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1. Einleitung 1

1. Einleitung
1.1. Dictyostelium discoideum als M odellor ganismus

Dictyostelium discoideum, eine Amobe aus der Klasse der Myxomyceten, wurde ersmals
1935 beschricben [Raper, 1935] und i heute ein weit verbreiteter Modelorganismus zur
Untersuchung des Zytoskeletts. D. discoideum bietet ds Forschungsobjekt eine Vidzahl von
Vortellen: Diesr eukaryontische Organismus  egnet dch  aufgrund  sener enfachen
Anzuchtbedingungen in axenischen Medien [Sussman und Sussman, 1969], sener Matilitét
und seines Lebenszyklusses gut zur Untersuchung zdlulérer, entwicklungsbiologischer und
molekularbiologischer  Prozesses  Weiterhin - weis & in bezug auf  Chemotaxis,
Pseudopodienbildung, Phagozytose und zdluld&en Trangport Gemensamkeiten mit  Zelen
hoherer Organismen auf, wie z. B. Leukozyten und Granulozyten, dso mit Zedlen des
Immunsystems.

Abb. 1. Entwicklungszyklusvon D. discoideum
[aus Gerisch, 1965].

Die natirlichewese im Wadboden lebende Amobenform vermehrt sch  vegetativ und
endrt dch mittds Phagozytose von Bakterien. Be Nahrungsmangd wird ein asexueler
Entwicklungszyklus durchlaufen, in dem keine Telung mehr efolgt und der mit der
Ausbildung von Sporen endet. Nach ener chemotaktischen Stimulierung mit cAMP
aggregieren etwa 1 x 10° Zdlen und bilden ein  Pseudoplasmodium. In  diesem
Entwicklungsstadium differenzieren dch die Zdlen in die Sid- und die Sporenzdlen. Das
Pseudoplasmodium (dug) wandet in Richtung des Lichts zu einem gingigen Standort. Im
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Laufe der Kulmination werden die Sporen vom wachsenden Stied nach oben getragen. Die
Stidzdlen vakuoliseren, umgeben sch mit ener Celuloseschicht und gterben schliefdich ab.
Be Berthrung platzt der reife Sporenkopf auf und setzt Sporen fre, die unter gingigen
Bedingungen auskeimen und einen neuen Lebenszyklus durchlaufen kénnen (Abb. 1).

1.2. Genetische M ethoden zur Analyse von Zyto-
skelett-Proteinen

D. discoideum-Mutanten erlauben in-vivo-Untersuchungen aktinbindender Proteine. Die
Isolation und Charakteriserung von Mutanten wird durch das heploide Genom mit ener
Grole von ungeféhr 34.000 kB sowie durch die Entwicklung eines Trandformationssystems,
gecgneter Vektoren und Methoden zur Mutantensedektion erleichtert [Leiting und Noegd,
1988; Ndllen et al., 1984; Howard et al., 1988]. Diese Mutanten kdnnen durch konventionelle
Mutagenese oder moderne genetische Techniken erhdten werden. Fur die konventionelle
Mutagenese werden mutagene Substanzen eingesetzt, wie z. B. Nitrosoguanidin, die
ungerichtete  Punktmutationen im gesamten Genom verursschen. Die Genzerstdrung (gene
diguption) erlaubt dagegen ene zidgerichtete Ausschdtung enes Gens  Der
Trandormationsvektor  enthdlt en  homologes Teldtlick des Zidgens und ene
Resstenzkassette. Nach EinfUhrung des Vektorsin D. discoideum, kommt es durch homologe
Rekombination zur Mutation, wenn sch die genomische DNA &ffnet und der vollsténdige
Vektor in die DNA-Sequenz des Zielgens integriert wird. Nach der Genzerstérung ist die
nicht mehr funktionfdhige DNA des Zidgens aer weterhin vollgandig im  Genom
vorhanden, was zu unerwinschten Rekombinaionsereignissen fuhren konnte. Dieser Nachtell
besteht bei der Genersatz-Methode (gene replacement) nicht, da hier ein Tell oder die gesamte
genomische Sequenz durch en  Genersatzkonstrukt ausgetauscht wird. Dieses Konstrukt
besent aus ener Resdenzkassette, umgeben von zwel zum Ziegen homologen DNA-
Regionen. Ein doppeltes Cross-over fihrt zu enem Ersaz der genomischen Sequenz durch
die Resgenzkasstte. Transformanten konnen bei  Anwendung der  konventiondlen
Mutagenese, der Genzerstérung und des Genersaizes durch enen Colony-Blot  mit
spezifischen Antikorpern detektiert werden. Falls keine Antikorper vorhanden sind, bietet sich
die ,Knock-in‘-Methode an, bei der ein DNA-Stiick des 5'-Endes mit einem virden Epitop
im Lesrahmen verknipft wird. Homologe Rekombination erlaubt die EinfUhrung des
Vektors in das Genom. Nur wenn das Zielgen an der richtigen Stelle unterbrochen wird, wird
das Gen des virden Epitops unter der Kontrolle des endogenen Promotors exprimiert.
Trandformanten konnen dann durch enen Colony-Blot mit einem gegen das virde Epitop
gerichteten Antikorper detektiert werden [Doring et al., 1991]. Die Expresson eines GFP-
Fusonsproteins erlaubt die Untersuchung der in-vivo-Funktion durch Immunfluoreszenz-
mikroskopie in der Zelle. Der Transformationsvektor besteht aus einem Promotor, der DNA,
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die fur das gewinschte Protein bzw. Proteinteilstiick kodiert, dem am 3- oder 5'-Ende der
DNA gebundenem GFP-Gen und ener Resgenzkasstte, die die Transformantenseektion
erleichtern soll. Der Vektor kann nach Transformation Uberdl in das Genom integriert sein
[Eichinger et al., 1999].

1.3. Das Zytoskelett

Das Zytoskdett einer eukaryontischen Zele besteht aus gerigtartig angeordneten filamentéren
Strukturen, die an der Zdlform, der Zdlbewegung, der Nahrungsaufnahme und der
Zytokinese beteiligt and. Dabe wird nach Durchmesser und Zusammensatzung der Filamente
zwischen Mikrofilamenten (5-6 nm), Intermediafilamenten (7-12 nm) und Mikrotubuli (25
nm) unterschieden.

Die Mikrofilamente bestehen aus globuldrem Aktin, einem Protein mit enem Molekular-
gewicht von 42 kDa Aktin kommt in dlen eukaryontischen Zdlen mit eénem Antel von bis
Zu 50% des Gesamtproteingehdts vor. In-vitro effolgt eine Polymerisation von Aktin ab einer
kritischen Konzentration von 0,1 uM nach Zugabe von mono- und divdenten Kationen wie
K* und Mg2t. Die Bindung der lonen an globuldres Aktin (G-Aktin) fihrt zu einer
Konformationsdnderung, die die Bildung von Aktinfilamenten, F-Aktin, ermdglicht. Die
Schrittmacherresktion, Nuklegtion genannt, it hierbel die Ausbildung von Aktintrimeren. Die
Verldngerung des Nukleus efolgt fir beide Enden des entdehenden Filaments mit
unterschiedlicher Geschwindigkeit [Gartner et al., 1989; Wegner und Isenberg, 1983].

Proteine, die dch unter Energieverbrauch infolge von ATP-Hydrolyse an den Aktinfilamenten
entlangbewegen  konnen, snd die Myosne.  In  Nichtmuskdzdlen erlauben diese
Motorproteine  intrazdluldre Bewegungsvorgdnge und snd  somit  wichtig fir die
Zdlbewegung [Pollard und Korn, 1973]. Myosn-ll ig¢ in D. discoideum an
ZdIteilungsvorgangen beteiligt [De Lozanne und Spudich, 1987; Burridge und Bray, 1975].

Ein Intermediafilamentsygem ig bisher nur in Eukaryonten, nicht aber in Protozoen
gefunden worden [Franke, 1993]. Auch in D. discoideum konnten bidang kene
Intermediafilamente gefunden werden. Die Intermediafilamente lassen dch im wesentlichen
in dre Gruppen unterteilen: Zytokerating, Vimentin und Vimentin-dhnliche Proteine, sowie
Kern-Laminine. Die Mitglieder diesr drel Klassen besitzen gemensame Strukturmerkmale,
wie die Ausbildung von gebundenen Protofilamenten. Diese Protofilamente snd Dimere, die
sch aus a-hdikden Monomeren bilden. Mehrere Protofilamente ergeben schliedich das 10
nm dicke Intermediarfilament, das vermuitlich zur mechanischen Stabilitét der Zdlle beitrégt.
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Die réhrenférmigen Mikrotubuli snd die dicksten Filamente des Zytoskeletts Sie werden aus
heterodimeren Untereinheiten von a- und b-Tubulin aufgebaut. GTP und Mikrotubuli-
asoziierte Proteine regulieren in @nem dynamischen Prozef3 den Auf- und Abbau dieser
Filamente. Dieser Vorgang lauft mit unterschiedlichen Geschwindigkeiten an den Enden ab.
Ausgehend vom Mikrotubuli-organiserenden  Zentrum (MTOC) durchziehen die Flamente
die gesamte Zdle. Als Minus-Ende wird die dem MTOC zugewandte Seite bezeichnet. Die
Richtung zur Zdlmembran ig ds Pus-Ende definiert. Somit i das Mikrotubulisysem
gerichtet. Mikrotubuli sind verantwortlich fir den Aufbau des Spindelapparates wahrend der
Mitose [Mandekow und Manddkow, 1995], und snd an ener Viezahl von Transport-
prozessen beteiligt.

1.4. Aktinbindende Proteinein D. discoideum

Wechsdwirkungen zwischen Protenen snd fir dle Organismen von  entscheidender
Bedeutung. So tragen dtrukturelle Proteine durch Protein-Protein-Interaktionen zum Aufbau
des Zytoskdetts be und ermdglichen der Zele, eine definiete Form anzunehmen. Die Rever-
ghilitdt dieser Interaktionen erlauben die Umdrukturierung der Proteinkomplexe und —netz
werke as Regktion auf Einflisse auf die Zdle.

Auch das Aktin-Zytoskdett in D. discoideum ist durch ene Vidzahl von Protein-Protein-
Interaktionen gekennzeichnet. Neben dem Einfluld von ionischen Komponenten auf den Auf-
und Abbau des Mikrofilamentssystems wird das Gleichgewicht zwischen G- und F-Aktin von
ener groRen Anzahl aktinbindender Proteine reguliert [Pollard und Cooper 1986; Stossd,
1986]. Vide diesr Proteine wurden ergmaig in D. discoideum beschrieben. Diese
aktinbindenden Proteine werden aufgrund ihrer in-vitro-Funktionen in mehrere  Gruppen
eingeteilt (Abb. 2).

G-Aktinbindende Proteine, wie Profilin [Carlsson et al., 1977, Haugwitz et al., 1991],
Thymosnb4 [Weeds und Way, 1991] oder CAP [Gottwald et al., 1996] beeinflussen die
Polymerisation von Aktin. CapZ [Casdla et al., 1986] aus Saugern oder Cap 32/34 [Hartmann
et al.,, 1989, Haus et al., 1993] aus D. discoideum verlangsamen die Polymerisations-
geschwindigkeit, indem se an das (+)-Ende von Aktinfilamenten binden, so dal3 nur noch das
langsamer wachsende (-)-Ende zur FHlamentverlangerung  zur  Veflgung geht.  Einige
Proteine, wie Gdsolin [Yin und Stossd, 1979] aus Sdugerzdlen und Severin aus D.
discoideum [Brown et al., 1982; Eichinger et al. 1991], haben die Fahigket Aktinfilamente zu

depolymeriseren.
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Abb. 2: Aktinbindende Proteine aus D. discoideum [nach Schleicher et al., 1995]. Die mit einem Stern
gekennzeichneten Proteine sind in D. discoideumbeschrieben worden.

a-Aktinin [Witke et al., 1993] und Filamin, friher 120 kDa Gedationsfektor genannt,
[Condedlis et al., 1984; Noegel et al., 1989] gehdren zu einer weiteren Gruppe von Proteinen,
die Aktinfilamente quervernetizen oder binden  konnen. Dazu bedtzen de zwel
Aktinbindestellen, die entweder auf ener Polypeptidkette lokalisert snd oder, wie im Fdle
von a-Aktinin und HFlamin, durch Dimeriserung zweier Polypeptidketten mit je ener
Aktinbindungsdoméne entstehen.

Die Klase de membranassozierten aktinbindenden Proteine  umfald  unter  anderem
Hisactophilin [Schleicher et al., 1984], Ponticulin [Wuestehube und Luna, 1987] und Comitin
[Stratford und Brown, 1985]. Ponticulin stelt in D. discoideum die Verbindung zu dem unter
der Membran geegenen Aktin-Kortex durch direkte Bindung an F-Aktin her. Dadurch
werden Umlagerungen des Zytoskdetts unmittelbar auf die Zdlmembran Ubertragen und
beanflussen folglich die Zdlform. Das Protein Hisactophilin aus D. discoideum [Sched et
al., 1989] it am N-terminden Ende mit enem Myristylres versehen, der zwischen die
Phospholipidreste der Plasmamembran eingdlagert werden kann. Hisactophilin  bindet pH-
abhdngig an Aktinfilamente, wodurch es an der Umorganisation des Aktin-Zytoskeetts
betelligt ist [Hanakam et al., 1995]. Comitin wird nach den Ergebnissen von O. Weiner et al.
(1993) ene Vemittlerolle zwischen dem Aktin-Zytoskeett und den intrazelul&ren
Membranen des Golgi-Apparates zugeschrieben. Auferdem wird vermutet, dal? dieses Protein
an Transportvorgangen innerhab der Zdle betalligt i



1. Einleitung 6

1.5. Transportprozessein der Zelle

Die Biosynthese dler Lipide und enes Grof¥els der Proteine beginnt an der cytosolischen
Sdte da Membran des endoplasmatischen Retikulums (ER). Dieses Zdlkompartiment
kommt in dlen eukaryontischen Zdlen vor und besteht aus einem engmaschigen Netz aus
verzweigten Rohren und abgeflachten Sackchen. Das Netzwerk erstreckt sich durch das
gesamte Cytoplasma. Die ER-Membran wird in glates und rauhes ER untertellt: Als rauhes
endoplasmatisches Retikulum werden die Oberfléchenbereiche bezeichnet, an die Ribosomen
binden, wéhrend ER-Membranen, die keine Ribosomen gebunden haben, glattes ER genannt
werden. Die an der cytosolischen ER-Membran synthetiserten Proteine lassen dch in
Transmembranprotene  und lumende Protene dntelen.  Die  Transmembranproteine
durchqueren nur tellweise die ER-Membran und werden in sSe engebettet. Se bestzen en
goezidles hydrophobes Signdpeptid, das von einem Signderkennungspartike (SRP) erkannt
und gebunden wird. Das SRP dirigiert dann das Protein an einen spezifischen Rezeptor in der
ER-Membran und ermdglicht den Trandokationsproze3 [Smon, 1993]. Dabe wird ene
Schlefe der Polypeptidkette durch eine hydrophile Trandokationspore in das ER-Lumen
gezogen. Dagegen werden lumende Protene vollgandig durch die ER-Membran
trangportiert. Die Proteine werden im ER-Lumen gefdtet, konnen oligomeriseren und werden
durch N-Glykosylieung modifiziet. Wéhrend ER-ddndige Proteine durch en ER-
Retentionssignd  in diesem  Zelkompartiment zurlickgehdten werden, werden dle anderen,
richtig gefateten Proteine in Trangportveskd verpackt. Die Transportveske schniren sich
vom Ubergangs-ER ab und werden zum Golgi-Apparat weitergeleitet.

Der Golgi-Apparat befindet sich nahe am Zdlkern im Cytoplasma. Er besteht aus paald
angeordneten, flachen, membranumhlliten Zigernen, die ene sgpdftrmige Struktur bilden.
Die Anzahl der Zigernen schwankt zwischen 3 und 10 [Alberts et al., 1989; Zhang und
Steehdin, 1992]. Der Golgi-Apparat bestzt eine funktiondle Polaritét, die ene Unterteilung
in ds-, medid- und trans-Kompartimente erlaubt. Jedes dieser Kompartimente besteht aus
mehreren  hintereinander  angeordneten  Zigernen. Neben der  funktiondlen Polaritét  wird
aufgrund der morphologischen Polaritdt des Golgi-Apparates zwischen einer cis- und ener
trans-Sate unterschieden: Die dem Zdlkern zugewandie Sedte wird ds cis-Sate
(Bildungsaite) definiert und die dem Zdlkern abgewandte Refungssate wird trans-Seite
genannt. Belde Sdten snd an besondere  Kompartimente gebunden, die aus enem
membranGsen Netzwerk untereinander verbundener Rohren und Zigternen bestehen. Diese
Zdlbereiche werden ds cis-Golgi-Netz (CGN) und as trans-Golgi-Netz (TGN) bezeichnet
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[Griffiths und Simons, 1986; Driouich et al.,, 1993]. Die Trangportveske des
endoplasmatischen  Retikulums verschmezen mit dem ds-Golgi-Netzwerk. Dort werden im
ER-Lumen ansdssige Proteine, die en ER-Rickhdtesgnd bestzen durch en  spezifisch
gebundenes Rezeptorprotein erkannt und in besonderen Trangportvesikeln ins ER zuriickge-
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Abb. 3: Amintrazelluléren Transport beteiligte Kompartimente einer Eukaryontenzelle [aus Alberts:
»Molekularbiologie der Zelle*, 1997].

fuhrt. Andere Proteine werden be ihrer Passsge vom cis-Golgi-Netzwerk Uber die
Kompatimente des Golgi-Apparates zum trans-Golgi-Netzwerk modifiziert. Dabel werden
im ER angehdngte N-glykosdisch gebundene Zucker verandert, O-glykosdisch gebundene
Zucker engefigt und modifiziet. Zusdzlich werden Proteine proteolytisch prozessert. Die
jeweligen Modifikationen erfolgen schrittweise in diginkten Zigernen. Die dazu bendtigten
Enzyme snd auf bestimmte Zidernen beschrénkt [Pugdey, 1989]. So efolgt z. B. die
Tyrosn-Sulfatierung nur im trans-Kompartiment. Im TGN werden die modifizieten Proteine
in Trangportveskd eingdagert und zu ihren jeweligen Besdimmungsorten, wie Lysosomen
oder sekretorische Veskd und Plasmamembran gebracht [Griffiths und Simons, 1986).

Der Trangport zwischen einzelnen intrazdlulden Kompatimenten efolgt aso Uber Veskd
[Meancon et al.,, 1991, Pryer et al., 1992], die sch von einem Donorkompartiment
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abschniren und mit der Membran des Akzeptorkompartiments verschmelzen. Der
Bestimmmungsort diessr Veskd wird zum enen durch die Bexchaffenhet der Proteine auf
der Oberflache der Veskemembran und den zugehdrigen Rezeptoren des Ziekompartiments
fesdgelegt, zum anderen durch die Anlagerung verschiedener l6dicher Komponenten wie
kleiner GTP-bindender Proteine [Goud und McCaffrey, 1991; Zeria und Stenmark, 1993].

Bisher snd mehrere Typen von Trangportveskeln beschricben worden. Die Clathrin-
dekorierten Veske bedtzen einen Durchmesser von 80-100 nm und befinden sch gehduft am
TGN und an der Plasmamembran. Se snd am Transport lysosomder Enzyme vom TGN zu
den spéen Endosomen, am regulierten Trangport vom TGN zur Plasmamembran und an der
Rezeptor-vermittelten Endocytose extrazellulérer Liganden beteligt. Ihre Hille besteht aus
ene Vidzahl von Proteinen, unter anderem aus dem namensgebenden Clathrin und Clathrin-
asoziierten Adaptorkomplexen AP-1 und AP-2 [Pearse und Robinson, 1990].

Neuere Forschungsergebnisse zeigen, dal3 vide endocytotische Transportvorgdnge Clathrin-
unabhdngig verlaufen [Sandvig und van Deurs, 1990; Lamaze und Schmid, 1995]. Be den
meden Zdlen kommt es an de Pasmamembran zu Eindilpungen, den sogenannten
Caveolen, die dch as Caveolin-bedeckte Veskd von der Plasmamembran abschniren
[Rothberg et al., 1992].

COPI-dekorierte Veskd gdlen einen weiteren Vesketyp dar. Die im Durchmessr 90 nm
groRen Veskd bedtzen eine Proteinhille aus acht Untereinheiten, den sogenannten
,coaomers'. Ein Protein dieser Gruppe i das b-COP, das hohe Homologie zum Clathrin-
asoziierten b-Adaptin aufweist [Duden et al., 1991]. Die Anlagerung der Hullenproteine
geschiet unter Vemittlung enes GTP-regulierten Proteins, dem ADP-Ribosylierungsfaktor
ARF [Donaldson und Klauser, 1994]. COPI-bedeckte Veskd snd am Trangport vom ER
zum Golgi-Apparat, an Transport zwischen Golgi-Zisternen sowie am retrograden Transport
von ER-Membranproteinen zum ER beteiligt [Letourneur et al., 1994]. Die in S. cerevisiae
zuerst  beschriebenen COPII-dekorierten Veske vermitteln anterograde Transportvorgénge
vom ER zum Golgi- Apparat [Barlowe et al., 1994].

Neben dem veskul&ren Proteintransport vom endoplasmatischen Retikulum Uber den Golgi-
Apparat zu den Endosomen und Lysosomen bis hin zur Plasmamembran wird in den letzten
Jahren zunehmend das Moddl der ,cigernen Refung® fUr den Trangport supramolekularer
Strukturen, wie Multiproteinkomplexe diskutiert. Diese snd zu grol, um in sekretorischen
Veskdn durch den Golgi-Apparat transportiet zu werden. Die vom endoplasmatischen
Retikulum zum Golgi-Komplex kommenden supramolekularen Strukturen bilden dort en
neues ds-Kompatiment. Das nicht-sekretorische Materid, wie Protene mit ER-
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Rickhdtesgnden oder SNAP-Rezeptoren, wird wieder in das endoplasmatische Retikulum
zurickgefuhrt. Der Transport der supramolekularen Strukturen wird durch fortschreitende
Umwandlung des neuen cds-Kompatiments Uber medide Kompartimente in trans-Golgi-
Zigernen durchgefihrt. Dieser anterograde Transport der Zisternen i mit ener Rickfihrung
der Enzyme in das jewellig vorhergehende Kompartiment gekoppelt, d. h. nach Umwandlung
éng ds-Zigemne in en medides Kompatiment werden die Enzyme Uber Veskd in ene
neue ds-Zigerne zurlickgefihrt. Am  trans-Golgi-Netzwerk werden die  supramolekularen
Strukturen  durch  Bildung sekretorischer  Veskd freigesetzt. Im  trans-Golgi- Netzwerk
verblebende Proteine werden zum trans-Golgi-Kompartiment  zurlickgefihrt, damit de fur
ene Wiederholung dieses Vorgangs zur Vefligung zu sehen [Mironov et al., 1997]. Das am
besten charakteriserte Beigpid fur das Moddl der ,cigernen Refung’ ist der Transport von
Multiproteinkomplexen in der Grindge Pleurochrysis scheffelii [Becker et al., 1995]. Auch
in anderen Zdltypen i ein solcher Transport supramolekularer Strukturen diskutiert bzw.
beobachtet worden, so z. B. fir Prokollagen Typ-1 in Fbroblasten [Bonfanti et al., 1998;
Leblond, 1989] und fir das Apolipoprotein E in Leberzellen [Dahan et al., 1994].

1.6. Bedeutung des Zytoskeletts fir Transportvorgange

Sowohl das Mikrotubulisystem as auch das Aktinfilamentsysem spiden bem intrazdluléren
Veskdtrangport ene entschedende Rolle. Eine Beteligung der Aktinfilamente an lokaen
intrazd luléren Transportvorgangen ist erdmas in Algen [Kachar et al., 1985] und in Amoben
[Adams und Pollard, 1986] beschrieben worden. Die Bewegung auf den Aktinfilamenten wird
durch Motorproteine vermittdt, die zu der Klasse der sogenannten unkonventionellen
Myosine gezdhlt werden [Novak und Titus, 1997]. So werden z. B. Veskd, die aus isolierten
Acanthamoeba-Membranen  hergestelt  werden, durch  gerenigtes Myosan-I  auf
Aktinfilamenten bewegt. In-vitro |1&% dch diese Bewegung von isolieten Acanthamoeba-
Organdlen durch Myosin-1-Antikérper hemmen [Adams und Pollard, 1986]. Johnston et al.
beschriecben 1991 die Beteligung von Myosin-l am Transport sekretorischer Veske  Uber
Aktinfilamente in S cerevisae. En wedtee Hinwes auf ene Beeligung von
Aktinfilamenten an endocytotischen Prozessen lieferte die Beobachtung, dald die F-Aktin-
depolymeriserende Droge Cytochdasin D in Makrophagen die Phagozytose hemmt [Axline
und Reaven, 1974].
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Wédhrend das Aktinnetzwerk am langsamen und lokden Veskdtransport auf kleinem Raum
beteligt i, scheint das Mikrotubulisysem fir schnelle Trangportvorgdnge innerhdb  der
Zdle veantwortlich zu sen. Die Mikrotubuli snd an der Erhdtung und Lage der
Morphologie von Zdlorgandlen maligeblich betelligt. Das endoplasmatische Retikulum und
die frihen Endosomen in de Zdlperipherie snd am schnel wachsenden Ende der
Mikrotubuli angeordnet, wédhrend sch die Lysosomen, Endosomen und der Golgi-Apparat am
langsam wachsenden Ende der Mikrotubuli in der N&he des Zdlkerns befinden [Cole und
Lippincott-Schwartz,  1995]. Eine Vidzahl von Experimenten west darauf hin, dal
intrazdluldre Transportprozesse mit Hilfe der Mikrotubuli  a@blaufen. Der Transport von
Veskdn zwischen den Zdlkompartimenten wird von den molekularen Motoren Dynen
[Paschd et al., 1987] und Kinesin [Vde et al., 1985] in Richtung des langsam wachsenden
Endes bzw. des schnel wachsenden Endes angetrieben. Aulerdem unterliegen diese
Trangportvorgange ener Vidzahl von Regulaionsmechanismen. So scheint der  Dynaktin-
Komplex [Gill et al., 1991] an der Bindung der Veske bzw. der Transportaktivierung
betelligt zu sein [Schroer und Sheetz, 1991].

Zusizlich scheint es einen Ubergang von Mikrotubuli-gestiitzten Transportvorgangen zu den
durch das Aktinfilamentsysem vermittelten Trangport zu geben. So konnten Kusnetsov et al.
[1992] in lichtmikroskopischen Untersuchungen zeigen, dad3 Veskd, die auf Mikrotubuli
transportiert werden, sch ablésen und auf Aktinfilamenten weiter transportiert werden. Diese
Beobachtung stlitzt die Hypothese, dal3 Mikrotubuli fur den schnellen Transport Uber |&ngere
Strecken innerhdb der Zdle verantwortlich snd, wahrend das Aktinnetzwerk dem lokaen
Veskdtrangport auf kleinem Raum dient.

1.7. Comitin

Comitin, en Protein mit einem gpparenten Molekulargewicht von 24 kDa, ist ersmals 1985
von C. A. Stratford und S. S Brown aus D. discoideum isoliet worden. Immun-
fluoreszenzuntersuchungen deuten darauf hin, dal3 Comitin an Veskdmembranen und auf der
cytoplasmatischen Seite des Golgi-Apparates lokdisert it [Wener et al.,, 1993]. Die
Nukleotid- und Aminosauresequenz wurde 1990 durch die Isolierung der cDNA aufgeklart
[Noege et al., 1990]. Die Sequenzanadysen ergaben, dald das sehr bassche Comitin mit einem
pl von 958 aus zwe Doménen beseht, ener 144 Aminosiuren grofen N-terminden
Kerndoméne, die finf Cysenreste und fast die gesamte Ladung des Proteins trégt, und einer
41 Aminosiuren langen C-teminden Doméne, die enen neutrden bis hydrophoben
Ladungscharakter besitzt (Abb. 4).
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N-terminale Kerndomane GYP(P)Q-Motiv

Abb. 4. Schematische Darstellung des Comitin-Proteins. Die Zahlen geben die jeweilige Aminosaureposition
wieder. Der gestrichelte Bereich innerhalb der N-terminalen Kerndoméne stellt die bisher bekannte
Dimerisierungs- und Aktinbindungsdoméane von Comitin dar.

Die N-teminde Kendomane enthdlt en drefach wiederholtes Aminosiurenmotiv, das
Sequenzhomologien zu Lektinen aufwelst. Diessr Aminosiurebereich scheint fir die Bindung
des Comitins an Membranen verantwortlich zu saein. Es wird angenommen, dal3 die Bindung
Uber Mannosereste efolgt. In-vitro-Experimente zeigten, da3 Comitin die Fahigkeit zur
Ausbildung von Dimeren bestzt. Der fir die Dimeriserung verantwortliche Bereich konnte
auf die Aminosduren 90 bis 135 eingegrenzt werden [Jung, 1996]. Comitin hat zudem die
Fahigkeit, F-Aktin an der Subdoméne-1 des Aktins zu binden [Fulgenzi et al., 1998].
Vorangegangene Untersuchungen legten die  Aktinbindungsdoméne des Comitins auf  den
Aminosdurebereich 90 bis 135 fest. Dieses Protentelstiick west keine Homologien zu
Aktinbindestellen anderer Proteine, wie z. B. der a-Aktinin-Familie auf [Jung, 1996].

Der 41 Aminosduren grole C-Terminus besteht aus sechs hintereinander angeordneten
GYP(P)Q-Aminosiuremotiven. Dieser  Protenbereich  bestzt Homologien zu  Oktopus-
Rhodopsin, Synaptophysin, Gliadin und Suger-Lektinen. Alle diese Proteine snd funktionell
verschieden, gemensam ig ihnen aer ene Tendenz zur Aggregation. Die Funktion des
repetitiven GY P(P)Q-Motivsist unbekannt.

1.8. Zielsetzung der Arbeit

Die in-vitro-Eigenschaften von Comitin, wie sene Fahigkeit zur Bindung an Aktin und
Mannose sind bereits intensv untersucht worden. Dagegen bedirfen die in-vivo-Funktionen
von Comitin weiterer Studien.

Dazu soll im Rahmen diessr Arbet die Schaffung und zdlbiologische Charakteriserung ener
Comitin-defizienten Mutante dienen. Die Protenvertellung in lebenden Zdlen <oll durch
Expresson eines GFP-Fusionsproteins aufgeklart werden. Die Fusion von Proteinen mit GFP

ig dane fur die intrazdlul&re Lokdisation in D. discoideum schon efolgreich angewandte
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Methode. Zur weiteren Aufklérung der in-vivo-Funktion von Comitin soll seine schon in-vitro
gezegte Fahigkat zur Ausbildung von Dimeren mit Hilfe des Hefe-, Two-Hybrid‘-Systems
Uberprift, andysert und die Dimeriserungsdoméanen weiter eingegrenzt werden. Das ,, Two-
Hybrid-Sygsem <oll auBerdem zur Identifizierung von Comitin-bindenden  Proteinen
herangezogen werden, um die Rodle von Comitin in intrazdlul&en Prozessen néher zu
definieren. Mdgliche Bindungspartner sollen auf ihre Bindungsdoméne zu Comitin und ihre
intrazellulare Lokalisation durch Expression von GFP-Fus onsproteinen untersucht werden.
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2. Ergebnisse

2.1. Untersuchungen zur Comitinverteilung unter ver -
schiedenen Bedingungen und Analyse der Comitin-
defizienten Mutanten

2.1.1. Isolierung und Charakterisierung der Comitin-defizienten
Mutanten

1997 wurde von A. v. Krempelhuber e@ne Comitin-negative Mutante isoliert, in der das
endogene Gen durch die Insation enes Resstenzgens permanent unterbrochen ist. Dazu
verwendete er enen Transformationsvektor fir en "gene replacement” des Comitin-Gens.
Das Comitin-Gen liegt auf eéinem 1,5 kB grof3en Hindll1/EcoRV - Fragment (Abb. 5).

ATG TAA
Hindi 1 Bglll Xbal EcoRV

Genomisches Fragment
(1,5kB)

Abb. 5. Genkarte des genomischen HindlIlI/EcoRV-Fragments von Comitin. Die Genkarte zeigt eine
Auswahl von Restriktionsenzymen, die Lage der kodierenden Sequenz innerhalb des genomischen Klons,
Tranglations-Start- und Stopcodon ATG bzw. TAA und die Lokalisation der zwei Introns. Die Pfeile bezeichnen
die Lage der Introns von 276 und 327 Basenpaar Lange.

Das Hindlll/EcoRV-Fragment wurde in den Vektor plC19 kloniet und in E. coli JM83
trandformiert. Im Colony-Blot wurde der Klon p24#16 identifiziert, der das entsprechende
DNA-Teilstlick enthdlt. Aus diesem Klon p24#16 wurde ein ca. 400 bp grolies Bglll/Xbal-
Fragment herausgeschnitten, das neben 5-untrandatierter Region auch 42 Basenpaare des
kodierenden Bereiches mit dem Startcodon ATG enthdlt. Dieser Genabschnitt wurde dann
durch ene 14 kB grofe Resstenzkassette mit dem Gen fur die Blagticidin-S-Deaminase aus
Bacillus cereus [Kobayashi et al., 1991] unter der Kontrolle des Aktin 15-Promotors und des
Aktin 8-Terminators ersetzt (Abb. 6). Nach Einfihrung des Transformationsvektors
p24#16bs in Zelen des D. discoideum-Wildtyps AX2 konnten Transformanten mit Hilfe der
Bladticidinresstenz sdektiet werden. Se wurden anschlie?end in enem  Colony-Blot
identifiziet und mittels Western-, Southern und Northern-Blots andyset. Zwe  Comitin-
defiziente Klone, ds 1al und 3al bezeichnet, wurden fur die weitere Andyse ausgewahlt [v.
Krempel huber, 1997].
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Deletiertes Bgll1/Xbal Fragment (0,4 kB)

Genomisches Fragment
(1,5 kB)

| AP BlasticidinS-Gen AST
BlasticidinS-Resistenzkassette (1,4 kB)

A

v

Abb. 6. Konstruktion des Transformationsvektors p24#16bsr. Schematische Darstellung des klonierten
genomischen Comitin-Fragments, bei dem ein 0,4 kB grofRes Stiick durch die BlasticidinS-Resistenzkassette
ersetzt wurde. Bglll und Xbal bezeichnen die Schnittstellen der Restriktionsenzyme, mit denen das DNA-
Fragment ausgeschnitten wurde.

2.1.1.1. Western-Blot-Analyse der Comitin-defizienten M utanten
lalund 3al

Die WedernBlot-Andyse der Comitin-Minusmutanten 1al und 3al efolgt mit dem
monoklonden  anti-Comitin-Antikérper  190-68-1. Die Bindungsstdle dieses Antikorpers
wurde auf die Aminoséuren 1 bis 57 der N-terminden Kerndoméane eingegrenzt [Jung, 1996].
Desdbe Blot wird zusdtzlich zur Quantifizierung der Gesamtzellhomogenatmenge mit dem
anti-Aktin-Antikorper Act-1-7 inkubiert (Abb. 7).

Der Antikorper 190-68-1 erkennt im Wildtyp-Gesamtzellhomogenat be 24 kDa Comitin.
Dieses Protein fehlt in den Mutanten 1al und 3al. Die drei Spuren der D. discoideum-
Stdmme AX2, 1al und 3al zeigen eine gleich starke Aktinbande bel 42 kDa Dies zeigt, dal3
jede Spur mit derselben Zellhomogenatmenge beladen worden i<
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Abb. 7: Western-Blot-Analyse der Comitin-Minusmutanten. Zellhomogenate von jeweils 2 x 10° Zellen
wurden in einem 15%igen SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt und auf Nitrocellulose transferiert. Der
Western-Blot ist mit dem anti-Comitin-Antikorper 190-68-1 und dem anti-Aktin-Antikorper Act-1-7
inkubiert worden. Als sekundérer Antikdrper diente ein Peroxidase-gekoppelter Ziege-anti-Maus-1gG-
Antikorper. Nur bei AX2 ist das 24 kDa Protein Comitin nachweisbar.

2.1.1.2. Southern-Blot-Analyse der Comitin-defizienten
Mutante 1al

Um den Nachweis fir das ,gene replacement‘-Ereignis zu fuhren, wurde DNA aus
Zdlkernen von AX2 und 1al isoliet und mit den Redtriktionsendonuklessen Hindlll und
EcoRV geschnitten. Bel e@nem efolgreich verlaufenen ,,gene replacement*-Ereignis i ene
VergroRerung des genomischen Fragments von Comitin um 1 kB durch den Audtausch des
0,4 kB grofen Bglll/Xbal-Fragment gegen die 1,4 kB grol¥e BlagticidinS-Resstenzkassette in
der Spur fur die Mutante im Veglech zum Wildyp zu ewarten. Ein Sgnd fur de
BlagicdinS-Resstenzkassette in gleicher Grofe durfte nur in der 1al-Spur markiert werden.
De Audausch der BlagicidinS-Resstenzkassette gegen das Bglll/Xbal-Fragment wirde zu
ene Bande in der Wildtypspur, nicht aber in der Spur fur die Comitin-Minusmutante fihren,
wenn mit dem Bglll/Xbal-Fragment hybridisert werden wirde. Der entsprechende Southern-
Blot wurde deshdb mit dem 1,5 kB grofien genomischen Hindlll/EcoRV-Fragment (Abb. 6
und 8A), der BladicidinS-Resstenzkassette (Abb. 6 und 8B) sowie dem deetierten 0,4 kB
grof3en genomischen Bgll1/Xbal- Fragment aus Klon p24#16 (Abb. 6 und 8C) hybridisert.

Das 1,5 kB grole Hindlll/EcoRV-Fragment erkennt in Wildtyp-DNA bel 1,5 kB die Bande
des genomischen Comitin-Fragments. Das entsprechende Signd liegt in der Spur von Klon
1al bel 24 kB, s0 dal die e'wartete Vergroferung des genomischen Fragments von Comitin
um 1 kB durch den Austausch des 04 kB grof¥en Bglll/Xbal-Fragment gegen die 1,4 kB
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grofe BladicidinS-Resistenzkassette bestétigt werden kann. Weitere Banden in der Wildtyp-
und 1al-Spur sind auf die 3-terminde Doméne, die fur das in D. discoideum-Proteinen ¢fters
vorhandene GYP(P)Q-Motiv kodiert, zurlickzufihren [Noegel et al., 1990]. Hybridiserung
mit der radiosktiv markierten cDNA der BladticidinS-Resistenzkassette fuhrt zu einer Bande
be 2,4 kB in der 1al-Spur. Ein entsprechendes Signd findet sch nicht fir den Wildtyp AX2.
Somit begtétigt die Hybridiserung mit der ¢cDNA der BladicidinS-Resstenzkassette den Shift
von 1 kB (Abb. 8B). In Abbildung 8C wird der Verlust des 04 kB grofien Bglll/Xbal-
Fragmentes in Klon 1al wiedergegeben. So zeigt nur die AX2-Spur eine 1,5 kB grof3e Bande.
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Abb. 8 Southern-Blot-Analyse der Comitin-Minusmutante lal. Genomische DNA aus AX2- und lal-
in einem 0,7%igen TBE-Agarosegel
aufgetrennt und auf Nylonmembran Ubertragen. Folgende radioaktiv markierten Sonden wurden fir die

Zellkernen wurde mit den Enyzmen HindllI/ECORV geschnitten,

Untersuchungen verwendet: A:
Resistenzkassette; C: 0,4 kB grof3es Bgll1/Xbal-Comitin-Fragment.

15 kB groRRes genomisches Comitin-Fragment;

B:

Blagticidins



2. Ergebnisse 17

2.1.1.3. Northern-Blot-Analyse der Comitin-defizienten
Mutante lal

Die Expresson des Comitin-Gens wurde durch Northern-Blot-Anayse untersucht. Dafir
wurde Gesamt-RNA aus D. discoideum-Zdlen isoliert, die zu unterschiedlichen Zeten des
Entwicklungszyklus geerntet wurden. Die Gesamt-RNA wurde im Northern-Blot aufgetrennt
und mit der radioaktiv markierten Comitin-cDNA der Kerndoméne hybridisert. Der Wildtyp
AX2 zeigt ene sake MRNA-Expresson zu Beginn des Entwicklungszyklus. Nach vier
Stunden nimmt die Expressonsstérke erheblich @, so dald die Comitinbande kaum noch zu
detektieren isd. Dies entspricht dem beschriebenen Expressonsmugter des Comitin-Gens
(Abb. 9A) [Noegd et al., 1990]. Zu keinem Zeitpunkt des Entwicklungszyklus ig ene
Expresson der Comitin-mRNA fir die Mutante nachweisbar (Abb. 9B). Zur Kontrolle ist
ene radiosktiv makiete Myosn-cDNA-Sonde verwendet worden, um zu zeigen, dal3

vergleichbare Mengen an RNA fir AX2 und 1al aufgetragen worden sind (Abb. 9A und B).

A C

ki &&&&@@@ kB 1al AX?2

7,0> LI —
o=

o7e-

B
KB 0 @4 16 18 1016 120 07 B> .

lal = T T T

Abb. 9: Northern-Blot-Analyse der Comitin-negativen Mutante lal. Gesamt-RNA ist aus AX2- und l1al-D.
discoideum-Zellen zu verschiedenen Zeitpunkten der Entwicklung isoliert, in einem 1,2%igen Agarosegel unter
denaturierenden Bedingungen aufgetrennt und auf eine Nylonmembran transferiert worden. Der Zeitpunkt tO
steht fUr vegetative Zellen und t4 bis 88 fir das Aggregationsstadium. Zur Zeit t16 war das ,slug”-Stadium
erreicht, bei t20 die Kulmination. A gibt den Northern-Blot von AX2-, B den von lal-Gesamt-RNA wieder. Zur
Hybridisierung ist in A und B die radioaktiv markierte cDNA der Comitin-Kernregion und von Myosin
verwendet worden. C zeigt Gesamt-RNA vegetativer Zellen (t0) von AX2 und 1al. Als Sonde diente das 1,5 kB
grof3e genomische Hindlll/EcoRV-Comitin-Fragment. Fir 1al wurde eine hthere Menge an RNA geladen as
fir AX2.
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Zusizlich ig Gesamt-RNA vegetativer Zdlen der Comitin-Minusmutante und des Wildtyps
im Agarosgd aufgetrennt und auf Nylonmembran transferiert worden. Die Hybridiserung
der Membran efolgt hierbe mit dem radioaktiv markierten 1,5-kB grof¥en genomischen
Hindl11/EcoRV-Comitin-Fragment (Abb. 9C). Die 0,7 kB grof3e Bande zeigt die Expresson
der ComitinrmRNA im Wildtyp. In der lal-Mutante |&% dSch diess mRNA nicht mehr
nachweisen. Die bei 1,6 kB auftretende Bande wird dem Produkt des Annexin VII Gens
zugeschrieben. Dieses Gen enthdlt am 5-Terminus ene Sequenz, die dem im Comitin C-
teemind geegenen GYP(P)Q-Sequenzmotiv - entpricht.  Dadurch  kommt es zu  Kreuz-
resktionen mit der Comitin-Sonde. Die Annexin VII-Bande gibt zudem wieder, dal3 mehr
Gesamt-RNA der lal-Mutante ads des Wildtyps AX2 geladen worden ist. Be den nur
schwach detektierten Banden oberhab und unterhalb der 0,7 kB grolen Markierung in der
Spur der Comitin-defizienten Mutante konnte es sich um Kreuzreaktionen der Sonde mit zwel
weiteren Vetretern der GYP(P)Q-Proteinfamilie handeln. Das Fehlen dieser zwei Banden in
der Wildtypspur &% sich mit der geringeren RNA-Menge erklaren (Abb. 9C).

2.1.2. Z€dlbiologische Unter suchungen der Comitin-defizienten
Mutante

Das Aktin-Zytoskdett suielt eine zentrde Rolle be ener Relhe von Zdlfunktionen. Das
Auschdten enes aktinbindenden Proteins konnte folglich enzene zdlulé&re Funktionen
verandern oder einschrénken. Dies konnte in D. discoideum exemplarisch an Myosin [Knecht
et al., 1987; De Lozanne und Spudich 1987] oder an Prcfilin I und Il [Haugwitz et al., 1994]
gezeigt werden.

Nach den Arbeten von O. Weiner [1993] und E. Jung [1996] wird eine Bindung des
Comitins an intrazdluld&re Membranen sowie an das Aktin-Zytoskelett poduliert. Um die
Funktion von Comitin in der Zele weter aufzuklaren, untersuchte A. v. Krempehuber
verschiedene zdlbiologische Agpekte an der Comitin-defizienten Mutante 1al. Er konnte
jedoch keine phéanotypische Ausprégung der Comitin-Defizienz in bezug auf das Wachstum,
die Entwicklung, die Matilitét, die Endocytose und die Sekretion im Vergleich zum Wildtyp
AX2 festgdlen.

Im folgenden werden weitere Experimente zum Wachdumsverhdten und zur Expresson
entwicklungsregulierter  Gene sowie neue Vesuche zur Phagozytose und zur Fahigkeit,
osmatischem Streld zu widerstehen, an der Comitin-defizienten Mutante 1al vorgestelt, die
die bisherigen Untersuchungen und Ergebnisse A. v. Krempehubers untermauern und
erganzen sollen.
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2.1.2.1. Wachstum unter optimalen und er schwerten Bedingungen

Zdlwachsum is das Ergebnis eines Zusammenspids verschiedener zelulérer Vorgange wie
Rezeptor-vermitteter  Phagozytose und Zytokinese. Verdndete Temperatur-, Feuchtigkeits,
lonen und Osmolaritétsbedingungen dellen eine physologische Herausforderung fir das
Wachstum und Uberleben eéner Zdle dar. Die Rolle eines ausgeschdteten Proteins in einer
Mutante wird oft unter optimaen Wachstumsbedingungen im Labor nicht Schtbar, sondern
nur unter Strefdedingungen [Rivero et al., 1999]. A. v. Krempehuber untersuchte das
Wachstum der 1al-Comitin-defizienten Mutante im  Verglech zum Wildyp AX2 in
Flissgkultur bei 20°C. Als erschwerende Bedingungen wurde das Wachstum unter Zugabe
von EGTA zum axenischen Medium beobachtet. EGTA bildet mit Cadcium Chelatkomplexe
und kamn deshab cdciumabhdngige Prozesse wie z. B. Signdtransduktionswege <tOren.
Dieses Experiment wére en Hinweis af einen Zusammenhang zwischen Caf'-abhéngigen
Sgndtransduktionsvegen und der Anlagerung von Comitin an Veskd. Die Droge Brefedin
A [Singleton et al., 1958] inhibiert den Trangportweg vom endoplasmatischen Retikulum zum
Golgi-Apparat, ohne den rucklaufigen Weg zu Dblockieren. Diese Inhibierung  fuhrt
letiztendlich zu einer Auflésung des Golgi-Apparates [Lippincott-Schwartz et al., 1989]. Da
Comitin en Golg-Apparat lokaisetes Protein id, konnte die Comitin-Defizienz den
Brefddin A-Einflud auf die Zdle noch verstérken und zu einem verminderten Wachstum von
lal gegeniber AX2 fuhren. Allerdings konnte A. v. Krempehuber in  sEnen
Untersuchungen keinen Unterschied im Wachsumverhdlten von 1al im Vergleich zu AX2
finden. Einige D. discoideum-Mutanten zeigen jedoch en verdandertes Wachsum unter
verdnderten Temperaturbedingungen: So wels z. B. die 34 kDa-Protein-Minusmutante ene
um zehn Sunden langere Generationszeit und eine dark reduziete Zdldichte in der
dationdren Wachsdumsphase auf. Die a-Adinin-Minusmutante in D. discoideum zeigt en
geringeres Wachdum im Verglech zum Wildtyp unter osmotischem Siref3 [Rivero et al.,
1999]. Ein weiterer Temperatureffekt ist, da® in Vero-Zdlen der Transport vom
endoplasmatischem Retikulum zum Golgi-Apparat bel 15°C unterbrochen wird [Pepperkok et
al., 2000]. Die Comitin-Defizienz konnte dSch nechhdtig auf diessn Vorgang in D,
discoideum und damit auf das Zelwachstum der 1al-Mutante auswirken. Deshab wurde hier
zusiétzlich der Einflul verdnderter Temperatur- (bei 20°C (Abb. 10A), 15°C (Abb. 10B) und
27°C (Abb. 10C)) und Osmolaritétsbedingungen (mit 30mM NaCl (Abb. 10D) bzw. mit 150
mM Sorbitol (Abb. 10E)) andysert. Da die Bindung von Comitin an Aktin pH-abhéngig i<,
wurde aulerdem der pH-Wert-Einflul? auf das Wachstum von 1al Uberprift (Abb. 10F).
Weiterhin wurde der Einfluld von Brefddin A (Abb. 10G) und Methanol (Abb. 10H) auf beide
D. discoideum-Stamme untersucht.
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vorhergehende Seite

Abb. 10: Analyse des Wachstumsverhaltens der Comitin-defizienten Mutante 1al und des Wildtyps AX2
unter verschiedenen Bedingungen. Zellen wurden aus der logarithmischen Wachstumsphase in frisches
Medium in einer Zelldichte von 2 x 10* Zellen/ml (ibergeimpft. Zu verschiedenen Zeitpunkten wurden Aligouts
entnommen und die jeweilige Zellzahl durch Auszdhlen am Mikroskop bestimmt. Die Daten stellen
Durchschnittswerte aus mindestens drei unabhéngigen Durchfihrungen dar.

Das Wachgdumsverhdten der Comitin-defizienten Mutante 1al zeigt zu dem des Wildtyps
AX2 in axenischem Medium be verschiedenen Temperaturen (15°C in Abb. 10B, 20°C in
Abb. 10A und 27°C in Abb. 10C) keinen Unterschied. Auch die Mutante 1al erreicht die
jewdlige maximde Zelzahl von 12 x 10’ Zdlewml des Wildtyps in der stationéren Phase
des Wachsums. Die Generationszeiten snd sowohl bel lal und AX2 entsprechend den
Temperaturbedingungen gleichermal3en veréndert. So betragt die Generationszeit bel einer
Temperatur von 20°C und 27°C ungefdhr neun Stunden, bel einer Temperatur von 15°C
verdoppeln sch die Zdlen nur ungefdhr dle 24 Stunden.

Die Zugabe von NaCl und Sorbitol zum AX2-Medium konnte die Zdlen osmotischem Siref3
ausatzen. Dabe ig im Versuch mit 30 mM NaCl (Abb. 10D) keine Wirkung auf die lal-
Mutante und den Wildtyp AX2 im Veglech zum Wachsum unter optimaen Bedingungen
ba 20°C fedtzugdlen, da sch weder die Generationszeit noch die Zdldichte in der
dationdren Wachstumsphase verdndert haben. Sorbitol in einer Konzentration von 150 mM
fuhrt jedoch fur 1al und AX2 gleichermal3en zu einer verlangerten Generationszeit von ca 14
Sunden. Die stationdre Phase des Wachstums liegt bei ungefdhr 8 x 10° Zdlevml (Abb.
10E).

Das pH-Optimum fir Wachsum von D. discoideum in axenischem Medium liegt bei 6,7. Ein
erhohter pH-Wert fuhrt zu erschwerten Wachstumsbedingungen.  Sowohl  AX2-Wildtypzdlen
ds auch die Comitin-defiziente Mutante 1lal zeigen kaum noch Wachsum in axenischem
Medium be pH 90 (Abb. 10F). Wachstum be pH 8,0 fiuhrt be beiden D. discoideum-
Kulturen zu ene verldngeten Generationszeit von ungefdhr 26 Stunden. Aul¥erdem
verringert sich die Zdldichte in der stationdren Wachstumsphase auf 5 x 10° Zdler/ml (Abb.
10F).

Unter Zugabe von 0,75ug Brefddin A zu 10 ml AX2-Medium zeigen sowohl die AX2-Zdlen
ds auch die lal-Zdlen dne emiedrigte Zdldichte von 6 x 10° Zelevml in der Stationdren
Wachsdumsphase (Abb. 10G). Dieses Ergebnis bestétigt die Beobachtung von A. v.
Krempedhuber (1997), dal3 Brefddin A zu ener Stagnation des Wachstums bel niedrigeren
Zdldichten ds unter optimaen Bedingungen fuhrt. Da Brefeldin A in Methanol geést wird,
mui3 das Wachstum beider D. discoideumStdmme auch unter dem Einflud derselben Menge
an Methanol verfolgt werden. Dadurch soll geklat werden, ob der beobachtete Effekt einer
eniedrigten Zdldichte in der Stagnationsphase auf Brefddin A oder auf Methanol beruht.
Abbildung 10H beschreibt das Wachstumsverhdten von AX2 und l1al unter Methanolenflu
Es unterscheidet sch weder in den Verdopplungszeiten noch in der erreichten Zdldichte der
dationdren Wachsumsphase vom Verhdten unter optimaen Bedingungen. Die im Versuch
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mit Brefddin A gefundene emniedrigte Sittigungszelldichte von 6 x 10° Zdlenml it folglich
auf die Wirkung der Droge zuriickzufuhren.

Zusammenfassend 183 dch fedddlen, dad kein Unterschied im  Wachstumsverhaten
zwischen AX2-Wildtypzdlen und Comitin-defizienten 1al-Zdlen besteht. Daraus |1&% sSch
folgern, dald unter dlen getesteten Bedingungen die Telungdéhigkeit der Zdlen und die
Féhigket zur Pinozytose, durch die die Zdlen Néwrdoffe aus dem Medium aufnehmen
kdnnen, in der Mutante 1al im Vergleich zum Wildtyp AX2 nicht beaintréchtigt it

2.1.2.2. Zellkernmarkierung in AX2-Wildtyp- und 1al-Mutantenzellen

D. discoideum-Zellen bestzen in der Regd en bis drei Zdlkerne pro Zele. Allerdings weisen
enige bexhricbene Mutanten ene ehdhte Anzahl vidkeniger Zdlen im Verglech zum
Wildtyp auf. So zeichnen dch mehr ds 5% dle Zdlen ener Flamin- und a-Aktinin
defizienten Doppelmutantenpopulation durch  Multinuklearitée aus [Rivero et al., 1996].
Ahnliche Ergebnisse werden fir die Myosin-II- [De Lozanne und Spudich, 1987, Manngtein
et al., 1989] und die Coronin-defizienten [De Hogtos et al., 1991, 1993] Einzelmutanten.
Auch die Prdfilin-Doppelmutante in D. discoideum zeigt Vidkernigkeit [Haugwitz, 1993].
Das Fehlen solcher aktinquervernetzender Proteine scheint verantwortlich fir enen Defekt in
der Zytokinese zu sein, der die Trennung der Kerne bel der Zdltelung beanflul®. Zudem
haben wir in unabhdngigen Untersuchungen festgestdlt, da3 Behandlung mit Brefddin A zu
ener erhéhten Zdlkernzahl fiihrt. Die Ursachen dafir snd unbekannt [Mohrs et al., 2000].

Abbildung 11 verdeutlicht, dal3 unter Zugabe von Methanol zum axenischem Medium sowohl
die Wildtypzellen ds auch die lal-Mutante keinen erhthten Antell an vier- und mehrkernigen
Zdlen bestzen. Allerdings ig der Antel der einkernigen Zelen innerhdb der 1al-Population
um fast 15% hoher ds in der AX2-Kultur. Es finden sch entsprechend weniger zwelkernige
lal-Zdlen dsWildtypzdlen.

Nach Inkubation in Brefddin A-hdtigem Medium bestzen beide D. discoideum-Stdmme
rund 4% mehr vie- und mehrkemnige Zdlen. Im Fdle des Wildtyps AX2 nimmt der
prozentude Antell der einkernigen Zdlen um 45% ab. Die AX2-Population bedtzt auch
nach Inkubation in Gegenwart von Brefddin A enen gleich hohen Antel an zwekernigen
Zdlen. Das Verhdten der Comitin-defizienten Mutante is fir Zelen mit enem oder zwe
Kernen jedoch unterschiedlich. Die Anzahl der enkernigen 1al-Zdlen nimmt erheblich
starker ab (-10%), wéhrend die Zahl zwekerniger Zdlen um 4% zunimmt. Der deutlich
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hohere Antell einkerniger Zdlen in der lal-Population (67%) gegeniber dem Wildtyp (58%)
bleibt jedoch erhalten (Abb. 11).
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Abb. 11: Anzahl der Zellkerne pro Zelle fir AX2- und lal-Kulturen bel Behandlung mit Brefeldin A in
Methanol und unter alleinigem Methanoleinflul3. Die prozentualen Werte ergeben sich aus zwei voneinander

unabhangigen Versuchen. Es sind pro Experiment zwischen 400 und 800 Zellen ausgewertet worden.

Anhand dieser Ergebnisse [d% dch en Defekt in der Zytokinese, der vidkernige Zdlen zur
Folge haben kann, durch fehlende Comitin-Expresson nicht nachweisen. Dagegen besitzt die
Comitin-Minusmutante 1al jedoch mehr enkernige Zdlen ds der Wildtyp AX2 Die
Versuche bedtétigen jedoch die Beobachtung, dal3 die Behandiung von D. discoideum
Kulturen mit Brefddin A zu ene ehohten Kernzahl fihrt, da Methanol-hdtiges AX2-
Medium selbst keine erhdhte Vielkernigkelt verursacht hat.
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2.1.2.3. Expression entwicklungsregulierter Gene

Der Ablauf der Entwicklung und die Differenzierung von D. discoideum in Stid- und
Sporenzellen wird durch en zetlich gesteuertes Expressonsmuster verschiedener Gene
festgelegt, das dch be Fehlen aktinbindender Gene erheblich vom Wildtyp unterscheiden
kann [Witke et al., 1992; Koppel, 1994; Rivero et al., 1996].

Bisher id das zatliche Expressonsmuder in der Mutante 1al im Vergleich zum Wildtyp
AX2 schon fur die Gene cARI, D19, D56 und D63 untersucht worden. Das cARI-Gen kodiert
fir den cAMP-Rezeptor, en Transmembranprotein mit seben Membrandurchgdngen [Klen
et al., 1988]. D. discoideum beginnt bereits in der friihen Entwicklungsphase mit der Bildung
dieses Proteins. Spéter wird dieser Rezeptor durch andere CAMP-Rezeptoren abgelost. [Saxe
et al., 1991]. Die Gene D19, D56 (ecmB) und D63 (ecmA) werden von Zelen exprimiert, die
im Entwicklungsverlauf  zu  Sporenr bzw. Sidzdlen und zu Zdlen da Basdplate
differenzieren und fur die Proteine PsA, ST310 und ST430 kodieren. PsA i ein Bestandtell
von Pr&Sporvesken. S310 und S430 snd in der extrazelulaen Protein-Cdlulose-Matrix
lokdiset [Jemin et al., 1987; McRobbie et al., 1988]. Das zeitliche Expressonsmuster der
CARI-, D56- und D63-Gene id in der Mutante 1al und im Wildlyp AX2 gleich [v.
Krempel huber, 1997].
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Abb. 12: Untersuchung der mRNA-Expression des D19-Gens in AX2 und 1al zu verschiedenen
Zeitpunkten des Entwicklungszyklus von D. discoideum. Gesamt-RNA wurde aus AX2- und lal-Zellen
zu den angegebenen Zeitpunkten isoliert, in einem 1,2%igen Agarosegel aufgetrennt und auf eine
Nylonmembran geblottet. Der Zeitpunkt tO gibt vegetative Zellen wieder. Der Zeitraum t6-t8 steht fir
aggregierende Zellen. Zur Zeit t14 und t16 war das , dug“-Stadium, bei t20 die Kulmination erreicht. Zur
Hybridisierung wurden cDNA-Fragmente von Myosin und dem D19-Gen verwendet.

Im Rahmen dieser Arbet ist das Expressonsmugter fir das Gen D19 im Northern-Blot
betrachtet worden. Es kodiert fir en Pr&Sporenspezifisches, mehrfach glykosyliertes
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Protein mit unbekannter Funktion. Zdlen der Comitin-Minusmutante und des Wildtyps
wurden auf Phosphatagarplatten zur Entwicklung gebracht und Gesamt-RNA zu definierten
Zatpunkten isoliert. Die Northern-Blots sind neben der spezifischen Sonde fur das D19-Gen
zusétdich mit e@nem Myosn-Fragment hybridisert worden. Danach snd gleiche Mengen an
MRNA von AX2 und lal aufgetragen worden. Mutante und Wildtyp exprimieren vergleich
bare Mengen an mRNA zwischen der 8. und 20. Stunde des Entwicklungszyklus (Abb. 12).

Die Expresson der ,contact Ste A (csA), eines wateren ebenfals mehrfach glykosylierten
Zdloberflachenproteins, wurde unter definierten Bedingungen in der lal-Mutante und im
Wildtyp AX2 auf Proteinebene untersucht. Dazu wurden l1al- und AX2-Zdlen in
Schittelkultur  mit  Soerensen-Phosphat-Puffer zur  Entwicklung gebracht. Der Western-Blot
wurde mit den monoklonaen Antikorpern 190-68-1 gegen Comitin, Act-1-7 gegen Aktin und
33-294-17 gegen csA inkubiert (Abb. 13).
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Abb. 13: Untersuchung zur Expression des csA-Proteinsin AX2 und 1al zu ver schiedenen Zeitpunkten
des Entwicklungszyklus von D. discoideum. 1 x 107 Zellen/ml wurden in SoerensenPhosphat-Puffer
inkubiert. Im Abstand von zwei Stunden wurden Proben enthommen, die Proteine auf einem 12%igen SDS-
Polyacrylamidgel aufgetrennt und auf Nitrocellulose Ubertragen. Der Western-Blot wurde mit den
monoklonalen Antikdrpern 190-68-1 gegen Comitin, Act-1-7 gegen Aktin und 33-294-17 gegen csA
inkubiert. Die Detektion des ersten Antikdrperserfolgte mit einem Peroxidase-konjugierten Ziege-anti-Maus-
IgG-Antikorper.

AX2-Wildtypzdlen exprimieren das Oberfl&chenprotein csA, das ds ene Bande von 80 kDa
detektiert wird, in der frihen Aggregaionsphase am sérksten sowie nochmas am Ende der
Kulminationgphase (22. Stunde). Das Maximum der Proteinexpresson liegt im  Zetraum
zwischen acht und zehn Stunden. Comitin und Aktin zeigen jewels glechmdige Signde
wéhrend des gesamten Zetraums. In der Comitin-Minusmutante it der zetliche Ablauf der
csA-Expresson etwas verandert. Das Oberflachenproten wird nur im Zeitraum zwischen
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sechs und zehn Stunden und zum Zeitpunkt 24 Stunden des Entwicklungszyklus detektiert.
Die Zeitgpanne der Proteinexpresson ist dso in l1lal erheblich kirzer ds in AX2, jedoch
werden zu diesen Zetpunkten groRere Mengen an csA  exprimiet. Allerdings liegt die
maximae csA-Expresson im Zeitraum zwischen acht und zehn Sunden fir beide D.
discoideum-St@mme. Die Aktinbande ist wahrend der gesamten Entwicklung dets gleich
madg vorhanden. Ein Vergleich der Aktinggnade in den Wesern-Blots fir lal und AX2
zeigt, dad jewels gleche Mengen an Gesamtzellhomogenat aufgetragen worden snd. Ein
Sgnd fir Comitin entfdlt nadrlich im WedenBlot fir die Comitin-defiziente Mutante
(Abb. 13).

2.1.2.4. Lokalisation von Comitin

2.1.2.4.1. Lokalisation von Comitinin fixierten und lebenden D. discoideum-
Zellen

Die Lokdision von Comitin wurde berdts friher schon in Immunfluoreszenzsudien mit
den anti-ComitinrAntikdrpern  190-23-5, 190-68-1 und 190-340-8 an Methanol-fixierten
Zdlen untersucht. Der Antikorper 190-23-5 zeigt ene veskulae Vertelung des Antigens in
der Zdle, wéhrend der mAKk 190-68-1 ene diffuse Vertelung von Comitin in D. discoideum
detektiert. Der Antikorper 190-340-8 erkennt punktformige, veskul&re Strukturen und eine
kappenformige, in der Né&he des Zdlkerns liegende Struktur, die dem Golgi-Apparat
zugeordnet wurde (Abb. 14).

Abb. 14: Immunfluoreszenzanalyse mit Comitin-spezifischen Antikdrpern in AX2-Zellen. D. discoideum
Zellen wurden nach Methanol-Fixierung mit den anti-Comitin-Antikérpern 190-23-5 (A), 190-68-1 (B) und 190-
3408 (C) inkubiert. Die Detektion der Antikorper erfolgte mit Cy3-konjugierten Ziege-anti-Maus-1gG
Antikorpern.

Da die dre gegen Comitin gerichteten monoklonden Antikdrper in Immunfluoreszenzgtudien
in D. discoideum unterschiedliche Strukturen erkennen [Weiner et al., 1993], wurde auf das
inzwischen etablierte System der Fuson des zu untersuchenden Proteins mit dem ,,green
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fluorescent protein® (GFP) zurlickgegriffen. Dies emoglicht es, die Lokaiserung enes
Proteinsin |ebenden Zdlen zu beobachten.

Die ¢cDNA von GFP wurde 1992 kloniert [Prasher et al., 1992] und kodiert ein 238
Aminosauren langes, 27 kDa schweres Protein mit einer chromophoren Gruppe. Nach
Anregung mit kurzwelligem Licht im blauen Absorptionsbereich (Absorptionsmaximum  bel
395 nm) emittiert das Protein be enem Emissonsmaximum von 508 nm. Diese Wédlenlange
liegt im griinen Spekirabereich.

For die Untersuchung wurde der GFP-Expressonsvektor pDNeogfp (J.  Niewohner)
verwendet (Abb. 15), in dem das Comitin-Gen stromabwarts (3) vom GFP-Gen kloniert
worden ist. Der resultierende Vektor ist pDNeogfp-p24. Das Fusionsprotein wird unter der
Kontrolle des kongtitutiven Promotors des Aktin-6-Gens exprimiert.

ATG TAA

A6P GFP Dd Comitin-Gen A8T

Abb. 15: Konsruktion des GFP-Comitin-Expressionsvektors pDNeogfp-p24. Das Sopcodon des GFP-Gens
ist mutiert und ermdglicht so die Expression des Fusionsproteins. Comitin ist nach PCR-Amplifikation aus
cDNA as Vorlage mit Oligonukleotiden, die eine BamHI- (5" bzw. eine EcoRI-Schnittstelle (3") enthielten, in
die BamHI/EcoRI-Stelle des Polylinkers von pDNeogfp kloniert worden. Das GFP besitzt einen Serin-gegen-
Threonin-Austausch in der Aminosdureposition 65 aufgrund einer Punktmutation. Dies fuhrt zu einer
langerwelligen Emission bei 511 nm. Dieser Serin-gegen-Threonin-Austausch ist auch in allen anderen
verwendeten GFP-Expressionsvektoren vorhanden. Der Vektor pDNeogfp-p24 enthét eine Neomycin-
Resistenzkassette.

Trandormanten von Wildtyp und Mutante wurden mit Geneticin-418 sdlektioniert und die
Expresson des Fusonsproteins in Immunfluoreszenzmikroskopie und im  Immunoblot
Uberprift. Ba diesem Versuch dienten Gesamtzellextrakte von AX2 und l1al ds Kontrolle
(Abb. 16).

Der Western-Blot it mit den monoklonalen Antikorpern mAk 190-68-1 gegen Comitin, mAKk
Act-1-7 gegen Aktin und mAk K3-184-2 gegen GFP behandet worden. In transformierten
AX2- und lal-Zedlen wird das Fusonsprodukt be ca 52 kDa Schtbar. Zusitzlich erkennt
mAK 190-68-1 in Wildtypzellen das endogene Comitin. Zur Kontrolle fir glechméiges
Laden wurde der Blot mit dem Aktin-spezifischen Antikorper Act-1-7 getestet (Abb. 16).
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Abb. 16: Nachweis der Expression des GFP-Comitin-

kba A B C D Fusionsproteins in AX2- und 1al-Zellen. Zellhomo-
genate von 2 x 108 Zellen wurden in einem 12%igen

67 B> SDS-Polyacrylamidgel  aufgetrennt und auf  Nitro-
Al cellulose transferiert. Der Western-Blot wurde mit mAk

190-68-1 gegen Comitin, mAk Act-1-7 gegen Aktin und
43 p % K3-184-2 gegen GFP inkubiert. Die Detektion des ersten
Antikorpers erfolgte mit einem Peroxidase-gekoppelten
Ziege-anti-Maus-lgG-Antikorper. Die Spur A zeigt
Proteinextrakt aus D. discoideum-Wildtypzellen. In Spur
B wurde Zellhomogenat von GFP-Comitin exprimier-
enden AX2-Zellen aufgetragen. Proteinextrakt von GFP-
Comitin-exprimierenden lal-Zellen ist in Spur C zu
sehen. Spur D zeigt Zellhomogenat aus nicht trans-
20 p formierten Mutantenzellen. Das 52 kDa GFP-Comitin-
Fusionsprotein wurde in den Spuren B und C detektiert,
Aktin mit einem Molekulargewicht von ca. 42 kDa in
alen Spuren.
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Das GFP-Comitin-Fusonsprotein  hebt in beiden D. discoideum-St3mmen die gleichen
Zdlgrukturen hervor. Es lassen dch neben kleneren veskul&en noch grolere sark
leuchtende Strukturen beobachten (Abb. 17A und B). Zur Identifizierung der durch das
Fusongprotein  hervorgehobenen  Strukturen  sollten  Immunfluoreszenzandysen an diesen
Zdlen mit den anti-Comitin-Antikdrpern durchgefiihrt werden. Das GFP-Fusionsprotein  ging
jedoch bei der Zdlfixieeung mit Methanol oder Pikrinsure immer verloren, so dal3
K ol okalisationsversuche nicht moglich waren.

Abb. 17: Fluoreszenzaufnahmen von lebenden GFP-Comitin-transformierten AX2- und lal-Zellen. D.
discoideum-Zellen wurden mit dem Expressionsvektor pDNeogfp-p24 transformiert, positive Klone selektioniert
und im Fluoreszenzmikroskop lebend photographiert. Bild A zeigt die Verteilung des GFP-Comitin-
Fusionsproteins in Wildtyp-Zellen. Bild B gibt die Fluoreszenzaufnahme von Mutantenzellen wieder.
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2.1.2.5. Osmotischer Schock

Eukaryontische Zdlen zeigen ene Vidzahl von Resktionen gegeniber hyperosmotischem
Stre?.  In Sugetierzdlen beenflu@ das durch hyperosmotischen Stref3  vergrofRerte
Zdlvolumen den anterograden Trangport zwischen dem endoplasmatischem Retikulum und
dem Golgi-Apparat. So wird in Losungen hoher Osmolaritét der ER-Export, der Trangport
vom ER zum Golgi-Apparat und die Trangportschritte zwischen ER und dem mediden
Golgikompartiment (ERGIC) gehemmt. Der retrograde Transport wird durch das veranderte
Zdlvolumen nicht beanflul¥. Letztendlich kommt es zu einer Entleerung des ERGIC und des
Golg-Apparaes in das endoplasmatische Retikulum. Osmotischer Strel3 wirkt namlich auch
auf die Funktion von COPI en, da in Experimenten gezeigt wurde, dal3 die von Brefddin A
induziete b-COP-Disozigion von den Golgi-Membranen verlangsamt wird. Auf  diesen
Beobachtungen berunt die Annahme, dald der anterograde und retrograde Trangport zwischen
dem ER und dem Golgi-Komplex unabhdngig vonenander reguliert wird [Lee und Linstedt,
1999].

Ein osmotischer Schock fihrt auch zu ener Umordnung des Zytoskeletts. Daher konnten
bem Fehlen F-aktinbindender Proteine Verdnderungen nach Inkubation von Zelen in
hyperosmotischen LGsungen auftreten.

Nach den bisherigen Ergebnissen i Comitin ds ein F-aktinbindendes Membranprotein von
Veskdn und des Golgi-Apparates auch an Transportprozessen und am Aufbau des
Zytoskedletts beteiligt. Veranderungen des Zdlvolumens infolge osmotischen Stresses konnte
dso be dner Comitin-defizienten Mutante ene geingere Uberlebensfahigkeit in
hyperosmotischen Losungen bewirken, da sowohl das Aktin-Zytoskdett ds auch der Golgi-
Apparat und Membranvesikel durch das Fehlen von Comitin betroffen sind.

2.1.2.5.1. Verteilung von Comitin bel hyper osmotischen Bedingungen

Immunfluoreszenzuntersuchungen von AX2-Wildtypzdlen nech Inkubation in
hyperosmotischen Ldsungen zeigen ene verdndete Comitinvertelung in D.  discoideum-
Wildtypzdlen. Dazu wurden AX2-Zdlen in Soerensen-Phosphat-Puffer mit  ener
Sorbitolkonzentration von 04 mol/l 90 Minuten lang inkubiert. Fir die anschlief3enden
Immunfluoreszenzgtudien wurden die anti-ComitincAntikorper 190-23-5 und 190-340-8, der
anti-Aktin-Antikorper  Act-1-7 und der anti-HisactophilinrAntikorper 54-11-10 verwendet.
Hisctophilin i en 17 kDa F- und G-aktinbindendes und Membran-assoziiertes Protein,
dessen Bindung an F-Aktin und an die Zdlmembran pH-abhéngig ist. Dem Protein wird eine
Funktion as pH-Sensor zugeschrieben, der be Erniedrigung des pH-Wertes des umgebenden
Milieus die Bindung der Zdlmembran an das Mikrofilamentsysem dabilisert. Hisactophilin
induziert die Aktinpolymerisierung auch in Abwesenheit von Mg?™ und K*. Das Protein ist zu



2. Ergebnisse 30

gechen Telen an der inneren Zdlmembran und im Zytosol lokdidert [Schleicher et al.,
1984; Sched et al.,, 1989; Stoeckelhuber et al., 1996]. Als Anker zwischen der
Pasmamembran und dem Mikrofilamentsysem sollte auch Hisactophilin ene Rolle bei der
Zdlantwort auf hyperosmotischen Stref3 spiden Zusdizlich wurden fir dieses Experiment
AX2-Zdlen mit dem polyklonden anti-DdLIMP-Antikorper inkubiert. Das integrde
Membranglykoprotein DALIMP aus D. discoideum hat ein Molekulargewicht von 88 kDa. Es
weist hohe Homologie zu CD36/LIMP-11-Proteinen aus Sdugern auf. Dd-LIMP besitzt je eine
Transmembrandoméne am N- und C-Terminus und unterscheidet Sch somit ds echtes
Transmembranprotein von Comitin und Hisactophilin, die peripher an der zytosolischen Sdte
von Membranen angdagert snd. Sene Funktion liegt im Bereich der Zdladhéson und der
Sgndtransduktion. DALIMP ist ein Protein der an Cyden-Proteasen reichen Lysosomen
population, die einen neutralen pH-Wert haben [Karakesisoglou et al., 1999].

| Am ..
..

Abb. 18: Immunfluoreszenzuntersuchungen an D. discoideum-Wildtypzellen nach hyperosmotischem
Stre3. AX2-Zellen wurden 90 Minuten in 0,4 M Sorbitol inkubiert, dann mit Methanol auf Deckgl&schen fixiert
und mit folgenden ersten Antikdrpern markiert: A-A' mAk 190-23-5 und BB' mAk 190-340-8 gegen Comitin,
C-C' mAKk Act-1-7 gegen Aktin, D-D' mAk 54-11-10 gegen Hisactophilin sowie EE' mit dem polyklonalen anti-
DdLIMP-Antikdrper. Die monoklonalen Antikodrper wurden durch Cy3-konjugierte Ziege-anti-M aus-Antikorper
erkannt. Zur Detektion des polyklonalen Antikorpers wurde ein TRITC-gekoppelter Ziege-anti-Kaninchen-
Antikorper verwendet. Die Bilder A-E geben die Zellen vor, die Aufnahmen A-E' nach hyperosmotischem Stref3
wieder. Die Phasenkontrastaufnahme von A bzw. A' zeigen die Bilder A" bzw. A™.

A
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In AX2-Kontrollzellen erkennt der Antikorper 190-23-5 punktférmige Comitin-dekorierte
Veskd innerhdb der Zdlen (Abb. 18A). Nach Inkubation in hypertonischer Lésung ist
Comitin mit mAk 190-23-5 vor dlem an der Plasmamembran an punktférmigen Strukturen
angereichert (Abb. 18A"). Der Antikorper 190-340-8 detektiert neben veskuldren Strukturen
auch den Golgi-Apparat in AX2-Zdlen (18B). Infolge hyperosmotischen Stresses wird der
Golgi-Apparat von mAk 190-340-8 in Wildtypzdlen nicht mehr erkannt (Abb. 18B'). Diese
Beobachtung entspricht der beschriebenen Entlesrung des Golgi-Apparates in das ER ds
Antwort auf hyperosomotischen Schock [Lee und Lingtedt, 1999]. Zahlreiche Immun-
fluoreszenzandysen haben gezeigt, da3 Aktin in D. discoideum hauptsichlich an Zdlfronten
unterhab der Plasmamembran lokdisert ist (Abb. 18C). Der EinfluR hypertonischer Losung
auf AX2-Zdlen fihrt zu ener punktformig erscheinenden Aktinvertelung an der gesamten
Pasmamembran. Eine Frontsdte exidiert nicht mehr, da die D. discoideum-Zdlen dem
osmotischen Druck durch Abrunden der Zdlgestdt ausweichen (Abb. 18C).

Die Immunfluoreszenzuntersuchung mit dem mAk 54-11-10 an unbehanddten Wildtypzellen
betétigt die oben genante intrazdlulde Vertdlung von Hisactophilin  (Abb.  18D).
Inkubation in hypertonischer Losung fuhrt zu ener S&ker veskulé&r erscheinenden
Vertelung von Hisactophilin im Zytosol (Abb. 18D’). Immunfluoreszenzgtudien mit dem
polyklonden  anti-DALIMP-Antikorper  zeigen  keine  besondere Markierung  der
Plasmamembran. Das Protein ig in klenen Vesken (<05 pm) verschiedener Grole und in
Ringen um grof3ere veskulare Strukturen lokaisert (Abb. 18E) [Karakesisoglou et al., 1999].
Hyperosmotischer Streld verursacht eine weniger dichte veskuldre DALIMP-Vetelung im
Zytosol (Abb. 18E). In diessm Versuch wurde fir dle getesteten Antigene eine verdnderte
intrazdllulére Verteilung beobachtet.

2.1.5.2.EinfluR des hyper osmotischen Schocks auf die Uberlebensfahigkeit
von D. discoideum

In den oben beschriebenen Experimenten wurde eine Umvetdlung von Comitin nach
Inkubation in hypertonischer Ldsung beobachtet. Im  folgenden Versuch wurde die
Uberlebensfahigkeit des Wildtyps und der Mutante nach hyperosmotischem Stref3 getestet
(Abb. 19).

Die Ubelebensate fir die Comitin-defiziente Mutante 1al betragt nach einstiindiger
Inkubation in der Hochzuckerlésung und anschliefender Verdiinnung in Soerensen Phosphat-
Puffer 46,6%. Dagegen Uberleben 82,5% der Wildtypzellen den osmotischen Schock. Dieses
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unterschiedliche Verhdten der beiden D. discoideumStamme fdlt noch deutlicher nach
zweistindiger Behandlung mit Sorbitol aus Nur noch 34,2% de lal-Zdlen sand dann
lebensfahig, wahrend die Uberlebensrate des Wildtyps AX2 mit 77,7% auf hohem Niveau
verbleibt (Abb. 19). Die Comitin-Minusmutante 1al bestzt folglich eine erheblich reduzierte
Uberlebensfahigkeit in  hyperosmotischen  Losungen gegeniber dem Wildtyp AX2. Nech
diesen Ergebnissen &ndet dch nicht nur die intrazdlul&e Vertelung von Comitin in D.
discoideum, sondern sein Vorhandensain bietet der Zele auch Schutz vor hyperosmotischem
Strefs.
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Abb. 19: Widerstandsfahigkeit von AX2 und 1al gegentiber hyperosmotischem Stref. Beide
Stdmme wurden fr die angegebene Zeit in 0,4 M Sorbitol inkubiert, dann in Soerensen-Phosphat-
Puffer verdinnt und die Zellen auf SM-Agarplatten mit K. aerogenes ausgebracht, um die
Uberlebensrate zu bestimmen. A: AX2 in Soerensen-Phosphat-Puffer; B: AX2 in Sorbitol; C: 1al
in Soerensen-Phosphat-Puffer; D: 1al in Sorbitol. Die Daten stellen Durchschnittswerte aus vier
unabhangigen Versuchen dar.

2.1.2.5.3. Immunfluor eszenzstudien an AX2-Ze€llen nach
hypoosmotischem Schock

Auch unter hypotonischen Bedingungen kommt es zu einer Verdnderung des Zelvolumens,
Hier werden, wie be hyperosmotischem Stref3, die anterograden Transportschritte zwischen
dem endoplasmatischen Retikulum und dem Golgi-Apparat inhibiert. T. H. Lee und A. D.
Lingtedt (1999) untersuchten den Einflul? von hypotonischen Medien auf Saugetierzdlen und
betrachteten die unterschiedliche Verteilung von Proteinen des Golgi-Komplexes, wie z. B.
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des integraen Membranproteins GPP 130 [Lingtedt et al., 1997], des Enzyms Mannosdase II,
das an der Biosynthese von Glykoproteinen beteligt ist [Novikoff et al., 1993], und des
Giantins [Lingedt und Hauri, 1993]. Giantin i en Golgi-Membranprotein mit ener Uber
ene Dialfidoricke verknipften lumenden Domédne. Weden Zdlen hypotonischen
Bedingungen ausgesetzt, so hilden die Golgi-Zigernen zetweise rohrenformige Kande aus
Diese Morphologiednderung des Golgi-Komplexes wird nicht durch hyperosmotischen Stref3
auxydos. Diese Rohrchen gelen wahrschenlich nur en Intermediat im Prozeld zwischen der
Auflésung des Golgi-Apparates und der Aufnahme eines Tels der Golgi-Partikd in das
endoplasmatische Retikulum dar. Die Aufnahme von Golgi-Teilchen in das ER i in der
Zdlantwort auf hypoosmotischen Strefd erheblich schndler ds auf hyperosmotischen  Schock
[Lee und Lingedt, 1999]. Um eine Bedligung von Comitin an der intrazdluléren Antwort
auf hypoosmotischen Schock zu untersuchen, wurden AX2-Wildtypzdlen 90 Minuten in
dedtillietem Wasser inkubiert. Fir die anschlielfenden  Immunfluoreszenzgtudien  wurden
wieder die monoklonden anti-ComitincAntikorper 190-23-5, 190-340-8, der monoklionale
anti-AktinrAntikorper  Act-1-7, der  monoklonde anti-Hisactophilin-Antikorper  54-11-10
sowie der polyklonde anti-DdLIM P-Antikorper verwendet.

De  anti-Comitin-Antikérper 190-23-5 ekennt in AX2 vor und nach hypoosmotischen
Schock vergleichbare veskulére Strukturen (Abb. 20A-A’). Den Einflu’ hypotonischer
Lésung auf den Golgi-Apparat verdeutlichen die Abbildungen 20B-B'. MAK 190-340-8
markiert nach Inkubation von AX2-Zdlen in dedillietem Wasser nur noch Comitin-
dekorierte Veske, aber nicht mehr den Golgi-Komplex. Diese Beobachtung bestétigt die von
T. H. Leeund A. D. Linstedt (1999) beschriebene Auflésung des Golgi-Apparates. FAktin
ig ds Resktion auf den hypoosmotischen Strefd nicht mehr hauptséchlich an der Frontseite
der Plasmamembran lokalisert, sondern es werden runde Strukturen im Cytosol vom mAk
Act-1-7 detektiert (Abb. 20C-C). Inkubetion in dedillietem Wasser fuhrt nach dieser
Immunfluoreszenzdudie nicht zu ener  verdndeten  intrazdluléren  Vertelung  von
Hisactophilin (Abb. 20D-D'). Abbildung 20E gibt die vom polyklonden DdLIMP-Antikorper
erkannten kleinen Veskd wieder. Infolge des hypoosomotischen Stresses zeigt Sch en
ahnlich verdndertes Bild der DdLIMP-bedeckten Veskd wie nach Inkubation in
hypertonischer Losung (Abb. 20E, s. Abschnitt 2.1.5.1), dso eine weniger dichte Vertellung
der DALIMP-hdtigen Veskd.

Die Immunfluoreszenzandysen weisen dso auf verdnderte Lokdisation von Comitin, Aktin
und dem DdLIMP-Protein an der Zdlantwort auf hypoosmotischen Schock hin.
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Abb. 20: Immunfluoreszenzstudien an AX2-Zellen nach hypoosmotischem Schock in destilliertem Wasser.
Die Zellen wurden 90 Minuten in destilliertem Wasser inkubiert, dann mit Methanol fixiert und anschlief3end mit
verschiedenen Antikérpern markiert. Folgende erste Antikoérper wurden verwendet: A-A' mAk 190-23-5 und B-
B' mAk 190-340-8 gegen Comitin, GC' mAk Act-1-7 gegen Aktin, DD' mAk 54-11-10 gegen Hisactophilin
sowie der polyklonale anit-DdLIMP-Antikérper (E-E). Die Detektion des ersten monoklonalen Antikorpers
erfolgte mit einem Cy3-gekoppelten Ziege-anti-Maus-1gG. Antikorper. Der polyklonale Antikdrper wurde mit
einem TRITCmarkierten Ziege-anti-Maus-lgG-Antikorper erkannt. Die Bilder A-E' geben AX2-Zellen nach
hypoosmotischem Stre3 wieder. Die Aufnahmen A" und A™ zeigen den Phasenkontrast zu A bzw. A'.

2.1.2.6. Phagozytose

Untersuchungen mit Hemmdoffen de Aktin-Polymerisstion haben gezeigt, dald das
Aktinnetzwerk  wesentlich an der Phagozytose beteiligt id. Be  der  phagozytotischen
Aufnahme von Bakterien werden zunéchst Pseudopodien ausgebildet, die das Bakterium
umschliefen. Nach dem Verschmezen der Pseudopodien und der vollstandigen Aufnahme
des Bakteriums wird ein Phagosom abgeschnirt und dem Abbauweg zugefihrt, der in der
Verschme zung von Phagosom und Lysosom endet.

Hauptsichlich wird die Phagozytose durch F-Aktin reguliet [Maniak et al., 1995]. Als
regulatorische  Komponenten wurden in den letzten Jahren weitere an der phagozytotischen
Aufnahme von Feststoffen betelligte Proteine beschrieben, so z. B. G, [Wu et al., 1995],
Tdin [Niewohner et al., 1997], Coronin [Maniak et al., 1995], die Rho Proteine RacC
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[Seastone et al., 1998] und RacF1 [Rivero et al., 1999], Myosin-1-Isoformen B [Jung und
Hammer, 1990] und K [Schwarz et al., 2000], sowie die Ras-dnliche GTPase Rapl
[Seastone et al., 1999] und das RasS-Protein [Chubb et al., 2000].

In Immunfluoreszenzdudien i Comitin ds Veske- und Golgi-Apparat-assoziiertes Protein
beschrieben worden [Weiner et al., 1993]. Die Anzahl und die Grofe der veskuldren
Strukturen legen die Vermutung nahe, dal3 es sch bei den von den Antikérpern markierten
Strukturen um endosomade Kompartimente, die an der Phagozytose beteligt sind, handeln
konnte. In den nachfolgenden Abschnitten wurde die Rolle von Comitin an phagozytotischen
Prozessenin D. discoideum untersucht.

2.1.2.6.1. Lokalisation von F-Aktin wahrend der Phagozytosein AX2-
und lal-Zellen

Im Rahmen diesr Arbet ig zundchst die Beteligung von F-Aktin an der Phagozytose von
Hefen fir die D. discoideumStdmme AX2 und 1al untersucht worden. Zur Lokaisation von
F-Aktin wahrend der phagozytotischen Aufnahme TRITC-markierter Hefen sind AX2- und
lal-Zdlen isoliet worden, die ein GFP-Aktin-Fusonsprotein exprimieren [Westphd et al.,
1997].

Als Grundlage fur den hier verwendeten Expressonsvektor dient das Transformationsplasmid
pDexRH. Dabe it die kodierende Sequenz von D. discoideum Aktin an senem 5-Ende an
die GFP-DNA-Sequenz aus A. victoria Uber einen Pentgpeptid-Linker gehdngt worden. Die
Expresson des GFP-Aktin-Fusonsproteins selbst steht unter der Kontrolle des Aktin-15-
Promotors.

ATG r\AA TG TAA

’_ |

Aktin-15-Promotor GFP Linker Dd Aktin-15-Gen

Abb. 21: Schematische Darstellung des GFP-Aktin-Expressionsvektors. Der Aktin-15-Promotor kontrolliert
die Transkription des Uber einen Linker verknipften GFP-Aktin-Fusionsproteins [Westphal et al., 1997].

Nach der Trandformation mit dem Expressonsvektor snd podtive Transformanten, die ene
Neomycin-Resstenzkassette tragen, mit Geneticin-418 sdektioniert worden. Die Expresson
des GFP-Aktin-Fusonsproteins wurde im Western-Blot Gberpriift.

In tranformierten  AX2- und lal-Zelen war das 71 kDa GFP-Aktin-Fusonsprotein
nachweisbar (SpurA). Nur die AX2-Zdlen geben die 24 kDa Bande fur Comitin wieder (Spur
A und B). Die Inkubaion mit mAk Act-1-7 zeigten, dal3 gleche Mengen an Zdlhomogenat
geladen wurde (Abb. 22).
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Abb. 22: Nachweis der Expression des GFP-
Aktin-Fusionsproteins in AX2- und lal-
43 p w Zellen. Gesamtprotein von 2 x 10° Zellen wurde
in einem 15%igen SDS-Polyacrylamidgel aufge-
trennt und auf Nitrocellulose geblottet. Der
Western-Blot wurde mit mAk Act-1-7 gegen
30 Aktin, mAk 190-68-1 gegen Comitin und K3-
184-2 gegen GFP inkubiert. Die Detektion des
e ersten  Antikorpers efolgte mit  einem
Peroxidase-konjugiertem Ziege-anti-Maus-1gG-
Antikorper. Homogenate von das GFP-Aktin-
20 p Fusionsprotein exprimierenden D. discoideurm-
Zellen wurden in Spur A (AX2-Zellen) und in
Spur D (lal-Zellen) aufgetragen. Die Spur B
zeigt Gesamtzellhomogenat nicht transformierter
14 p Wildtypzellen, Spur C nicht transformierter
Mutantenzellen.

2.1.2.6.1.1. Beteiligung des GFP-Aktin-Proteinsan der Phagozytosein 1al und AX2

Die Akkumulation von Aktin an der Phagozytosekappe wéahrend der phagozytotischen
Aufnahme TRITC-makierter Hefen wurde an GFP-Aktin-exprimierenden AX2- und 1al-
Transformanten im  Mikroskop untersucht. Dabel  unterscheidet sch die  GFP-Aktin-
Lokdisation in der ComitinrMinusmutante 1al nicht von dejenigen im Wildtyp AX2
wéhrend der Phagozytose der markierten Hefen. Deshdb gibt die nachfolgende Abbildung 23
nur den Velauf der phagozytotischen Aufnahme von Hefezdlen durch GFP-Aktin
exprimierende 1al-Zellen wieder.

F-Aktin reichert dch deutlich an der Zdlobeflache nach Kontakt mit dem aufzunehmenden
Tellchen an (Abb. 23A-C). Diese GFP-Aktin-Anreicherung is an der Kontaktstelle deutlich
daker ds in anderen Zdlbereichen. Es bilden sch zundchst mit GFP-Aktin-angereicherte
Pseudopodien, die durch Verschmezen die Hefe vollsténdig umschliel®en (Abb. 23C-E). Das
Phagosom schnirt dch nach der vollsténdigen Aufnahme der Hefe von der Plasmamembran
ab. Diesr Phagozytoseschritt geht mit ener anehmenden GFP-Aktin-Konzentration an der
Phagosomenmembran einher (Abb. 23FH). Die GFP-Aktin-Konzentration an der Membran
des refen Phagosoms unterschedet dch  nicht mehr von der  Konzentration des
Fusonsproteins in den anderen Zellbereichen (Abb. 231). Abbildung 23P zeigt ds Vergleich
die Aufnehme ener TRITC-markierten Hefezdle durch eine das GFP-Aktin-Fusonsprotein
exprimierende AX2-Zdle. Auch in AX2-Wildtypzdlen liegt eine erhohte Konzentration des
GFP-Aktin-Fusonsbereichs in den aktiven Zonen vor, wie z. B. an der Kontaktstelle zur
Hefezelle und bel der Aushildung der Pseudopodien.
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Abb. 23. Phagozytose ener TRITC-markierten Hefezelle und Pinozytose durch eine ein GFP-Aktin-
Fusionsprotein exprimierende lal-Zelle. Die Bilder sind am konfokalen Mikroskop n Abstanden von 3
Sekunden aufgenommen worden. Die Aufzeichnugen Al geben den Phagozytose- und die Bilder 3O den
Pinozytoseprozeld wieder. Die Momentaufnahme P zeigt im Vergleich zu den Bildern A-I die Phagozytose einer
Hefezelle durch eine das GFP-Aktin-Fusionsprotein exprimierende AX2-Zelle.

lal-Mutantenzellen weisen ebenfdls keinen veranderten Ablauf der Pinozytose im Vergleich
zum Wildtyp AX2 auf. Auch der Pinozytosgprozef3 beginnt mit der Ausbildung von
Pseudopodien, die deutlich durch die hohe Konzentration von GFP-Aktin-Fusonsprotein zu
ekennen sind (Abb. 23 JL). Diese Bilder spiegen zudem die Erhthung der F-Aktin
Konzentration an der Kontaktseite mit einem Hefetellchen wider. Die Bilder M und N zeigen,
dald nach Aushildung der Pseudopodien sch diese zu enem Pinosom zusammenschliel¥en.
Das Pinosom wandert in das Zdlinnere und verliert dann die hohe Konzentration an GFP-
Aktin-Fusionsprotein an seiner Membran (Abb. 23 N-O).
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2.1.2.6.2. Biochemische Analyse der Comitin-L okalisation

Zur Untersuchung der von den anti-Comitin-AntikOrpern erkannten  Kompartimente wurden
phagozytotische Membranen isoliert, die sch durch ene rdatv leichte Methode anreichern
lassen. Dazu wurden AX2-Zdlen mit megnetischen Eisenkligdchen fir zehn Minuten
inkubiert und anschlieffend schnell abgekihlt, um den Phagozytoseprozeld zu unterbrechen.
Nach dem Offnen der Zdlen wurden die membranumhiillten Eisenkiigdchen mit enem
Dauermagneten aus dem Gesamthomogenat extrahiet und durch mehrmaliges Waschen
gereinigt. Die angereicherte Plasmamembran wurde mit SDS-Polyacrylamidgel el ektrophorese
aufgetrennt und nach Transfer auf Nitrocdlulose mit dem anti-Comitin-Antikorper 190-68-1,
dem anti-Aktin-Antikérper Act-1-7 und dem anti-a-Aktinin-Antikorper 47-60-8 im Vergleich
zum Reshomogenat und Gesamtextrakt andyset. In Abbildung 24 dnd isoliette
Phagosomen aus AX2 (Spur C) gegen gleiche Mengen Gesamtzellhomogenat (Spur A) und
des Resthomogenats nach der magnetischen Isolation (Spur B) aufgetragen.

kba A B C
Yy
67 S - 4,

43 Abb. 24: Western-Blot-Analyse der isolierten Phagosomen-
h membran ausD. discoideum-Wildtypzellen. In Spur A ist Ge-
samtzellhomogenat aus AX2-Zellen, in Spur B Resthomogenat

und in Spur C die Phagosomenfraktion aufgetragen. Die
Proteinextrakte wurden auf einem 12%igen SDS-Polyacryl-
amidgel aufgetrennt und auf Nitrocellulose transferiert. Der
Western-Blot wurde mit den monoklonalen Antikérpern Act-1-
7 gegen Aktin, 47-60-8 gegen a-Aktinin und 190-68-1 gegen
g prr— Comitin inkubiert. Zur Detektion des ersten Antikérpers wurde
20 ein Peroxidase-gekoppelter Ziege-anti-Maus-1gG-Antikorper
verwendet. Nur im Gesamtzellhomogenat (Spur A) und in der

Phagosomenfraktion (Spur C) ist das 24 kDa Protein Comitin
nachweisbar.

Comitin i dak in der Phagosomenfraktion (Spur C) angereichert, wahrend es im
Resthomogenat (Spur B) nicht nachweisbar is. Aktin sollte auf Phagosomen angereichert, a-
Aktinin abgereichert vorliegen. Die Inkubation des Western-Blots mit den Antikdrpern mAKk
Act-1-7 for Aktin und mAk 47-60-8 fir a-Aktinin bedtéigt, dad Aktin in der
Phagosomenfraktion (Spur C) deutlich  angereichert i, wédhrend a-Aktinn im
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Resthomogenat (Spur B), nicht aber in der Phagosomenfraktion (Spur C) gefunden wird
(Abb. 24).

2.1.2.6.3. Versuche zum Phagozytosever halten am Wildtyp AX2 und
an den Comitin-defizienten Mutanten 1al und 3al

Da Comitin in den Phagosomen angereichert is, wurde vermutet, dald3 das Protein an der
phagozytotischen Aufnahme von Fesgtoffen in D. discoideum beteligt is. Ein Ausschaten
der  Comitin-Expresson in  D. discoideum <ollte folglich zu dnem Deekt im
Phagozytoseprozeld fuhren. Dies konnte schon fir andere Proteine aus D. discoideum, die in
der Phagosomenmembran nachgewiesen wurden, gezeigt werden. Die Aufnahmerate von
abgetteten Hefen ig in  der  Coronin-Minusmutanten um  70% geinger ds die
Phagozytoserate des Wildtyps [Maniak et al., 1995]. In Myosin-IB-defizienten [Jung und
Hammer, 1990] und Myosin-IK-defizienten-Zdlen [Schwarz et al., 2000] liegt eine um 30%
reduzierte Phagozytoserate verglichen mit dem Wildtyp vor.

A. v. Krempehuber beschrieb in seiner Arbet die phagozytotische Aufnahme von
Fuoreszenz-markierten Bakterien und von fluorezierenden Latexkiigelchen durch den
Wildtyp AX2 und die Comitin-defiziente Mutante 1al. Dabel hat er beobachtet, dald3 die
Aufnahme der Bakterien be der Mutante um 30% reduziert war, wahrend die Aufnahme von
Latexkigelchen nicht beeintréchtigt war [v. Krempehuber, 1997]. Eine solche , Diskrepanz’
konnte durch unterschiedliche Rezeptoren und Aufnaéhmemechanismen erklat werden. Ein
dhnliches Verhdten wurde fir die a-Aktinin/Hlamin-Doppelmutante beobachtet, die kein
vermindertes Wachsum auf mit E. coli-bewachsenen Agarplaiten zeigte, aber in enem
quantitativen Versuch doch ene reduzierte Aufnahmefdhigket von Bakterien aufwies [Rivero
et al., 1996].

Hier wurde die phagozytotische Aufnahme von Fuoreszenz-markierten Hefen durch AX2
und die Comitin-defizienten Mutanten 1al und 3al untersucht. Nach Anregung mit ener
Widlenlange von 544 nm wurde die Emisson be 574 nm gemessen. Abbildung 25 spiegdt
die Ergebnisse fir AX2, 1al und 3al wider.

Die Comitin-defizienten Mutanten 1al und 3al weisen im Vergleich zum Wildtyp AX2 enen
deutlichen Defekt in der Phagozytose TRITC-markierter Hefen auf. Der Unterschied in der
Phagozytoserate verringert sSch jedoch mit der Zeit. So betrégt die Aufnahmeféhigkeit von
Hefen fur die Comitin-defiziente Mutanten nach 30 Minuten nur durchschnittlich 38% der
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Phagozytoserate des Wildtyps. Nach 80 Minuten liegt die Aufnaéhmerate fir die Comitin
Minusmutanten bel rund 67,5% der Phagozytoserate von AX2 (Abb. 25).

Diese Beobachtung 18 darauf schliel?en, dal3 der Phagozytosedefekt auf einer verringerten
Fahigkeit zur Hefeaufnahme begrindet ist. Nachfolgende Zdlresktionen, die das reife
Phagosom betreffen, sind nicht fir den gefundenen Phagozytosedefekt verantwortlich.

12
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Abb. 25: Diagramm zur Phagozytose von TRITC-markierten Hefen durch D.discoideum. TRITC-
markierte Hefen wurden mit 2"x 106 D. discoideum-Zellen/ml in Soerensen-Phosphat-Puffer inkubiert.
Alle zwanzig Minuten wurden Proben entnommen und mit Trypan BIau—Lt')sungi versetzt, um die
Fluoreszenz nicht phagozytierter Hefen zu quenchen. Nach Entfernen der Quenchldsung wurden die
Zellen erneut in Soerensen-Phosphat-Puffer suspendiert und die Fluoreszenz bei 574 nm gemessen. Die
Daten stellen Durchschnittswerte aus drei V ersuchsdurchfiihrungen dar.

Zur Untermauerung dieses Ergebnisses snd in weteren dreé Versuchen die Anzahl der
ausfgenommenen Hefen pro Zdle in Abhdngigket von der Zet in AX2 und lal am
Mikroskop ausgezahlt worden.

Abbildung 26 4% deutlich erkennen, dad die durchschnittlich phagozytiete Hefezahl mit
rund 0,79 Hefen/Zdle in AX2 zu Beginn des Experimentes (zehn Minuten) deutlich hoher it
ds in lal-Zdlen (0,37 HefenWZdle). Nach sechzig Minuten zeigen beide D. discoideum-
Sa@mme en &dmliches Gleichgewichtsniveau von aufgenommenen Hefen. Dies verdeutlicht
auch ene Aufschlissdung des Quotienten Anzahl HefeVAnzahl Zelen in die Zahl der
aufgenommen Hefen pro Zdle (Abb. 27A-C).
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Abb. 26: Phagozytose von TRITC-markierten Hefen durch AX2-Wildtyp- und 1al-M utantenzellen,
aufgetragen in Anzahl Hefen/Anzahl Zellen gqu} die Zeit Lrl_nl n‘l_. D. discoideum-Zellen wurden fir 10,
30 und 60 Minuten in Soerensen-Phosphat-Puffer mit TRITC-markierten Hefen inkubiert. Nach
Methanolfixierung wurde die Anzahl der aufgenommenen Hefen pro Zelle am Mikroskop bestimmt. Fir
jeden Zeitpunkt und Stamm wurden insgesamt zwischen 950 und 1300 Zellen ausgewertet. Die Daten
stellen Durchschnittswerte aus drei Versuchsdurchfiinrungen dar.

Auffalig in Abbildung 27A ig die hohe Zahl von 1al-Zdlen (71,3%), die nach zehn Minuten
noch keine Hefezdle aufgenommen haben, im Veglech zum Wildyp AX2 (52,3%).
Entsprechend groRer ist die Anzahl derjenigen AX2-Zdlen, die eine, zwe, dre oder mehr
Hefen phagozytiert haben.

Nach dreiffig Minuten (Abb. 27B) betrégt der Unterschied zwischen den l1al- und AX2-
Zdlen, die noch keine Hefezdle phagozytiert haben, nur noch rund 14% im Gegensatz zu
rund 19% nach zehn Minuten (Abb. 27A). Die Zahl der Comitin-Minusmutanten mit ener
Hefezdle liegt nun auf gleichem Niveau mit derjenigen des Wildtyps. Unterschiede zeigen
gch jedoch bel der efolgten Aufnahme von zwel, drei und mehr Hefezdlen. 20,9% der AX2-
Zdlen haben zwe Hefezdlen und 17,7% dre und mehr Hefen aufgenommen. Die
prozentuden Antele liegen fir die Comitin-defiziente Mutante mit 14,6% fir zwe und mit
% fir dre und mehr phagozytierte Hefen deutlicher niedriger. Der auffdlige Unterschied
von 124% zwischen den AX2- und 1lal-Zdlen, die eine Hefezdle nach zehn Minuten
phagozytieren konnten, hat sch zum Zeitpunkt drelig Minuten auf die Anzahl von D.
discoideum-Zellen mit zwel, drel und mehr Hefezdllen verschoben (Abb. 27B).
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Abb. 27: Anzahl phagozytierter Hefen durch AX2 und 1al zu verschiedenen Zeitpunkten, aufgetragen
in Anzahl Zellen in % gegen Anzahl der aufgenommenen Hefen. Das Experiment wurde, wie in Abbildung
26 beschrieben, durchgefihrt. Die Daten représentieren Durchschnittswerte aus drei  unabhéngigen
Versuchen. A: 10 Minuten, B: 30 Minuten, C: 60 Minuten.
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Die Prozentzahl der D. discoideumZdlen ohne Hefe nach sechzig Minuten (Abb. 27C) hat
sowohl bem Wildtyp ds auch be der Comitin-Minusmutante weter abgenommen. Der
prozentude Antelle derjenigen Zelen mit zwe, dre und mehr Hefen hat fir beide Zdltypen
im Veglech zum Zatpunkt drelig Minuten nach sechzig Minuten deutlich zugenommen.
Der prozentude Antel an AX2- und lal-Zdlen mit nur ener Hefe, snkt unter 30%. Im
Rahmen der Fehletoleranz 1% sch nach sechzig Minuten kein auffdlender Unterschied
zwischen dem Wildtyp AX2 und der Comitin-defizienten Mutante 1al in Bezug auf die
Anzahl aufgenommener Hefen feststdlen.

Die Comitin-Minusmutante besitzt nach diesen Experimenten einen Phagozytosedefekt, der
dgch in ene veringaten Aufnehmerate der aufzunehmenden Patikd auert. Zdlulare
Vorgange, die das refe Phagosom bereffen, konnen ds Ursache fir die verminderte
Phagozytosd eistung der Comitin-defizienten Mutante ausgeschl ossen werden.
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2.2. Bestimmung von I nteraktionspartnern des Comitins
mit dem , Two-Hybrid“-System

2.2.1. , Two-Hybrid“ -cDNA-Bank-Durchmusterung

Das Hefe-, Two-Hybrid-Sysgem i mittleewelle ene anerkante und sehr  efolgreiche
Methode zur Untersuchung und Charakteriserung von Protein-Protein-Interaktionen [Bartel
et al., 1993a 1993b; Chien et al., 1991; Fidds, 1993; Fidds und Sternglanz, 1994; Luban und
Goff, 1995; Fritz und Green, 1992; Guarente, 1993]. Sein Erfolg beruht auf der Moglichkeit,
Interaktionen zwischen bekannten Protenen zu teten und auf senem Potentid neue
Wechsawirkungspartner eines Proteins durch cDNA-Bank - Durchmusterung zu finden.

Grundlage fir diese Methode snd zwei Pasmide, die die durch Se kodieten zwe
Fusongoroteine smultan in - Saccharomyces cerevisiae exprimieren, so dal3 die DNA-
bindende Domédne und die Aktivierungsdoméane des Gal4-Transkriptionsfektors physkalisch
getrennt vorliegen. Das pAS2-Plasmid kodiert fir die ersten 147 Aminosduren der DNA-
bindenden Doméne des Gal4- Transkriptionsfaktors [Harper et al., 1993]. Dieser Teilbereich
des Ga4-Transkriptionsfaktors wird mit dem N-Terminus des zu untersuchenden Proteins
verknipft. Das pACT2-Plasmid [Durfee et al., 1993] kodiert fir die Aminosauren 768 bis 881
der Gal4-Aktivierungsdoméane [Keegan et al., 1986; Hope und Struhl, 1986; Ma und Ptashne,
1987]. Die cDNA des potentidlen Bindungspartners wird Uber sein 5-Ende mit diesem
Nukleotidsequenzbereich der Ga4-Aktivierungsdoméane verknipft. Zur  Anwendung  des
» TWO-Hybrid‘-Systems werden die zwe Plasmide in Hefetdmme transformiert, deren His3-
und LacZ-Reportergene  unter der Kontrolle der  sromaufwérts  liegenden  Gal-
Aktivierungssequenz  stehen. Die in den pAS2- und pACT2-Plasmiden raumlich getrennten
Gd4-Doméanen snd nach ihrer Expresson bel fehlender Interaktion der Fusionsproteine nicht
in der Lage, die Transkription der His3- und LacZ-Reportergene einzuleiten [Ma und Ptashne,
1988; Brent und Ptashne, 1985]. Die Interaktion kann aber durch die in den Plasmiden
kodierten Proteine hergestdlt werden. Dazu missen die Fusonsproteine zunéchst in den
Zdlkern wandern und im Fdle ener Interaktion wird en funktionierender Komplex des
Ga4-Transkriptionsfaktors gebildet [McGregor et al., 1990; Slver et al., 1984; Chien et al.,
1991]. Dadurch kann nun die Transkription der Reportergene gestartet werden, so dal3 die
Hefeklone nun auf Hididin-freem Sdektionsmedium wachsen konnen. Die LacZ-Expression,
die unter der Kontrolle des Gal-Promotors steht, 8% sch anhand der b-Galaktosidase-
Aktivitét aufzeigen (Abb. 28).
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A Protein X
DNA-BD
GalAkSoder Ga4D  Promotor LacZ- oder His3-Reportergen
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Abb. 28. Schematische Darstellung des ,Two-Hybrid“-Systems. A: Das Hybrid aus Ga4 DNA-
Bindungsdoméane (BD) und dem Protein X bindet an die Gal1l-Aktivierungssequenz (AkS) oder an die Gal4-
17mer-Doméne (Gal4 D). Die Transkription kann aber nicht ohne die Gal4-Aktivierungsdomane (AD) beginnen.
B: Das Hybrid aus der Gal4-Aktivierungsdoméne und Protein Y ist nicht an der Gal 1-Aktivierungssequenz oder
an der Ga4-17mer-Doméne lokalisiert. Die Transkription des LacZ- oder His3-Reportergens kann nicht
beginnen. C: Die in-vivo-Interaktion der beiden ,, Two-Hybrid“-Proteine X und Y stellt die Gal4-Funktion wieder
her. Das LacZ- oder His3-Reportergen kann exprimiert werden.

De Ablauff der Durchmugterung ener ,Two-Hybrid-cDNA-Bank bestent aus ener
mehrfachen Sdektion der Hefeklone, die eine postive Interaktion der Fusionsproteine aus
Gd4-DNA-bindender  Doméne und Comitin und Ga4-transkriptionsaktivierender  Doméne
und cDNA-Fragment Uber die Sdektionsmarker His™ und LacZ anzeigen. Der ersten His*-
Sdektion folgen zwe weitere Hist- und LacZ-Andysen. Daran schlieft  sich  die
Cycloheximidsdektion an, be de Hefezdlen ehdten werden, die nur noch das
PACT2/cDNA-Fragment-Plasmid enthdten [Haper et al., 1993]. Nach der Cyclo-
heximidsdektion wird aus den Cycloheximid-resstententHefeklonen das jeweilige pACT2-
Plaamid isoliert. Um die Interaktion zu Uberprifen und fasche postive Klone auszuschlief3en,
werden pACT2 und Comitin retransformiert und ener erneuten LacZ-Andyse unterzogen.
Zur Negativkontrolle werden die pACT2-Plasmide der Cycloheximid-resistentertKlone mit
pAS2/Flamin in Y190-Hefezdlen trandormiet und mit enem b-Gaaktosidase-Test auf
LacZ-Aktivitdt kontrolliert. Das pAS2/Flamin-Plasmid wurde fir die Negativkontrolle
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ausgewdhlt, da bisherige Untersuchungen keinerleé Hinweise auf eine Interaktion gegeben
haben.

2.2.1.1. Einflu® der Gal4BD/Comitin-Expression auf das Wachstum der
Hefezellen

Um den Vesuch unter optimaen Bedingungen durchfihren zu konnen, wurde zuerst der
Einflu@ der Ga4BD/Comitin-Expresson auf das Wachstum von Y 190-Hefezdlen untersucht.
Dabel wurde das Wachstum der Hefekulturen in einem Zetraum von 65 Stunden Uber die
optische Dichte bei ener Welenldnge von 600 nm (ODgy) vefolgt. Sollte sch en
verdndertes Wachsumsverhdten zeigen, so muld dieses in den folgenden Selektionsschritten
der ,, Two Hybrid“- Durchmusterung berticks chtigt werden.
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Abb. 29: Wachstumskurvevon Y 190-Hefezellen mit pAS2- oder pAS2/Comitin bei
30°C.

Die Y190-Hefezdlen mit leerem pAS2-Plasmid bedtzen ene &dhnliche Wachdumgsrate wie
Hefezdlen, die das Ga4BD-Comitin-Fusonsprotein enthaten (Abb. 29). Folglich beanflul
die Ga4BD/Comitin- Expresson nicht das Wachsumsverhaten der Hefezdllen.
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2.2.1.2. Beschreibung der D. discoideum-Phagenbibliotheken und ihre
Konvertierung in cDNA-Banken

Die fur die , Two-Hybrid*-Durchmusterung verwendeten dre D. discoideum-cDNA-Banken,
gammen aus Phagenbibliotheken, die von A. Kuspa zur Verflgung gestdlt worden snd. Es
exigieren neben dea  entwicklungsspezifischen  Phagenbibliothek noch  zwel  separate
vegetaive Phagenbibliotheken, die dch in ihrer  Fragmentgrof}e  unterscheiden.  lThre
Eigenschaften beschreibt Tabelle 1.

Tabelle 1. Eigenschaften der verwendeten Phagenbibliotheken

Phagenbibliothek Fragmentgrol3e Anzahl Klone
1. vegetative 1,0-1,6 kB 2,8x 10’
2. vegetative 1,6 —5,0 kB 8,0x 10°
entwicklungsspezifische 1,3-5,0kB 1,1 x 10’

Die Besimmung des Phagentiters ergab fir die erste vegetative Phagenbibliothek 6 x 10°
Pfwml, fir die zwete vegetaive Phagenbibliothek 92 x 10° Pfuml und fir die
entwicklungsspezifische  Phagenbibliothek 1,1 x 108 Pfuml. Die entwicklungsspezifische
Phagenbibliothek wurde aufgrund des niedrigen Phagentiters mit 2 x 10° Phagen amplifizier.
Nach der Amplifikation ergab sich @n Phagentiter von 36 x 10° Pfuml. Zur Konvertierung
der Phagenbibliotheken in cDNA-Banken sind firr die vegetativen Phagenbibliotheken 1 x 10°
Phagen und fir die Entwicklungs-Phagenbibliothek 1 x 10° Phagen eingesetzt worden.
Anschlief3end erfolgte die Isolierung der pACT2-Plasmide aus dem E. coli-Stamm BNN132.

2.2.1.3. Sequentielle Transformation von Y 190-Hefezellen mit
Plasmid-DNA

Kompetente Y190-Hefezdlen wurden mit pAS2/Comitin  trandformiet und auf ene
autokataytische  Aktivierung der LacZ-Reportergene  in einem  b-Gaaktosdase-Test
untersucht. Hefezellen, be denen das LacZ-Reportergen aktiviert idt, farben dch nach
Inkubation bel 30°C durch Spatung des 5-Brom-4-Chlor-3-1ndol-b-D-Gaaktosepyranosids
blau. In diessm Ted zegten die Zdlen mit pAS2/Comitin keine Blaufdrbung auf. Eine
Autoaktivierung  der  LacZ-Reportergene durch  das  exprimiete  Ga4BD/Comitin-
Fusonsprotein fand nicht datt, so dald3 diese Zdlen fur die cDNA-Bank-Durchmusterung
benutz werden konnen. Kompetente Hefezdlen mit pAS2/Comitin - wurden mit  der
PACT2/cDNA-Bank nach dem ,large-scae*-Protokoll der Clontech Anweisung trans-
formiert.
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Fur jede cDNA-Bank ergibt sch bezogen auf die Gesamtmenge der eingesetzten Plasmid-
DNA die in Tabdle 2 gezeigle Gesamtzahl der in der jewaligen , Two-Hybrid*-
Durchmusterung untersuchten Klone:

Tabele2: Anzahl der in der , Two-Hybrid" -Dur chmuster ung unter suchten Klone

cDNA-Bank Anzahl der durchmugerten Klone
1. vegetative 1,0x 10°
2. vegetaive 8,3 x 10
entwicklungsspezifische 2,0x 10°

2.2.1.4. Hist-Salektion der transformierten Hefezellen

Insgesamt wurden 1176 His'-Kolonien, die en deutlich stiarkeres Wachsum as der
Durchschnitt der gewachsenen Klone aufwiesen, weiter andysert. Eine Aufschlissdung fir
die einzelnen cDNA-Banken zeigt Tabdle 3:

Tabelle 3: Anzahl der untersuchten Klone nach His*-Selektion

cDNA-Bank Anzahl der untersuchten Klone
1. vegetative 357
2. vegetative 454
entwicklungsspezifische 365

2.2.1.5. b-Galaktosidase-Tests der HisT-Hefekolonien

Mit den Hist-Hefeklonen wurden b-Galaktosidase-Filter-Tests  durchgefiihit.  Digjenigen
Hefekolonien, die eine Aktivierung der LacZ-Reportergene durch die von der b-Galaktosidase
katdyserte Blaufabung aufwiesen, wurden in einem zweten b-Gaaktosdase-Test erneut
untersucht. Danach wurden aus dlen drel cDNA-Banken 106 stark, 32 mittel und 63 schwach
blau gefarbte LacZt-Kolonien ermittelt (Tabelle 4).

Tabelle4: Aufstellung iber die His'/L acZ*-K lone nach den ersten zwei b-Galaktosidase T ests

cDNA-Bank: 1. vegetative | 2. vegetative | entwicklungsspezifische
Starke Blaufarbung 20 Klone 28 Klone 58 Klone
Mittlere Blaufarbung 18 Klone 5Klone 9 Klone
Schwache Blauférbung 35Klone 16 Klone 12 Klone
Summe der His'/LacZ'-Klone 73 49 79
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2.2.1.6. Cycloheximidselektion

Die His™- und LacZ'-Hefeklone verlieren durch die Cycloheximidsdektion spontan
pPAS2/Comitin und enthadten nur noch pPACT2/cDNA-Fragment. Die Grundlage dieser
Sdektion ist der Befund, dald der urspringlich Cycloheximid-resstente Hefestamm Y190
durch pAS2 Cydoheximid-sensitiv wird. Das pAS2-Plasmid besitzt das Wildtyp-Gen CYHZ2
fur Cydoheximidsengtivitét. Die ds Cycdoheximid-ressent erkannten Kolonien wurden
enem weteren b-Gaaktosdase-Test unterzogen, um auokataytisch wirkende Hefeklone
von der weiteren Untersuchung auszuschliel}en. Von insgesamt 201 His™- und LacZ'-Klonen
bliben nach der Cycoheximidsdektion und dem anschliefenden b-Galaktosidase-Test aus
der ersten cDNA-Bank 56 Klone, aus der zweiten vegetativen cDNA-Bank 46 Hefeklone und
aus der entwicklungsspezifischen cDNA-Bank 53 Klone ubrig. 46 His™- und LacZ'-Klone
wurden nicht weter anadyset, da Se troiz mehrfacher Wiederholung der Cycloheximid-
selektion keine Kolonien bildeten

2.2.1.7. I solation des pACT 2/Fragment-Hefeplasmids und Transfor mation
in E. coli

Die pACT2-Deivate der Cycoheximid-resstenten Klone wurden aus den Hefezdlen isoliert
und in die E. coli-S&mme DH5a, JM 109 oder XL1 blue transformiert. Die aus den E. coli-
Zdlen gewonnene amplifiziete Plasmid-DNA wurde durch Redriktionsverdauung mit dem
Enzym Bglll und anschlie?ender Agarose-Geleektrophorese andysiert. Insgesamt 55 Klone
enthidten nur pACT2 ohne Fragment, so dad nur noch 100 Hefeklone in den waeiteren
Untersuchungen berticks chtigt wurden.

2.2.1.8. Retransformation der pACT2-Derivatein Y 190-Hefezellen

Die pACT2-Plasmide wurden dmultan mit pAS2Comitin  in Y 190-Hefezdlen
retransformiert. Fir die Negativkontrolle wurde pAS2/Filamin-Plasmid verwendet, um solche
fdsch pogtiven Klone zu erkennen, deren pACT2-Derivate enen beliebigen Proteinrest an
der Gd4-Bindungsdoméne brauchen, um die Transkription der Reportergene auch ohne
Interaktion mit dem zu untersuchenden Protein einzuleiten. Die pACT2-Plaamide, die die
Information fUr potentidle Bindungspartner in dch tragen, fuhren in Vebindung mit dem
pPAS2/Comitin-Plaamid zu ener Blaufabung im b-Galaktosdase-Test. In Kontrollexperi-
menten Sollten se mit pAS2Flamin kene Blauférbung zeigen. Insgesamt ergaben sSeben
Klone ein postives Ergebnis. 23 Klone konnten as fasch postive Klone identifiziert werden.
In diesen Fdlen wa der b-Galaktosdase-Tet sowohl be den Transformanten mit
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pAS2/Comitin-Plasmid ads auch ba denen mit dem pAS2Flamin-Plasmid pogtiv. Die
reslichen sebzig Klone zeigten auch nach 14 Stunden keine b-Gaaktosdase-Aktivitét und
wurden nicht weiter untersucht.

2.2.1.9. Zusammenfassung der Ergebnisse der ,, Two-Hybrid* -
Durchmusterung

In der nachfolgenden Tabelle 5 snd die Ergebnisse der , Two-Hybrid*-Durchmusterung von
Comitin gegen die drei D. discoideum-cDNA-Banken zusammengefa.

Tabdle5: Zusammenfassung der Ergebnisse der Durchmusterung der ,, Two-Hybrid* -cDNA-Banken

cDNA-Bank 1. vegetative | 2. vegetative | entwickl.-spezifische
Zahl der untersuchten Klone 1,0x 10° 8,3x 10* 2,0x 10°
His"-Klone 357 454 365

2. b-Gd.-Test (His"/LacZ") 73 49 79
Cycloheximidsdaektion 56 46 53
Retransformation (richtig His"/LacZ") 3 4 0

2.2.1.10. Sequenzinformation der potentiellen Bindungspartner

Die Sequenz der Inserts der pACT2-Plasmide wurden mit Hilfe der Oligonukleotide Gal4AD
und Rev4AD bestimmt. Be Fragmenten mit einer Lénge von Uber 1000 Basen snd zusétzlich
gecignete Oligonukleotide aus den schon sequenzierten bekannten  Sequenzabschnitten zur
welteren Andyse eingesetzt worden. Die Ergebnisse der einzelnen Sequenzierungsresktionen
wurden miteinander  kombiniet und sSnd der Charakteriserung  der  potentidlen

Bindungspartner beigefiigt.



2. Ergebnisse 51

2.2.2. Comitin als Bindungspartner

Dreé pACT2-Deivate 1051, 122-1 und 165-4 trugen die Information fur Comitin, und
Comitin konnte somit as sein egener Bindungspartner identifiziert werden. Die dreé cDNA-
Fragmente bedtzen kein vollgandiges N-termindes Ende, sondern beginnen erst be  der
driten Aminosiure. Der Rest der Sequenz it vollsdndig vorhanden. Somit bestétigt die
» TWO-Hybrid-"Durchmusterung, dal3 Comitin in der Lage is, Dimere zu bilden [Jung et al.,
1996].

2.2.2.1. Charakterisierung der Dimerisierungsdomane von Comitin

E. Jung grenzte 1996 die Dimeriserungsdoméne mit Hilfe von Crosslinking-Experimenten
mit Comitinteilkongrukten auf den Aminosaurebereich 90 bis 135 ein. Jedoch konnte aus
experimentellen Griinden die Frage nicht geklat werden, ob auch das C-terminde Ende des
Comitins an der Bildung von Dimeren betelligt ist.

Das , Two-Hybrid‘-System bietet eine weitere Mdglichkelt, die Frage der Dimeriserung Uber
den C-Terminus, der durch das GYP(P)Q-Motiv charakterisert ist, zu klaen. Aullerdem 8%
gch mit dem ,Two-Hybrid‘-Sysem der schon identifiziete Dimeriserungsbereich (AS 90-
135) innerhab des N- Terminus erneut experimentell Gberprifen [Jung et al., 1996].

For die ,Two-Hybrid-Experimente snd die schon exidierenden Comitinkonstrukte
verwendet worden [Jung et al.,1996]. Die Konstrukte wurden entweder mit den Enzymen
Ndel, EcoRI bzw. Cla aus dem pT7-7-Vektor geschnitten oder mittels PCR erhdten und in
den entsprechenden Zidvektor pAS2 oder pACT2 eingesetzt. Tabelle 6 und Abbildung 30
zeigen eine Ubersicht tiber dle hier verwendeten Konstrukte.

Tabelle 6: Klonierungsstrategiefir die einzelnen Konstruktein den pAS2- und pACT2-Vektor

Konstrukt  |Nukleotide |Aminosduren Restriktionsenzyme fiir Oligonukleotide
pT7-7 pAS2 pACT2 PCR

I 1-417 1-139 Ndel/EcoRl  |Ndel/EcoRlI * * *

I 1-417 1-139 * * BamHI/Sacl |BamHI/Sacl | Comv26/Comr417

I 268 - 582 89 - 185 Ndel/Clal b.e. |Ndel/Smal * * *

I 392 - 582 124 - 185 * * BamHI/Sacl | BamHI/Sacl | Comv269/Comr592

v 1-582 1-185 * * BamHI/Sacl | BamHI/Sacl | Comv26/Comr592

\Y; 431 - 582 136 - 185 Ndel/Clal b.e. |Ndel/Smal * * *

\% 431 - 582 136 - 185 * * Ncol/Xhol |Ncol/Xhol [Comv431/Comr592

Legende: Konstrukte — Bezeichnungen sind der Diplomarbeit von E. Jung (1996) entnommen; Nukleotide -
entsprechende Nukleotide des Comitins; Aminosduren — entsprechende Aminosauren des Comitins;
Restriktionsenzyme fur pT7-7 — verwendete Schnittstellen im pT7-7-Vektor; Restriktionsenzyme fur pAS2 —
Klonierungsstellen des pAS2-Plasmids, Restriktionsenzyme fir pACT2 — Klonierungsstellen des pACT2-
Plasmids; Restriktionsenzyme fir PCR - Uber PCR angehangte Schnittstellen; Oligonukleotide — verwendete
Oligonukleotide fir die PCR; b.e. — glatte Enden; YKonstrukt IV bezeichnet das vollstandige Comitin.
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1 144 185
Comitin
Konstrukt IV
N-terminale Kerndomane GYP(P)Q-Motiv
1 139
Konstrukt |
89 144 185
Konstrukt [l
124 144 185
Konstrukt I11
136 144 185
Konstrukt V

Abb. 30: Schematische Darstellung der im , Two-Hybrid“ -Versuch eingesetzten Comitinkonstrukte. Die
Zahlen geben die jeweilige Aminosaureposition bezogen auf das N-terminale Methionin von Comitin (Konstrukt
V) wider.

Die efolgreiche Klonierung dler Comitinkongtrukte in das pAS2- oder das pACT2-Plasmid
ig durch Sequenzierung bestétigt worden. Um eine autokatdytische Aktivierung der Ga4-
Doménen durch die enzdnen Kongrukte auszuschlief¥en, snd die Vektoren zunéchgt einzeln
in Y190-Zdlen trandformiert und einem b-Gaaktosidase-Test unterzogen worden. Keines der
Kongrukte war in den pAS2- oder pACT2-Plasmiden zu ener autokataytischen Resktion
fahig. Um die Wechsdwirkung zwischen den enzenen Comitintellsticken zu untersuchen,
wurden die entsprechenden pAS2- und pACT2-Vektoren in Y 190-Hefezellen kotransformiert
und mdgliche Interaktionen in eéinem sich anschlief¥enden b-Galaktosidase- Test detektiert.

Tabelle 7: Ergebnisseder , Two-Hybrid“ -Experimente zur Bestimmung der Dimerisierungsdoméane von

Comitin
Plasmid/Konstrukt pAS2/| pAS2/11 pA S2/Comiitin pAS2/V pAS2/Filamin
pACT2/| ++ - ++ - -
pACT2l1I - - - - -
PACT2/IVY ++ - ++ + -
pACT2/V ++ - + + -
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Legende: +/++ Stérke der Blauférbung; - negativer b-GalaktosidaseTest; DKonstrukt 1V bezeichnet das
Vollangenkonstrukt.

Die Wechsdwirkung der N-terminden Kerndomane (Kongrukt 1) mit sch sdbst und mit dem
gesamten Comitin i in ihrer St&rke vergleichbar mit derjenigen der beiden vollstandigen
Proteine. Die Trandormanten mit pAS2/Comitinkongtrukt V- und mit  pACT2/Comitin-
kongrukt V weisen eine etwas schwéachere Blauférbung ds andere Konstruktkombinationen
im b-Galaktosdase-Test auf. Der C-Terminus (Konsrukt V), der das GYP(P)Q-Mativ
enthdlt, zeigt ene ewas schwéchere Interektionsfahigkeit mit dem vollstdndigen Comitin.
Eine Wechsalwirkung zwischen Kongtrukt | und Kongtrukt V konnte in diesem Versuch nicht
fesdtgestelt werden. Im Fdle der Comitinkongtrukte 11 und 111 wurde keine Interaktion mit
irgendeinem Comitinkonsirukt detektiert, obwohl Konstrukt I und 1l den C-Terminus von
Comitin benhdten. Die Kontrollversuche mit Flamin/pAS2 waren fur ale Kongrukte im
pACT2-Vektor negativ. Aus den Ergebnissen des , Two-Hybrid“-Expeiments kaan man
schlielen, dad Comitin zwel  Dimeriserungsbereiche bedtzt, die zum enem in der N-
terminden Kerndoméne und zum anderem im GY P(P)Q-Moativ lokdisert snd (Abb. 31).

1 90 135144 185

Comitin/
Konstrukt 1V
mit Konstrukt 1V

Konstrukt |
mit Konstrukt |

Konstrukt V N>
mit Konstrukt V I *
Konstrukt 1V

mit Konstrukt |

Konstrukt 1V
mit Konstrukt V

Abb. 31: Schematische Darstellung der mit , Two-Hybrid“ -Experimenten gefundenen Dimerisierungs
doménen von Comitin. Die Pfeile geben die jeweilige Dimerisierungsdoméne zweier getesteter Konstrukte an.
Der erste Dimerisierungsbereich liegt im N-Terminus zwischen der 90. und 135. Aminosdure. Die zweite
Dimerisierungsdoméane umfaldt den Aminosiurebereich 136-185. Die Zahlen bezeichnen die jewellige
Aminosaureposition relativ zum Startmethionin.
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2.2.3. Der , Two-Hybrid“-Klon 116-1

Das Insert des Klons 116-1 ha ene Lange von 1458 Basenpaaren. Ein Verglech der
Nukleotidsequenz des Klons 116-1 mit der Datenbank des Jenaer D. discoideum
Genomprojekts zeigt das Vorhandensein von zwe Introns innerhalb der genomischen
Sequenz an. Das erste Intron ist 112 Basen lang und beginnt bel der 158. Base der cDNA-
Sequenz. Der Anfang des 85 Basenpaare langen, kleineren zweiten Introns befindet sich
hinter dem 501. Nukleotid der cDNA-Sequenz (Abb. 32 und 33). Beide Introns bestehen
vorwiegend aus den Basen Adenin und Thymin und snd von den typischen Splef3sequenzen
5-GT...und ...AG-3 flankiert.

1 158 159 501 502 1479

.. = 0

1 158 271 613 693 1670

Abb. 32: Schema der genomischen Sequenz des Klons 116-1. Die Zahlen oberhalb des Balkens geben die
Nukleotidpositionen relativ zum A des Startcodons ATG fir die cDNA -Sequenz wieder. Die kursiv gedruckten
Zahlen stellen die Basenpositionen fir die genomische Sequenz dar. Die zwei Introns innerhalb der genomischen
Sequenz sind gelb unterlegt.

Die Sequenz enthdlt enen offenen Leserahmen, der fir en Protein (P116-1) von 485
Aminosauren Lange kodiert. Fir dieses Protein gibt es auch eine cDNA-Sequenz aus dem
japanischen cDNA-Sequenz-Projekt. Der Vergleich mit dem Klon FC-AC03 des D.
discoideum-cDNA-Projekts zeigt, dal? der trandatierten Nukleotidsequenz von Klon 116-1 die
ersen seben Aminoséuren fehlen. Der vollsténdige ORF kodiert dann fir ein Protein von 492
Aminosauren (Abb. 33) mit enem vorhergesagten Molekulargewicht von 558 kDa und
enem pl von 9,74 bzw. unter Beriickschtigung dler Cysteinreste 9,65. Das Programm "Pole
Bio-Informatique Lyonnas' berechnet eine Sekundérstruktur mit einem a-Hdix-Antell von
32,3%, b-SchlefenrAntel von 9,6%, b-Fdtblait-Antell von 236% und enen Antell von
34,6%, in dem ene ungeordnete Sekundarstruktur vorliegt [Geourjon und Deléage, 1995].
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ATG GAA AAT AGA TAC ATT TCC AGA ATC GAA ACC ATT TCT TCT CAT TTG
M E N R Y I S R | E T | S S H L

TTA TCA ACA AAT GAT GTC TCC TCA CAA AAT GAA AGT GAA TCA ATT ACC
L S T N D V S S Q N E S E S | T

TTT GTA AAA CCA TTA CCA AAG AAT AAA AAA GAT CAC GAC CAG TCC ATC
F \% K P L P K N K K D H D Q S |

GAA TCC GAT TCA TC GTATGTTTAA AAAAANTAAA ATAAAAAATT NTTTATTAAA
E S D S S

AAAAATTAAT TAATANTAAN CAATAAATAN TTACTAAT TATTTTTACA CCANTAAAATA

ATAAAATAAAGATTT ACA AGA GAA AAA CAA TTT GAA GAA GAA TTA GAT ATT
F T R E K Q F E E E L D I

TTA GGA GAG ATT AAT TCA AAG ACA GGT TTA TTT GAA ATT AAA CAA GTA
L G E | N S K T G L F E | K Q VvV

CCA TAT CAA TTA TCA TTT GAT CAA GGA TTT TTT CAT GCA TGT AGG GCA
P Y Q L S F D Q G F F H A C R A

ATT GAA ATA TTA ACA GAA AAA GAT CCA AAA AGA ATT ATA TGT TTA GGT
| E | L T E K D P K R | | C L G

ATT GCT GGC CCA GTT GGT GCT GGA AAA ACA ACA TTA GCT AAT AAA ATC
| A G P \% G A G K T T L A N K |

GGT AGT CTT GTT AAT GGT GTT ATA ATT TCA CTT CAA GAT TTC GTT AAA

G S L \ N G \% | | S L Q D F \ K
CTT GAA AAT GTT AAA GAT AAT AAT TAT GAT GAT CCT GTA TTA ATT GAT
L E N \Y K D N N Y D D P \Y L | D
TTT GAT AAA GTT ATT GTAAGNTTTT TTTTTTTTTT TTTTAAAAAT AAATAATAATAA

F D K \Y |

TAATAAAT TTTATAAAATTTATTAATTATTTAAATNAATTAGTCA ACA TTA AAT GAA TTA
S T L N E L

AAA GAA AAT AAA ACA GTT ATA ATT CCA AAG ATT GTA AAT AGA AAG ATG
K E N K T \Y | | P K | \% N R K M

GAA AGT AGA AGT ATA TCA TTA TCA ACA TCA AAA GTT ATT ATA TTA GAG
E S R S | S L S T S K Vv | | L E

GGT GCA TAT GCA TTG AGT GCA CGT ATT AGA CCA CTA TTG GAT ATT AGT
G A Y A L S A R | R P L L D | S

GTT GCA ATTACA GGT GGT GTA CAT TTG GAT CTA ATA AAG AGT ATA ATG
vV A | T G G \% H L D L | K S | M

AGA GGT ATT GTT ACG AGT GGT AAG AAT TCA AGT AAG GAT GTA TTG GCA
R G I v T S G K N S S K D \% L A
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760 CAA ATT ACC AAT GTT GTA TTT CCA ATG TIT AAA GCA TTT GIT GAA CCA
254 Q | T N \Y \Y F P M F K A F \Y E P

808 GAT TTA GAT CAA GCA AAG ATT AAA ATT CAT AGT AGT TTC AAT CCA ATG
270 D L D Q A K | K | H S S F N P M

856 AGT CAA GTG GTT GAA CCA GTT TAC GTT TGT AAA GCC AAA TAC GAT AAT
286 S Q VvV \% E P \% Y \% C K A K Y D N

904 AAT AAA CAG TTT TTC GAT CAA TTC CTC TCA TCA CTC AAT GIT GTA CCA
302 N K Q F F D Q F L S S L N vV VvV P

952 GTT AAA AAG AAC TTT AGC GAT ATG TAT CTC TAT CCA CCA AAA TAT GGT
318 V K K N F S D M Y L Y P P K Y G

1000 GTC GAT GGT ATC TCT CAA GCC GAT AAA AGA AAT TGG ATT AGA ATT CGT
334 Vv D G I S Q A D K R N w R | R

1048 CGT TCT GAG CAT GGT CAA TTC AAT ATC ACC TTC TAC AAT GAA ATG ATG
350 R S E H G Q F N | T F Y N E M M

1096 GAT GGT GCC GTC AAT ACT CGT CCA TCT TTA AAT TTC GAA ATC TCT GTC
6 D G A vV N T R P S L N F E I S \%

1144 AAA ACT TTG GGT GGT CTA CTC TCT TTA GGT TAT CAA ATT GGT GCT ATC
382 K T L G G L L S L G Y Q | G A |

1192 CTC AAT CGT ACC GTT GAG GTT TGG TAT GAT AAA AAT GGT GIT GTC ATC
398 L N R T \ E Vv w Y D K N G Vv \Y |

1240 ACT AAA GAA TAT ATC AAA GAA TTG GAG AAA CAT TTC ATT CAA ATT AAA
414 T K E Y | K E L E K H F | Q | K

1288 GGT CAC TCT CGT AGA GAA GTA TTA GAT AGT GCT GAA AAA TTA AAA ATC
430 G H S R R E V L D S A E K L K |

1336 ACT GGT AAT CAT GTC CCT CAA ACT TTT CTT TAT CTT TAT TTT AAA AAA
46 T G N H \Y P Q T F L Y L Y F K K

1384 TTA AAA AAA AGT AAA AAT CCA AAT TAT TCA AAA TTA AAA CCA AAT AAT
462 L K K S K N P N Y S K L K P N N

1432 ACA AAT TCA AAA ATT TTA AAA AAT AAT AAA GAT AAA AAA AAT TTA TAA
478 T N S K | L K N N K D K K N L *

Abb. 33: Nukleotid- und Aminosduresequenz des Proteins P116-1. Die kodierende
Nukleotidsequenz ist in der oberen Reihe wiedergegeben; die Intronsequenzen sind kursiv
dargestellt. Die Aminosduresequenz sowie das Start- und Stopcodon wurden durch
Fettdruck hervor-gehoben. Die nicht  im ,Two-Hybrid“-Klon ~ 116-1 kodierten
Aminoséuren sind kursiv und rot gedruckt. Die einfach gedruckten Zahlen am linken
Rand geben die Position der Basen der kodierenden Nukleotidsequenz relativ zum A des
Startcodons ATG wieder. Die durch Fett- und Kursivdruck hervorgehobenen Zahlen am
linken Rand bezeichnen die Aminoséureposition relativ zum Startmethionin.

Computer unterstiitzte Datenbank-Durchsuchungen mit dem Programm ,,Advanced Blast
Search” zeigen, dal3 das Protein P116-1 die héchgen Homologien zu Uridinkinasen anderer
Organismen hat. Die Homologie auf Aminosiurecbene zwischen dem Proten P116-1 und
Uridinkinasen aus anderen Organismen wird in Tabelle 8 widergegeben.
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Tabelle 8: Ubersicht (iber identische und homologe Aminosiur eanteile zwischen Uridinkinasen aus
anderen Organismen und dem Protein P116-1

Organismus Zugriffsnummer D. discoideum H. sapiens D. melanogaster
S. pombe AL023860 15,6% / 32,0% 38,1%/ 75,1% 37,4% | 74,2%
D. melanogaster | AAF57871.1 11,2% / 42,5% 51,3% / 74,1% *

H. sapiens AK000524 13,3%/ 40,0% * *

Die erste Prozentangabe steht fir identische Aminosauren, wahrend durch die zweite Zahl der Anteil homologer
Aminosauren beschrieben wird. Der Begriff ,homologe* Aminoséuren steht fir die Summe aus identischen und
dhnlichen Aminosduren. Die Prozentangaben beziehen sich immer auf die gesamte Aminosauresequenz der
Uridinkinase des links stehenden Organismus. Die Zugriffsnummer bezeichnet den Code der Sequenz im
Computerprogramm ,Advanced Blast Search.” S pombe steht fir Schizosaccharomyces pombe, D.
melanogaster fur Drosophila melanogaster und H. sapiensfir Homo sapiens.

Der Vergleich zwischen dem Protein P116-1 und den Uridinkinasen aus anderen Organismen
lifert zwischen 11,2 bis 156% identische und 2zwischen 32 bis 425% homologe
Aminosduren (Abb. 34). Allerdings snd die bekannten Uridinkinasen untereinander stérker
konsarviert. Der Antell identischer Aminosiuren liegt zwischen 37,4 und 51,3%. Rund 74%
dler Aminosauren snd homolog zueinander. Trotz der nur geringen Zahl identischer und
homologer Aminosduren zwischen den Uridinkinasen und dem Protein P116-1 zeichnet Sch
der Aminosaurebereich 117 bis 181 (bezogen auf das D. discoideum-Protein) durch rund 40%
identischen Aminosduren zwischen den Uridinkinasen und dem Protein P116-1 aus. Innerhalb
dieses Teldlcks findet dch in dlen verglichenen Proteinen die fir Uridinkinasen wichtige
ATP/GTP-Bindungsstdle mit ,P-Loop“ (AS 117-124 fir die Sequenz aus D. discoideum).
75% der Aminosduren der Uridinkinase aus Schizosaccharomyces pombe snd in diessm
Proteinbereich identisch mit denjenigen aus dem Protein P116-1. Der Antell konservierter
Aminosauren in diessm Bereich betrggt fir die Proteine aus Drosophila melanogaster und
dem Menschen zu Protein P116-1 aus D. discoideum 50%.

Die Ergebnisse des Aminosaurevergleichs zwischen dem Protein P116-1 aus D. discoideum
und den Uridinkinasen aus anderen Organismen lassen den Schiul? zu, dal3 der ,, Two-Hybrid"-
Klon 116-1 fir en Uridinkinase-dhnliches Proteinin D. discoideum kodiert.

Die hochse Homologie wurde zu Uridinkinesen beobachtet, auRerdem wies die
korrespondierende  Aminosiuresequenz von Klon 116 homologe Bereiche zu ener Vidzahl
anderer Proteine auf. Eine Computersuche mit dem Programm ,MotifFinder findet zweimd
das CAP-Protein aus D. discoideum (AS 211-254, 414-459) und jewells einma Proteine aus
der Ribonuklease-1I-Familie (AS 25-52), Poly(ADP-Ribose)Polymerase mit ener  Zink-
Fingerdoméne (AS 113-158) und ein Protein des Clathrin-Adaptor-Komplexes (290-314). Im
Protein P116-1 dnd neben dem potentidlen ATP/GTP-Bindungsstdlenmotiv. mit ,P-Loop®
(AS 117-124) mehrere potentielle Casainkinase-11-Phosphorylierungsstdlen (AS 7-10, 18-21,
24-27, 103-106, 140-143, 169-172, 247-250, 338-341, 432-435), Proteinkinase-C-
Phosphorylierungsstdlen (AS 103-105, 198-200, 211-213, 243-245, 247-249, 380-382, 432-
434) und Tyrosnkinase-Phosphorylierungsstellen  (AS  320-328, 400-406, 484-492)
vorhanden.
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Abb. 34: Ubersicht Uber identische Aminosduren zwischen dem Protein P116-1 aus D. discoideum zu
Uridinkinasen aus Schizosaccharomyces pombe (Sp), Drosophila melanogaster (Dm) und Mensch (Hs). Die
rot unterlegten Aminosauren sind in allen finf Proteinen identisch. Griin hervorgehobene Aminosauren sind
zumindest in dem Protein P116-1 und in einem weiteren Protein identisch.
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2.2.3.1. Charakterisierung der Bindungsstelle des Proteins P116-1 zu
Comitin

Die Bindungssdle zwischen Comitin und dem Proten P116-1 sollte mit Hilfe des , Two-
Hybrid“-Sysems eingegrenzt werden. Hierzu snd von Klon 116-1 verschiedene Deetions-
mutanten hergestdlt und in das pACT2-Plasmid kloniert worden. Die Klonierungssirategie ist
in Tabelle 9 wiedergegeben.

Tabelle9: Klonierungsstrategie fur die einzelnen P116-1-Konstrukte

Konstrukt |Nukleotide [Aminosauren Restriktionsenzyme fir Oligonukleotide
pAS2 pACT2 PCR

116-1 A 22 - 646 8 -215 * BamHI/Xhol |BamHI/Xhol |pACT2-1/Uri-656

116-1 B 339-1074 |113 - 358 * BamHI/Xhol [BamHI/Xhol |Uri-340/Uri-1074

116-1 C 621 - 1355 |207 - 452 * BamHI/Xhol [BamHI/Xhol |Uri-626/Uri-1355

116-1 D 1036 - 1479 |345 - 492 EcoRI/Xhol  |EcoRI/Xhol * *

Legende: Nukleotide — entsprechende Nukleotide der Uridinkinase-dhnlichen Sequenz; Aminosduren —

entsprechende Aminosauren der Uridinkinase-ghnlichen Sequenz; Restriktionsenzyme fir pAS2 — verwendete
Schnittstellen im Klons 16-1; Restriktions-enzyme fir pACT2 — Klonierungsstellen des pACT2- Plasmids;
Restriktionsenzyme fir PCR — Uber PCR angehéngte Schnittstellen; Oligonukleotide — verwendete Oligo-
nukleotide fur die PCR.

Die egen 22 Nukleotide bzw. die ersten seben Aminosduren des Uridinkinase-dhnlichen
Gens wurden ba diessem Experiment nicht berlickschtigt, da se im urspringlich isolierten
Klon 116-1 fehlten. Im ,Two-Hybrid*-Experiment dient das pAS2/Filamin-Plasmid ds
Negativkontrolle. Die pACT2/P116-1-Konstrukt-Plasmide wurden jewells mit pAS2/Comitin
und pASZFilamin in Y190-Hefezdlen transformiert und die Interaktion zwischen den P116-
1-Talglcken und Comitin im b-Galaktosdase-Test getestet. Die nachfolgende Abbildung 35
gibt eine Ubersicht tiber das Ergebnis dieses Experiments.

Kenes der neu gebildeten P116-1-Kondrukte zeigt im b-Gaaktosdase-Test ene
Blaufarbung. Nur der ,Two-Hybrid‘-Klon 116-1 ergab en podtives Ergebnis Die
Bindungsselle zum Comitin des Proteins P116-1 konnte mit diesen Kongtrukten und dem
» TWO-Hybrid"- System nicht ndher eingegrenzt werden.
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Abb. 35. Bestimmung der Bindungsdoméane des Proteins P116-1 zu Comitin. Die Zahlen geben die
Aminosaurepositionen der Konstrukte wieder. + bezeichnet eine positive Interaktion im “ Two-Hybrid” -V ersuch.
— steht fUr eine nicht gefundene Interaktion im , Two-Hybrid"“ -Experiment.

2.2.3.2. , Two-Hybrid"“ -Experiment zur Bestimmung der Bindungsdomane
des Comitinsfir das Protein P116-1

Die kodierende Sequenz des Klons 116-1 igt fur diesen Versuch in den pAS2-Vektor kloniert
worden. Das Insat aus pACT2 wurde zundchst mit dem Enzym Bglll herausgeschnitten.
Nach Auffillen des Ubergtehenden 5-Endes mit dem Klenow-Enzym folgte ene
Redtriktionsverdauung mit dem Enzym BamHI. Das isolierte 1,5 kB grol®e cDNA-Fragment
wurde in den vorbereiteten pAS2-Vektor kloniert. Dazu ist das pAS2-Plasmid nach Schneiden
mit dem Redriktionsenzym Sdl und Auffillen des Uberstehenden 5-Endes noch mit dem
Enzym BamHI behanddt worden. Fir dieses Experiment Snd die schon in Abschnitt 2.2.2.1.
beschriebenen Comitinkonstrukte herangezogen worden.

Die Trandformation von pAS2/P116-1-Teldtiicken und pACT2/Comitinkonstrukten in Y 190-
Hefezdlen efolgte smultan. Die Interaktion zwischen dem Protein P116-1 und den
Comitintellstiicken wurde im b-Gaaktosdase-Test Uberprift (Tabelle 10). Fir keine der
getesteten Kombinationen zeigte der b-Galaktosidase-Test eine Blaufarbung der Hefezelen.
Die Bindungsdoméne des Comitins zum Protein P116-1 lie3 9ch dso mit Hilfe des , Two-
Hybrid"- Systems nicht ndher eingrenzen.
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Tabelle 10: Versuche zur Bestimmung der Bindungsdoméane des Comitins zu P116-1

Plasmid/Konstrukt pAS2/P116-1 pACT2/P116-1
pPACT2/Comitinkonstrukt Kl - *
PACT2/Comitinkonstrukt KIlI - *
pPACT2/Comitinkonstrukt K1V - *
pACT2/Comitinkonstrukt KV - *
pAS2/Comitinkonstrukt K * -
pAS2/Comitinkonstrukt Kl * -
pAS2/Comitinkonstrukt KV * -

Das Minuszeichen bedeutet keine gefundene positive Interaktion. Ein Sternchen steht fiir
eine nicht mogliche Kombination der beiden ,, Two-Hybrid" -Plasmide.

2.2.3.3. , Two-Hybrid“ -Versuch zu einer moglichen Dimerisierungsfahigkeit
des Proteins P116-1

Fir vide Kinasen wurde schon ene Dimeriserungstéhigkeit gezeigt. Die UDP-N-
Acetylhexosamin-Phosphorylase bestent aus zwel Untereinheiten [Wang-Gillam et al., 1998].
Se kadyset die Synthese von UDP-Glucose-N-Acetylhexosamin und UDP-Galaktose-N-
Acteylhexosamin aus UTP und N-Acetylhexosamin-1-Phosphat [Szumilo et al., 1996]. Auch
Kinasen die kein Uridin-hdtiges Substrat verwenden, zeigen eine Dimeriserungsahigkeit.
Die Transmembran SerinThreonin-Proteinkinasen IRE1 und PERK des endoplasmatischen
Retikulums bestzen eine N-termind gdlegene ER-lumende Doméne. Erg die durch ER-Stref3
auyd6te Homodimeriserung diessr Doméanen aktiviert die beden Enzyme. IREl und PERK
snd in den Fatungsprozeld neusynthetiserter Proteine eingebunden [Liu et al., 2000]. Da das
Protein P116-1 ds en Uridinkinase-dhnliches Protein eingeordnet wurde, i es in einem
» TWO-Hybrid"- Experiment auf eine mdgliche Dimeriserungsfahigkelt getestet worden.

Fur diesen Versuch wurden Y190-Hefezdlen smultan mit den Plasmiden pAS2/116-1 und
pPACT2/116-1 trandormiet und die Trandformanten andyset. Es wurde keine Blauférbung
der Hefezdlen detektiert. Eine Dimeriserungstéhigkeit des Proteins P116-1 kann adso nicht
mit diesem ,, Two-Hybrid"-Versuch gezeigt werden.

2.2.3.4. Northern- und Southern-Blot-Analyse fur Klon 116-1

Fur die Anadyse der RNA-Expression wahrend des Entwicklungszyklus von D. discoideum
wurden Northern-Blot-Experimente durchgefiihrt. Als Probe wurde das vollsténdige cDNA-
Fragment aus dem , Two-Hybrid“-Klon 116-1 verwendet. Diese Sonde erkennt eine 1,5 kB
MRNA, die in vegetativen Zdlen in grolfen Mengen vorhanden ist. Wéhrend der Entwicklung
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nimmt die mRNA-Menge &b, bleibt aer bis zur spéden Kulminationsphase nachweisbar
(Abb. 36A).

A t0 t7 t9 t15 118 B

kB EcoRl  EcoRV Bglll Clal

15p . - 122 p

Abb. 36A: Transkriptanalyse fir das D.
discoideum-Protein  P116-1 wahrend des
Entwicklungszyklus. 20 ug Gesamt-RNA je ;
Zeitpunkt aus AX2 wurden in einem 1,2%igen ’ -—
Agarosegel unter denaturierenden Bedingungen 50 p

aufgetrennt und auf Nylonmembran geblottet.
Als Probe wurde das radioaktiv markierte, 1,5 40 —
kB cDNA-Fragment verwendet. ' >

Abb. 36B: Charakteriserung des D. 30 p
discoideum-P116-1-Gens. AX2-DNA  wurde
mit den angegebenen Enzymen verdaut, in
einem 0,7%igen Agarosegel (Tris-Borat-Puffer,
pH 8,0) aufgetrennt und auf Nylonmembran 20 p
transferiert. Die Hybridisierung erfolgte mit dem
radioaktiv markierten, 1,5 kB cDNA-Fragment
ausKlon 116-1.

Fur die Southern-Blot-Andyse wurde DNA aus AX2 mit den Redtriktionsenzymen ECoRI,
EcoRV, Bglll oder Clal verdaut. Nach Auftrennung der verdauten DNA im Agarosegel wurde
die DNA auf Nylonmembran Ubertragen und mit der schon im Northern-Blot verwendeten
radioaktiv markierten Sonde hybridisert. Die cDNA von Protein P116-1 bestzt zwe interne
EcoRI-Schnittstellen an den Postionen 735 und 1040. Dies erklat die zwe detektierten
Sgnde ba 4,3 und 35 kB. Das auerdem zu erwartende Signd bel 0,3 kB ist im Rahmen
diesr Southern-Blot-Andyse nicht efd¥ worden. Bglll, EcoRV und Clal haben kene
internen Schnittstellen in der ¢cDNA des Proteins P116-1. Im Southern-Blot wurde nach
Verdauung der genomischen AX2-DNA nur jewells ein starkes Signd be ca 6 kB fur Cla,
be ca 45 kB fur EcoRV und be 10 kB fir Bglll detektiert (Abb. 36B). Der Vergleich
zwischen der Nukleotidsequenz des Inserts aus Klon 116-1 mit der genomischen Sequenz des
Jenaer Dictyostdium Genom:Projekts findet nur ein Gen fur P116-1. Diese Ergebnisse lassen
den Schiufd zu, dald im Genom von D. discoideum nur ein einzelnes Gen fur das Protein P116-
1 kodiert.
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2.2.3.5. Lokalisation des Proteins aus Klon 116-1in D. discoideum

2.2.3.5.1. Konstruktion des GFP-P116-1-Expr essionsvektors

Die Lokdisaion des Proteins P116-1 in D. discoideum efolgte mit Hilfe eines GFP-
Fusonsproteins, da entsprechende Antikorper gegen dieses Protein nicht vorhanden sind und
Versuche, Fusonsproteine fur nachfolgende Antikdrper zu isolieren, nicht efolgreich waren.
Die 116-1-Sequenzen wurden in den pBs-GFP-Vektor stromabwérts (3) vom GFP-Gen
kloniert [Mohrs et al., 2000]. Der so entstandene Expressionsvektor pBsr-GFP-P116-1 wurde
zur Uberprifung an der Fusonsdelle zwischen dem GFP-Gen und der Nukleotidsequenz aus
Klon 116-1 sequenziert. Die Expresson des Fusongproteins steht unter der Kontrolle des
kondtitutiven Promotors des Aktin-15-Gens (Abb. 37).

EcoRV
TG TAA

A15P GFP Dd Gen 116-1 A8T  BladticidinS-Gen AG6P

<—BJasticidinS-Resistenzkassette—>
Abb. 37: Konstruktion des pBsr-GFP-P116-1-Expressionsvektors. Die cDNA-Sequenz von Klon 116-1 ist
mit den Restriktionsenzymen Smal und Xhol aus dem pACT2-Vektor isoliert und mit glatten Enden in die
EcoRV-Schnittstelle des pBsr-GFP-V ektors kloniert worden. Dadurch ist das Stopcodon der cDNA -Sequenz von
Klon 116-1 erhalten geblieben. Als Terminator fungiert der A8Tandem-Terminator der Blasticidins
Resistenzkassette.

Die Trandormation mit dem pBs-GFP-P116-1-Expressonsvektor erfolgt in D. discoideum-
Wildtypzdlen. Transformanten wurden durch Zugabe von 35 pg Bladicdin zu 10 ml
axenischem Medium sdektioniert.
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2.2.3.5.2. Lokalisation des GFP-P116-1-Fusionsproteinsin lebenden AX2-Zellen

AX2-Zdlen, die das GFP-P116-1-Fusonsprotein exprimieren, snd am konfokaen
Mikroskop in SoerensenPhosphat-Puffer andysert worden. Das Fusonsprotein ist demnach
in oder an kleinen, schaf abgegrenzten Strukturen lokdigert, die einer hohen Fluktuation in
der Zdle unteliegen. Die nachfolgende Abbildung 38 spieget die schndle dynamische
Bewegung dieser Strukturen wider. Dazu it diesdlbe Zelle Uber enen Zeitraum von mehr ds
funfzehn Sekunden beobachtet worden.

Abb. 38: Lokalisation des P116-1-GFP-Fusionsproteinsin lebenden AX2-Zéellen. Dieselbe Zelle wurde in
Abstanden von drel Sekunden aufgenommen, wobei die Aufnahmeebene beibehalten wurde. Zusétzlich wird
die Phasenkontrastaufnahme der Zelle zum Zeitpunkt drei Sekunden gezeigt.

2.2.3.5.3. Immunfluor eszenzanalyse des GFP-P116-1-Fusionsproteinsin fixierten
AX2-Zellen

Um die veskuld&ren Strukturen, die das GFP-P116-1-Fusonsprotein tragen, néher zu
bestimmen, wurden Immunfluoreszenzstudien an Methanol-fixieten Zdlen durchgefihrt. Zur
Kontrolle wurden die Zdlen mit dem monoklonden anti-Aktin-Antikdrper Act-1-7, den anti-
Comitin-Antikdrpern 190-23-5 und 190-68-1, sowie mit dem anti-Porin-Antikorper 70-100-1,
dem mAk 221-457-5, dem mAk 221-342-5 und mit dem polyklonden anti-DdLIMP-
Antikorper inkubiert.
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Abb. 39: Immunfluoreszenzstudien zur Lokalisation des GFP-P116-1-Fusionsproteinsin AX2-Zellen.
Folgende primére Antikdrper wurden verwendet: A', A" mAK Act-1-7 gegen Aktin; B', B" mAk 190-23-5
und C', C" mAk 190-68-1 gegen Comitin; D', D" mAk 70-100-1 gegen Porin; E', E" pAk gegen DALIMP;
F, F' mAk 221-457-5 gegen ein unbekanntes Epitop; G', G" mAk 221-342-5 gegen ein gemeinsames
Kohlenhydrat-Epitop lysosomaler Proteine. Die monoklonalen Antikorper wurden durch Cy3-konjugierte
Ziege-anti-Maus-1gG-Antikorper erkannt. Zur Detektion des polyklonalen Antikorpers wurde ein Ziege-
anti-Kaninchen-1gG Antikorper (TRITC-Konjugat) as sekundéarer Antikérper verwendet. Die Bilder A-G
geben die GFP-Fluoreszenz wieder. Die durch den jeweiligen Antikérper markierten Strukturen werden in
den Aufnahmen A'-G' wiedergegeben. Die Uberlagerung der Bilder A-G und A'-G' zeigen die Abbildungen
A"-G".
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Die Abbildungen 39A-A" geben die Markierungsversuche der fixierten Zdlen mit dem anti-
Aktin-Antikorper Act-1-7 wider. Die durch das Fusonsprotein aufgezeigten Strukturen sind
im Cytosol vertelt. Die anti-Comitin-Antikorper 190-23-5 und 190-68-1 erkennen andere,
erheblich klenere Veskd in D. discoideum. Beide Proteine kolokaliseren aso nicht (Abb.
39B-B" und 39C-C"). Die Vermutung, dal3 es sch be den durch die GFP-Huoreszenz
detektierten Strukturen um Mitochondrien handeln konnte, konnte nicht bestétigt werden, da
der anti-Porin-Antikorper 70-100-1 ein abweichendes Muster zeigt (Abb. 39D-D"). Das
hydrophile Porin ist in der &uf¥eren Mitochondrienmembran lokdisert und an der Ausbildung
von lonenkanden beteligt [Troll et al., 1992]. Die durch mAk 70-100-1 markierten
Mitochondrien sind erheblich groRer ds die durch das GFP-Protein detektierten Veskd.
AuRerdem zeigt die Uberlagerung der Bilder 39D und 39D' keine Kolokdisation beider
Strukturen. Weltere Charakteriserungen der P116-1-tragenden Veskd wurden mit dem
polyklonden Antikdrper gegen das DdLIMP-Proten  durchgefihrt. Dieses  integrde
Membranglykoprotein aus D. discoideum ig en lysosomenspezifisches Protein und in
solchen Lysosomen lokdisert, die einen neutrden pH-Wert haben. Die Uberlagerung der
durch das GFP-P116-1-Fudongprotein  hervorgehobenen  Zdldrukturen  mit der
Immunfluoreszenz des  polyklonden  anti-DALIMP-Antikorpers &%  erkennen, dal3 beide
Proteine nicht Bedandtell dersslben Zdlkompartimente snd. Der monoklonde Antikorper
221-457-5 erkennt ein unbekanntes veskuldres Protein. Die Abbildungen 39FF' zeigen keine
Kolokdisation zwischen dem GFP-P116-1-Fusongprotein und dem unbekannten veskuldren
Epitop. Dagegen zeigt die Immunfluoreszenzandyse mit dem monoklonden Antikorper 221-
342-5, der gegen ein Kohlenhydrat-Epitop lysosomader Enzyme gerichtet i, solche Veskd,
die auch durch das GFP-P116-Fusonsprotein hervorgehoben werden (Abb. 39G-G"). Das
GFP-P116-1-Fusonsprotein i dso Bedandtell ener Subpopulation von Lysosomen, die
nicht vom polyklonaden anti- DdL 1M P-Antikorper erkannt werden.
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2.2.4. Der , Two-Hybrid“-Klon 165-2

Der offene Leserahmen des Klons 165-2 (396 Basenpaare) kodiert fur ein 129 Aminoséuren
langes Peptid. Ein Vergleich mit der Datenbank zeigt, dal? die ersten dreé Aminosauren dieses
potentidlen  Bindungspartners  von  Comitin  im cDNA-Fragment von Klon 165-2 nicht
vorhanden snd. Der Sequenzvergleich mit der Daenbank des Jenaer D. discoideum
Genomprojekts zeigte auch, da3 das Gen nicht durch Introns unterbrochen wird. Das
vollsandige Protein P165-2 hat en Molekulargewicht von 14,35 kDa. Der erechnete pl
betrdgt 12,07 und is auf einen hohen prozentuden Antell von Argininresen (7,38%) und
Lysnresten (13,64%) zurickzufUhren. Die Sekundérstruktur des Proteins i nach
Berechnungen des Programms , Pdle Bio-Informatique Lyonnas® durch einen hohen a-Hdix-
Antell von 40,15% und ,Random-Coail“-Antell von 37,12% gekennzeichnet. Als weltere
Strukturdlemente werden b-Fdtblditer mit enem Antell von 1818% und b-Schiaefen mit
einem Antell von 4,55% vorhergesagt [ Geourjon und Deléage, 1995].

1 ATG TCT CAA GAT CTC GTT TGG AGC ATT ATC AAA AAG AAC AAC GCT TTC
1 M S Q D L \% W S | | K K N N A F

49 TTA AAA TCC TCA CAC GGT TTA ACC TTA TCT GCT GAA CCA GGT AAT TTA
17 L K S S H G L T L S A E P G N L

97 AGA AAC AAA AAC TCC TTA AAA TAC TCC GGT CTT GCC AGA AGA ACC ACC
33 R N K N S L K Y S G L A R R T T

145 ATC GAC GTT GCT GCC GTT AAC GGT AAA GTT GTT GTC TCA TCA AAG ATT
49 | D \% A A \% N G K \% \% \Y S S K |

193 GTT AAA AAA GCT GCC TTC CCA GCT CAA TCA AAA AAA ACC ACC ACT TTC
65 V K K A A F P A Q S K K T T T F

241 TCA ACT GTC AAC ACC AGA AAGACT GCT AGA TTC GTC AAA ACT TTA GCC
81 S T \% N T R K T A R F \Y K T L A

289 ACC CAA TAT GCT CCA GAA TTA AGA GCT GCT GCC TTA GGT CGT TTA CAC
99 T Q Y A P E L R A A A L G R L H

337 AGA GTC CAA TCT GCT CTC CGT TCT GCC AAA AAA GCT GCT GCC CGT AAA
113 R V Q S A L R S A K K A A A R K

385 GCC AAG AAA AAC TAA
129 A K K N *

Abb. 40: Nukleotid- und Aminosduresequenz des Proteins P165-2. Die Nukleotidsequenz ist
in der oberen Reihe dargestellt. Die Aminosduresequenz sowie das Start- und Stopcodon sind
durch Fettdruck hervorgehoben. Die nicht im ,Two-Hybrid“-Klon 165-2 enthaltenen
Aminoséuren sind kursiv und rot gedruckt. Die einfach gedruckten Zahlen am linken Rand
geben die Position der Basen relativ zum A des Startcodons ATG wieder. Die durch Fett- und
Kursivdruck hervorgehobenen Zahlen am linken Rand bezeichnen die Aminosdureposition
bezogen auf das Startmethionin.

In der Aminosauresequenz Snd mehrere potentielle Phosphorylierungsstellen fur die cAMP-
und cGMP-abhéngige Proteinkinase (AS 45-48, 75-78) und die Proteinkinase-C (AS 37-39,
61-63, 74-76, 85-87, 88-90, 120-122) vorhanden. Eine Casainkinase-I1-Phosphorylierungs-
delle wird von den Aminosauren 47 bis 50 représentiert. Eine Datenbanksuche [Altschul et
al., 1990] zeigt fur das gesamte Protein P165-2 enen Antel von rund 28% identischer
Aminosuren zu ribosomden Proteinen L28 aus verschiedenen Organismen. Die
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Aminosiuresequenz  des Proteins P165-2 west zwischen 60,6 und 70,1% homologe
Aminosauren zu den anderen ribosomalen L28 Proteinen auf (Tabelle 11).

Tabelle 11: Ubersicht (iber identische und homologe Aminosiur en zwischen ribosomalen Proteinen aus
ander en Organismen und dem Protein P165-2

Organismus Zugriffsnummer | D.discoideum | M. musculus H. sapiens D. melanogaster
S. pombe 014069 27,6%/657% | 351%/649% | 351%/634% 32,1%/ 70,0%
D. melanogaster | AAF447742 292%/701% | 41,6%/799% | 388%/785% *

H. sapiens A1929482 28,5%/62,0% | 956%/100% * *

M. musculus AA 763917 28,5% / 60,6% * * *

Die erste Prozentangabe reprasentiert identische Aminosauren. Die zweite Zahl steht fir homologe Aminosauren
Die Bezeichnung ,,homologe" Aminosauren geht fir die Summe aus identischen und &hnlichen Aminosauren.
Die prozentualen Angaben beziehen sich immer auf die Aminosduresequenz des ribosomalen Proteins L28 des
links stehenden Organismus. Die Sequenzen lassen sich mit der Zugriffsnummer im Computerprogramm
~Advanced Blast Search” identifizieren.

Die identischen und homologen Aminosiureantelle zwischen ribosomaen Proteinen L28 aus
den angefihrten Organismen und dem Protein P165-2 entsprechen in ihrer Grof3enordnung
den Ubereindimmungen zwischen den Sequenzen von Schizosaccharomyces pombe zu D.
melanogaster, M. musculus und H. sapiens. Die hochse Zahl konservierter Aminosduren
zeigen die ribosomden Proteine L28 aus M. musculus und H. sapiens untereinander (Tabelle
11). Aufgrund der Ergebnisse des Aminosauresequenzvergleichs ist das Protein, das von Klon
165-2 kodiert wird, das homologe ribosomae Protein L28 aus D. discoideum. Abbildung 41
zeigt den Vergleich des Proteins P165-2 mit den angefiihrten ribosomaen Proteinen L28 aus
anderen Organismen.

SAVL RSQKPAPVKGKKAEFAKGKKPE 144
SAl LRSQKPVWKRKRTRPTKSS- - - 137
SAl LRSOKPVMWKRKRTRPTKSS- - - 137

Dd -- KSSHG- - - LFiLS ERNKNSL KYSBEARRTT VN 55
Sp VKRPEFGG QFN SCKNAQRF SELCNDKAVAIGANS 60
Dm LKKRDV- KKPFS EASVSSYRYSE VHKKTLAIVPAA 59
Mn o -- | KRN - - KGTYS LKARNSFRYNELI HRKTVAIEPAA 55
Hs  -- | KRN - - KQTYS LKARNSFRYNELI HRKTVAEPAA 55
Dd - - GKVANISSKI VRKAAFBBGSKKTITESTVNTRKTARFVKTEAT- - 111
Sp  PRGWLI TKTNPKNA KLFRKDVI ANASSBKTYKSI AGRI GRT KVSV 120
Dm  DKKGFTAVLKKCKYAQRBAKNTVRVDEK- AGPRRSLKKLENIL| GS T QRAL 118
Mn  DGKGVWANIVMKRRS TSYVRTTI N- KNARATLSSI RHM RKN RP RVAAI 114
Hs DGKSWWA/VI KRRS TSYVRTTI N- KNARATL SSI RHM RKNKYRPDERVAAI 114
Dd  HRUGSAL RSAKKABARKAKKN - - - - 132

Sp  SAl LSSQRPKKTVA- - - -~~~ ----- 134

Dm

Mm

Hs

Abb. 41. Vergleich der Aminosduresequenzen von Protein P165-2 und ribosomalen Proteinen L28 aus
Schizosaccharomyces pombe (Sp), Drosophila melanogaster (Dm), Maus (Mm) und Mensch (Hs). Rot unterlegte
Aminosauren sind in alen finf Proteinen identisch. Griin hervorgehobene Aminoséuren sind mindestens in einem Protein
eines anderen Organismus identisch mit der betreffenden Aminoséure aus D. discoideum.
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2.2.4.1. Charakterisierung der Bindungsdoméne des L 28-Proteins zu
Comitin

Um die Bindungsdoméane des ribosomaen Proteins L28 zu Comitin ndher enzugrenzen,
wurden mehrere Konstrukte von P165-2 hergestellt und getestet (Tabelle 12 und Abb. 42).

Tabellel2: Klonierungsstrategie fir die Konstrukte von Klon 165-2

Konstrukt |Nukleotide |Aminosauren Restriktionsenzyme fir Oligonukleotide

pAS2 pACT2 PCR
165-2 A 9-162 4-53 * BamHI/Xhol BamHI/Xhol|Gal4ADW/Rib28-172
165-2 B 149 -276 |51-92 * BamHI/Xhol BamHI/Sacl [Rib28-150/Rib28-276
165-2C 153-399 |56-132 Hpal/Xhol |EcoRlI b.e./Xhol * *
165-2D 269-399 (91-132 * BamHI/Sacl BamHl/Sacl| Rib28-269/Rib28-397

Legende: Nukleotide — entsprechende Nukleotide des ribosomalen Proteins L28; Aminosauren — entsprechende
Aminosauren des ribosomalen Proteins L28; Restriktionsenzyme fir pAS2 — verwendete Schnittstellen im Klon
165-2; Restriktionsenzyme fiir pACT2 — Klonierungsstellen des pACT2-Plasmids; Restriktionsenzyme fiir PCR
— Uber PCR angehéangte Schnittstellen; Oligonukleotide — verwendete Oligonukleotide fir die PCR; b.e. — glatte
Enden.

Vollstandiges [ 132 | nteraktion mit
Protein L28 iﬁ Comitin/ Filamin
aus Dd.
4 132
Klon 165-2 iﬁ + -
4 |56
Konstrukt 165-2A iﬁ = =
51 02
Konstrukt 165-2B iﬁ - -
53 132
Konstrukt 165-2C lﬁ + -
91 |132
Konstrukt 165-2D h + -

Abb. 42: Bestimmung der Bindungsdoméane des ribosomalen Proteins L28 zu Comitin. Die Zahlen
bezeichnen die jewellige Aminosdureposition der Konstrukte im Vergleich zum vollstandigen Protein. Die
Symbol + und steht fir eine positive Interaktion im , Two-Hybrid“-Experiment. Ein Minuszeichen synholisiert
€in negatives Ergebnisim b-Galaktosidase Test.
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Die Konstrukte 165-2 C und D zeigten im , Two-Hybrid“-Versuch neben dem Volléngenkion
165-2 in pACT2 mit pAS2Comitin eine Blauférbung. Demnach kann die Bindungsdoméne
zu Comitin auf die Aminosauren 91 bis 132 (Konstrukt 165-2D) eingegrenzt werden. Dieses
Peptidtellstiick des ribosomaen Proteins L28 aus D. discoideum zeigt mit einem pl von 12,25
noch héheren basischen Charakter as das vollsténdige Protein (pl 12,07).

2.2.4.2. , Two-Hybrid“ -Experiment mit dem ribosomalen Protein L 28 aus
Maus

Die gesamte Aminosiuresequenz des ribosomden Proteins L28 aus M. musculus zeigt hohe
Homologie (28,5% identische und 60,6% homologe Aminosduren) zu P165-2 aus D.
discoideum. Der in P165-2 identifizierte Bindungsbereich (AS 91 — 132) zum Comitin weist
im entsprechenden  Sequenzabschnitt eine etwas geringere Ahnlichkeit (23,8% identische und
55,5% homologe Aminosduren) zum Maushomologen auf (Abb. 43).

2 HILRS I IR S I
Mmn H | KRNK KARNSF | 60
Dd IS/\S/KI VKKAAFPAGSKKT THIFST ARFVKTLAT- - ﬂ/;lmL LHRVQSA 117
M MKRRSGCRKPATSYVRETI N LSSIRHM RKN | ILRS 120

od LR mKAA/;l»xIKN 132
Mn  GKPVWVERKR SS 137

Abb. 43: Vergleich der Aminosduresequenzen zwischen dem Protein P165-2 aus D. discoideum und dem
ribosomalen Protein L28 aus Mus musculus (Mm). Identische Aminosauren sind rot, dhnliche Aminosauren
grun unterlegt.

In enem , Two-Hybrid*-Experiment wurde untersucht, ob das Sdugerhomolog trotzdem mit
Comitin aus D. discoideum eine Protein-Protein-Interaktion engeht. Dazu i mit RT-PCR die
Einzdgrang-DNA aus MausherzzRNA mit den Oligonukleotiden Mau28-1 und Mau28-2
amplifiziet worden. Das Oligonukleotid Mau28-1 enthdt ene engebaute BamHI-
Schnittstelle und Mau28-2 ene Xhol-Schnittstelle. Das ca. 0,4 Basenpaare grofe PCR-
Fragment wurde in den pGem:Teasy-Vektor ligiert, die Sequenz bestimmt und das Insart mit
den Enzymen Xhol und BamHI ausgeschnitten. Nach Uberfilhrung der Uberstehenden 5-
Enden in glatte Enden wurde das Fragment in den entsprechend vorbereiteten pACT2-V ektor
kloniert. Fir das nachfolgende ,Two-Hybrid‘-Experimet  wurden die Plasmide
PACT2MauRPL28 und pAS2/Comitin gleichzetig in Y190-Hefezdlen trandformiert. Als
Negativkontrolle wurde ene padlde Trandormation mit pACT2ZMauRPL28 und
pAS2/Filamin durchgefiihrt. Die folgende Andyse hat jedoch gezeigt, dal3 beide Proteine
nicht miteinander reagieren.
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2.2.4.3. , Two-Hybrid“ -Experiment zur Bestimmung der Bindungsdoméane
des Comitins fur das L 28-Protein

Fur diese Andyse wurde die cDNA-Sequenz des Klons 165-2 in den pAS2-Vektor kloniert.
Das Fragment 165-2 wurde mit den Redriktionsenzymen Ndel und Xhol aus pACT2 isoliert,
das Uberstehende 5-Ende der Xhol-Schnittsdle mit Klenow-Enzym aufgeflllt und des
Fragment in den vorbereiteten pAS2-Vektor kloniert. Der pAS2-Vektor wurde mit Sl
geschnitten, die Ubergehenden 5-Enden mit Klenow-Enzym aufgeflllt und dann wurde er mit
Ndel geschnitten. Fir das , Two-Hybrid*-Experiment wurden die in Abschnitt 2.2.2.1.
beschriebenen Comitinkongtrukte in pACT2 und pAS2 benutzt. In keinem der durchgefiihrten
» TWo-Hybrid‘-Experimente lief3 dch e@ne Wechsdwirkung zwischen den Comitintellstiicken
und dem Protein P165-2 festgtellen, unabhdngig davon, ob pAS2/P165-2 mit Comitin-
konstrukten in pACT2 bzw. das pACT2/P165-2 mit Comitinkonstrukten in pAS2 in Y190
Hefezdlen trandformiert worden it (Tabelle 13).

Tabelle 13: Versuche zur Bestimmung der Bindungsdoméne des Comitinszu L 28

Plasmid/K onstrukt pAS2/P165-2 pACT2/P165-2
pPACT2/Comitinkonstrukt Kl - *
PACT2/Comitinkonstrukt KIl| - *

PACT 2/Comitinkonstrukt KIV - *
PACT2/Comitinkonstrukt KV - *
pA S2/Comitinkonstrukt K * -
pAS2/Comitinkonstrukt K| * -
pAS2/Comitinkonstrukt KV * -

-: Fehlende Interaktion b-Galaktosidase Test. *: Nicht mogliche Kombination der beiden
» Two-Hybrid"-Plasmide.

2.2.4.4. Northern- und Southern-Blot-Analyse fir Klon 165-2

In Northern-Blot-Analysen wird eine 05kB grol2e mRNA von der L28-cDNA erkannt. Diese
RNA i in den ersen Stunden der Entwicklung in hoher Menge vorhanden. Erst nach der
Aggregationsphase (nach neun Stunden) nimmt die MRNA-Menge ab (Abb. 44A).

In ener Southern-Blot-Analyse erkennt die cDNA in EcoRI, EcoRV, Bdlll, Clal, Hindlll und
Xhol geschnittener AX2-DNA je eine Bande, die in dlen Fdlen groRer ds 10 kB igt. Das
Enzym Bglll bestzt eine interne Schnittstele hinter dem 9. Nukleotid der cDNA. Das fur den
Verdau mit Bglll zu erwartende Signd ba <04 kB ig in diesr Untersuchung nicht erfald
worden (Abb. 44B). Sowohl die Ergebnisse dieses Versuchs ds auch der Vergleich zwischen
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der cDNA und genomischen Sequenzen des Jeneer D. discoideum-Genomprojektes lassen
vermuten, dal3 das ribosomale Protein L28 in D. discoideum von einem Gen kodiert wird.

Abb. 44A: Transkriptanalyse fir D. discoideum-L28
kB 0 u t_9 % E; wahrend des Entwicklungszyklus. Je Zeitpunkt wurden
20 ug Gesamt-RNA aus AX2 in einem 1,2%igen Agarose-

gel unter denaturierenden Bedingungen aufgetrennt und
05 P> - - auf Nonnmembrqn transfgriert. Die Hybridisierung erfolgte
mit dem radioaktiv markierten cDNA-Fragment aus Klon

165-2.

. Abb. 44B: Charakterisierung des D.
kB EcoRI EcoRV Bglll _Clal Hindll Xhol discoideum. L 28-Gens. Genomische DNA aus
- p— AX2 wurde mit den angegebenen Enzymen
120 p -— geschnitten, in einem Agarosegel (0,7%, Tris-
— - . Borat-Puffer, pH8,0) aufgetrennt und auf
Nylonmembran Ubertragen. Als Probe wurde
das radioaktiv markierte cDNA-Fragment aus
Klon 165-2 verwendet.
50
40 »

2.2.4.5. Lokalisation des Proteinsaus Klon 165-2in D. discoideum

2.2.4.5.1. Konstruktion des GFP-L 28-Expressionsvektors

Mehrere Versuche zur Expresson des Proteins P165-2 fir ene Antikdrpergewinnung snd
fehlgeschlagen. Deshadb wurde zur Lokaisation des L28-Homologs die cDNA mit glatten
Enden in den GFP-Expressonsvektor pDexRH stromabwaérts (3) vom GFP-Gen kloniert. Das
Fusonsprotein wird unter der Kontrolle des Aktin-15-Promotors in D. discoideum exprimiert
(Abb. 45).

Nach Elektroporation von pDexRH-GFP-P165-2 in AX2 und in die Comitin-defiziente
Mutante 1al wurden G418 resgente Transformanten isoliet und die Expresson des GFP-
L 28- Fusionsproteins in der Fluoreszenzmikroskopie getestet.
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EcoRl
rTG TAA
A15P GFP Dd Gen 165-2 AS8T Neomycin-Gen AG6P
<+— Neomycin-Resistenzkassette ———»

Abb. 45; Konstruktion des pDexRH-GFP-P165-2-Expressionsvektors. Die cDNA-Sequenz von 165-2 wurde
mit Hilfe der Restriktionsenzyme Smal und Xhol aus dem pACT2-Vektor isoliert. Nach Uberfiihrung der Xhol-
Schnittstelle in ein glattes Ende wurde die cDNA in die aufgefllite EcoRI-Schnittstelle des pDexRH-Vektors
eingefuhrt. Dabei ist das Stopcodon des Gens 165-2 erhalten geblieben. Der Aktin-8Terminator der Neomycin-
Resistenzkassette ermdglicht auch eine Terminierung der GFP-L28-RNA.

2.2.4.5.2. Lokalisation des GFP-L 28-Fusionsproteinsin fixierten AX2- und 1al-Zellen

Abb. 46: Lokalisation des GFP-
L28-Fusionsproteins in fixierten
AX2- und lal-Zellen. Die Zellen
wurden dazu mit Methanol bei einer
Temperatur von -20°C fixiert.

A: GFP-L28 exprimierende AX2-
Zéllen; A'. Phasenkontrast zu A; B:
GFP-L28 exprimierende 1al-Zellen;
B': Phasenkontrast zu B.

Das Fusongrotein zegt in beiden D. discoideumSammen diesdbe intrazdlulare
Vertelung. Es i an nezatigen Srukturen lokdidert, die andere Zdldrukturen zu
unmschliefen  scheinen. Neben diesen  retikulden  Strukturen  zeigen gch noch  lokale
Anhéufungen des Fudongproteins in der Néhe der umschlossenen Zedlkompartimente. Ein
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ahnliches Mugter der Vertellung des GFP-L28-Proteins wurde auch in Iebenden AX2- und
lal-Zdlen beobachtet. Es konnte sch be den durch das GFP-L28 hervorgehobenen
Strukturen entweder um Vakuolen, den Golgi-Apparat oder die ER-Membran handeln (Abb.
46).

2.2.4.5.3. Immunfluoreszenzstudien an fixierten ein GFP-L 28-Fusionsprotein
exprimierenden Wildtypzellen

Eine endeutige Identifizierung der durch das GFP-L28-Fusonsprotein  aufgezeigten
Strukturen it anhand der GFP-Huoreszenz  dlein nicht  moglich. Deshdb  wurden
Kolokdisationssudien an Methanol-fixieten AX2-Zdlen mit verschiedenen  AntikOrpern
durchgefiinrt, die spezifisch fir bestimmte zdluldre Kompatimente sind. Dafir standen
folgende Antikorper zur Verfigung, mAk Act-1-7 fur Aktin und 221-1-1 fir Vacuolin A,
enem Protein, das zusammen mit der Isoform B, an endocytotischen Prozesssen in der Zdle
betalligt is. Bede Isoformen kommen in pod-lysosomden Vakuolen und in  der
Plasmamembran vor. Der Antikorper Act-1-7 markiert die Plasmamembranbereiche. Die
durch die GFP-FHuoreszenz wiedergegebenen Strukturen liegen im Cytosol innerhab der vom
mAK Act-1-7 markierten Zellmembran (Abb. 47A-A"). Die Uberlagerung der von mAk 221-
1-1 erkannten Vakuole mit der GFP-Fluoreszenz zeigt, dald das L28-Protein nicht in pod-
lysosomden Veakuolen lokdisert ist (Abb. 47B-B"). Neben den post-lysosomaden Vakuolen,
die 9ch durch einen neutrden bis basschen pH-Wert auszeichnen, gibt es noch Veskd mit
ginem sauren pH-Wert. Diese azidischen Vesikel besitzen Untereinheiten der vakuoldren H*-
ATPase gegen die der monoklonde Antikorper mAk 221-35-2 gerichtet ist. Die Abbildungen
47C-C" lasen erkennen, dal3 die durch GFP-L28 und mAk 221-35-2 markierten Zdlbereiche
nicht identisch snd. Immunfluoreszenzuntersuchungen mit dem monoklonden  anti- Comitin-
Antikérper 190-23-5 ergaben ebenfdls keine Kolokdisation zwischen den Comitin-bedeckten
Veskdn und den durch die GFP-Fluoreszenz hervorgenobenen Zdlsrukturen (Abb. 47D-
D"). Eine Uberlagerung wurde jedoch detektiet bei dem Vergleich des durch den anti-
ComitinrAntikorper  190-340-8 makierten Golgi-Apparates mit  der  GFP-Huoreszenz.
Danach ig L28 im Golgi-Apparat lokdisert (Abb. 47E-E"). Zusétzlich ist das L28-Homolog
an ER-Membranen lokaisert, da sch die durch GFP-L28 aufgezeigten Strukturen mit den
durch den monoklonden anti-Intergptin-Antikorper  260-60-10 erkannten ER-Membranen
Uberlagern (Abb. 47F-F"). Dieses Ergebnis wurde durch die Immunfluoreszenzandyse mit
dem monoklonden Antikorper 221-135-1 bedtétigt (Abb. 47G-G"). Der monoklonae
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Antikorper 221-135-1 erkennt die ER-assoziierte Protein-Dialfid-lsomerase (PDI), die die
Oxidetion fraer Sulfhydryl-Gruppen zur Bildung von Disulfidoriicken kataysert. PDI
unterstiitzt die Fatung und Assoziation vider Proteine, die in das Lumen des ER trangportiert
werden.
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Abb. 47: Immunfluor eszenzstudien zur L okalisation des GFP-P165-2-Fusionsproteinsin fixierten
AX2-Zellen. Die Zellen wurden mit Methanol bei -20°C fixiert und verschiedenen monoklonaen

Antikdrpern markiert. Die Detektion des ersten Antikorpers erfolgte mit einem Cy3-gekoppelten Ziege-
anti-Maus-1gG-Antikorper. Folgende monoklonale Antikdrper wurden verwendet: A', A" mAk Act-
1-7 gegen Aktin, B', B" mAk 221-1-1 gegen Vacuolin A, C', C" mAk 221-35-2 gegen die vakuolare
H*-ATPase, D', D" mAk 190-23-5und E', E' mAk 190-340-8 gegen Comitin, F', F' mAk 260-60-10
gegen Interaptin sowie G', G" mAKk 221-135-1 gegen PDI. Die Bilder A-G geben die GFP-Fluoreszenz
wieder. Die Aufnahmen A'-G' stellen die von den Antikorpern markierten Strukturen dar. Die Uber-
lagerung der Bilder A-G und A'-G' wird in den Abbildungen A"-G" gezeigt.
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2.2.4.5.4. Lokalisation von GFP-L 28 in aggregierenden AX2- und 1al-Zellen

Um die Entwicklung enzuleiten, wurden D. discoideumZdlen nach zwemaigem Waschen
bei einer zdldichte von 1 x 10’ Zdle/ml in SoerensenPhosphat-Puffer gehungert. Zu
Beginn des Experimentes (t0) und nach sechs Stunden (t6) wurde en Aligout entnommen und
de Zdlen nach Abstzen af dem Deckglaschen fir die  anschliellende
Immunfluoreszenzandyse mit Methanol bei —20°C fixiert.

Abb. 48: Lokalisation von GFP-
L28 in aggregierenden AX2- und
lal-Zellen. Dazu wurden die Zellen
sechs  Stunden in  Soerensen
Phosphat-Puffer gehungert, dann mit
Methanol fixiert und im konfokalen
Mikroskop beobachtet.

A: AX2 zum Zeitpunkt tO

A": AX2 zum Zeitpunkt t6

B: lal zum Zeitpunkt tO

B'": 1al zum Zeitpunkt t6

Nach sechsstiindiger Inkubation in  Soerensen-Phosphat-Puffer snd die Zelen beider D.
discoideum-Stamme langgestreckt. Die Vertellung des GFP-L28-Fusonsproteins in 1al- und
AX2-Zdlen hat dch im Vergleich zum Zetpunkt tO nicht verdndert. Das Fusonsprotein ist
weiterhin an der ER-Membran und am Golgi-Apparat lokaisiert (Abb. 48).
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2.2.5. Der , Two-Hybrid“-Klon 180-3

Die Insats der beiden ,Two-Hybrid*-Klone 180-3 und 197-4 enthdten ene identische
Sequenz von 267 Nukleotiden. Ein Computervergleich mit der Datenbank des D. discoideum-
cDNA-Projekts (Klon SSK360) zeigt, dal3 dem von beiden Klonen kodierten Protein die
eden 16 Aminosduren fehlen. Die kodierende Region ig intronfre, wie eén Verglech mit
Sequenzierungsdaten des Jenaer D. discoideum Genomprojekts ergab.

Das vollsgdndige Protein P180-3 besteht aus 105 Aminosuren mit einem berechneten
Molekulargewicht von 11,55 kDa (Abb. 49). Der erechnete pl betrdgt 11,84. Die
Sekundérstruktur it durch  e@nen  hohen a-Hdix-Antel (5048%) und enen hohen
ungeordneten  Struktur-Antell  (27,61%)  gekennzeichnet.  Als  waetere  sekundére
Strukturdemente  werden laut  Computerprogramm ,,Pole  Bio-Informatique Lyonnas' b-
Fdtblétter (14,29%) und b-Schleifen (7,62%) vorhergesagt [ Geourjon und Deléage, 1995].

1 ATG TCA TCA GCT GCC ACT AAA CCA GIT AAA AGA TCA GGT ATC ATT AAA
1 M S S A A T K P \% K R S G I I K

49 GGT TTC AAC AAA GGT CAT GCA GTA GCT AAA CGT ACT GTT ACC TCA ACC
17 G F N K G H A \% A K R T \% T S T

97 TTC AAA AAA CAA GTT GTC ACC AAA CGT GTT GCT GCC ATC CGT GAT GTT
33 F K K Q V \% T K R \% A A | R D \%

145 ATT CGT GAA ATC TCC GGT TTC TCC CCA TAC GAA CGT CGT GTT TCT GAG
49 | R E | S G F S P Y E R R \Y S E

193 TTA TTA AAA TCA GGT TTA GAT AAA CGT GCC CTC AAA GTT GCC AAG AAG
65 L L K S G L D K R A L K \Y A K K

241 AGA TTA GGT TCA ATC CAA GCT GGT AAA AAG AAG AGA GAT GAT ATT GCT
81 R L G S | Q A G K K K R D D I A

289 AAC ATC AAC AGA AAA GCC TCC GCC AAA TAA
97 N | N R K A S A K *

Abb. 49: cDNA- und Aminosauresequenz des Proteins P180-3. Die Nukleotidsequenz
ist in der oberen Reihe dargestellt und die Aminosduresequenz sowie das Start- und
Stopcodon sind durch Fettdruck hervorgehoben. Die nicht im , Two-Hybrid“-Klon 180-3
kodierten Aminosdurebereiche sind kursiv und rot gedruckt. Die einfach gedruckten
Zahlen am linken Rand geben die Positionen der Basen relativ zum A des Startcodons
ATG wieder. Die durch Fett- und Kursivdruck hervorgehobenen Zahlen am linken Rand
bezeichnen die relative Aminosaureposition bezogen auf das Startmethionin.

Das D. discoideum-Protein P180-3 bestzt zwe potentidle Phosphorylierungsstellen fir die
CAMP- und cGMP-abhéngigen Proteinkinase (AS 60-63, 100-103). Neben zwe weiteren
madglichen Casainkinase-11-Phosphorylierungsstellen (AS 56-59, 68-71) exigieren noch drel
madgliche Proteinkinase-C-Phosphorylierungsstellen  (AS  32-34, 39-41,103-105). Eine vom
Computer-unterstiitzte Motivsuche mit dem Programm ,MotifFinder*  erkennt homologe
Bereiche zum ribosomaden Protein L29 (AS23-52) und zu Proteinen mit POU-Doménen (AS
81-101). POU-Doménen sind hochgeladene, 155 bis 162 Aminoséuren lange Regionen, die
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Ahnlichkeiten zu den drei Transkriptionsfaktoren Pt-1, Oct-1 und Oct-2 aus Siugern, sowie
zum Expressonsprodukt des NematodenGens Unc-86 aufweisen. Diese zweitellige DNA-
bindende Doméne besteht aus zwe konsarvieten Bereichen, einer N-terminden POU-
gezifischen  Region und ener  C-teminden  ,homoeo*-Doméne. Beide Subdoménen
enthdten en ,Hdix-turn-Hdix*-DNA-bindendes Motiv. und dnd an Protein-Protein-
Interaktionen beteiligt [Latchman, 1999; Kakizawaet al., 1999; Sturm und Herr, 1988].

Die Identifizierung des Proteins P180-3 ds ribosomaes Protein L36 aus D. discoideum wird
durch enen Aminosiuresequenzvergleich mit ribosomaen Proteinen L36 aus anderen
Organismen bedtétigt.

Tabelle 14: Ubersicht iiber identische und homologe Aminosiur en zwischen ribosomal en Proteinen L 36
aus anderen Organismen und dem Protein P180-3

Organismus Zugriffsnummer D. discoideum | M. musculus H. sapiens D. melanogaster
S. pombe AL035655 38,4%/76,8% | 525%/798% | 53,3%/79,8% 27,3%174,7%
D. melanogaster | AAF45531.1 31,3%/652% | 57,4%/80,0% | 58,3%/79,1% *

M. musculus AA314832 429%172,3% | 97,1%/100% * *
H.sapiens AFQ077043-1 40,9%/ 73,3% * * *

Die erste Prozentangabe gibt die Zahl identischer Aminosduren an, die zweite steht fiir homologe Aminosauren.
Mit dem Begriff ,homologe* Aminosduren wird die Summe aler identischen und &hnlichen Aminosduren
bezeichnet. Die prozentualen Angaben beziehen sich immer auf die gesamte Aminosduresequenz des
ribosomalen Proteins L36 des links stehenden Organismus. Unter der Zugriffsnummer ist das entsprechende
Protein im Computerprogramm ,, Advanced Blast Search” zu finden.

Der prozentude Antel identischer Aminosiuren zwischen dem Proten P180-3 aus D.
discoideum und ribosomaen Proteinen L36 aus anderen Organismen liegt zwischen 31,3 und
429%. Der Antel homologer Aminosauren zwischen P180-3 und den ribosomaen Proteinen
betrégt 65,2 bis 76,8% und entspricht in seiner Gréf3enordnung den Anteilen an homologen
Aminosiuren zwischen S. pombe und M. musculus, H. sapiens und D.melanogaster, sowie
dem Vehdtnis von D. melanogaster zu M. musculus und H. sapiens. Die hochge Zahl
konservierter Aminosauren weisen die ribosomalen Proteinen L36 aus dem Menschen und der
Maus untereinander auf (Tabelle 14 und Abb. 50).
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Dd MSSAATKPVKRSG | VARR- - - --------- TVTSTFKKQVVTKRVAAI RDVI 49
Sp ----e---- MAPGL TLTER---------- QLPERPSRRKGHL SKRTAFVRSI V42
Dm ------- MAVRYELAI KTSKI RNVKYTGDKKVKGL RGSRLKNI QFRHTKF LV 54
Mn ------- MALRYPMA KMTEN- - -------- VSKPRHSRRRGRL TKHTKF M 44
Hs  ------- MALRYPMA KMTEN- - -------- VSKPRHSRHRGRL TKHTKF M 44
Dd | SGH LKSGL I QA RDDI ANl N- - - SAK- - 105
Sp AGE I RNS LK | EELTSVI QS H--- 99
Dm T LKVSK HI REELSNI LTQL QTHAK 115
Mm CAE LKVSK LEFI HI REEL SNVLAA KKD 105
Hs CCE LKVSK LEFI HI REEL SNVLAA KKD 105

Abb. 50: Vergleich der Aminosauresequenz des Proteins P180-3 aus D. discoideum mit homologen
Proteinen aus Schizosaccharomyces pombe (Sp), Drosophila melanogaster (Dm), der Maus (Mm) und
dem Menschen (Hs). Die rot unterlegten Aminosduren sind in alen funf Proteinen identisch. Grin
hervorgehobene Aminoséuren von D. discoideum sind mindestens mit einer Aminosauren eines Proteins
eines anderen Organismus identisch.

2.2.5.1. Charakterisierung der Bindungsdoméane des L 36-Proteins
zu Comitin

Der Klon 180-3 kodiert fur die Aminosduren 16 bis 105 des ribosomalen Proteins L36 von D.
discoideum. Zur Charakteriserung der Bindungsdoméne dieses Proteins zu Comitin werden
varschiedene Teldlicke des Klons in einem |, Two-Hybrid‘-Experiment untersucht. Dabel
wurden die P180-3-Kongrukte mittels PCR oder Redtriktionsverdau des Fragments aus Klon
180-3 hergestdilt. Tabdle 15 beschrebt die Klonierungsstrategie fir die enzenen
Konstrukte.

Tabelle 15: Klonierungsstrategiefir die Konstrukte desKlons 180-3

Konstrukt [Nukleotide |Aminosauren Restriktionsenzyme fir Oligonukleotide
pAS2 pACT2 PCR

180-3A [58-189 ([16-63 Ddel b.e./EcoRI [EcoRI/Xhol b.e. * *

180-3B |58-264 16 - 88 * BamHlI/Xhol BamHI/Xhol|pACT21/Rib36-264

180-3C |79-264 27 - 88 * BamHI/Xhol BamHI/Xhol|Rib36-79/Rib36-264

180-3D |79-318 27 -105 * BamHI/Xhol BamHI/Xhol|Rib36-79/Rib36-318

180-3E |163-318 ([55-105 * BamHI/Xhol BamHI/Xhol|Rib36-161/Rib36-318

Legende: Nukleotide — entsprechende Nukleotide des ribosomalen Proteins L36; Aminosauren — entsprechende

Aminosauren des ribosomalen Proteins L36; Restriktionsenzyme fir pAS2 — verwendete Schnittstellen im Klons
165-2; Restriktionsenzyme fir pACT2 — Klonierungsstellen des pACT2-Plasmids, Restriktionsenzyme fur
PCR — Uber PCR angehangte Schnittstellen; Oligonukleotide — verwendete Oligonukleotide fir die PCR; b.e. —
glatte Enden

Der b-Galaktosidase-Test fid fur dle Kongrukte mit pAS2/Flamin sowie fir die Konsrukte
180-3A und 180-3E mit pAS2/Comitin-Plasmid negetiv aus. Das Konstrukt 180-3C zeigte nur
éne schwache Interaktion mit Comitin, wahrend die Kondrukte 180-3B und 180-3D wie
Klon 180-3 ene dsarke Wechsdwirkung mit Comitin aufwiesen. Die Aminosauren 1 bis 16
des von Klon 180-3 kodierten Proteins wurden bei diessm Experiment nicht berticksichtigt,
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da se auch be der , Two-Hybrid*-Durchmusterung im Klon 180-3 und 197-4 nicht vorlagen.
Folglich kann diesr Aminosturebereich fir ene Interaktion mit Comitin  nicht von
Bedeutung sein. Somit sellen die Aminosduren 27 bis 88 des ribosomaen Proteins L36 das
kleinge Telgtlick dar, das ene Protein-Protein-Wechsdwirkung mit Comitin im ,, Two-
Hybrid“-Versuch zeigt (Abb. 51). Dieses Teilstiick 180-3C des ribosomaen Proteins L36
zeichnet sch durch ene dnlich hohe Baszitét wie das Gesamtprotein aus. Das Konstrukt
besitzt acht von df Argininresten und acht von 18 Lysnresten des vollsténdigen Proteins. Der
arechnete isodekirische Punkt betrégt fir die vermutliche Bindungsdoméne 11,68 und it
damit nur um 0,16 niedriger as der pl des gesamten ribosomaen Proteins L36. Die meisten
potentidlen  Phosphorylierungsstdlen des Gesamtproteins snd  innerhdb  der  vermutlichen
Bindungsdoméne zum Comitin lokdigert. Weiterhin gnd in diessm Aminosiurebereich des
Proteins P180-3 die meisen Aminoséuren (55,7%) identisch mit denjenigen aus ribosomaen
Proteinen L36 anderer Organismen (Abb. 50).

1 105 . .
Vollstandiges lnterc_’:llftlon mlt |
Protein L36 Comitin/ Filamin

aus Dd
16 105

Klon 180-3 ﬁ + + -
16 63

Konstrukt 180-3A ﬁ - -
16 88

Konstrukt 180-3B iﬁ + + -
7 38

Konstrukt 180-3C % + -
7 105

Konstrukt 180-3D % + + -

K onstrukt 180-3E iﬁ - -

Abb. 51: Bestimmung der Bindungsdomane des ribosomalen Proteins L36 zu Comitin. Die Zahlen
bezeichnen die jeweilige Aminosaureposition bezogen auf das vollstéandige Protein. +/++ gibt die Starke der
gefundenen Interaktion wieder. Ein Minuszeichen verweist auf eine fehlende Wechselwirkung zwischen den
P180-3-K onstrukten in pACT2 und Comitin in pAS2.
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2.2.5.2. , Two-Hybrid"“ -Experiment mit dem ribosomalen Protein L 36
aus Maus

Im folgenden , Two-Hybrid*-Experiment sollte geklért werden, ob auch ribosomae Proteine
L36 aus Saugern, die eine hohe Homologie zu dem im Klon 180-3 kodierten Protein
aufwesen, ene Interaktion mit Comitin aus D. discoideum eingehen kdnnen. Dazu wurde das
ribosomade Protein L36 aus M. musculus ausgewdhlt, das ene hohe Homologie (42,6%
identische und 78,7% homologe Aminoséuren) im Bindungsbereich von D. discoideum-L36
zu Comitin und darlber hinausgehend Homologie zum gesamten Protein bedtzt. Maus L36-
Sequenz aus Mausmuskd wurde mit den Oligonukleotiden Mau36-1 mit interner BamHI-
Schnittstelle und Mau36-2 mit eingebauter Xhol-Schnittstdlle amplifiziert. Das 0,3 kB grole
PCR-Fragment wurde in den pGemTeasy-Vektor ligiet, mit den Redriktionsenzymen BamHI
und Xhol ausgeschnitten und in den entsprechend vorbereiteten pACT2-Vektor kloniert. Die
Sequenz wurde Uberprift. Dabel wurden Abweichungen zu der in der Datenbank enthatenden
Aminosuresequenz des  ribosomden  Proteins L36 aus Maus fedgedtdlt.  Ein
Sequenzierungsehler ist unwahrscheinlich, da gets dle dre Basen jedes betroffenen Codons
augyetauscht worden snd. Aulerdem ig die Homologie zwischen der hier bestimmten
Aminosauresequenz des ribosomaen Protein L36 und dem Protein aus Klon 180-3 um 7%
héher dsin den Literaturdaten. Die ausgetauschten Aminoséuren gibt die Tabelle 16 wieder.

Tabelle 16: Gegenliber stellung der ausgetauschten Aminosauren des
ribosomalen Proteins L 36 ausder Maus

Organismus Sequenzquelle Aminosaure

31 | 35 | 66 | 98 | 99
Maus Literatur”’ S| N|[S|E|E
Maus RT-PCR G K D R K
D. discoideum Klon 180-3 S K L N K

1) Literatur: Advanced Blast-Search , Zugriffsnummer AAF45531.1

Die Maus-cDNA wurde in pACT2 kloniet und die Interaktion mit Comitin in enem ,Two-
Hybrid“-Versuch getestet. Auch in diesem Fal konnte, wie bem L28-Homologen, keine
Interaktion mit Comitin festgestdl It werden.

2.2.5.3. , Two-Hybrid“ -Experiment zur Bestimmung der Bindungsdoméane
des Comitins fur das L 36-Protein

Zur Bestimmung der Bindungsdoméne des Comitins fir Protein P180-3 wurden die schon in
Abschnitt 2.2.2.1. beschriebenen Comitinkonstrukte verwendet. Die Klonierungsstrategie, um
die kodierende Sequenz aus Klon 180-3 in pAS2 enzufihren, entspricht dergleichen
Vorgehensweise wie be dem D. discoideum-L28-Homolog (s. Abschnitt 2.2.4.3). Der b-
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Galaktosdase-Test fid fir dle geteseten Versuchskombinationen negativ aus, unabhangig
davon, ob die Nukleotidsequenz der Comitinkonstrukte im pACT2- oder pAS2-Vektor bzw.
die Sequenz fir das L36-Proteins in pACT2 oder pAS2 vorlagen (Tabele 17). Die
Bindungsstdle von Comitin zum ribosomalen Protein L36 aus D. discoideum konnte aso mit
Hilfe des ,, Two-Hyhbrid"*- Systems nicht néher eingegrenzt werden.

Tabelle 17: Versuche zur Bestimmung der Bindungsdoméane des Comitinszu L 36

Plasmid/K onstrukt pAS2/P180-3 pACT?2/P180-3
PACT2/Comitinkonstrukt Kl - *
PACT2/Comitinkonstrukt KIl| - *
PACT2/Comitinkonstrukt KIV - *
pACT2/Comitinkonstrukt KV - *
pAS2/Comitinkonstrukt K * -
pAS2/Comitinkonstrukt K| * -
pAS2/Comitinkonstrukt KV * -

Ein Minuszeichen bedeutet keine gefundene positive Interaktion. Ein Sternchen steht fur eine nicht mégliche

Kombination der beiden ,, Two-Hybrid“ -Plasmide.

2.2.5.4. Gen- und Transkriptcharakterisierung des Klons 180-3

In der Northern-Blot-Anadyse erkannte das cDNA-Fragment aus Klon 180-3 eine 0,4 kB
groRe mRNA, die in vegddiven und aggregierenden Zelen (t0 bis t9) in grolfen Mengen
vorhanden is. Nach der Aggregationsphase nimmt die mRNA-Expression deutlich ab, so dal3
nech funfzehn Stunden die RNA mittedls Northern-Blot kaum noch detektierbar i, Die
MRNA-Expresson des ribosomaden Proteins L36 verléuft also dnlich zu der des ribosomaen
Proteins L28 (Abb. 52A).

Fur die SouthernBlot-Andyse wurde genomische Wildtyp-AX2-DNA mit  Redriktions-
enzymen verdaut, die keine Schnittstellen in der cDNA besal3en. EcoRI ergibt ein starkes und
en schwacheres Signa bet 8 bis 9 kB. Im Southen-Blot wird nur en Signd fur Bglll
detektiert. Redtriktionsverdauung mit den Enzymen Pstl bzw. Sacl fuhrt zu Signden bel 8
bzw. 7 kB. Zusizlich lassen dch noch jeweils zwel weniger gut auflosbare Banden oberhab
von 10 kB erkennen. Die Southern-Blot-Anadyse mit Xbal liefert ein starkes Signd bei 5 kB
und eine schwachere Bande bei 8 kB. Im Bereich oberhdb von 10 kB zeigen sich noch
wetere, kaum aufgetrennte Signde. Die Redriktionsandyse mit dem Enzym Cla fihrt neben
enem schwachen Signd be 0,9 kB auch zu einem darken Signd be 7 kB. Aufgrund der
mehrmas im Rahmen diesr Southern-Blot-Andyse gefundenen sarken und  schwachen
Signde mul3 die cDNA-Sequenz von Klon 180-3 Sequenzbereiche besitzen, die auch in
anderen Genen vorhanden sind (Abb. 52B).
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t0 t7 t9 t15 t18

kB g o
0,350 * W

Abb. 52A: Transkriptanalyse fir D. discoi-
deum-L 36 wahrend des Entwicklungszyklus.
20 pg AX2-Gesamt-RNA je Zeitpunkt wurden
in einem 1,2%gen Agarosegel unter dena
turierenden Bedingungen aufgetrennt und auf
Nylonmembran transferiert. Als Probe wurde
das radioaktiv markierte, 0,4 kB grof3e cDNA-
Fragment aus Klon 180-3 verwendet.

Abb. 52B: Charakterisierung des D. discoi-
deum-L 36-Gens. AX2-DNA wurde mit den
angegebenen Enzymen verdaut, in einem
0,7%gen Agarosegel (Tris-BoratPuffer, pH
8,0) aufgetrennt und geblottet. Die Hybri-
diserung erfolgte mit dem cDNA-Insert aus
Klon 180-3.

2.2.5.5. Konstruktion von GFP-L 36-Expressionsvektoren

Die intrazdlulére Lokdisation des ribosomaen Proteins L36 aus D. discoideum sollte mit
Hilfe @nes GFP-Fusonsproteins geklat werden, da Antikorper gegen das Protein nicht zur
Verflgung standen. Die kodierende Sequenz des Klons 180-3 it jewells Uber ihr 5-Ende an
das GFP-Gen der zwe vorhandenen GFP-Expressionsvektoren, den pDexRH- und pBsr-GFP-
Vektor, ligiert worden. Das pDexRH-Plaamid enthdt ene Neomycin-, der pBsr-GFP-Vektor
eine BlagicidinS-Resistenzkassette. Die Uberprifung der Fusionssedle zwischen dem GFP-
Gen und der Nukleotidsequenz des Klons 180-3 ig durch Sequenzierung erfolgt. Die
Expresson des GFP-P180-3-Fusionsproteins steht in beiden Vektoren unter der Kontrolle des
Aktin-15-Promotors (Abb. 53). Es konnten trotz mehrfach wiederholter Transformationen
dieser Plasmide in D. discoideum keine Zelen sdektioniert werden, die das GFP-L36-

Fusiongprotein exprimierten.

kB EcoRI Bglll Clal Pstl Sacl Xbal

16D

1,0p
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EcqRI/EcoRV

TG TAA

A15P GFP Dd Gen 180-3 A8T Resistenzgen A6P
<+«— Resistenzkassette ———>

Abb. 53 Uberscht iber die GFP-L36-Expressionsvektoren. Konstruktion des pDexRH-GFP-L36-
Expressionsvektors: Die cDNA-Sequenz von 180-3 wurde als Smal/Xhol-Fragment aus dem pACT2-Vektor
geschnitten. Nach Uberfiihrung der Xhol-Schnittstelle in ein glattes Ende ist die cDNA in die aufgefiillte EcoRI-
Schnittstelle des pDexRH-V ektors eingefiihrt worden. Dabei ist das Stopcodon des L 36-Gens erhalten geblieben.
De pDexRH-GFP-L36-Expressionsvektor enthdlt eine Neomycin-Resistenzkassette. Konstruktion des pBsr-
GFP-L36-Expressionsvektors. Die cDNA-Sequenz von Klon 180-3 ist mit den Restriktionsenzymen Smal und
Xhol aus dem pACT2-Vektor isoliert und mit glatten Enden in die EcoRV-Schnittstelle des pBsr-GFP-Vektors
kloniert worden. Dadurch ist das Stopcodon der cDNA -Sequenz von Klon 180-3 erhalten geblieben. Der pBsr-
GFP-L36-Expressionsvektor besitzt eine BlasticidinS-Resistenzkassette.
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2.3. Comitin-Homologe in anderen Organismen

Die Kreuzregktionen der anti-Comitin-spezifischen Antikorper 190-23-5, 190-68-1 und 190-
340-8 mit Proteinen aus Sdugerzdlen in Immunoblots und Immunfluoreszenzuntersuchungen
gaben Hinweise auf das Vorhandensein dnlicher Proteine in Sdugern. Eine Computer-
unterstiitzte Datenbanksuche nach Homologen des D. discoideum-Comitins lieferte en D.
melanogaster-Protein - unbekannter  Funktion (Advanced Blast Search, Zugriffsnummer
AE003528.1). Dieses 479 Aminosiure lange Protein zeigt innerhalb der ersten 159
Aminosauren Homologien (14,5% identische und 30,3% homologe Aminosiuren) zu dem
dreifach repetitiven Sequenzbereich des N-Terminus von Comitin (As 1- 115) (Abb. 54).

Dd ----- VEL ERGBEHL B SRSTL ESKCRKYKLI MINDABLVEYI B - - - - SLKEBDEYC 44
Dm  MANNNYAGENYBGTQYNIGOVSYPAVTNATYANAAAY ARVAABQGGYGEGAAGAGAGAT 60
+ + + SR L L
Dd L\/\SaSCGg;“L GNL VIIDSRNSA| X.TNGHG\/ MKLRS- - - - - - 104
Dm SCPCGAGGY S TKTEXQQSPASY STASVSK APPVKNQVKGK 120
+ S L T + + +*
Dd ---------m--- o] vxngKq SSK 122
Dm  MDKSNGGPKPPSSAPPAGNNESCHDTABMINAA 159
* *+* +*

Abb. 54: Ubersicht Uber identische und homologe Aminosauren zwischen Comitin aus D. discoideum (Dd)
und einem Protein aus D. melanogaster (Dm). Rot hinterlegte Aminosduren sind identisch, grin
hervorgehobene Aminosduren ghnlich zueinander. Ein Pluszeichen markiert die fur den hydrophoben Charakter
der N-terminalen Kerndoméne verantwortlichen Aminosduren. Ein Sternchen steht fir Aminoséuren, die an der
Proteinoberflache die M annose-bindende Doméne bilden.

Diesr Aminosaurebereich des Comitins weis Homologie zu Lektinen auf. Es snd vor dlem
zwischen Comitin und Mannose-bindenden Lektinen digenigen Aminosauren konserviert, die
an der Proteinoberfl&che die Bindung des Zuckermolekiils vermitteln [Jung et al., 1996].

Comitin  scheint auch Homologien zu Sdugerproteinen zu  bedtzen. Ein Computer-
unterstiitzter Vergleich mit  menschlichen EST-Klonen findet 19-md diesdbe homologe
Sequenz, die 28,6% identische und 56,7% homologe Aminosduren zu Comitin in diesem
Aminosiurebereich  der N-terminden Kerndoméne aufweist  (Abb.  55). Dieses
Comitinteilstick enthdt auch die Erkennungsdoméne des Comitin-spezifischen Antikorpers
190-68-1. Keine Homologien wurden zwischen Comitin und den trandaierten Sequenzen
von Maus- EST-Klonen gefunden.
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NELL'g I -RSTLEsmKY giLVLYl aLKsosEI\[()IV\BSAs 56
Hs RLLSCBCYL NAVASI SCSRVMI FEKNSSKEQSE CVNWV 60

Abb. 55: Ubersicht Uber identische und &hnliche Aminosduren zwischen Teilstiicken von Comitin aus D.
discoideum (Dd) und einem Protein aus Homo sapiens (Hs). Rot gefarbte Aminosauren sind zwischen beiden
Sequenzen identisch. Griin unterlegte Aminosauren sind dhnlich zueinander.

O. Wener untersuchte bereits friher die Exigenz von Comitin-Homologen in Maus NIH
3T3-Fibroblasten, Maus Makrophagen, in der Maus-Neuroblastoma-Zellinie Neuro 2A,
Ratten-Glia=Zellen RN22, menschlichen HelLa-Zdlen, Keratinocyten und Maus-
Mydomazdlen. In Immunoblots konnte er in Zellhomogenaten ein 17 kDa und en 36 kDa
groRes Protein mit Comitin-spezifischen Antikdrpern 190-23-5, 190-68-1, 190-340-8 und
115-242-4 idetifizieren. Die Comitin-spezifischen Antikbrper markierten in Immunfluores-
zenzuntersuchungen punktformige, veskuldre, sowie um den Kern angeordnete Strukturen.
Allerdings ergab nur der Antikdrper 190-68-1 in den Immunoblots und in den Immunfluores-
zenzuntersuchungen in dlen Zdltypen eine Makierung. Die anderen  Comitin-spezifischen
Antikorper reagierten nicht in dlen Zdltypen positiv.

Zusidizliche Experimente an neuronden Rattenzellen PC12 sollen die Ergebnisse von O.
Weiner untermauern und abrunden. Zunéchst wurden PC12-Zdlhomogenate in  @nem
Western-Blot  daraufhin untersucht, ob der Antikorper 190-68-1 Proteine erkennt. Dazu
wurden die PC12-Zdlen mit enem Natriumdeoxycholat hdtigem Puffer aufgeschlossen und
nach Zentrifugation Uberstad (PC12 U) und Pdlet (PC12 P) im SDS-Polyacrylamidgd
getrennt. Der mAk 190-68-1 markierte im Pdlet zwel Proteine ba 17 kDa und 36 kDa. Im
Uberstand wurde kein Signal detektiert. In D. discoideum AX2-Zdlen erkennt der Antikorper
nur das 24 kDa Protein Comitin. Diesr Befund entspricht den Ergebnissen an den oben
aufgeflihrten  Zdlinien. In  Zdlfraktionierungsexperimenten  wurde gezeigt, dad Comitin  im
Saccharose-Gradienten in zwe unterschiedlich dichten Populaionen vorlag. Die |, leichte
Comitin-Population (0,95 bis 1,32 M Saccharose) wies ene identische Vertellung wie
Pasma- und Golgi-Membranen auf. Die zwete, ,schwereé’ Comitin-Population (1,4-2,49 M
Saccharose) kam in Saccharosefraktionen vor, die ER und Nukle enthidten [Weiner, 1993].
Dieser Zdlfraktionierungsversuch wurde mit den PC12-Zelen wiederholt, um den Bereich zu
identifizieren, in dem die im Wedern-Blot (Abb. 56) detektierten Proteine vorkommen. Das
Zdlhomogenat wurde dazu auf enen aus 1,32 M und 25 M Saccharose bestehenden
Stufengradienten aufgetragen. Nach der Zentrifugation wurde sowohl die ,leichte® Fraktion
(Grenzschicht 1,32 M Saccharose) ds auch die ,schwere® Fraktion (Grenzschicht 25 M
Saccharose) im Western-Blot untersucht. Der anti-Comitin-Antikdrper markierte nur in der
schweren Fraktion das 17 kDa und das 36 kDa Protein (ohne Abbildung). Versuche, mittels
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Immunprézipitation mit mAk 190-68-1 das 17 kDa und das 36 kDa Protein aus dem PC12-
Zdlhomogenat anzureichern, waren nicht efolgreich. Auch die intrazeluldare Lokdisation mit
Immunfluoreszenzspektroskopie gelang nicht, da der zweite Cy3-konjugierte Ziege-anti-

Maus-1gG-Antikorper stets zu einem stark leuchtenden Hintergrund fhrte.
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Abb. 56: Nachweis von Comitin-Homo
logen in PC12-Zdlen. 3 x 106 PC-Zellen
wurden in RIPA-Puffer aufgenommen und
mit einem Dounce-Homogenisator aufge-
schlossen. Nach Zentrifugation wurde das
Pellet (PC12 P) und der Uberstand (PC12 U)
in SDS-Probenpuffer aufgenommen, zu-
sammen mit Proteinextrakt aus D. discoi-
deum-Wildtypzellen im SDS-Polyacrylamid-
gel aufgetrennt und auf Nitrocellulose Uber-
tragen. Der Western-Blot wurde mit dem
anti-Comitin-Antikorper 190-68-1 inkubiert.
Die Detektion des ersten Antikdrpers erfolgte
mit einem Peroxidase-konjugiertem Ziege-
anti-Maus-1gG-Antikdrper. Im PC12-Pellet
zeigten sich zwei Signale bei 17 kDa und 36
kDa, wahrend keine Banden im Uberstand
detektiert wurden. In AX2-Zellen war nur
das 24 kDa Protein Comitin hachweisbar.
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3. Diskussion

3.1. Analyse der in-vivo-Funktion von Comitin

Bisher konnten mit Hilfe von biochemischen Methoden die in-vitro-Funktionen von Comitin,
wie seine Fahigket zur Mannose- und Aktinbindung und zur Dimerbildung aufgeklart
werden. Seine Lokaisation an Veskdmembranen und am Golgi-Apparat efolgte an fixierten
Zdlen durch indirekte Immunfluoreszenz und durch Zdlfraktionierung mit  anschliel2ender
Immunprézipitetion aus Membranpréparationen. Dazu dnd  Comitin-spezifische- Antikorper
verwendet worden. Die Funktion von Comitin in lebenden Zdlen konnte bisher nicht geklart
werden. Die Schaffung ener Comitin-Minusmutante in D. discoideum sollte deshadb welteren
Aufschluld Uber die in-vivo-Funktionen dieses Proteins geben. Das Comitin-Gen wurde dazu
mit Hilfe @nes,, gene-replacement-V ektors inaktiviert.

3.1.1. Zdllbiologische Unter suchungen der Comitin-defizienten
Mutante

Da Comitin ads en aktinbindendes und Membran-assoziiertes Protein  beschrieben wurde
[Weiner et al., 1993; Jung et al.,, 1996], lag der Schwerpunkt der zellbiologischen
Untersuchungen der  Minusmutante auf  Aktinn und  Membranvermittdten  zdluléren
Prozessen wie Wachsum in Hussgkultur, Verhdten gegeniber osmotischem Strel3 und
Phagozytose. Zunéchst mdchte ich die Ergebnisse zum Wachsumsverhdten in axenischem
Medium diskutieren. Das Ausschdten der Comitin-Expresson fihrt in der Mutante zu
keinem vedndeten Wachdumsverhdten in axenischem Medium im  Vergleich  zum
Elterngamm AX2. Sowohl die Generationszeiten ds auch die Zdldichte in der dationéren
Weachsdumsphase verandern sch je nach gewéhiten Bedingungen fir beide D. discoideum-
Samme gleichermal3en. Das Fehlen einzelner aktinbindender Proteine in D. discoideum wie
der Membran-assoziierten Proteine Hisactophilin | und 1l oder der F-Aktin Quervernetzer a-
Aktinin - und Flamin fihrt ebenfdls zu kenem verdndeten Wachsumsverhdten
[Stoeckelhuber et al., 1996; Rivero et al., 1996]. Die Comitin-defiziente Mutante zeigt nicht
nur en unveandetes Wachdumsverhdten in Flissgkultr, sondern  auch  ihre
Finozytosefahigkelt i im Verglech zum Wildtyp unverdndert [v. Krempehuber, 1997].
Pinozytose i ein Prozel3, der durch das Aktin-Zytoskeett vermittelt wird und der Aufnahme
von Fissgket dient. Eine Korrddion 2zwischen herdbgesstzter PRinozytosdeistung und
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erniedrigtem  Wachdumsverhdten wurde fir Myosn-I-Mutanten sowie fur die 34 kDa
Proten/a-Aktinin-  und a-Aktini/Flamin-Doppemutanten  gefunden [Novak et al., 1995;
Jung et al., 1996; Novak und Titus, 1997; Rivero et al., 1996]. Die Verknipfung von
Wachsum in axenischem Medium und Pinozytose welsd auf eine zentrde Rolle des Aktin-
Zytoskdetts in diesen zdluldren VVorgangen hin.

Zur intrazdlul&en Lokdisaion von Comitin in D. discoideum sind Untersuchungen an GFP-
Comitin-exprimierenden  AX2- und lal-Mutanten-Zellen durchgefihrt worden. Die dort
beobachteten kleineren und groleren veskuldren Strukturen sind denen vergleichbar, die auch
von den monoklonden anti-Comitin-Antikdrpern 190-23-5, 190-68-1 und 190-340-8 erkannt
werden. Allerdings war ene Kofdbung von GFP-Fusonsprotein und Antikorpern  nicht
maoglich, da das GFP-Comitin-Fuionsprotein be der Zdlfixierung verloren ging. Nur der
mAK 190-340-8 markiert in D. discoideum den Golgi-Apparat, so dal3 sich die Frage stellt, ob
Comitin tatsachlich eine Komponente des Golgi-Komplexes ist. Diese Frage mul3 beaht
werden, da andere Experimente auf die Anwesenhet von Comitin im  Golgi-Apparat
hinvasen. In Zdlfraktionierungen weisen die Comitin-dekorierten Membranen die gleiche
Vertdlung wie die Plasma- und somit auch die trans-Golgi-Membranen auf. Diese Comitin-
bedeckten Membranstrukturen  entsprechen in Grélle, Form und Lage dem in
eektronenmikroskopischen  Studien  identifizierten  Golgi-Apparat.  Auflerdem  wird  die
Comitin-dekorierte  Membrangtruktur durch eine Depolymeriserung der Mikrotubuli in-vivo
reversbe fragmentiert, was auch fur den Golgi- Apparat typisch ist [Weiner et al., 1993].

Ognotischer  Srel3  fihrt zu  ener  Vedndeung des Zdlvolumens und  beanflufd
madglicherweise indirekt somit das Aktin-Zytoskelett. In Einklang damit steht, dald das Fehlen
F-aktinbindender Proteine wie z. B. von a-Aktinin und Hlamin in ener D. discoideum-
Doppedmutante eine erniedrigte Widerdandsfahigkeit gegeniiber osmotischem  Schock  zur
Folge et [Rivero et al., 1996]. Hyperosmotischer Stref3 stort aber auch Transportprozesse. So
wurde beobachtet, dal3 der anterograde Transport zwischen dem  endoplasmatischen
Retikulum und dem Golgi-Apparat beeintréchtigt ist, ohne dald der Rucktransport behindert
is. Dadurch kommt es zu ene Entleerung des Golgi-Apparates in das endoplasmatische
Retikulum [Lee und Lingedt, 1999]. Eine fehlende Expresson von Comitin ads F-
aktinbindendes Membran-assoziiertes Protein von Vesken und des Golgi-Apparates konnte
2u ene Bedntréchtigung des anterograden Transportweges zwischen dem  endoplasm
alischen Retikulum und dem Golgi-Apparat sowie der Umordnung des Zytoskdetts fihren.
Eine Comitin- Defizienz sollte deshdb unter Stref3situationen stérkere Auswirkungen haben.
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In den entsprechenden Versuchen hat sich gezeigt, dai’3 die Uberlebensfahigkeit der Comitin-
defizienten Mutante 1al in Vergleich zum Wildtyp AX2 infolge hyperosmotischen Stresses
erheblich eingeschrénkt i, Dies weis auf eine durch das Ausschdten enes aktinbindenden
und Veskd-assoziieten Proteins reduziete Fahigkeit des corticdlen Zytoskeetts hin,
internen Kréften zu widerstehen. Diese Kréfte werden durch eine Anderung des Zdlvolumens
hervorgerufen. Ein weiterer Hinwels auf die Betelligung von Comitin an der Zelantwort auf
osmotischen  Schock  zeigen  Immunfluoreszenzsudien  an  fixieten  AX2-Zdlen, die
osmotischem Stref3 ausgesetzt worden sind. Neben Comitin wurde auch eine veranderte
intrazellul&re Vertalung fur Aktin, Hisactophilin und das DdLIMP-Protein detektiert. Die
nach Inkubation in hypertonischer Losung an der Plasmamembran markieten Comitin-
bedeckten Strukturen weisen auf eine Transportfunktion diessr Veskd zwischen dem
Zytoplasma und der Plasmamembran und auf eine Blockade des Ricktransportes hin. Der
mAk 190-340-8 zeigt nach osmotischem Strel3 in D. discoideum-Zdlen nicht mehr den
typischen Golgi-Appaat an. Die Auflosung des Golgi-Apparats infolge verdnderter dul3erer
osmotischer Bedingungen i auch schon in anderen Zdltypen wie in COS/-Zdlen und Hela-
Zdlen beobachtet worden. Die Umvertdlung des Golgi-Apparats sowie des ER-Golgi-
Intermediat-Kompartiments  in das endoplasmatische Retikulum wird dafir ads Ursache
angesehen. Diee Golgi-Partikel lassen dch in zwe Klassen untertellen: Ein Tell der Golgi-
Patikd wandert vollgtdndig und sehr schndl in das endoplasmatische Retikulum, was anhand
der Markerproteine GM130 [Nakamura et al., 1995] und Mannosidase-1l [Novikoff et al.,
1993] gezeigt worden is, und die zwete Klasse von Golgi-Partikeln 18% sich anhand der
Proteine GPP130 [Lingtedt et al., 1995] und Giantin [Lingtedt und Hauri, 1993] beobachten.
Ilhre durch osmotischen Stre? ausgeloste Aufnahme in das endoplasmatische Retikulum
gechient nur unvollgdndig und langsamer ds be der aderen Gruppe von Golgi-Markern
[Lee und Lingtedt, 1999]. Die Entleerung des Golgi-Apparates und des ER-Golgi-Intermediat-
Kompatiments in das endoplasmaische Retikulum 18% sch mit ener Blockierung der
anterograden  Transportschritte  vom  endoplasmatischen  Retikulum  zum  Golgi- Apparat
erklaren. I1st der anterograde Transportweg unterbrochen, so kommt es zu einer Anreicherung
von Golg- und ER-Gog-Intermediat-Kompartiment-Vesken im  endoplasmatischen
Retikulum, ohne dal3 der Rickransport moglich ist. Dies fuhrt letztendlich zur Auflésung des
Golgi-Apparates und des ER-Golgi-Intermediat-Kompartiments. Die Anderung des  Zdl-
volumens aufgrund osmotischen Stresses macht enen Umbau  des  Aktin-Zytoskeletts
notwendig. Die in den hier efolgten Immunfluoreszenzuntersuchungen gefundene veranderte
intrazdluldre Verteilung von Aktin bestétigt die bedeutende Rolle des corticlen Zytoskedetts
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in der Zelresktion gegenlber verdnderten auleren osmotischen Bedingungen. So  kénnen
auch Mdanoma-Zdlen, in denen das aktinbindende Protein ABP280 ausgeschdtet ist, nicht
mehr ihren Kdiumkand aktivieren und ihr Volumen regulieren, wenn ihr  Zdlvolumen
aufgrund &ulerer osmotischer Bedingungen angeschwollen ist. Die Wiederherstdlung  der
ABP280-Expresson in diesen Zelen behebt diesen Defekt [Cantidlo et al., 1993]. Als
Resktion auf die veranderten osmatischen Bedingungen zeigt sch in den hier durchgefihrten
Untersuchungen ene geringere Anzahl von DdLIMP-Protein-dekorierten Veskeln. Da
Lysosomen sich durch eine hohe Hydrolaserektivitét auszeichnen, reichern sch in diesen
Zdlorgandlen vide Hydrolyseprodukte wie kleine Molekile und Aminosiuren an. Dies it
en Grund fir die Sengtivitdt der Lysosomen gegeniber osmotischem Stref3 [de Duve et al.,
1955]. Ein weterer Grund fur die veringete Anzahl an Lysosomen nach Inkubation unter
osmotischen Bedingungen findet dch in den die LysosomenProteine betreffenden,
intrazelluldren  Trangportprozessen. Lysosomen-Hydrolasen  und  Lysosomen-Membran
proteine entsehen im rauhen endoplasmatischen Retikulum und werden durch den Golgi-
Apparat transportiert. Die Transportveske, die diese Proteine zu den spden Endosomen
bringen, schniren sch vom Golgi-Netz ab. Aus den spden Endosomen bilden sch im
weiteren Verlauf die Lysosomen [Alberts et al., 1995]. Die Entleerung des Golgi-Apparates in
das endoplasmatische Retikulum verhindert natirlich auch den Transport der Lysosomen
Hydrolasen und —Membranproteine durch den Golgi-Apparat und das Abschniren der
Trangportveskel. Da keine neuen Lysosomen gebildet werden konnen, nimmt ihre Zahl
maglicherweise mit der Zeit ab.

Die Phagozytose von Feststoffen wird durch F-Aktin und aktinbindende Proteine gesteuert.
Das Ausschdten aktinbindender Proteine in D. discoideum fihrt oft zu einer herabgesatzten
Phagozytosdeistung. Es wurde deshdb anhand der Comitin-Minusmutante untersucht, ob
auch dieses Protein an der Phagozytose beteligt is. Die Aufnahme von TRITC-markierter
Hefe durch GFP-Aktin-Fusonsprotein exprimierende D. discoideum-Zdlen verdeutlicht die
esentidle Rolle des Aktin-Zytoskeetts fur diesen Vorgang. Die GFP-Fuoreszenzaufnahmen
zeigen, dald die F-Aktin-Konzentration an der Kontakistdle mit der aufzunehmenden
Hefezelle deutlich angtegt. Es bildet Sch dann e@n an F-Aktin reiches Pseudopodium, das die
Hefe letztlich umschlie®. Nach der vollgdndigen Aufnahme der Hefezdle schnirt sch das
Phagosom ab. Dieser Prozeld verlauft sowohl in l1lal ds auch in AX2-Zdlen glech. Die
Bedeutung des Aktin-Zytoskeletts fir die Phagozytose wird auch darin deutlich, dal3 dieser
Proze3 dch durch das Aktin-Zytoskdett-auflosende Cytochdasn A fas  vollgéndig
unterbinden 1&% [Maniak et al., 1995]. Die Ausbildung der Pseudopodien und der
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Phagosomen geht einher mit der Anreicherung aktinbindender Proteine wie dem 30 kDa
aktinbindenden Protein [Furukawa et al., 1994], Coronin [Maniak et al., 1995], Myosin-IB
[Fukui et al., 1989] und Myosin-IK [Schwarz et al., 2000]. Myosin-IK ig mit ener Lange von
858 Aminosduren und einem Molekulargewicht von 94 kDa enes der klengen Myosne. Es
wird zur Klasse der Myosine-l gerechnet, zeigt jedoch enige unterschiedliche Merkmae
Mysoin-IK  bestzt nur ene kurze Hds-Region ohne das typische 1Q-Mativ. Die
Schwanzdoméne fehlt ganz. Innerhab des Kopfbereiches weist das Protein ene Insertion in
der Obeflachenschleife auf, die hohe Ahnlichket zu der Aktinbindestelle in  der
Schwanzregion der Myosne-l zeigt [Schwarz et al., 2000]. Die Anreicherung in den
Pseudopodien und in der Phagosomenmembran ist jedoch keine dlgemeine Eigenschaft
aktinbindender Proteine, so ist z. B. a-Aktinin kein Bestandtell der Pseudopodien. Das Aus-
schalten der a-Aktinin-Expresson in D. discoideum fihrt auch zu kener verminderten
Phagozytosdeistung. [Furukawa und Fechheimer, 1994; Witke et al., 1992]. In Immun-
fluoreszenzandysen mit anti-Comitin-Antikorpern  konnte eine Betelligung von Comitin an
Phagozytosevorgangen nicht von der normaen Antikdrpermarkierung unterschieden werden.
Deshdb wurde auf ene biochemische Untersuchung der Phagosomenmembran
zurtickgegriffen, nach der Comitin in den Phagosomen vorhanden ig. Die Western-Blot-
Anadyse bestétigt auRerdem die Anreicherung von Aktin und das Fehlen von a-Aktinin in der
Phagosomenmembran. Die Comitin-defiziente Mutante 1al zeigt ene um 60% geringere
Phagozytosdeisdung zu Beginn der Experimente im Vergleich zum Wildtyp AX2. Nach
sechzig bis achtzig Minuten erecht  die  Comitin-Minusmutante en  dhnliches
Gleichgewichtsniveau wie AX2 an aufgenommen Hefen. Aus dieser Beobachtung |1&% dch
folgern, dal3 das Fehlen von Comitin zu ener vermindeten Aufnaéhmerate fuhrt, nicht aber
Prozese beeintréchtigt, die das reife Phagosom betreffen. Diese Hypothese wird durch
Ergebnisse von anderen D. discoideum-Mutanten gestitzt. So zeigt auch die Myosn-IK-
defiziente Mutante zundchst eine um bis zu 30% verringerte Phagozytoserate im Vergleich zu
Wildtypzdlen. Der Unterschied in der Phagozytosdeistung verringete dch wie bel  der
Comitin-Minusmutante mit der Zet [Schwarz et al., 2000]. In Experimenten zur Phagozytose
von Bakterien wels die a-Aktinin- und Hlamin-defiziente Doppdmutante in den erden flnf
Minuten eine gleche Aufnahmerate wie der Wildtyp auf. Nach dreifig Minuten zegt die
Doppedmutante eine um 40-60% verringerte Phagozytosdeisung im Vergleich zu AX2. Es
wird deshdb ene pdere Bealigung an Phagozytosevorgangen dieser  beden
quervernetzenden aktinbindenden Proteine diskutiert, da diese Proteine anders as Comitin
und auch Myosn-IK nicht Bestandtelle der Phagosomenmembran sind [Rivero et al., 1996].
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Die Beeligung &ktinbindender Protene an der Phagozytose is  unterschiedlich. Die
Phagozytoserate ist in der MyosinVII-Minusmutante um 80%, in Coronin-defizienten Zdlen
um 70% und in der Comitin-Minusmutante um 60% reduziert, wahrend die Myosn-IB- und
Myosn-K-defizienten Einzdmutanten nur ene um 30% veringete Phagozytosdestung
zeigen [Titus, 1999; Maniak et al., 1995; Jung und Hammer, 1990; Schwarz et al., 2000]. Der
schwache Effekt in den Myosn-I-Minusmutanten konnte auf die Anwesenheit anderer
Myosin-I-1soformen  zurtickzufihren sein, die das Fehlen von Myosn-IB bzw. Myosin-1K
telweise kompenseren konnen. Umgekehrt lieRe sch dann auch aufgrund der Sark
erniedrigten  Phagozytosdestung in Coronin- und Comitin-defizienten Einzdmutanten auf die
Abwesenheit anderer Isoformen oder dhnlicher Proteine in D. discoideum schlie3en, die die
von den beden Protenen wairgenommen Aufgaben in  intrazdlul&en  Vorgangen
kompenseren konnen. Es konnte aber auch sain, dal3 diese Ersatzproteine wichtigere
Funktionen haben und deshdb nicht an phagozytotischen Vorgangen betaligt snd. Die
varmehrte Anreicherung von Aktin an der Kontektstelle mit dem aufzunehmenden Partikel
sowie die Lokdisgion von Comitin in der Phagosomenmembran deutet auf ene
Vermittlerolle von Comitin - zwischen Veskdtranport und Aktin-Zytoskelett hin. Dieser
Zusammenhang |&& sich auch aufgrund der Experimente zum osmotischen Schock vermuten.

3.2. Bestimmung von Comitin-Bindungspartnern mit dem
, TWO-Hybrid"-System

Nach bisherigen Erkenntnissen bedtzt Comitin  die Féhigket zur Aktinbindung und zur
Dimerigerung. Die Bindung von Comitin an Veskd- oder Golgi-Membranen und seine
Asoziation an das Aktin-Zytoskdett snd zum Tel noch ungeklat. Vermutungen gehen
dahin, dal3 Comitin Bindungen zu Glykoproteinen eingeht, da es Homologien zu Lektinen
zeagt und die Fahigket zur Bindung an Mannose hat. Biochemische Versuche zur
Identifizierung  von  Bindungspartnern  wie  Immunprézipitation oder  Affinitéschromato-
graphie mit gereinigiem Comitin waren nicht efolgreich. Deshdb wurde mit dem , Two-
Hybrid"- System ein genetischer Ansatz gewdhit.



3. Diskussion 9

3.2.1. , Two-Hybrid“ -cDNA-Bank-Durchmusterung

Das , Two-Hybrid*-System bietet die Moglichkeit, eine Interaktion zwischen zwe bekannten
Proteinen in-vivo zu testen und neue Wechsdwirkungspartner eines Proteins durch cDNA-
Bank-Durchmugterung zu finden. Es egnat sch fir ene Vidzahl von Protenen, die
normdewese im Zdlkern, Zytoplasma, in den Mitochondrien oder extrazdlular exprimiert
werden. Auch die Untersuchung von assoziierten Membranproteinen i moglich [Feds und
Sernglanz, 1994; Phizicky und Fdds 1995]. Da Comitin en auf Golgi- und Veskd-
Membranen lokdidertes Proten is, kann es fir ene ,Two-Hybrid“-cDNA-Bank-
Durchmugterung eingesetzt werden. Comitin ist hiefir im pAS2-Plasmid Uber seinen N-
Terminus mit der DNA-bindenden Doméne des Ga4-Transkriptionsfaktors —verknipft
worden. Einige Hybridgene kdnnen nach ihrer Expresson in Hefezdlen schédlich oder sogar
letd sain, da eine Wechsdwirkung des Fusonsproteins mit zelulé&ren Vorgangen in der Hefe
entreten kann [Allen et al., 1995]. Aus diessm Grund wurde das Wachstumsverhdten von
tranformierten  Y190-Hefezdlen mit pAS2 ohne Fagment und dem pAS2/Comitin
verglichen. Darech hat die Expresson des Ga4-BD/Comitin-Fusonsproteins keinen Einfluf3
auf das Wachstum der Hefezdlen (s. Abschnitt 2.2.1.1., Abb. 29). Vor Beginn der cDNA-
Bank-Durchmusterung wurde mit einem b-Gaaktosdase-Test ausgeschlossen, dald das Gal4-
BD/Comitin-Fusonsprotein  eine  Autoaktivierung der Transkription der Reportergene LacZ
und His3 auddst. Andernfdls héiten Comitinkonstrukte verwendet werden miissen, die den
fur die Transkriptionsaktivierung verantwortlichen Bereich nicht mehr bestzen. Die ,Two-
Hybrid“-cDNA-Bank-Durchmugterung i mit zwel vorhandenen vegetativen cDNA-Banken
und ener entwicklungspezifischen c¢cDNA-Bank von D. discoideum durchgefiihrt worden.
Comitin wird zu dlen Zdtpunkten des Entwicklungszyklus in D. discoideum exprimiert. Die
RNA-Expressonstarke nimmt dlerdings nach zwdlf Stunden deutlich &b, kann aber noch im
Northern-Blot detektiert werden [Noegd et al., 1990]. Deshalb ist auch der Einsatz der
entwicklungsspezifischen c¢cDNA-Bank in  der , Two-Hybrid‘-Durchmusterung  gerechtfertigt.
Andernfdls hétten Interaktionspartner des Comitins gefunden werden konnen, die in-vivo
eigentlich nicht miteinander wechsdwirken konnen, da se zu verschiedenen Zeitpunkten des
Entwicklungszyklus  exprimiet  werden. Die D. discoideum-cDNA-Banken enthdten
zwischen 8 x 10° und 2,8 x 10’ Klone In der , Two-Hybrid“-Durchmusterung sind fiir jede
cDNA-Bank rund 1 x 10° unabhéngige Klone auf ene Interaktion mit Comitin untersucht
worden. In keinem Fdl is die vollsdndige cDNA-Bank in der , Two-Hybrid“-Durch
musterung andysiert worden und schwécher in den cDNA-Banken reprasentierte Klone sind
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unter Umsténden nicht erfa® worden. Méglicherweise snd deshdb sdtene Bindungspartner
des Comitins nicht ermittelt worden. Nach der sequentidlen Transformation der Y 190-
Hefezdlen mit pAS2/Comitin und pACT2/Fragment wachsen neben grof¥eren und weiter
untersuchten His™-Klonen sehr vide kleinere Kolonien auf den SD/-Hig-Lew/-Trp/+3-AT-
Sdektionsagarplaiten.  Die  His™-Sdektion auf den SD/-Hig-Lew-Trp/+3-AT-Agarplatten
unterbindet trotz des kompetitiven Inhibitors 3-Amino-1,2,4-triazol nicht vollgandig das
Wachgum von His' Y 190-Hefezellen. Alle 1176 groleren His™-Kolonien aus den drei cDNA-
Bank-Durchmugterungen wurden zur weiteren Andyse ausgewdhit. Nach zwe b-Gaakto-
sidase-Tests verbligben nur noch insgesamt 201 His™- und LacZ'-Klone. Der Ausschiu3 von
Uber 800 Hefeklonen beunt hauptsichlich auf His™- aber LacZ-Hefezdlen. Die
kontinuierliche Hididinsdektion bewirkt durch Zdltelung die Eliminaion irrdevater
cDNA-Bank-Plasmide, die moglicherweise mit enem pACT2-Plasmid, das zu enem His'-
und LacZ'-Klon fihrt, kotransformiert worden sind [Fidds und Sternglanz, 1994]. Die His'-
und LacZ'-Hefeklone verlieren durch die Cycloheximidsdektion spontan das pAS2/Comitin-
Pasmid und enthdten nur noch das pACT2/Fragment-Plaamid. Die Cycloheximid-resistenten
Hefen werden einem erneuten b-Galaktosidase-Test unterzogen. Dadurch konnen Hefeklone
detektiert und ausgeschlossen werden, deren Fragment im pACT2-Vektor die LacZ- und
His3-Reportergene  autokatalytisch  aktiviert. Aus den verbliebenen 155 Klonen snd die
pPACT2/cDNA-Plasmide isoliet und in E. coli transformiert worden. Die anschliel¥ende
Isolation und Redriktionsverdauung der Plasmid-DNA zeigte, dal3 55 Klone ein pACT2-
Pasmid ohne Fragment enthidten. Die Retranformation der pACT2/Fragment-Plasmide in
den Y190-Hefetamm eafolgt glechzatig mit pAS2/Comitin oder mit pAS2/Flamin zur
Kontrolle. Nach dem anschlief3enden b-Galaktosidase-Test snd 23 Klone ds fdsche Postive
erkannt worden. In diesen 23 Hefeklonen wird das LacZ-Reportergen immer transkribiert,
unabhangig davon, ob ene Interaktion mit einem Ga4BD/Fusonsprotein dtettfindet. Solche
postiven Klone kodieren fir Proteine, die ene eigene DNA-bindende Doméne (z. B.
Transkriptionsfaktoren) bedtzen, oder deren Aminosiuresequenz in manchen Bereichen der
Aktivierungsdoméne dhneln. Waterhin fihren Proteine, die an Proteine mit der Fahigkeit zur
Wechsdwirkung mit der Ga4-Aktivierungsdoméane binden, zu faschen podtiven Klonen.
Andere Proteine interagieren mit der Ga4-Bindungsdomdne und nicht mit dem zu
untersuchenden Protein [Allen et al., 1995; Hengen, 1997]. Fasche postive Klone, in denen
die Reportergene aktiviert werden, ohne dal3 eine Interaktion potentidler Bindungspartner
notwendig ist, snd nach der Cycloheximidselektion durch einen b-Galaktosidase-Test von der

weiteren  Andyse ausgechlossen  worden.  Die  Kontrollretransformation  mit dem
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PACT2/Fragment-Plasmid und dem pAS2/Flamin-Plasmid dient der Identifizierung solcher
fdsch podtiver Hefeklone, die an der Ga4-Bindungsdoméne noch enen bdiebigen
Proteinrest benttigen, um die Transkription der Reportergene enzuleiten. 70 Klone zeigten
nach der Rerandormation in  Y190-Hefezdlen weder mit pAS2/Comitin - noch  mit
pAS2/Flamin ene podtive Resktion auf den b-Gadaktosdase-Test. Moglicherweise
enthidten diese Klone vor der Cydoheximidsdektion mehrere pACT2/Fragment-Plasmide,
von denen mindestens eines durch Interaktion mit dem Ga4/BD-Fusionsprotein oder durch
Autoaktivierung der Reportergene ein podtives Ergebnis im b-Gaaktosdase-Test bewirkte.
Die Auswahl von nur ener getesteten Cydoheximid-resstenten Kolonie enes Klons zur
weteren Andyse is deshdb unter Umgdnden zu klein gewesen. Dies wirde auch die hohe
Zahl an pACT2-Pasmiden ohne Fragment erkldren. Es ist aber auch méglich, dal3 in den 70
pPACT2-Plasmiden, die nach der Retrandformation mit pAS2/Comitin kein pogtives Ergebnis
im b-Galaktosdase-Test zeigten, eine Mutation efolgt ist, die die Expresson des Hybrids aus
cDNA-Bank-Fragmenten und der DNA der Aktivierungsdomane verhindert. Zdlen, die
siche Pasmide in dch tragen, Uberleben normderweise nicht die  nachfolgenden
Sdlektionsschritte [Fields und Sternglanz, 1994]. Die Lésung dieses Problems bedarf weiterer
Aufklaung und Untersuchungen an mehreren taisichlich Cycloheximid-resstenten Kolonien
eines Hefeklons. Nur sieben von urspriinglich 3,83 x 10° durchmusterten Klonen der cDNA-
Banken konnten ds richtig postive Klone erkannt werden. Dies liegt zum enem an der Zahl
der pACT2-Plasmide ohne Fragment oder derjenigen, die nach der Retransformation keinen
postiven b-Gaaktosdase-Test mehr zeigen, und zum anderen daran, dald im Durchschnitt nur
1/6 dler Klone ener cDNA-Bark im richtigen Leserahmen und richtig orientiet im Plasmid
vorliegen [Fidds und Sternglanz, 1994]. Die geringe Zahl an richtig pogtiven Klonen it
weiter in den vom , Two-Hybrid“-System selbst gesetzten Grenzen begrindet. So kdnnen dle
die Proteine, die sch nicht richtig falten oder in den Zdlkern trangportiet werden konnten,
nicht detektiert werden. Auch Proteine, deren Interaktion mit dem zu untersuchenden Protein
Uber das N-teminde Ende vermittdt wird, konnen nicht erkannt werden, da die
Transkriptionsdoméne ene Wechsdwirkung  zwischen  diesen  Proteinen  verhindert.
Podtrandationde Modifikationen wie Glykosylierung, Disulfidbriickenbildung, Acetylierung
und Phosphorylierung snd oft fir eine Wechsdwirkung zwischen zwel Proteinen notwendig.
Solche Bindunggpatner  konnen mit  Hilfe des ,Two-Hybrid*-Sysems ebenfdls nicht
gefunden werden, da podtrandationde Modifikationen im Zytoplasma der Hefezdle nicht
vollzogen werden [Fedds und Sternglanz, 1994; Allen et al., 1995; Phizicky und Fidds,
1995].
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3.2.2. Charakterisierung der mit dem , Two-Hybrid* -System
gefundenen potentiellen Bindungspartner von Comitin

Von den seben ds richtig podtiv erkannten His"™ ds auch LacZ'-Klone kodierten drei fur
Comitin, zwei fir das ribosomae Protein L28 (P165-2) und je einer flr ein Uridinkinase-
ahnliches Protein (P116-1) und fir das ribosomade Protein L36 (P180-3). Alle dre neuen
potentielen Bindungspartner sind wie Comitin mit einem pl groRer 9 bassche Proteine. Eine
Interektion  aufgrund  Sdure-Base-Anziehung  kann  deshalb  ausgeschlossen  werden.
Ribosomae Proteine werden héufig ds fasche Pogtive im |, Two-Hybrid*-System gefunden,
die auch ohne Interaktion mit enem Protein eine Blaufabung der Hefen im b-Gaaktosdase-
Test hervorrufen. Die hier entdeckten Proteine L28 und L36 konnten aber ds richtig Postive
ekannt werden, da se in Kontrdltrandformationen mit pAS2/Flamin keine Blaufarbung im
b-Gaaktosdase-Tet zeigen. Im , Two-Hybrid-Versuch wurde aul3erdem von enigen
Teilstiicken beider Proteine keine Interaktion mit Comitin detektiert.

Die Homologie zwischen P116-1 und den Uridinkinasen aus S. pombe, D. melanogaster und
H. sapiens beseht nur in einem 64 Aminosiuren langen Telldlick. Der Antel an identischen
Aminosauren betrégt fir diesen Bereich 40%. Innerhab diesess Aminoséureteilstiicks liegt in
P116-1 und in den Uridinkinasen ene potentidle ATP/GTP-Bindungssdle mit ,P-Loop”.
Ahnlichkeiten zu anderen Proteinen in vergleichbarer GroRenordnung wurden fir das Protein
P116-1 nicht gefunden. Deshalb wurde es ds ein Uridinkinase-dhnliches Protein eingestuft.
Eine durchgehende Homologie liegt dagegen be den , Two-Hybrid*-Proteinen P165-2 und
P180-3 zu ribosomaen Proteinen L28 und L36 vor. L36 i en Protein der 60S ribosomaen
Untereinheit aus Saugern [Marion und Marion, 1987]. Fir das homologe L36 aus
Saccharomyces cerevisiae wird vermutet, dald es moglicherweise in den Mitochondrien
lokdigert sein kdnnte [Andrade et al., 1997]. Nach bisherigen Forschungsergebnissen kodiert
in E. coli das rpmB,G-Operon fir das ribosomae Protein L28. Es i an der 50S
Ribosomenuntereinheit lokdisert und is an der Ribosomensynthese beteiligt [Coleman et al.,
1993; Maguire und Wild, 1997].

Die ,Two-Hybrid‘-cDNA-Bank-Durchmugterung bedtétigte aul3erdem die  Fahigkeit von
Comitin zur Dimeriserung. De  Einsaiz verkirzter  Comitinkonstrukte  ermoglichte  die
Identifizierung  des GYP(P)Q-Motivs ds zweten Dimeriserungsbereich  neben  den
Aminosauren 90-139 der N-terminden Kerndomane. Der Bindungsbereich der ribosomalen
Proteine L28 und L36 zum Comitin konnte durch verkirzte Teilstlicke der Proteine P165-2
und P180-3 eingegrenzt werden. Im Fdle des Proteins P116-1 zeigte jedoch keines der
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veakirzten Kondrukte ene Wechsdwirkung mit Comitin  in , Two-Hybrid*-Versuchen.
Mdoglicherweise berunt die Interaktionsféhigkeit auf der Sekundér- oder Tertiarstruktur, so
da? vekirzte Kondrukte nicht den gesamten, fir ene Wechsdwirkung mit Comitin
notwendigen Aminosurebereich efassen. Die |, Two-Hybrid‘-Experimente, in denen die
Bindungsdoméne des Comitins zu den dre neu gefundenen potentidlen Bindungspartnern
néher bestimmt werden sollte, snd nicht efolgreich gewesen. Ebenso haben die verkirzten
Comitinkonstrukte 11 und 111 keine Wechsdwirkung mit Comitin oder den Teilstiicken | und
V gezeigt. Die Kondrukte 11 und [l enthdten jedoch die beiden identifizierten
Dimeriserungdoménen von Comitin. Die Ursache fur die nicht efolgreich verlaufenen
Experimente zur Bestimmung der Bindungsdoméne des Comitins zu den dre mdglichen
Bindungspartnern sowie fur die Comitinkongtrukte 11 und 111 kénnte eine fdsche Fatung der
Proteine bzw. der Protentelsticke sein. Es besteht auch die Mdoglichkeit, dal3 die Ga4-
Doménen Proteinregionen verdecken, die durch die jewels andere Ga4-Doméne fir die
Interaktion zugdnglich bleiben. Auch das Verhdtnis der Fusonsprotene Ga4-BD/Protein
(Konstrukt) und Ga4-AD/Protein (Kongtrukt) zueinander it fir eine podtive Aktivierung der
Reportergene  entscheidend. Deshdb  bedeutet ein  negatives Ergebnis fir diese Versuche
nicht, da3 die zuvor ermittdten potentidlen Bindungspartner bzw. die gefundenen zwel
Dimeriserungsdoménen in Comitin in Frage zu ddlen snd [Feds und Sternglanz, 1994].
Northern-Blot-Andysen zeigten, dal3 die Transkription fir L28, L36 und das Uridinkinase-
ahliche Protein zur gleichen Zet vorhanden snd wie Comitin. Eine in-vivo-Interaktion
zwichen Comitin und P116-1, L28 und L36 wae aso wegen dessdben Expressons-
zeitraums durchaus maglich.

Die intrazdluldre Lokaisation der moglichen Interaktionspartner von Comitin erfolgte Uber
Immunfluoreszenzsudien an  GFP-Fusongprotein - exprimierenden AX2-Zdlen, da kene
Antikorper gegen dies Proteine vorhanden waren. Auch die Hergtelung von Antikorpern war
nicht moglich, da Versuche, die Proteine P116-1, L28 und L36 in E. coli zu exprimieren,
schaterten.  Koimmunfluoreszenzuntersuchungen mit mAk 190-340-8 zeigten, dal3 L28 wie
Comitin auch am Golgi-Apparatlokaisert is. Das L28-Protein ig nach Immunfluoreszenz-
Sudien mit dem anti-PDI-Antikorper 221-135-1 und dem anti-Interaptin-Antikorper 260-60-
10 ds ein ER-Membran-assoziiertes Protein identifiziert worden. Dabel zeigt sich jedoch ene
déarkere Kolokalisation zwischen dem ribosomden Protein und PDI ds mit Intergptin. Dies
liegt an der unterschiedlichen Expressonsstérke dieser beiden Proteine in vegetativen Zelen.
Intergptin wird in vegetativen Zdlen und in der frihen Aggregationsphase nur sehr schwach
exprimiet. Maximae Expresson liegt in der spden Aggregatiionsphase und wéhrend der
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Kulminationsphase des Entwicklungszyklus von D. discoideum vor [Rivero et al., 1998].
Dagegen wird PDI zu dlen Zetpunkten des Entwicklungszyklus von D. discoideum stark
exprimiet mit enem leichten Maximum wéhrend der frihen Aggregationgohase und der
Kulmination und Sporendifferenzierung [Monnet et al., 1997].

In Zdlfraktionierungsversuchen wurde Comitin in zwel  Fraktionen nachgewiesen. Die erste
Fraktion bestand aus Plasma- und Golgi-Membranen, die zweite enthidt unter anderem ER-
Membranen [O. Welner, 1993]. Comitin und L28 snd aso Membran-assoziierte Proteine,
dlerdings zeigt das Proten L28 auch ene Vetelung an ER-Membranen. Protein P116-1
kolokdisert mit den vom monoklonden Antikorper 221-342-5 markierten Lysosomen, die
nicht vom DdLIMP-Antikérper erkannt werden. Der Antikorper 221-342-5 id gegen en
gemensames Kohlenhydrat-Epitop lysosomder Protene gerichtet.  In Immunfluoreszenz-
experimenten wurde keine Kolokdisation mit Comitin beobachtet. P116-1 kann trotzdem en
potentidler Bindungspartner von Comitin sain, da das ,Two-Hybrid“-Sysem ene sehr
sendtive Methode i, die auch transente Protein-Protein-Wechsalwirkungen entdeckt. Die
Empfindlichkeit des , Two-Hybrid‘-Sysems ig in der fir ene Detektion zwischen zwe
interagierenden  Proteinen ausreichenden Bindungskonstante von 1 pM  begrindet, so dal3
Interaktionen gefunden werden konnen, die von anderen Methoden nicht erkannt werden
[Phizicky und Fields, 1995; Li und Fidds 1993]. So konnte die Interaktion zwischen RAS
und RAF nur mit dem ,Two-Hybrid-System gezeigt und mit ener Vidzahl an , Two-
Hybrid“-Experimenten belegt werden, da andere Methoden, wie ,Crosdinking*-Versuche
oder Koimmunprézipitation, versagten. Auch Koimmunprézipitationsversuche zwischen RAS
und sanem bekannten Effektor Adenylat-Cyclase waren nicht efolgreich, so dald das
Scheitern dieser in-vitro-Experimente im isolieten Protein begrindet i [Van Adg et al.,
1993]. Die intrazdlulére Lokdisation fur das Protein L36 konnte nicht durchgefiihrt werden,
da keine das GFP-L36-Fusonsprotein exprimierenden D. discoideum-Transformanten
erhaten wurden.
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3.3. Bedeutung der Ergebnisse fir diein-vivo-Funktion
von Comitin

Comitin nimmt nach den Ergebnissen zur zdlbiologischen Untersuchung der  Minusmutante
und der ,Two-Hybrid“-Durchmuserung ene Vermittlerolle zwischen  intrazdluléren
Membranen, dem Aktin-Zytoskelett und Veskdtransport in D. discoideum en. Fir ene
Veknipfung 2zwischen dem Aktin-Zytoskdett und Comitin soricht  die  vermehrte
Anreicherung von Aktin an der Kontaktstelle mit dem aufzunehmenden Partikel, sowie die
Lokdisation von Comitin und Aktin in der Phagosomenmembran. Ein  Zusammenhang
zwischen Aktinnetzwerk und Comitin [@% sch auch aufgrund der Experimente zum
osmotischen Schock hergdlen, da unter anderem ene verdanderte intrazdlulae Vertellung
von Comitin und Aktin ads Folge osmotischen Stresses gefunden wurde. Einen welteren
Hinwes ligfert die Lokdisation des potentidlen Comitin-Bindungspartners P116-1 in frihen
Lysosomen.

Die mit dem ,Two-Hybrid*-System gefundene Interaktion zwischen dem ribosomaen Protein
L28 und dem &ktinbindenden Comitin deutet auf einen Zusammenhang zwischen ER- und
Golgi-Membranen und dem Aktin-Zytoskdett hin. Die Vernetzung von Aktin-Zytoskelett und
den Membranen ig gut untersucht worden und an ener Vidzahl von zdlulé&ren Prozessen
betelligt. Die Pasmamembran und das darunterliegende Aktin-Zytoskelett snd an  der
Zdlformgebung und an der Watelatung extrazdlul&rer Signde Uber den Sgndtrans-
duktionsweg beteiligt [Hitt und Luna, 1994; Cowin and Burke, 1996]. In D. discoideum
konnen ene Vidzahl von Protenen wie Ponticulin [Hitt et al., 1994], Hisactophilin [Sched et
al., 1989] und Tdin [Kretmeer et al., 1995] diese Funktion Ubernehmen. Myosin-1 kann Uber
sine bassche C-teminde Domédne an die Plasmamembran binden und so zur Zdlform
beitragen [Uyeda und Titus, 1997].

Fur die in-vivo-Funktion des aktinbindenden und Veske-asoziierten Comitin bedeutet dies,
dal3 das Protein an der Vernetzung von Golgi- und ER-Membranen an das Aktin-Zytoskelett
betelligt sein und am Veskedtrangport mitwirken konnte. Die VerknUpfung der Membranen
mit dem Aktin-Zytoskelett sowie die Bindung an Veskd konnte Uber dimerisertes Comitin
geschehen. Die Glykosylierung von Proteinen vollzient sch in der Regd im ER- und Golgi-
Lumen. Daneben werden enige Protene jedoch im Zytoplasma durch N-Acteylglucosamin
gykosyliert [Hart et al., 1994; Hayes und Hart, 1994], so z. B. erkennt das im Zytoplasma
lokdisete Lektin CBP70 N-Acetylglucosaminreste. Gdektin-3, ein Laktose-bindendes
Lektin, ig innerhdb des Kens an Splelvorgéngen und an der Plasmamembran an



3. Diskussion 103

Adhdsongrozessen  betelligt. Im  Zytoplasma interagiet  Gaektin-3 mit Bcl-2, einem
antigpoptotischen Protein [Rousseau et al., 2000]. AulRerdem wurde auch eine durch den GPI-
Anker vermittdte Glykosylierung im Zytoplasma beschrieben [Vidugiriene und Menon,
1994]. Denkbar wéare es deshdb auch, da die Bindung endozytotischer Veskd und
intrazellulérer Membranen an das Zytoskelett Uber Glykokonjugate vermittelt wird, da far
Comitin in-vitro eine Mannose-abhéngige Bindung an Membranen nachgewiesen worden it
[Jung et al., 1996].
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4. Zusammenfassung und Ausblick

4.1. Analyse der in-vivo-Funktion von Comitin anhand der
Minusmutante 1al

Der D. discoideum-Klon 1al wurde in Westernt, Northern- und Southern-Blot-Andysen as
gne Comitin-defiziente Mutante charakterisert. Diese  Minusmutante  wurde  zur
Identifizierung der in-vivo-Funktion von Comitin in Versuchen zum osmotischem Schock und
zur Phagozytose eingesetzt. Belde Prozesse involvieren sowohl das Aktin-Zytoskelett ds auch
Membranen. Comitin bietet Schutz gegen osmotischen Stref, da die Comitin-Minusmutante
lal eine erheblich reduzierte Uberlebensfahigkeit in hypertonischer Losung besitzt. Infolge
osmotischen Stresses verandert sch die intrazelulére Lokalisation des Proteins und Comitin
wird -danach nicht nur an zytoplasmatischen Veskdn sondern auch in Strukturen an der
Plasmamembran detektiert wird. Ferner wird der Golgi-Apparat nach Inkubation in hyper-
tonischer Losung nicht mehr vom mAk 190-340-8 erkannt. Fir die Beteligung von Comitin
an frihen Phagozytosevorgangen sorechen folgende Ergebnisset Eine biochemische Anayse
zeigte, dald Comitin, genau wie Aktin und Coronin, an der Phagosomenmembran lokdigert
ig. Die Phagozytoserate it in der Comitin-defizienten Mutante im Vergleich zum Wildtyp
engechrankt, ereicht abe mit dar Zet en  dnliches Glechgewichtsniveau an
aufgenommenen Hefen wie AX2. Die Funktion von Comitin liegt im Berach der Aufnahme
des zu phagozytierenden Partikels und nicht in zeluléren Vorgangen, die das reife Phagosom
betreffen.

Die Comitin-defiziente Mutante zeigt kein verdndetes Wachdumsverhdten in Fissgkultur
gegentber dem Wildtyp AX2. Auch in den schon friher gemachten Versuchen zur Zdlgrofde,
Zdlmorphologie, Entwicklung, Fahigket zur Pinozytose und Exozytose lysosomder Enzyme
ergab sch kein Unterschied zum Wildtyp AX2 [v. Krempe huber, 1997].

Die Wiederhergelung der Comitin-Expresson sollte die veringerte Widerstandsfahigkeit
gegeniber ogmotischen Stre3 und die  verringerte  Phagozytoseféhigkeit der  Comitin-
Minusmutante beheben. Dies ware ene zusdzliche Bestdtigung der hier gefundenen Defekte
in der Comitin-defizienten Mutante 1al.
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4.2. , Two-Hybrid“-cDNA-Bank-Durchmusterung und
Charakterisierung potentieller Bindungspartner von
Comitin

Die , Two-Hybrid‘-cDNA-Bank-Durchmusterung lieferte neben Comitin ds neue potentiele
Bindungspartner en  Uridinkinase-ahnliches Protein (P116-1) und die ribosomaen Proteine
L28 (P165-2) und L36 (P180-3). ,Two-Hybrid*-Experimente mit verkirzten Comitin-
kongtrukten erlaubten die ldentifikation des GYP(P)Q-Mativs ds wetere Dimeriserungs-
doméane des Comitins. Mit Hilfe verkirzter Konstrukte der ribosomalen Proteine L28 und L36
konnten in , Two-Hybrid“-Versuchen die Bindungsdoménen von L28 und L36 fur Comitin
auf die Aminosduren 91 bis 132 bzw. 27 bis 88 engegrenzt werden. Die intrazdlulare
Lokdisation des Proteins P116-1 und des ribosomden Proteins L28 gdang mit dem Einsaz
von  GFP-Fudongproteénen  in Immunfluoreszenzsudien  durch  Kolokdisation — mit
monoklonaen Antikorpern. Danach ig P116-1 en Protein der Lysosomen. Das ribosomale
Protein L28 ig hauptschlich in der ER-Membran zu finden wie Kolokdisationsversuche mit
dem anti-Intergptin-Antikorper 260-60-10 und dem anti-PDI-Antikorper 221-135-1 zeigten.
Aullerdem ig das ribosomde Protein L28 wie Comitin Bestandteil des Golgi-Apparates. Die
intrazdlulde Vertellung des ribosomaen Proteins L36 konnte nicht bestimmt werden, da
keine das GFP-Fusonsprotein exprimierenden Transformanten isoliert werden konnten. Dazu
snd weltere Experimente notwendig.

Die bisher vorgenommenen  Lokdisaionsversuche der  dred neuen  potentidien
Bindungspartner von Comitin konnten noch mit GFP-Fusonsproteinen wiederholt werden, in
denen das GFP C-termind an das jeweilige Protein gebunden ist. Eine wetere Bedtéigung
der intrazdlul&en Vertelung i auch Uber Immunfluoreszenzandysen mit  monoklonden
Antikdrpern madglich. Dazu mifden zunéchst diese Proteine aus D. discoideum isoliert oder
Teilstlicke dieser Proteine in E. coli exprimiert und aufgereinigt werden. Gerenigtes Protein
bzw. verkirzte Kongrukte konnten nicht nur zur Antikorperhersellung eingesetzt, sondern
auch fir Immunprézipitationsversuche oder Affinitétchromatographie verwendet werden, um
mit ener weteren unabhdngigen Methode die Interaktion zum Comitin zu bedt&igen.
Zusdtzlich konnten in ,,Crosdinking*-Experimenten mit den verkirzten Konstrukten der drei
moglichen Interaktionspartner  die  Bindungsdoméne des Uridinkinase-ghnlichen  Proteins
P116-1 zu Comitin néher bestimmt und die schon in , Two-Hybrid“-Versuchen identifizierten
Bindungsdoménen der ribosomden Proteine L28 und L36 veifiziet werden. Mit solchen
,Crodinking‘-Andysen sollte es auRerdem moglich sein, die Bindungsdoméne in Comitin



3. Diskussion 106

zu den potentidlen Wechsdwirkungspartnern zu  bestimmen. Zur Aufklérung der in-vivo-
Funktionen der drel potentidlen Bindungspartner kénnten Minus- und/oder Uberexpressions-

mutanten in D. discoideum eingesetzt werden.

4.3. Zusammenfassung in deutscher Sprache

Comitin, ein 24 kDa F-aktinbindendes aus D. discoideum, ig an Veskemembranen und auf
der cytoplasmatischen Sete des Golgi-Apparates lokdisert. In-vitro-Studien haben gezegt,
dal3 Comitin die Fahigkeit bestzt, an Mannose zu binden und Dimere zu bilden. Zur Andyse
sner invivo-Funktionen wurde ene Comitin-defiziente Mutante isoliet und auf ihre
Eigenschaften in Bezug auf Veskdtrangport und  Mikrofilamentfunktionen  untersucht.
Comitin scheint der Zelle Schutz gegen osmotischen Stref3 zu bieten, da die Comitin-negetive
Mutante eine erheblich reduziete Uberlebensfahigkeit in  hypertonischer Losung  besitzt.
Hyperosmotischer Schock fihrt auch zu ener verdnderten intrazeluldren Lokdisation von
Comitin in D. discoideum. Die Isolierung und Anreicherung phagozytotischer Membranen
zeigte, dal3 Comitin, genau wie Aktin und Coronin, an der Phagosomenmembran lokdisert
ist. Die Phagozytosdeistung der Comitin-Minusmutante it gegenlber dem Wildtyp AX2
zunéchs vermindert, erreicht aber mit der Zeit ein &nliches Niveau an aufgenommenen
Hefen, so dal3 ds Ursache des Phagozytosedefektes Vorgange, die das reife Phagosomon
betreffen, ausgeschl ossen werden kénnen.

Die Hefe-, Two-Hybrid“-cDNA-Bank-Durchmugterung  lieferte  neben  Comitin - ds  neue
potentille Bindungspartner en  Uridinkinase-ghnliches Protein und die ribosomalen Proteine
L28 und L36. , Two-Hybrid‘-Experimente mit verkirzten Comitin-Konstrukten erlaubten die
Identifikation der GYP(P)Q-Domédne ds wetere Dimeriserungdoméne des Comitins. Die
Bindungsstdle von L28 und L36 zu Comitin konnte durch Einsatz verkirzter L28- und L36-
Kondrukte ndher engegrenzt werden. Mit  Hilfe von GFP-Fusonsproteinen  und
Koimmunfluoreszenzexperimenten konnte gezeigt werden, da3 das Uridinkinase-éhnliche

Protein an den Lysosomen und das L28-Protein am Golgi-Apparat und am ER lokdisert is.
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4.4. Abstract in englischer Sprache

Comitin is a F-actin binding and membrane associated protein from Dictyostelium. It has been
identified on Golgi and vescdle membranes and its locdisation was shown to be sendtive to
agents affecting the cytoskeleton. To invedtigate its in vivo functions knock out mutants were
generated by gene replacement. Based on comitin's in vitro functions we examined properties
rdated to vescular trangport and microfilament function were examined. Comitin minus cdls
were impared in phagocytoss and exhibited an atered response to hyperosmotic shock in
comparison to wild type Andydgs of comitin digribution in wild type cdls during these
cdlular reactions showed its presence on early phagosomes and redistribution during
hyperosmotic shock suggesting a direct involvement of comitin decorated vescdles in these
Processes.

The yeast two-hybrid sysem was used to search for interacting proteins which might reved
proteins involved in intracelular trafficking or are present on membrane surfaces. As binding
patners of comitin severd clones were isolated coding for comitin itsdf, the ribosomad
protens L28 and L36 and a lysosoma protein showing smilarities to uridine kinases from
other organisms. The latter three proteins have not been described in D. discoideum so far.
Additiond two-hybrid experiments dlowed to identify comitin's dimerization doman and the
binding dtes of L28 and L36 for comitin. Usng GFP-fusions we colocaized L28 and comitin
in the Golgi gpparatus and the uridine-kinase related protein in lysosomes.
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5. Material und Methoden

5.1. Material

5.1.1. Labormaterialien

Einfrierréhrchen, 2,2 ml
Einweg-Pipettengpitzen
Elektroporationskivette

Fotofilm, Typ 100-6
Hybridiserungsréhrchen

3MM Filterpapier

Multipipette

Nitrocdlulose, Typ BA85

Nitrocd lulose- Rundfilter, BA85 A 82mm
Seilfilter, 0,45 pm

Seilfilter, 0,2 pm

Petrischalen, Typ 3003

Pastikkivette

Quarzklvette Infrasl

15 ml Réhrchen, Typ 2095

50 ml Réhrchen, Typ 2070
Reaktionsgefdl3, 1,5 ml

Reaktionsgefdl3, 2,2 ml

Rontgenfilm X-omat AR-5, 18 X 24 mm
Rontgenfilm X-omat AR-5, 535 x 43 mm
Pipetten, 1-10 pl, 20-200 pl, 100-2000 pl

5.1.2. Gerate

Blotkammer Trans-Blot SD
Crosdinker UVC 500
Elektroporationsgerét, Typ Gene-Pulser
pH-Meter 766
Heizbl6cke:

Typ DIGI-Block JR

Typ Dri-Block DB x 20
Hybridiserungsofen
| nkubationsofen Lab-Therm
Magnetrihrer, Typ MR 3001 K
Mikroskope:

Lichtmikroskop

Lichtmikroskop, Typ DMIL

Fattengielimaschine

Nunc

Greingr
Bio-Rad

Kodak

Hybaid
Whatman
Finnigan
Schleicher und Schlll
Schleicher und Schlll
Geman Science
Geman Science
Falcon

Greingr

Hdlma

Falcon

Falcon
Eppendorf
Eppendorf
Kodak

Kodak

Gilson

Bio-Rad
Hoefer
Bio-Rad
Knick

neolLab
Techne
Hybad
Kihner
Heidolph

Olympus
Leica
Technomat
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Rotoren:

Typ JA-10 Beckman

Typ JA-25.50 Beckman

SLA-1500 Sorvdl

SLA-3000 Sorvdl

SS-34 Sorvdll
Ruttler 3015 GFL
Ruttler Lab- Shaker Khner
Spannungsverstérker Power Pac 200 Bio-Rad
Spannungsverstarker Power Pac 300 Bio-Rad
Spektralphotometer, Typ Ultraspec 2000 Pharmacia Biotech
Tischzentrifugen:

Centrifuge 5414 Eppendorf

Centrifuge 5415 D Eppendorf

K Uhlzentrifuge Biotech fresco Heraeus I nstruments

Sgma B. Braun Biotech Instruments
UV-Auflichtmonitor TFS-35 M Faust
UV-Trandlluminetor MWG-Biotech
Vortex REAX top Heidolph
Wasserbader GFL
Zentrifugen:

Beckman Avanti J25 Beckman

Sorval RC 5C plus Sorvdll
5.1.3. Kits
Nucleobond AX Macherey-Nagel
NucleoSpin Extract 2in 1 Macherey-Nagel
NucleoSpin Plus Macherey-Nagel
pGem-Teasy-Vector System | Promega
Stratagene Prime?® It |1 Stratagene
Origind TA Cloning® Invitrogen

5.1.4. Enzyme, Substrate, Antikorper, Inhibitoren,

Antibiotika, Chemikalien

Enzyme fir die Molekularbiologie

Alkalische Phosphatase
DNase | (Desoxyribonuklease)
Lysozym

Proteinase K
Restriktionsendonukleasen

RNase A (Ribonuklease)

Roche

Sgma

Sgma

Sgma

Roche, Amersham, Gibco-BRL,
New England Biolabs

Sgma



5. Material und Methoden

110

T4-DNA-Ligase
Tag-Polymerase

Priméare Antikorper

anti- Aktin-Antikorper mAKk Act 1-7
anti-a - Aktinin- Antikorper mAk 47-60-8
anti-Comitin- Antikorper mAk 190-68-1

anti- Comitin- Antikorper mAk 190-340-8

anti- Comitin- Antikorper mAk 190-23-5

anti- CsA-Antikorper mAk 33-294-17

anti- GFP-Antikorper mAk K3-184-2

anti- Hisactophilin- Antikorper mAk 54-11-10
anti-Intergptin- Antikorper mAk 260-60-10
anti- PsA-Antikorper mAk Mud-1
anti-PDI-Antikdrper mAk 221-135-1
anti-V/H*-ATPase-Antikorper mAk 221-35-2
anti-Vacudlin-Antikorper mAk 221-1-1
anti-34 kDa-Protein-Antikorper mAk 169-90-2
anti-unbekanntes Epitop mAk 221-457-5

anti- Kohlenhydrat- Epitop-lysosomder Enyzme
mAK 221-342-5

polyklonder DLimp-Antikorper

Sekundéare Antikorper

Ziege-anti-Maus-1gG, Peroxidase-Konjugeat
Ziege-anti-Maus-19G, Cy3-Konjugat

Ziege-anti- Kaninchen-1gG, Peroxidase-Konjugat
Ziege-anti- Kaninchen-1gG, TRITC-Konjugat

Inhibitoren

Benzamidin

Brefddin A

Cytochdasn A

DEPC

Phenylmethylsulfonylfluorid (PM SF)
Complete-Inhibitoren-Mix

Antibiotika

Ampidllin

Blagicidin S
Dihydrostreptomycinsulfat
Gendticin (G-418)
Kanamycin

Tetracydlin

Gibco-BRL
Roche

Smpson et al., 1984
Schleicher et al., 1984
Weiner et al., 1993
Weiner et al., 1993
Weiner et al., 1993
Berthold et al., 1985
unverdffentlicht
Sched et al., 1989
Rivero et al., 1998
Gregg et al., 1982
Monnét et al., 1997
Jenne et al., 1998
Jenneet al., 1998
unverdffentlicht
unverdffentlicht

Neuhauset al., 1998

Karakessoglou et al., 1999

Grinenthd
ICN

Sgma
Gibco-BRL
Sgma
Sgma
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Chemikdien und Reagerwien

Acrylamid (Protoge: 30:0,8 AA/Bis-AA)
Aga-Aga (BRC-RG)

Agarose (Elektrophoresis Grade)
3-Aminophthahydrazid

Aminosiuren

3-Amino-1,2,4-triazol

Bacto-Agar

Bacto-Pepton

Bacto-Trypton

Borsaure
5-Brom-4-chlor-3-indolyl-b - D-ga actopyranosd (X-Gd)
Bromphenolblau (Na Sdz)
Cdcdumchlorid-Dihydrat
Césumchlorid

Chloroform

Coomeassie-Brilliant-Blau G 250
Coomassie-Brilliant-Blau R 250
p-Cumarsaure

Cydoheximid

Dimethylformamid

Dimethylsulfoxid (DM SO)
1,4-Dithiothreitol (DTT)
Ethylendinitrilotetraessgsaure (EDTA)
Ethylenglycolbig 2- aminoethylether]-
N,N,N' N'-tetraessigsiure (EGTA)
Essgsaure 98-100%

Ethanol

Ethidiumbromid
Ethylphenylpolyethylenglycol (NP-40)
Formamid

Gdaine

Glucose

Glycerin

Glydn

Harngtoff

Heringssperma
N-2-Hydroxyethylpiperazin-N'-ethansulfonsaure (HEPES)
Hefeextrakt

Kaliumecetat

Kdiumchlorid
Kaiumdihydrogenphosphat
Kdiumhydrogenphosphat- Triphosphat
| sopropanol

| sopropypl-b-D-thiogaactopyranosd (IPTG)
Magnes umacetat- Tetrahydrat
Magnesumsulfat-Heptahydrat
Maltose

Nat. Diagnogtics
Biomatic

Gibco

Huka

Sgma

Sgma

Difco

Difco

Difco

Merck

Roth

Serva

Merck

Biomol
Rieddl-de Haen
Roche

Sarva

Huka

Sgma
Riedd-de Haen
Merck

Gerbu

Merck

Sgma
Riedd-de Haen
Riedd-de Haen
Sgma

Huka

Merck

Sgma

Merck
Riedd-de Haen
Degussa

Gerbu

Roche

Biomol

Oxoid

Huka

FHuka

Huka

Merck

Merck

Loewe Biochemica
Merck

Merck

Merck
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b-Mercaptoethanal

Methanol
[Morpholino]propansulfonséure (MOPS)
Natriumacetat

Natriumazid

Natriumchlorid

Natriumcitrat
Natriumdihydrogenphosphat- Dihydrat
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natriumdeoxycholat
Natriumhydrogenphosphat
Natriumhydroxid
Natriumlaurylsarcosnat

Nukleotide

Pepton

Phenal

Phosphorsdure

1,4- Piperazindiethansulfonsiure (PIPES)
Polyvinylglykol MW 10000

Ponceau S Konzentrat
Rinderserumabumin (BSA)
Saccharose

Sdzsdure 32%ig

Sorbitol

N,N,N" ,N' - Tetramethylethylendiamin (TEMED)
Trichloressigsaure
Trighydroxymethyl)aminomethan
Triton X-100

Trypan Blau

Tween 20

Wasserstoffperoxid (30%ige Losung)
Y east Nitrogen Base
Xylencyanolblau

Radiochemikdien

a->2P-Desoxyadenosin-5'- triphosphat (10 mCi/m)

5.1.5. Vektoren

pPACT2
pAS2
pBs-GFP
pCR-2.1
pDexRH
pGemTeasy
plC19
pT7-7

Sgma
Riedd-de Haen
Gerbu

Merck

Merck

Huka

Huka

Merck

Sava

Sgma

Merck
Riedd-de Haen
Sgma

Sigma, Roche
Oxoid

Roth

Merck

Sgma

Sgma

Sgma

Roth

Huka

Huka

Huka

Merck

Merck

Huka, Riedd-de Haen
Merck

Merck

Roth

Merck

Difco

Huka

Amersham

Durfeeet al., 1993
Harper et al., 1993
Mohrset al., 2000
Kit: Invitrogen
Faxetal., 1992
Kit: Promega
Marsh et al., 1984
Tabor, 1990
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5. 1. 6. Oligonukleotide

Die fir Sequenzierungen oder die ,Polymerase-Chan‘-Resktionen (PCR) eingesetzten
Oligonukleotide snd von der Firma MWG-Biotech AG in Ebersberg bezogen worden.

a) Oligonuklectide fir Comitin:

Comv26: (5 -GGG ATCCGA ATGGAA TTA TTA AGA CAA GGT GA-3')
Comv269: (5' -GGG ATC CGA AGA CGT TAT ACCCGA AGT CCT TG-3')
Comr417: (5-CTCGAGTGATTT GGC ACA AGGGAGTG-3')

Comv431: (5'-CTG GCC ATG GCC AAA CCA TCA GGA CAT CCA-3')
Comr592: (5 -GAGCTCGAGTTCATT ACT TTA ATAATATCCTGG-3')

b) Oligonukleotide fir das Uridinkinase-ahnliche Protein aus D. discoideum (Klon 116-1):

Uri-299: (5 -TCAATT GCCCTAGCATG-3)

Uri-340: (5 -GGA TCCGAGGTATTGCTGGCCCAGTTGG3')
Uri-619: (5'-GCA TAT GCA TTG AGT GCA CG-3')

Uri-626: (5 -GGATCCATGCATTGA GTGCACGTATTA GA-3)
Uri-656: (5 -CTCGAGGTCTAATACGTGCACTCA ATGC-3)

Uri-1074: (5 -CTCGAG GAT ATT GAATTGACCATGAG-3)
Uri-1287: (5 -AGGTCA CTCTCGTAGAGA AG-3)
Uri-1355: (5'-CTCGAG TGA GGG ACA TGA TTA CCA GTG-3')

¢) Oligonukleotide fir das ribosomae Protein L28 aus D. discoideum (Klon 165-2):

Rib28-172: (5 -GAG CTC AAT AAC GGC AGC AACGTCGAT GGT G-3')
Rib28-269: (5 -GGA TCC GAT TCG TCA AAA CTT TAGCCA C-3')
Rib28-397. (5'-GAGCTCGITAGT TTT TCT TGG CTT TAC GG-3')
Rib28-150: (5'-GGA TCCACGTTGCTGCCGTTAACGG3')

Rib28-276: (5'-GAG CTC AAT GACGAA TCT AGCAGT CTTTC-3)

d) Oligonukleotide fr das ribosomale Protein L36 aus D. discoideum (Klon 180-3):

Rib36-79: (5 -GGA TCCGTACTGTTA CCT CAACCT TC-3)
Rib36-161: (5'-GGA TCCGTT TCT CCC CAT ACGAACGTG-3')
Rib36-318: (5'-CTCGAGTTATTT GGC GGA GGCTTTTCT G-3')
Rib36-264: (5 -CTCGAGACCAGCTTG GAT TGA ACCTAAT-3')

€) Oligonukleotide fir das ribosomae Protein L28 aus Maus.

Mau28-1: (5'-GGA TCC CCA TGT CCG CGCATCTGCAG-3')
Mau28-2: (5 -CTCGAG GCT CAGGAGCTCTTGGTG GG-3')
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f) Oligonukleotide fir das ribosomale Protein L36 aus Maus:

Mau36-1: (5 -GGA TCCCCA TGG CTCTGC GCT ACCC-3)
Mau36-2: (5 -CTCGAG GGA GGG TTCACT CAATCCTTC-3)

g) Oligonukleotide fir den pACT2-Vektor des,, Two-Hybrid*-Systems:

Gd4AD: (5 -TACCACTACAAT GGA TG-3')
GAL4ADW: (5 -TACCACTACAAT GGATGA TGT A-3)
pPACT21: (5 -GCC CCG GGG ATCCGA ATT C-3')
Rev4AD: (5 -GAGATG GTG CAC GAT GCA CAG-3')

h) Oligonukleotide fir den pAS2-Vektor des,, Two-Hybrid'‘-Systems:

PPAS2-1: (5 -TCA TCG GAA GAG AGT AG-3)

5.1.7. Puffer und andere L 6sungen

Puffer und LGsungen, die hier nicht verzeichnet snd, finden Sch unter den jeweligen
Methoden.

Hepes-Phenal: 1 kg (10,6 mol) Phenol wird be 60°C im Wasserbad
geschmolzen und mit etwa einem Volumen 1 M Hepes
pH 75 &yuilibriet. Die Losung wird in kleneren
Portionen bei —20°C eingefroren.

10 x MOPS (pH 7,0/ pH 8,0): 41,9 g (0,2 mol) MOPS
16,7 ml 3 M NatriumacetatlGsung
20ml 05M EDTA-L6sung
mit destilliertem Wasser auf 1 | aufflllen.

10 x NCP-Puffer (pH 8,0): 12,1 g (0,2 mal) TrigHCI
87,0 g (1,5 mol) NaCl
5,0 ml Tween 20
2,0 g (30,7 mmol) Natriumezid
mit Wasser auf 1| auffiillen.

Natriumphosphat-Puffer (pH 8,0): 0, 14 M NaaHPO4

0,1% Natriumazid
PBG (pH 7,4): 0,5% Rinderssrumabumin
0,1% Gdatine

in1x PBS
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PBS (pH 7,2/ pH 8,0): Eine Losung aus 30 mM KH,PO,4 und 150 mM NaCl
wird mit 70 mM NaHPO, auf einen pH-Wert von 7,2
oder 80 engesdlt. Die Losung wird anschliel}end
autoklaviert.

1,2 M Phosphatpuffer (pH 6,8): 1,2 M NgHPO4-Losung wird mit 1,2 M NaH;PO;-
Losung in einem Verhdtnis von 2:1 gemischt.

20 X SSC: 3 M NaCl
0,3 M Natriumcitrat

TE-Puffer (pH 8,0): 10 mM TrigHCI
1 mM EDTA, pH 8,0

Tris-Phenal: 1 kg (10,6 mol) Phenol wird im Wasserbad bel ener
Temperatur von ungeféhr 60°C geschmolzen und mit
einem Volumen 1 M TrisHCI pH 8,0 aquilibriert.

10 x Trig’Phosphatpuffer (pH 8,0): 43 g (0,36 mol) Tris
41,4 g (0,25 mol) NaH,PO4 x 1 H,O
3,79 (20 mmal) EDTA
aff 1 | mit Wasser auffillen. Der pH-Wert wird mit
Phosphorséure eingestdlt. Die Lésung wird anschliel?end
autoklaviert.

10 x Trig/Boratpuffer (pH 8,3): 108 g (0,9 mal) Tris
55 g (0,9 mal) Borséure
749 (20 mmol)EDTA
auf 11 mit Wasser auffillen.

50 x Tris/Acetatpuffer (pH 8,0): 242 g (2 mol)Tris
57,1 ml 16,6 M Eisessig
100 ml 0,5M EDTA-L6sung
auf 11 mit Wasser auffillen.

5.1.8. Medien

Die vewendeten Medien werden mit deionigetem Wasser, das Uber ene
lonenaugtauschanlage  (Millipore)  gefiltert  wird, angesetzt und be 120°C  autoklaviert.
Antibiotika werden nach AbkiUhlen des Mediums auf etwa 50°C zugegeben. Das Gief3en der
Patten erfolgt mit einer habautomatischen Plattengiel3maschine.
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5.1.8.1. Medien fiir E. coli-Kulturen [Sambroock et al., 1989

LB-Medium: SOC-Medium:

10 g Bacto-Trypton 20 g Bacto-Trypton

5 g Hefeextrakt 5 g Hefeextrakt

5g (85,5 mmol) NaCl 0,5 g (8,5 mmol) NaCl
auf 11 mit Wasser auffillen. 20 mM Glucose

auf 11 mit Wasser aufflllen.

Der pH-Wert von 7,4 wird jewells mit NaOH eingestellt. Fir Agarplatten werden den Medien
09 % (wh) Agar und be Bedaf 50 mg/l Ampicllin oder Kanamycin zugesstzt. Fir
Farbindikatorplatten zur Blaw/Weil3-Sdlektion von E. coli-Transformanten werden die fertigen
Patten jewells mit 50 pl 01 M IPTG-Lésung und 90 pl X-gd-Lésung (200 mg/10 ml

Dimethylformamid) bestrichen.

5.1.8.2. Medien fir D. discoideum-K ulturen

Kulturmedium (pH 6,7):

[Watts und Ashworth, 1970]

14,3 g Pepton

18 g (0,1 mol) Maltose

0,616 g (3,5 mmol) NaHPO,4 x 2 H,O
0,486 g (3,6 mmol) KH,PO,4

mit Wasser auf 1| auffiillen.

SAz6sung:
[Bonner, 1947]
10 mM NaCl
10 mM KCI
2,7 mM CaCl,

Soerensen Phosphat- Puffer (pH 6,0):
[Machow et al., 1972]

2 mM NaHPO4

15 mM KH,PO4

Phosphatagarplatten (pH 6,0):

15 g Agar agar
mit Soerensen- Phosphat- Puffer (pH 6,0) auf 11
auffiillen.

SM-Agarplatten (pH 6,5):

20 g Agar agar

10 g Pepton

10 g (55 mmol) Glucose

1 g Hefeextrakt

19 (4,2 mmol) MgSOy x 7 H,0O
2,2 g (16,2 mmol) KH,PO4

1g (5,7 mmol) K;HPO4

mit Wasser auf 1 | auffiillen.
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5.1.8.3. Medien, Agarplatten und Stocklésungen fur Hefekulturen

Y EPD-Medium:
20 g/l Difco Pepton
10 g/l Hefeextrakt

10 x Aminosdurel Gsung:

300 mg (2,3 mmol) Isoleucin
1500 mg (1,1 mmoal) Vdin

200 mg (0,9 mmoal) Arginin
300 mg (1,6 mmol) Lysin

200 mg (1,34 mmol) Methionin
500 mg (3 mmoal) Phenyldanin
2000 mg (16,8 mmoal) Threonin
mit Wasser auf 1| auffillen

und geril filtrieren.

100 x Hididinlésung:

200 mg (1 mmol) Hidtidin
in 100 ml Wasser 16sen und
Seril filtrieren.

100 x Leucinlésung:

1000 mg (7,6 mmoal) Leucin
in 100 ml Wasser 16sen und
Sexil filtrieren.

Y EPD-Agarplatten:
20 g/l Difco Pepton
10 g/l Hefeextrakt
18 g/l Agar agar

100 x AdeninlGsung:
200 mg (1,1 mmol) Adenin in 200 ml Wasser mit
etwas HCl 16sen und deil filtrieren.

100 x Tyrosnlésung:
300 mg (1,7 mmol) Tyroan in 100 ml Wasser mit
etwas NaOH |6sen und gteril filtrieren.

100 x Uracillésung:
200 mg (1,8 mmol) Uracl in 100 ml Wasser unter
Erwarmen |6sen und seil filtrieren.

1M 3-Amino-1,2 4-triazoll6sung :
8,4 g 3-Amino-1,2,4-triazol in 100 ml Wasser |6sen,
enmd filtrieren und Filtrat sexil filtrieren.

100 x Tryptophanl sung:
200 mg (1 mmoal) Tryptophan in 100 ml Wasser 16sen
und Sexil filtrieren.

Cydoheximiddsung: 1 mg/ml Cycloheximid in Wasser 16sen und seril filtrieren.

Die Zusammensetzung der Agarplatten wird in Tabelle 18 angeben. Nach Zugabe von Yeast
Nitrogen Base, Agar agar und Wasser wird die Mischung zunéchst autoklaviert und dann auf
55°C abgekiihlt. Danach erfolgt die Zugabe der restlichen StocklGsungen.
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Tabdle 18: Zusammensetzung der Selektionsagarplatten fur das,, Two-Hybrid" -&/steml) 2

Selektionsplatten/ SD/-Leu SD/-Leu+Cyh [SD/-Leu/-Trp [SD/-Trp SD/-L eu/-His/-Trp/+3-AT
Reagenzien

Y east Nitrogen Base [g] 6,7 6,7 6,7 6,7 6,7
Agar agar [g] 20 20 20 20 20
Woasser [ml] 750 750 770 750 745
20%ige Glucosel6sung” [ml] 100 100 100 100 100
10 x Aminosaurel dsung [mi] 100 100 100 100 100
100 x Adenin [ml] 10 10 10 10 10
100 x Tyrosin [mi] 10 10 10 10 10
100 x Uracil [ml] 10 10 10 10 10
100 x Histidin [ml] 10 10 10 10 *
100 x Leucin [ml] * * * 10 *
100 x Tryptophan [ml] 10 10 * * *
Cycloheximidldsung [ml] * 10 * * *
3-AT-Losung [ml] * * * * 25

1) Angaben fur 1 | Agarplatten. 2) Die Zusammensetzung der Selektionsmedien entspricht der Zusammen-
setzung der jeweiligen Agarplatten ohne Agar agar. 3) Glucosel 6sung vor Gebrauch steril filtrieren.

5.1.8.4. Medien fur die Zellkultur

Das fur die PC12-Zdlinie verwendete Medium besteht aus 500 ml DMEM/F12 (Biochrom F
4815), 28 ml Rinderserum, 60 ml Pferdeserum, 6 ml einer Peniclin/Streptomycin-Lésung und

6 ml ene Glutamin-Lésung. Alle verwendeten Losungen werden von der Fa. Biochrom
bezogen.

5.1.9. Bakterien-, D. discoideum- und Hefestamme
sowie Kulturzdlen

Bakteriengamme
E. coli IM 38 Vieraund Messing, 1982
E. coli K 38 Tabor und Richardson, 1985
E. coli XL1 blue Bullock et al., 1987
E. coli BL21 (DE) Studier und Moffat, 1986
E. coli DH5a Hanahan, 1983
E. coli MC1061 Wertman et al., 1986
Klebsiella aeorgenes Williams und Newell, 1976

D. discoideum-S&mme

AX2-214 Axenisch und auf Bakterien wachsender
Abkdmmling von NC4 [Raper, 1935].

lal Comitin-defiziente Mutante von
AX2-214 [v. Kremplhuber, 1997].

3al Comitin-defiziente Mutante von

AX2-214 [v. Kremplhuber, 1997].
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Hefesamme
Y190 Harper et al., 1993
Hick und Johnston, 1990
Y 187 Harper et al., 1993
Kulturzellen
PC-12 Ratte Adrende Pheochromocytoma
Zdlinie [Greene und Tischler, 1976;
Levi et al., 1985]
5.2. Methoden

5.2.1. Molekularbiologische M ethoden

5.2.1.1. Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli im Mikromalf3stab

5.2.1.1.1. Boailing-Methode [Ausubd et al., 1993]

Das von F. M. Ausube beschriecbene Vefahren ist geeignet, eine grole Anzahl von
Versuchsansiizen padld zu bearbeten. Die Methode berunt darauf, dal3 Proteine,
Zdlwandmaterid und chromosomae DNA beim Erhitzen auf kngpp 100°C koagulieren und
abzentrifugiet werden konnen, wahrend RNA und Plasmid-DNA |6dich snd und im
Uberstand bleiben.

1,5 ml @ner E. coli-Ubernachtkultur werden in éinem Eppendorfgefa’ bei 16.000 x g fur drei
Minuten zentrifugiert. Das Zdlpdlet wird in 250 pl  STET-Puffer suspendiert.  Zur
Bakterienlyse werden ca 70 pg Lysozym hinzugegeben und finf Minuten be Raum-
temperatur inkubiert. Das Lysat wird anschlief3end fur neunzig Sekunden auf 95°C erhitzt.
Nach Zentrifugation fur zehn Minuten ba 16000 x g wird das Pelet entfernt und der
Ubergtand zur Fdlung der Plasmid-DNA mit 20 pl 3 M Natriumacetat, pH 7,0, und 400 pl
96%igem Ethanol gemischt. Die Fallung efolgt fur dreldg Minuten ba —80°C. Die gefdlte
Pasmid-DNA wird zehn Minuten bel 16.000 x g pdletiert, mit 70%igem Ethanol gewaschen,
danach ungefdhr zehn Minuten bel Raumtemperatur getrocknet und anschlielend in 20 pl
Wasser gel 6.

STET-Puffer: 0,1 M NaCl
10 mM Tris, pH 9,0
1 mM EDTA, pH 8,0
5 % Triton X-100
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5.2.1.1.2. Aufreinigung von Plasmid-DNA im Mikromalf3stab gemard M acher ey-Nagel

Um bis zu 40 pg saubere Plasmid-DNA aus E. coli-Kulturen zu gewinnen, wird das von der
Firma Macherey-Nagel angebotene ,,NucleoSpin Plus'-Kit benutzt. Hierzu werden 5 bis 10
ml dner E. coli-Ubernachtkultur in LB-Medium, das das entsprechende Antibiotikum enthalt,
abzentrifugiert. Das Pdlet wird dann mit 250 pl Losung Al, die RNase enthdt, versetzt.
Danach werden 250 pl Losung A2 zugegeben, drei- bis finfma geschiittdt und finf Minuten
be Raumtemperatur inkubiert. Infolge der SDS- und Alkdibehandiung werden be diesem
Reaktionschritt die Zelmembranen zerstort und durch die RNase die RNA verdat.
Anschlieliend erfolgt die Zugabe von 300 pl eskdter Lésung A3 zur Resktionsmischung, die
dann gemischt und funf Minuten be 0°C inkubiert wird. Dadurch werden Proteine,
chromosomade DNA und andere Zedlbedtandteile gefdlt. Nach zehnminitiger Zentrifugation
bei 16.000 x g und 4°C wird der Uberstand auf eine NucleoSpin-Siule gegeben. Es wird eine
Minute ba 18000 x g zentrifugiert, wobe die Plasmid-DNA an das Sdulenmateria bindet.
Anschlieliend wird die Saule zuerst mit 500 pl Puffer AW und dann mit 700 pl Puffer A4
gewaschen. Danech wird noch enma ohne vorherige Pufferzugabe zentrifugiert, um
Ethanolreste zu entfernen. Zur Elution werden schliefdich 50 pl Lésung AE auf die Sadle
gegeben, eine Minute bei Raumtemperatur inkubiert und dann eine Minute ba 18.000 x g
zentrifugiert.

5.2.1.2. Préaparation chromosomaler DNA aus D. discoideum

D. discoideum bestzt einen hohen Gehdt an RNA und Kohlenhydraten, die be der
Reinigung chromosomaer DNA diee begleiten. Deshadb wird die DNA aus angereicherten
Zdlkernen isoliert [Noegd et al., 1985]. D. discoideumZdlen werden mit 10 ml kdtem
Wasser von einer dicht bewachsenen SM-Agarplaite geerntet und bet 720 x g zwe Minuten
zentrifugiert. Das Pdlet wird mit kaltem Wasser gewaschen, um D. discoideum-Zdlen von K.
aerogenes zu befreen. Anschliel?end werden die D. discoideum-Zdlen in 5 ml katem NLB-
Puffer, der Zdlen lyset aber die Kernmembran nicht angreift, resuspendiert und erneut be
2000 x g und 4°C zentrifugiet. Die peletieten Kene werden in 1 ml TE-Puffer
aufgenommen und mit 50 pl 10%iger SDS-Losung versetzt. Nach Zugabe von 10 pl ener
Proteinase K-Losung [100 pg/ml] wird die Resktionsmischung zwel bis vier Stunden be
37°C inkubiert. Restliche Proteine und RNA werden durch zweifache Extraktion mit Wasser
gesitigtem Phenol pH 8,0 entfernt. Zum erhdtenen Uberstand werden zur DNA-Prézipitation
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das zweifache Volumen 96%iger Ethanol und das 1/10-fache Volumen 3 M Natriumacetat-
Losung pH 52 pipettiert. Die gefdlte DNA wird mit einem Glashéckchen aus der Losung
gefischt und mit reinem Ethanol gewaschen. Nach Trocknen an der Luft wird die
chromosomae DNA in TE-Puffer gdost und bis zu ihrer Verwendung be ener Temperatur
von 4°C aufbewahrt.

NL B-Puffer: 10 mM Magnesiumacetat
10 mM NaCl
30 mM Hepes, pH 7,5
10% Saccharose
2% Nonidet P 40

5.2.1.3. DNA-Agar ose-Gelelektr ophor ese [Sambrook et al., 1989]

Die Auftrennung von  DNA-Redriktiondragmenten  efolgt ausfgrund der vom
Molekulargewicht  ahéngigen Laufgeschwindigkeit in ener  Agaossgemarix. Je nach
Auftrennungszid und Verwendung des Gels werden 0,6 bis 2%ige Gee in Tris-Borat-Puffer
oder in Tris-Acetat- Puffer ds G- und Laufpuffer eingesetzt.

Nach Erhitzen der Agaose im jeweligen Puffer wird die Losung in Fachbett-Gdtréger
verschiedener Grolen (7,5 cm x 8 cm; 11,5 cm x 14 cm; 125 cm x 19 cm) mit Taschen
formern gegossen. Nach der Polymeriserung der Agarose und dem Entfernen der Taschen
former werden die Gee in ene mit Laufpuffer, der identisch mit dem Gepuffer sen muf3,
geflllte Gelkammer gelegt, so dald der Puffer die Gele bedeckt. Die zu trennende DNA wird
mit /10 Volumen DNA-Probenpuffer versetzt und in die Probentaschen geladen. Zur
Grolenbestimmung der  Redriktionsfragmente wird en gedgneter DNA-Grol3enstandard
zusitzlich aufgetragen. Die Trennung erfolgt be ener Spannung von 80 bis 120 V. Nach
Beendigung der dektrophoretischen Auftrennung werden die Gele mit  Ethidiumbromidiésung
funf Minuten gefabt. Die DNA-Fragmente werden mit Hilfe enes Trandlluminators bel
ene Wdlenlange von 302 nm sichtbar gemacht und photographisch dokumentiert.

DNA- Probenputfer: 40% Saccharose
0,5% Natriumdodecylsulfat
0,25% Bromphenolblau (Na Sdlz2)
in TE-Puffer
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DNA-GroRenstandards:

100 Bp DNA Leiter (Gibco BRL):  von 100 - 1500 Bp in 100 Bp-Schritten; 2072 Bp

1 kB DNA Leiter (Gibco BRL): 12216; 11198; 10180; 9162; 8144; 7126; 6108; 5090;
4072; 3054; 2036; 1636; 1018; 506,17; 396; 344; 298;
220; 201; 154; 134, 75Bp

5.2.1.4. Souther n-Blot-Analyse [Southern, 1975]

Das ds Southern-Blot bezeichnete Verfahren dient dazu, die nach Grofe aufgetrennte DNA
aus Agaosegden auf Nylonmembranen zu tranderieren. Durch Hybridiserung mit ener
radioaktiv markierten DNA-Probe kénnen spezifische Fragmente identifiziert werden.

Im Rahmen dieser Arbait sind ausschliefdich genomische Southern:Blots angefertigt worden.

Dafir wird genomische DNA in enem Volumen von 300 pl mindestens fiinfzehn Stunden
mit Redriktionsenzymen gechnitten. Anschlielend wird die DNA mit dem 2zwefachen
Volumen 96%igen Ethanols und dem 1/10-fachen Volumen 3 M Natriumacetat, pH 7,0, fir
zwe Stunden be —20°C gefdlt. Nach zehnminitiger Zentrifugation bel 4°C wird der
Ubergtand verworfen und die gefdlte DNA mit 70%igem Ethanol gewaschen. Die DNA wird
nach dem Trocknen in 20 pl Wassr aufgenommen, mit 4 pl Ladungspuffer versetzt und in
enem 06 bis 0,8%igem Agarosege aufgetrennt, wobel zusdizlich ein DNA-GrofRenmarker
mitlauft. Um ene gute Auftrennung der DNA-Fragmente zu ereichen, wird der Gdlauf
ungefdhr sebzehn Stunden ba 35 V durchgefiihrt. Das mit Ethidiumbromid gefarbte Gel wird
gemeinsam mit einem angdegten Lined be ener Welenlange von 302 nm photographiert,
um ene spdere Grolenbestimmung der Signde zu ermdglichen. Anschlief?end wird das Ge
zundchsd zwanzig Minuten in enem Dendurierungspuffer und danach zwanzig Minuten in
enem Neutrdiserungspuffer inkubiert. Der Trander der DNA auf die Nylonmembran erfolgt
in 20 x SSC-Losung Uber enen Zeatraum von achtzehn Sunden aufgrund von
Kapillarkréften. Dabel liegt das Agarosege auf zwel in 20 x SSC-Losung getrankten
Whatman 3 MM Peapier mit Kontakt zu eénem 20 x SSC-Lésungsreservoir. Das Gd wird mit
der zunachst in Wasser, dann in 20 x SSC-L6sung befeuchteten Nylonmembran, mit zwel
feuchten Whatman 3 MM Pepieren und mit einem ca 7 cm dicken Stapel von Saugpapier
Uberschichtet und mit einem Gewicht beschwert. Nach dem Trandfer wird die Nylonmembran
kurz in 2 x SSC-Losung inkubiert und dann zwemd im Crosdinker unter UV-Licht bestrahit.
Die Nylonmembran wird bis zu ihrer Verwendung im Dunkeln aufbewahrt.
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Denaturierungspuffer: Neutrdis erungspuffer:
1,5 M NaCl 1,5 M NaCl
0,5M NaOH 05M TrigHCl, pH 7,5

5.2.1.5. Isolierung von Gesamt-RNA aus D. discoideum

Zum Schutz vor RNasen werden wéhrend der Arbeit stets Handschuhe getragen. Auferdem
werden nur gterile Plastikgefélie und Pipetten, sowie autoklavierte Losungen verwendet.

Fir einen RNA-Time course werden auf Phosphatagarplatten 5 x 10° Zdlen in 5 ml Losung
ausgebracht. Zu den jewelligen Zetpunkten werden die Zdlen mit 15 ml eskatem Wasser
geerntet und mit 50 mM Hepes-Puffer, pH 7,5, gewaschen. Die D. discoideum-Zedlen werden
dann in 5 ml 50 mM Hepes-Puffer, pH 7,5, resuspendiert und durch Zugabe von 1 ml
10%iger SDS-Losung und 100 pl DEPC unter heftigem Schitteln lysert. Diese Suspension
wird unverziglich mit dem 2zwefachen Volumen Phenol/Chloroform extrahiert. Hierzu
werden gleiche Volumen an Phenol, das mit 1 M Hepes, pH 7,5, geséttigt ist, mit Chloroform
gemischt. Zur Phasentrennung wird die Suspenson bei 5000 x g zehn Minuten ba 4°C
zentrifugiert. Die wd¥ige Phase wird so oft mit Phenol/Chloroform extrahiert, bis keine
Interphase mehr schtbar ist. Nach Zugabe von 1/10 Volumen 10 M LiCkL6sung und zwel
Volumen Ethanol wird die RNA zwe Stunden ba -20°C gefdlt. Danach wird drefdg
Minuten bel 5.000 x g und 4°C zentrifugiert, die RNA mit 70%igem Ethanol gewaschen, kurz
getrocknet und in Wasser aufgenommen. Die RNA wird bis zu ihrer Verwendung bel -78°C
gelagert. Die Konzentration der RNA wird photometrisch bestimmt, indem die Extinktion bei
260 nm gemessen wird. Eine Extinktion von 1 entspricht 40 pug/ml RNA. Das Verhdtnis
Eze0/E2s0 S0l fir saubere RNA bei 2,0 liegen.

5.2.1.6. RNA-Agar ose-Gelektrophor ese [Lehrach et al., 1977]

Zur gddektrophoretischen  Auftrennung von RNA  werden Agarosegde mit  ener
Endkonzentration von 1,2% Agarose verwendet. Dazu werden 24 g Agarose mit 20 ml 10 x
MOPS-Puffer, pH 8,0, und 148 ml Wasser versatzt und in der Mikrowelle zum Sieden erhitzt.
Nachdem die Mischung auf eine Temperatur unter 65°C abgeklhlt ist, werden 32 ml 36%iger
Formadehydigsung  hinzugegeben. Anschlie?end  wird die Mischung in ene Hachbett-
Gelgpparatur (125 cm x 21 cm) mit Taschenformern gegossen. Die zu trennende RNA wird
mit /3 Volumen RNA-Puffer versetzt und finf Minuten bel 68°C denaturiert. Nach Zugabe
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von 5 pl RNA-Farbmarker wird die Probe auf das Ge aufgetragen. Die Trennung erfolgt bel
ener Spannung von 35 V.

RNA-Puffer: RNA-Farbmarker:
50 ul 10 x MOPS, pH 8,0 50 % Saccharose
83 ul Formadehyd Bromphenolblau
250 pl Formamid in Wasser

5.2.1.7. Northern-Blot-Analyse

Nach der Elektrophorese werden die RNA-Gee zunéchs zehn Minuten in Wasser und
anchliefend zehn Minuten in 20 x SSC-Lésung gewaschen. Der Transfer auf die
Nylonmembran erfolgt in einem Zetraum von ungefdhr 18 Sunden in 20 x SSC Losung
andog zum Southern-Blot (Abschnitt 5.2.1.4.). Die Membranen werden nach dem Trandfer in
2 X SSC-L 6sung gewaschen, kurz getrocknet und im UV-Crosdinker bestrahlt.

5.2.1.8. I solierung von DNA-Fragmenten aus Agar osegelen

Die Isolierung von DNA-Fragmenten erfolgt nach Anleitung des ,,NucleoSpin Extract 2 in 1%-
Kit der FirmaMacherey-Nagd.

Nach dektrophoretischer  Auftrennung der DNA-Redriktionsragmente  mittdds  Agarose-
Gedektrophorese mit  Tris-Acetat-Puffer as Ge- und Laufpuffer wird die Bande des
gewinschten DNA-Fragments mit einem Skapdl aus dem Ged geschnitten und in en
sauberes 1,5 ml Eppendorfgefdld gegeben. Zu je 100 mg Agarosegd werden jewells 300 pl
Puffer NT 1 pipettiert. Die Probe wird zehn Minuten auf 50°C erwarmt und zwischendurch
gechitttelt. Danach wird die Lésung auf ene NuceoSpin-Saule gdaden. Nach Zentrifugation
be 6.000 x g fur sechzig Sekunden wird der Durchflu3 verworfen und die Saule mit 700
Puffer NT3 bdaden. Es wird dann sechzig Sekunden mit maximaer Geschwindigket
zentrifugiert. Der Waschschritt mit Puffer NT3 wird wiederholt. Nach erneuter Zentrifugation
be maximder Geschwindigkeit ohne erneute Zugabe des Puffers NT3 wird die Saule in en
sauberes 1,5 ml Gefél3 tberfhrt. Anschliel3end wird mit 50 pl Elutionspuffer NE uiert.
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5.2.1.9. Radioaktive Markierung von DNA-Proben mit dem Stratagene
Prime® It I1-Kit

Die zur Markierung verwendete DNA wird mit Redriktionsenzymen aus Plasmiden
gechnitten. Es werden ungefdhr 25 ng DNA mit Wasser zu einem Endvolumen von 24 ul
aufgefillt und mit 10 pl Lésung aus zufdlig angeordneten Oligonukleotiden versetzt. Nach
funfmindtigem Erhitzen auf 92°C weden zu da af Raumtemperatur abgekihlten
Resktionsmischung nacheinander 10 pl 5 x Primer-Puffer, 5 pl a-*?P-dATP (50 pCi) und 2 pl
Klenow-Enzym (2 U/ul) pipettiert und fir zehn Minuten ba 37°C inkubiert. Nicht engebaute
Nukleotide werden durch Zentrifugation Uber eine 1 ml Sephadex G-50-Saule in TE-Puffer
abgetrennt. Die radiosktiv markierte Probe wird vor ihrem Einsatz im Southern oder
Northern-Blot bei 100°C fir zehn Minuten denaturiet und danach funf Minuten auf Eis
abgekuhlt.

5.2.1.10. Nachweis mit radioaktiv markierten Sonden

Die hier angefihrten  Hybridiserungsbedingungen snd ene Abwandlung der von M. C.
Mehdy 1983 verdffentlichten Technik. Die mit 2 x SSC-Lésung angefeuchtete Nylon
membran wird in ene Glashybridiserungsrohre Uberfihrt und mit 5 ml Hybridiserungspuffer
eine hdbe Sunde ba 37°C in enem Rohrenofen zur Vorhybridiserung inkubiert. Zur
Vermedung spédterer unspezifischer Bindungen der radioaktiven Sonde an die Membran wird
wahrend der Vorhybridiserung 1 ml denauriertes Heringssperma (200 pg/ml) zur Lésung
gegeben. Nach Zugabe der radiosktiv. markierten Probe zur Vorhybridiserungddsung wird
achtzehn Stunden in einem Rotaionsofen ba 37°C hybridisert. Danach wird die radioaktive
Probe abgegossen und die Membran zweimd fir zehn Minuten be Raumtemperatur unter
Schitteln in ener Metdlbox mit ener Vorwaschlosung  behanddt.  Anschliefend  wird
zweimd ene hdbe Stunde mit dem Waschpuffer be 37°C unter Schitteln gewaschen. Nach
dem Trocknen wird die Membran in Polyethylen-Folie eingepackt und en Rontgenfilm in
ener Filmkassette mit Vergarkerfolie bel -70°C exponiert.
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Hybridis erungspuffer: Waschpuffer:

50% Formamid 50% Formamid

1% Natriumlaurylsarcosinat 1% Natriumlaurylsarcosinat

2mM EDTA, pH 7,2 0,2% Natriumdodecylsulfat

0,12 M Natriumphosphatpuffer, pH 6,8 2mM EDTA, pH 7,2

in2x SSC 0,12 M Natriumphosphatpuffer, pH 6,8
4 x Denhardt' s Reagenz in2x SSC

5.2.1.11. Verdau mit Restriktionsenzymen

De Vedau von DNA mit Redriktionsenzymen efolgt jewells in dem vom Hergeler
angegebenen Puffersystem und unter den empfohlenen Temperaturbedingungen. Pro g DNA
werden 2 bis 10 Enzymeinheten (U) eingesetzt. Plaamid-DNA wird en bis zwe Stunden,
chromosomae DNA mindestens finfzehn Stunden verdaut. Die Vollsdndigkeit der Resktion
wird mit Hilfe eines Agarosegels kontrolliert.

5.2.1.12. Phosphatase-Behandlung

Die 5-Phosphatgruppen enes lineariderten Vektors werden mit Hilfe der  akdischen
Phosphatase aus Kaberdarm (CIAP) entfernt, um eine Religation des Vektors zu verhindern.

Ein 50 pl Ansstz mit 5 bis 10 pg linearigerter Vektor-DNA wird mit 3 U dkaischer
Phosphatase und 5 pl CIAP-Puffer versetzt. Die Dephosphorylierung erfolgt durch ene
drafigminitige Inkubation bea 37°C. Anschlieffend wird die Reektion durch eine zehn
Minuten lange Hitzeinaktivierung des Enzyms be 70°C gestoppt. Danach wird der
Reaktionsansatz auf einem Agarosege aufgetrennt. Der lineariserte Vektor wird mit dem
»NucleoSpin Extract 2 in 1*-Kit der Fa. Macherey-Nagd isoliert (s. Abschnitt 5.2.1.5.).

10 x CIAP-Puffer (pH 9,0): 0,5M TrigHCl
10 mM MgCh
1 mM ZnCh
10 mM Spermidin

5.2.1.13. Uberfiihrung tiber stehender Enden in glatte Enden

Vide Redriktionsenzyme erzeugen kohésive Enden mit enem 5- oder 3-Uberstehenden

Ende. 5-DNA-Uberhénge konnen mit dem Klenow-Fragment der DNA-Polymerase |
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aufgefullt werden. Der den 3-Uberhang tragende DNA-Strang kann von der T;-Polymerase
abgebaut und nach Zugabe von Nukleotiden wieder zu einem glatten Ende aufgefillt werden.

a) Resktionsansatz fir das Klenow- Enzym: 1 g DNA
2 pl 10 x NT-Puffer
2 dATPIGTPTTPICTP), je1 mM
1 U Klenow-Enzym
mit Wasser auf 20 pl auffiillen

Der Resktionsansatz wird dreildg Minuten be 37°C inkubiert. Dann wird die Resktion durch
zehnminltiges Erhitzen auf 70°C gestoppt. Die DNA wird nach Zugabe des DNA-
Probenpuffers  in  einem Agarosegel  dektrophoretisch  aufgetrennt  und  mit  Hilfe des
»NucleoSpin Extract 2 inl1“-Kit der Fa. Macherey-Nagd aus dem Gd isoliert (s. Abschnitt
5.2.15).

b) Resktionsansaz fir die T,-Polymerase: 1 ug DNA
2 ul 10 x T4-Pol.-Puffer
1-2 U T4-Polymerase
mit Wasser auf 18 pl auffiillen
2l dATPIGTPTTPCTP), je5 mM

10 x T4-Pol.-Puffer (pH 7,9): 330 MM Tris-Acetat
660 mM Kaiumacetat
100 mM Magnesiumacetat
5mM DTT
1 mg/ml Rinderserumabumin

Nach Zugabe der T4-Polymerase wird zwei Minuten bei 37°C, nach Zugabe der Nukleotide
watere finfzehn Minuten ba 37°C inkubiert. Der Ansatiz wird einma mit Phenol/Chloroform
extrahiert und die DNA mit zwel Volumen Ethanal gefallt.

5.2.1.14. DNA-Ligase-Reaktion

DNA-Fragmente werden mit der T4-DNA-Ligase verknipft. Zur Verbindung glatter Enden
wird 24 Stunden be 21°C, und zur Verbindung Uberhdngender Enden zwdlf bis sechzehn
Stunden bei 8°C inkubiert. Fir die Ligation kleiner Fragmente (< 1000 Bp) wird ein etwa 10-
fach molarer UberschuRR des Fragments, groRRe Fragmente (> 3000 Bp) werden mit der halben
Menge Vektor ligiert. Die verwendeten V ektoren werden stets dephosphoryliert eingesetzt.
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Reaktionsansatz Ligati fer:
lineariderte Vektor-DNA (200-400 ng) 660 mM Trig/HCI, pH 7,6
DNA Fragment 100 mM MgCl,

2 Ul Ligationspuffer 10 mM Spermidin

1y 10mM ATP

2 |J.| T4-Lig&

mit Wasser auf 20 pl auffillen.
5.2.1.15. Polymer ase-K ettenr eaktion

Die Polymerase-Kettenresktion (PCR) kann bel Wahl geeigneter Oligonukleotide zur in-vitro-
Amplifikation von DNA-Abschnitten verwendet werden [Saiki et al., 1985]. Dazu werden
ene doppedsrangige DNA-Vorlage und 2zwe  begrenzende Oligonukleotide ener
kontinuierlich  aufeinanderfolgenden  Reihe  von  Denaurierungen,  Primer-Hybridiserungen
und DNA-Polymeriserungen in Anwesenheit von Desoxyribonukleotiden und hitzeresstenter
Tag-DNA-Polymerase [Chien et al., 1976] ausgesetzt. Die Oligonukleotide haben unter
Umstdnden an den Enden einen Uberhang von nicht hybridiserenden Nukleotiden, mit deren
Hilfe andere Sequenzen, wie z. B. Schnittstdlen fur Redtriktionsendonukleasen, eingefhrt
werden konnen. Um die DNA-Vorlage zu Beginn der Resktion vollsténdig zu denaturieren,
wird fir den erden Zyklus eine Denaturierungsdauer von 180 s gewdhit. Fir den letzten
Zyklus wird ene Polymerisstionsdauer von 300 s benutzt, um vollsgandig polymeriserte
Endprodukte zu erhdten. Die Hybridiserungstemperatur  (Ty) enes  bestimmten
Oligonukleotids wird anhand sener Basenzusammensetzung folgendermal3en  abgeschétzt
[Suggset al., 1981]:
Th=4Xx(G+C) +2x (A+T)- 2

Mit einem programmierbaren , Thermocycler® werden die Zyklen automatisch gesteuert. Die
DNA kann aus Agarosegelen isoliert werden (s. Abschnitt 5.2.1.5.).

Resktionsansaiz 10 x Tag-Polymerase- Puffer:
0,5 pg Plasmid-DNA 100 mM TrigHCI (pH 8,3)
2 Il Oligonuklectid A (10 pmol/ml) 500 mM KCl

2 yl Oligonukleatid B (10 pmoal/m) 0,1% (w/v) Gelatine

5 pl dNTP-Mix (jewells 10 mM)
5 ul 10 x Tag-Polymerase Puffer
1l Tag-Polymerase (3-4 U)
mit Wasser auf 50 pl auffillen.

Reaktionsbedingungen: Denaturieren: 180 sbei 94°C
Hybridiseren: 60 shel Ty
Verlangerung: 90 sbel 72°C
Zyklenzahl: 40
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5.2.1.16. Transformation von E. coli-Zellen

5.2.1.16.1. Herstellung kompetenter E. coli-Z€ellen fur die Elektroporation

1 | LB-Medium wird mit 5 ml ener E. coli-Ubernachtkultur angeimpft und bei 37°C und 250
Upm kultiviert, bis eine ODggp von 0,5 erecht ig. Die Zdlen werden zwanzig Minuten auf
Eis abgekihlt und dann ba 3.000 x g und 4°C zehn Minuten lang zentrifugiert. Das Pdlet
wird zweima mit insgesamt 1 | autoklaviertem Wasser gewaschen. Anschliel’end werden die
E. coli-Zdlen mit 50 ml 15%igem autoklavierten Glycerin resuspendiert und bei 3.000 x g
und 4°C peletiet. Nach erneutem Resuspendieren in 1 bis 2 ml 15%igem Glycerin werden
50 pl Aligoutsin fliissgem Stickstoff schockgefroren und bei —80°C gelagert.

5.2.1.16.2. Transformation von E. coli-Zelen mittels Elektroporation

1 pg DNA wird mit 50 pl kompetenten E. coli-Zdlen in eine eiskate Elektroporationskivette
pipettiert. Die Elektroporation efolgt in  ener Elektroporationsapparaiur  bei  einem
Widerstand von 200 W, ener Spannung von 2,5 KV und bel ener Kondensatorkapazitét von
25 pYF. Anschlief?end werden die Zdlen in 1 ml SOC-Medium aufgenommen und 45 Minuten
be 37°C inkubiert. Danach werden Aliqouts der Suspenson auf die entsprechenden
Selektionsagarpl atten ausgebracht.

5.2.1.17. E. coli-Dauerkulturen

Wichtige Transformanten werden as Dauerkultur konserviet. 910 pl einer Ubernachtkultur
in LB-Medium, versetzt mit dem entsprechenden Antibiotikum, werden mit 90 pl DMSO
gemischt und bel einer Temperatur von —80°C aufbewahrt.

5.2.2. Proteinchemische und immunologische M ethoden

5.2.2.1. SDS-Polyacrylamidgelelektrophor ese (SDS-PAGE)

Fur die diskontinuierliche Polyacrylamidgedektrophorese [Lammli, 1970] werden 10
15%ige Trenngele in einer Grole von 7,5 cm x 10 cm x 0,05 cm mit 5% igem Sammelgd (s
Tabele 19) verwendet. Zu den aufzutrennenden Proteinlésungen werden je nach Bedarf
unterschiedliche Mengen 5 x SDS-Probenpuffer gegeben. Die Mischung wird anschliel3end
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fir fOnf Minuten be ener Temperaur von 95°C inkubiert. Als Molekilmassensgandard wird
en Protenmaker pardle behanddt. Die Gde werden in ene Gegpparatur gespannt. Die
Kammern werden mit 1 x SDS-PAGE-Laufpuffer geflllt und die Taschen mit der
behanddten Proteinldsung geladen. Die Auftrennung der Proteine efolgt bel einer Spannung
zwischen 100 und 190 V. Nach der Elektrophorese werden die Proteine entweder mit
Coomasse-Blau (s Abschnitt 5223) gefabt oder durch  Semi-Dry-Trander  auf
Nitrocellulose (s. Abschnitt 5.2.2.2.) tibertragen.

Tabelle 19: Zusammensetzung der Polyacrylamidgele®

Trennge: 10% | 12% | 15%
Acrylamid 30:0,8 [ml]: 19,7 | 236 | 30
Wasser [ml]: 235 | 196 | 132
1,5M TrisHCI pH 88 [ml]: 16 16 16
10% SDS[pl]: 590 590 | 590
TEMED [u]: 23 23 23
10% APS [ul]: 165 | 165 | 165
Sammelgd: 5%

Acrylamid 30:0,8” [ml]: 34

Wasser [ml]: 14,3

0,5M TrigHCI pH 6,8 [ml]: 2

10% SDS [ul]: 200

TEMED [p]: 8

10% APS [ul]: 80

1) Mengenangaben fir 12 Minigele; 2) Acrylamid : Bisacrylamid

5 x SDS-Probenpuffer: 10 x SDS-PAGE-Laufpuffer:
25ml 1M TrigHCI, pH 6,5 0,25 mal Tris

4,0 ml 10% Natriumdodecylsulfat 1,9 mal Glycn

2,0 ml Glycerin 1% Natriumdodecylsulfat

1,0 ml 14,3 M b-Mercaptoethanol
200 ul 10% Bromphenolblau- Lésung

Mol ekl massenstandard:

LMW-Marker (Pharmacia) [Dal: 94.000; 67.000; 43.000; 30.000; 20.100; 14.400
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5.2.2.2. Western-Blot-Analyse

Mit Hilfe des Semi-Dry-Trandfer-Verfahrens werden Proteine aus dem Polyacrylamidge  auf
Membranen Ubertragen. Diese Methode zeichnet sch durch ene reativ kurze Transferdauer,
hohe Trandfereffizienz und enen geringen Pufferverbrauch aus.

Nach der Elektrophorese wird das SDS-Polyacrylamidgd kurz in Western Trandfer- Puffer
inkubiert und luftblasenfred auf @ne zunéchg mit Wasser, dan mit demsdben Puffer
befeuchtete Nitrocellulosemembran und drei Lagen 3MM Filterpapiere gelegt. Das Gd wird
dann mit drel Lagen feuchten 3MM Filterpapieren bedeckt. Dieser Aufbau wird zwischen die
Elektroden ener Semi-Dry-Apparaiur (Biorad) gelegt. Der Transfer erfolgt fur 35 Minuten
be 11V.

Western Trandfer- Puffer: 25 mM TrigHCI (pH 8,5)
190 mM Glycin
20% Methanol oder Ethanol
0,02% Natriumdodecylsulfat

5.2.2.3. Protein-Farbung

a) Coomasse-BlauFérbung

Minigde (75 cm x 10 cm x 05 cm) werden mindestens 15 Minuten in FarbelGsung
gechittedt.  Nicht gebundener Fedtstoff wird anschlieRend  durch  Schitteln  in - einer
Entfarberl6sung ausgewaschen.

Férbelsung: Entfarber:

0,1 % Coomassie-Brilliant-Blau R 250 10 % Ethanal
50 % Methanol 7 % Essgsiure
10 % Essigsiure

vor Gebrauch filtrieren.

b) Ponceau S-Anférbung von Proteinen auf Nitrocellulose

Die Nitrocdlulose-Filter werden nach beendetem Protein-Trander mitteds  Semi-Dry-
Vefdren (s Abschnitt 5222 fir ene Minute in der Fabdbsung inkubiert und
anchlielend kurz geschittelt, bis die Proteinbanden schtbar snd. Die Entfarbung efolgt
durch kurzes Waschen mit Wasser, gefolgt von Inkubation mit NCP-Puffer.

Férbel Gsung: 2 g Ponceau S-Farbstoff gdostin
100 ml 3%ige Trichloressgsaure
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5.2.2.4. Proteinbestimmung

Die Proteinbestimmung wird nach der von M. M. Bradford (1976) beschriebenen Methode
durchgefiihrt. Diese Methode berunt auf der Bindung von Coomasse ,Brilliant Blug® G 250
an Proteine. Dadurch wird das Absorptionsmaximum des Farbstoffs von 465 nm nach 595 nm
verschoben. Zur Erstdlung der Eichkurve wird Rinderserumalbumin ds Standard verwendet.

Sowohl fur die Probe ds auch fir den Standard werden fir jeden Ansatz 33 pl Proteinldsung
mit 33 pl Wasser versetzt. Anschlielend wird 1 ml Bradford-Reagenz (Sigma) hinzugegeben.
Nach funf Minuten wird die Extinktion bei 595 nm im Photometer gemessen.

5.2.2.5. Immunmarkierung und Detektion von Proteinen auf Nitrocellulose

Die Nitrocdlulose-Membran wird nach dem Protein-Trandfer fir mindestens zwei Stunden,
meigdens jedoch dber Nacht, mit NCP-Puffer abgesittigt. Danach wird de in
Hybridomailberstdnden, in der Rege 1.1 mit NCP-Puffer verdinnt, fir mindestens eine
Stunde bel Raumtemperatur oder Uber Nacht bei 4°C inkubiert. Anschliefend wird die
Membran @nmd kurz, dann zweimal zehn Minuten mit NCP-Puffer gewaschen. Danach
efolgt die Inkubation der Nitrocdlulose-Filter mit dem sekundéren Antikorper, der 1:10.000
in NCP-Puffer verdinnt wird, fir eine Stunde bel Raumtemperatur. Im Rahmen dieser Arbet
handdt es dch gdets um einen Mearettich- Peroxidase-gekoppdten Ziege-anti-Maus 1gG
Antikorper. Nicht gebundene Antikorper werden anschlief3end durch sechsfaches Waschen
mit NCP-Puffer fur je funf Minuten entfernt. Die Immunmarkierung wird nun mit Hilfe enes
ECL-Sysems schtbar gemacht. Dabel oxidiert die am sekunddren Antikorper gekoppelte
Meerrettich-Peroxidase Luminol, was zu ener Lichtresktion be 430 nm fihrt. Dies fihrt zu
ener Schwérzung des Rontgenfilms. Die Membran wird kurz in der Luminollésung inkubiert
und ein Rontgenfilm fr finf Sekunden bis dreifig Minuten exponiert.

Luminol: 2ml 1 M TrigHCI, pH 8,0
200 pl (0,25 mal in DMSO) 3- Aminonaphthylhydrazid
89wl (0,1 mal in DMSO) p-Cumarséure
18 ml Wasser
6,1 ul 30%ige H,O»-Losung

5.2.2.6. I solierung von Phagosomen aus D. discoideum

Die Isolierung von Phagosomen wurde nach Maniak et al. (1995) durchgefihrt. 300 ml einer
Zdlkultur mit einer Zdldichte von 2 x 10° Zelewml werden mit dem hundertfachen
UberschuR an supermagnetischen  Eisenoxid-Kiigelchen (Polysciences) bei 21°C  fir zehn
Minuten geschiittelt. Um den Endocytoseprozel zu stoppen, werden die Zelen sofort auf Eis
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gekuhlt. Alle weteren Schritte werden auf Eis vorgenommen. Die Zellen werden in ener
vorgekihlten Zentrifuge dremd ba 720 x g mit dskdtem SoerensenPhosphat- Puffer
gewaschen. Anschlief?end wird das Pdlet in 10 ml Homogenisationspuffer aufgenommen.
Nach dem durch drefach wiederholtes Einfrieren und Auftauen erfolgten Zdlaufschiud wird
die Sugpenson in en 15 ml FdconRohrchen Uberfihrt und durch  funfzehnminitige
magnetische Extrektion dremd mit 10 ml Homogenisationspuffer gewaschen. Vom ergten
Uberstand wird ein Aligout zur Kontrolle abgenommen und der Proteingehat bestimmt. Nach
dem letzten Waschen wird 1 ml des Pdlets in einer Eppendorf-Zentrifuge bae maximaer
Umdrehung zentrifugiert. Das Pdlet wird geteilt. Zur Bestimmung des Proteingehdts werden
500 I des Pdlets in 200 pl Lysspuffer aufgenommen und funf Minuten auf 100°C erhitzt.
Die Protenbestimmung efolgt mit Hilfe des Bradford-Reagenzes (s. Abschnitt 5.2.2.4)). Die
reslichen 500 pyl des Pdlets werden mit 200 pl SDS-Probenpuffer (s. Abschnitt 5.2.2.1.)
versgtzt und finf Minuten auf 100°C erhitzt. Nach erneuter Zentrifugation wird der Uberstand
fUr die SDS-Polyacrylamidge e ektrophorese verwendet.

Homogenisationsputfer: Lysspuffer:

30 g (88 mmol) Saccharose 2ml 1M TrigHCI, pH 7,5

3ml 1M TrigHCI, pH 7,5 100yl 1M DTT-Lo6sung

200 pl 1 M DTT-Lésung 5ml 0,2 M EDTA-Lésung, pH 7,2
800 ul 0,5M EGTA-L6sung, pH 8,0 500 pl 1 M Benzamidinlésung

500 pl 1 M Benzamidinlésung 500 ml 0,1 M PMSF-Ldsung

500 pl 0,1 M PM SF-Lésung mit Wasser auf 100 ml auffillen.

mit Wasser auf 100 ml auffiillen.

5.2.3. Kultur von D. discoideum

5.2.3.1. Anzucht in Flissigmedium

Der D. discoideum Stamm AX2 sowie Trandormanten konnen in FHissgmedium kultiviert
werden. Dazu werden de aus Vorkulturen, Sporen oder von SM-Paten in AX2-Medium,
gegebenenfals mit dem entsprechenden Antibiotikum versetzt, angempft. Um Kulturen von
K. aerogenes zu befreen, wird dem Medium auRerdem 100 pl Dihydrostreptomycinsulfat
(40 pg/ml  Endkonzentretion) zugesetzt. Die Generdionszet betréggt in 300 ml  Schiittd-
kulturen bel 21°C und 160 Upm ungefahr neun Stunden.
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5.2.3.2. Sporengewinnung und Konservierung

Axenisch gewachsene Zdlen werden zweima mit kaltem SoerensenPhosphat- Puffer, pH 6,0,
gewaschen und in einer Dichte von 2 x 10° Zelen/ml suspendiert. Jeweils 500 pl der
Suspenson werden auf eine Phosphatagarplatte ausgebracht. Die Zellen bilden innerhdb von
zwel Tagen Fruchtkdrper. Die Sporen werden im Decke der Petrischde gesammelt.
Anschlief?end werden ge in 10 ml kaltem SoerensenPhosphat- Puffer aufgenommen und ds 1
ml Aligouts auf Nunc-Einfrierrohrchen vertellt. Nach Schockfrieren in flissgem  Stickgoff
lassen sich die Sporen bei —80°C lagern.

Zum Animpfen wird en aufgetautes Aliquot in 30 ml AX2-Medium gegeben. Nach dre
Tagen bei 21°C und 160 Upm hat diese Vorkultur eine Dichte von ungefahr 5 x 10° Zdlevm.

900 pl ener D. discoideum-Kultur mit einer Zeldichte von 2 bis 4 x 10° Zdlen/ml werden
zum Einfrieeen mit 100 i DMSO und 100 pl Pferdessrum versetzt und in eén deriles
Einfrierdhrchen pipettiert. Zundchst wird das Gefdd ein bis zwel Stunden bei 0°C und
anchlielfend fir zwei Stunden bel —20°C inkubiert, um schliedich be —80°C gdagert zu
werden.

5.2.3.3. Transformation von D. discoideum

Das Einfihren von DNA wird nach dem Elektroporationsverfahren von P. K. Howard

vorgenommmen [Howard et al. 1988].

D. discoideum-Zelen werden bis zu einer Dichte von 2 bis 3 x 10° Zdlenml kultiviert, durch
Zentrifugation be 720 x g geantet und enmd mit katem Soerensen Phosphat- Puffer pH 6,0,
sowie en weteres Ma mit katem Elektroporationspuffer gewaschen. Danach werden die
Zellen mit ener Dichte von 1 x 10° Zelle/ml in eiskaltem Elektroporationspuffer suspendiert.
500 pl dieser Zdlsuspenson werden zusammen mit 15 bis 30 pg des zu transformierenden
Vektors in eine Elektroporationskivette pipettiert. Die Elektroporation wird in einer Elekiro-
porationsapparatur bel einer Kondensatorkapazitét von 3 pF, enem Widersand von 200 W
und einer Spannung von 09 kV durchgefihrt. Danach werden die Zdlen in ene Petrischae
Uberfihrt und zehn Minuten be Raumtemperatur inkubiert. Anschlief?end wird CaClk und
MgCh zu ener Endkonzentration von 1 mM tropfenweise ads Lésung hinzugegeben. Nach
funfzehn Minuten leichtem Schitteln bei e@ner Temperatur von 21°C werden 10 ml AX2-
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Medium zu den Zedlen pipettiert. Es schlie® sch ene 24-stindige Inkubation bei 21°C an,
bevor Sdlektionsdruck mit dem entsprechenden Antibiotikum ausgetibt wird.

Das Sdektionsmedium mit abgedorbenen Zdlen wird dle funf Tage eneuet. Zur
Klonierung der Trandormanten werden die Zdlen nach funfzehn bis zwanzig Tagen im
Sdektionamedium  abgesplilt, verdinnt und zusammen mit ener dichten Suspensgon von K.
aerogenes in Sdzlésung auf SMI-Platten ausgebracht, so dald ca. 50 bis 100 Zdlen pro Platte
ausgebracht werden. Nach zwei bis dre Tagen konnen einzelne Kolonien mit enem derilen
Zahngtocher im Duplikat auf SM-K. aerogenes- Platten Ubergeimpft werden.

El ektroporationspuffer: 50 mM Saccharose
10 mM Kaliumphosphat, pH 6,1

5.2.3.4. Indirekte Immunfluor eszenz

Zum Nachwes der intrazdlulé&ren Vertelung von Proteinen werden D. discoideum-Zdlen
fixiert, mit Antikbrpern makiet und die Vetelung des erden AntikOrpers mit enem

fluoreszierenden zweiten IgG- Antikérper sichtbar gemacht.

Geerntete D. discoideum-Zdlen werden in SoerensenPhosphat- Puffer enma  gewaschen und
af ene Dichte von 1 x 10° Zdlevml in demsdben Puffer eingestellt. 500 pl dieser
Zdlsuspenson werden auf en 18 mm Deckgldschen gebracht. Die Zdlen setzen dch
innerhab von flnfzehn bis zwanzig Minuten auf dem Deckgléschen ab.

Nach Absaugen der Fissgkeit werden die Deckglaschen flir zehn Minuten in eskates
Methanol bei —20°C gegeben, um die Zdlen zu fixieren. Danach werden die Deckglaschen
kurz an der Luft getrocknet und die Zdlen nach oben auf einen Parafilm gdegt. Anschlielend
wird be Raumtemperatur dremd fir finf Minuten mit PBS, dann zwemd fir 15 Minuten
mit PBG inkubiert. Die Inkubation mit dem Antikdrper enthdtendem Hybridomaliberstand
efolgt Uber Nacht bei 4°C oder eine Stunde bei Raumtemperatur. Nach Entfernen des ersten
Antikorpers werden die Prgparate funfmd fur jeweils funf Minuten mit PBG gewaschen. Der
zweite fluorezierende Antikorper wird dann fir ene bis dre Stunden aufgetragen.
Anschliel®end werden die Deckgléschen jewells zweimd fur funf Minuten mit PBG und dann
mit PBS gewaschen. Nach kurzem Eintauchen in dedtilliertes Wasser werden die Prdparate in
Gevatol auf einem Objektiréger eingebettet. Zum Aushaten werden die Prdparate schliefdich
Uber Nacht bei 4°C aufbewahrt.
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Gdvatal: 20 g Gelvatol 20-30 (Polyvinylglykol, MW 10.000)
in PBS 16 h rihren
40 ml Glycerin zugeben, 16 h riihren
15 min be 12.000 x g zentrifugieren
25 ng/ml DABCO [Langanger et al., 1983] zum Uberstand geben
Lagerung bei —20°C

5.2.3.5. Indirekte Immunfluoreszenz an D. discoideum-Zelen mit
phagozytierten Hefen

D. discoideum-Zdlen werden nach dem Emten enmd mit SoerensenPhosphat- Puffer
gewaschen und dann auf eine Zdldichte von 1 x 10° Zdleml eingestellt. 500 pl der
Zdlsuspenson werden auf e@n Deckgldschen mit einem Durchmesser von 18 mm pipettiert.
Nach zwanzig Minuten, in denen dch die Zdlen absstzen konnen, wird die Hissgkeit
entfernt. Die TRITC-, FITC- oder unmarkierten Hefen mit einer Zdldichte von 1 x 10°
Zdlen/ml werden 1:10 in SoerensenPhosphat-Puffer verdinnt. Anschlie3end werden 300 p
Hefesuspenson fir zwanzig Minuten auf die vorberateten Deckgldschen gegeben. Daran
schliefld sch die Methandlfixierung an. Der weitere Verlauf des Experimentes entspricht der
Vorschrift in Abschnitt 5.2.3.4.

5.2.3.6. T6-Versuch mit GFP-Fusionsprotein exprimierenden AX2-Zellen

GFP-Fusonsprotein  exprimierende D. discoideum-Zdlen werden zwema in  Soerensen
Phosphat-Puffer gewaschen. Danach werden die Zdlen in einer Zdldichte von 1 x 10’
Zdlevml resuspendiert. Die Kultur wird be 160 Upm und 21°C geschiittelt. Zum Zeitpunkt
null Stunden und nach sechs Stunden wird ein Aligout entnommen und auf eine Zdldichte
von 1 x 10° Zdlen/ml verdiinnt. 500 pl der Zelsuspenson werden zur Fixierung auf ein
Deckgldsschen verwendet. Die Methanolfixierung verléuft genau wie in Abschnitt 5.2.34.
beschrieben.

5.2.3.7. Phagozytose von Fluoreszenz-markierten Hefen

Fuoreszenz-markierte Y SC-Hefen (Sigma) sind entsprechend der Vorschrift aus dem EMBO
Course, Juli 3-15, 1994 hergestellt worden. Dazu werden 5 g Hefen in 50 ml PBS suspendiert
und dreilg Minuten unter RUhren erhitzt. Anschlie®end werden die Zdlen funfmd mit PBS
und danach zweimad mit Soerensen Phosphat-Puffer gewaschen. Es wird ene Zdldichte von



5. Material und Methoden 137

1 x 10° zdlewml engestdlt. Aligouts lassen sch be dner Temperaur von —20°C
aufbewahren. Zur Fluoreszenzmarkierung werden 2 x 10'° dieser vorbereiteten Zdlen in 20
ml 50 mM NaHPO;-Losung, pH 9,2, die 2 mg TRITC enthdt, resuspendiert und danach
dreilg Minuten ba 37°C rotiet. Die Hefezdlen weden zwema mit  Natrium-
hydrogenphosphat-Puffer  und  anschliefend  viermd  mit  Soerensen- Phosphat- Puffer
gewaschen. Aliquots von 1 x 10° Zelen/ml werden in Soerensent Phosphat-Puffer bei ener
Temperatur von —20°C aufbewahrt. Diese Vorschrift |8% sch auch fir die Hefemarkierung
mit FITC anwenden. Um die Fluoreszenz nicht phagozytieter Hefen zu quenchen wird ene
Trypan BlauLosung verwendet. Dazu wird Trypan Blau in ener Endkonzentration von 20
mg/ml in 20 mM Natriumcitratlésung, die zusitzlich 150 mM NaCl enthdt, gdost. Der pH-
Wert wird auf 4,5 eingestdlt. Die Losung wird dreifdg Minuten ba Raumtemperatur gerthrt,
dann filtriert und anschliel¥end durch einen Filter mit einer Porenweite von 0,45 um gepreld.

D. discoideum-Zdlen werden mehr ds funf Generdtionen in axenischem Medium bis zu ener
Zdldichte von 5 x 10° Zellevml geziichtet. Nach Zentrifugation bel 720 x g fir zwei Minuten
be Raumtemperatur werden die Zdlen enmd mit SoerensenPhosphat-Puffer gewaschen,
emneut zentrifugiet und anschlieRend in demsdben Puffer in dner Dichte von 2 x 10°
Zdlen/ml resuspendiert. Nach zehn-mindtiger Inkubation be 21°C auf einem Schitttler bei
160 Upm werden 20 ml Zdlsuspenson mit 200 pl Huoreszenz-markierter Hefe versetzt. Alle
zwanzig Minuten nach Zugabe der Hefe wird jewels ein 1 ml Aliquot entnommen und mit
100 I Trypan BlarLosung versetzt. Die Mischung wird drel Minuten geschittdt und
anschliefend 15 Sekunden bei 1.000 x g zentrifugiert. Der Uberstand wird vorsichtig und
vollgéndig agenommen. Das Zdlpdlet wird in 1 ml  SoerensenPhosphat- Puffer
resuspendiert. Die Emisson wird be 574 nm be ener Anregungswdlenlénge von 544 nm

gemessen.

5.2.3.8. Hyperosmotischer Schock

D. discoideum-Zdlen des Wildtyps AX2 sowie der Comitin-Minusmutante 1al werden bel
dner Zdldichte von 3 x 10° Zellewml geerntet. Nach zZweimaigem Waschen mit Soerensen
Phosphat- Puffer werden die Zdlen in einer Dichte von 3 x 10’ Zellen/ml resuspendiert. 5 ml
dieser Zdlsuspenson werden anschlieiend be 21°C und 160 Upm fur ene Stunde
gechittedt. Danach wird 2 M Sorbitollésung bis zu einer Endkonzentration von 0,4 mol/l
hinzugegeben. Zu den Zeitpunkten O, 1 und zwei Stunden nach Zugabe des Sorbitols werden
900 pl Aligouts entnommen, in SoerensenPhosphat-Puffer, der suspendierte K. aerogenes-
Zdlen enthdlt, zundchst 1:10, dann aus dieser Vedinnung 1:100 verdinnt. 6,7 pl dieser
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Verdinnung werden zusammen mit 100 pl K. aerogenes, in SoerensenPhosphat- Puffer
resuspendiert, auf SM-Agarplatten ausgebracht. Die SM-Agarplaten werden nun be 21°C
inkubiert, bis Kolonien dchtbar snd. Die Zahl der nach Sorbitolzugabe vorhandenen
Frelhofe wird fir den jeweligen D. discoideum-Typ in Beziehung zu der Kolonienzahl vor
der Sorbitolzugabe (Stunde 0) geseizt.

5.2.3.9. Hypoosmotischer Schock

AX2-Zdlen und 1al-Zellen werden bei ener Dichte von 2 x 10° Zelen/ml geerntet. Nach
zweimdigem Waschen in SoerensenPhosphat- Puffer werden die Zdlen in ener Dichte von 1
x 10" Zdlevml in dedtillieten Wasser resuspendiert. 10 ml dieser Zellsuspension werden
dann 90 Minuten be 21°C und 160 Upm geschittelt. Anschlie3end werden die Zelen zur
Methanolfixierung und den darauffolgenden Immunfluoreszenzgudien (s Abschnitt 5.2.34.)
auf Deckgléschen tberfihrt.

5.2.4. Kultur von PC12-Zdlen

5.2.4.1. Anzucht in Flissigmedium

Ratten PC12-Zdlen werden bei 37°C mit 5% CO, in Dulbecco's modified Eagles medium
(DMEM) mit 5% Rinder- und 10% Pferdeserum angezogen.

5.2.4.2. Proteinchemische Unter suchungen an PC12-Zellen
5.2.4.2.1. Zdlaufschluf3 fur Western-Blot-Analyse

3 x 10° Zellen werden nach Waschen mit PBS, pH 7,0, mit 500 pl RIPA-Puffer versetzt und
dreilig Minuten be 4°C inkubiert. Anschliel?end werden die Zdlen zehn Minuten be 13.000
X g bei einer Temperatur von 4°C zentrifugiert. Das Pellet und der Uberstand werden getrennt
in der SDS-Polyacrylamidge e ekirophorese (s. Abschnitt 5.2.2.1.) untersucht.

RIPA- Puffer: 150 mmol NaCl
1% Nonidet P-40
0,5% Natriumdeoxycholat
0,1% Natriumdodecylsulfat
50 mM TrigHCl, pH 8,0
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5.2.4.2.2. Z€dlfraktionierung

1 x 10'° PC12-Zdlen werden mit kdtem PBS-Puffer, pH 7,0, geerntet und zweima bei 1.000
X g und 4°C gewaschen. Das Zdlpdlet wird in 3 ml Hepes-DTT-Puffer resuspendiert und mit
@nem Dounce-Homogenisator aufgeschlossen. Das Homogenat wird auf einen Saccharose-
Gradienten, bestehend aus einer Schicht aus 25 M Saccharose und ener Schicht 1,32 M
Saccharose, aufgetragen und achtzehn Stunden bel 100.000 x g zentrifugiert. Die an der 25 M
Saccharose- bzw. an der 1,32 M Saccharose-Grenzschicht liegenden Membranfraktionen
werden abgenommen und mit SDS-Polyacrylamidgeldektrophorese (s Abschnitt 5.2.2.1.)
welter untersucht.

Hepes-DTT-Puffer: 10 mM Hepes/NaOH, pH 7,4
1mM DTT
0,5mM PMSF
2 MM Benzamidin

5.2.5. Mikroskopie

Fur die konfokae Lasermikroskopie wird das von der Fa Leica entwicketes CLSM-SP-
Mikroskop benutzt, das optische Schnitte durch die Préparate erlaubt. Die Pr8parate konnen
bei 63-facher VergroRerung (P APO 63x/1,32-0,6/ Ol) betrachtet werden. Das Gerédt ist mit
enem Krypton- und enem Argonlaser ausgedtattet und ermoglicht  eektronische Anregung
be unterschiedlichen Wadlenléngen. Der Emissonsbereich des zu empfangenden Signds
kann durch die Software eingegrenzt werden, so dal3 Kreuzanregungen durch die beiden Laser
verhindert werden. Die Daten werden mit dem begleitenden Bildverarbeitungssystem der Fa

Leicaweaterverarbetet.
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5.2.6. Methoden zum ,, Two-Hybrid" -System

5.2.6.1. Isolation der pACT 2/Fragment-Plasmid-DNA aus den
Phagenbibliotheken

5.2.6.1.1. Titerbestimmung der D. discoideum-Phagenbibliotheken

Zur Titerbesimmung wird ene seridle Verdiinnungsreihe (1:107, 1:10%, 1:10° und 1:10°) der
Phagengtocks in derilem SM-Puffer ergdlt. Fir XL1-blue-Mdtosezdllen wird eine E. coli-
XL1 blue-Ubermachtkultur in 50 ml LB-Medium mit 0,2% Matose und 10 mM MgSOy
abzentrifugiert und in 10 ml 10 mM MgSOy-L6sung resuspendiert. Die Phagenverdiinnung
wird mit 100 pl XL1 blue-Maltosezellen versetzt. Die Proben werden zwanzig Minuten bel
Raumtemperatur inkubiert, so da3 die Phagen an die E. coli-Zdlen anhaften konnen.
Anschlie?end erfolgt eine weltere Inkubation der Proben be 37°C fir zehn Minuten. Die
Kulturen werden dann zu 4 ml vorgewarmter Top-Agarose-Aliquots gegeben, vorschtig
gemischt und auf vorgewadmte LB-Agarplatten (42°C) ausgebracht. Die Agarplatten werden
Uber Nacht bei 37°C inkubiert. Der Titer |18% sch aus der Anzahl der Plagues auf der LB-
Agarplatte unter Beriicksichtigung der entsprechenden Verdiinnung berechnen.

5.2.6.1.2. Amplifikation der D. discoideum-Phagenbibliotheken

1 x 10° Phagen werden zu 250 pl XL1 blue-Maltosezellen (s. Abschnitt 5.2.6.1.1.) gegeben.
Die Probe wird funfzehn Minuten bei 37°C inkubiert. Anschlieffend werden 05 ml der E.
coli-Phagenmischung zu 8 ml 47°C warmer Top-Agarose pipettiert und dann auf frische 37°C
vorgewamte LB-Agarplatten gegeben. Nach Inkubation der Platten be 37°C fir Seben
Stunden wird jede Agarplatte mit 10 ml SM-Puffer Uberschichtet. Die Agarplatten werden
nun sechzehn Stunden be 4°C  aufbewahrt. Danach wird der SM-Puffer mit ener
Pasteurpipette abgenommen. Die Uberstinde werden vereinigt und funf Minuten bei 3.000 x
g zentrifugiet. De Zentrifugenibergand wird mit 500 I Chloroform  versatzt. Die
Phagenbibliothek 18% dch be 4°C lagern. Zur Aufbewahrung be —80°C werden 930 ul
Aligouts des Zentrifugentiberstandes, der kein Chloroform enthdt, mit 70 pl DM SO versetzt.
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SM-Puffer: 5,85 g (0,1 mol) NaCl
29 (8,1 mmol) MgSO4 x 7 H,O
50ml 1M TrigHCI, pH 7,4
5ml 2% Gddine
mit Wasser auf 1| auffiillen.

5.2.6.1.3. Konvertierung der | -Bibliotheken in Plasmid-cDNA-Banken und I solation
der pACT2/Fragment-Plasmid-DNA

Eine 1:10 verdinnte E. coli-BNN 132 Ubernachtkultur wird bei 37°C bis zu einer ODgoo Von
0,8 inkubiert. Nach Zugabe dessdben Volumens 10 mM MgCh-Loésung wird 1 ml der
Bakteriensuspension mit 1 x 10° Phagen versetzt. Die Kultur wird dreiRig Minuten bei 30°C
ohne Schittteln inkubiert. Anschlief?end werden 25 ml LB-Medium hinzugeftigt. Nach ener
Stunde Wachstum bel 30°C unter Schiitteln (150 Upm) werden 300 pl Aligouts der Kultur auf
12 cm x 12 cm Ampidllin-Agarplatten ausgestrichen. Die Agarplatten werden Uber Nacht bel
37°C aufbewahrt. Die Kolonien auf den Agarplatten werden vorschtig mit TB-Medium
geerntet. Anschliel3end wird die Bakteriensugpenson in insgesamt 6 | TB-Medium Uber Nacht
be 37°C unter Schitteln (250 Upm) inkubiert. Die Plasmid-DNA wird entsprechend des
Maxi-Préparationsprotokolls der Fa. Macherey-Nage isoliert.

TB-Medium: 12 g Bacto Trypton
24 g Bacto Hefeextrakt
4 ml Glycerin
900 ml Wasser
autoklavieren und anschlief3end mit 200 ml gteriler Lésung, bestehend
aus 0,17 M KH,PO4- und 0,72 M K,HPO,-L6sung, versetzen.

5.2.6.2. Transformation der Hefezellen mit Plasmid-DNA

Die Trandormaion von Hefezdlen mit Plasmid-DNA ig entsorechend der modifizierten
Lithiumecetat-Hefetrandformationsmethode  durchgeftihrt worden.  Die |, Two-Hybrid*-
Durchmusterung der D. discoideum-cDNA-Banken erfolgt nach dem Clontech-Protokoll.

5.2.6.2.1. Modifizierte Lithiumacetat-Hefetr ansfor mationsmethode

Y 190-Hefezdlen werden Uber Nacht in YEPD-Medium bel einer Temperatur von 30°C bis
zur SEtigung kultiviert. Fir jeden Transformationsansatiz wird 1 ml dieser Hefesuspension in
einer Mikrozentrifuge fir funf Sekunden zentrifugiert. Der Uberstand wird abgegossen. Das
Pdlet wird in der restlichen Hissgket resuspendiert. Daran schligfd sch die Zugabe von 2
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ener 10 mg/ml Heringssperma-DNA  enthatenden Lésung und jewells ungeféhr 1 pg der zu
transformierenden  Plasmid-DNA an. Die Resktionamischung wird geschittedt und dann mit
500 yl Pate-Mischung versatzt. Nach erneutem Schitteln werden 50 pl ener 1 M DTT-
Losung hinzugegeben. Der Reektionsansatiz wird nach vorherigem Schitteln Uber Nacht bel
Raumtemperatur gelagert. Dann efolgt ene Inkubation der Zelen ba 42°C fir zehn
Minuten. Nach kurzer Zentrifugation wird der Uberstand abgegossen und die Zedlen in 300 pi
Wasser resuspendiert. Die Hefesuspenson wird auf die entsprechenden SD-Agarplatten, wie
in Tabelle 20 angegeben, ausgebracht.

Tabelle 20: Verwendete SD-Agarplatten fir Hefetransformationen

Plasmid SD-Agarplatte SD-Kontrollagar platte
pAS2 SD/-Trp *
pACT2 SD/-Leu *
pPAS2 und pACT2 | SD/-Hig-Lew-Trp/+3-AT | SD/-Lew-Trp

Plate-Mischung: 90 ml 50%ige PEG-4000-Ldsung
10 ml 1 M Lithiumacetatl 6sung
1 ml 1M Tris-HCI-Lésung, pH 7,5
0,2ml 0,5 M EDTA-L6sung, pH 8,0

5.2.6.2.2. Transformation der Hefezellen nach dem Clontech-Protokoll

5.2.6.2.2.1. Praparation von kompetenten Hefezellen

Fur ene Transformation werden enige Kolonien des Y190-Hefetammes in 1 ml YEPD-
Medium bzw. Y190-Hefezdlen mit pAS2/Comitin in 1 ml SD/-Trp-Medium  aufgenommen
und durch heftiges Schitteln suspendiert. Die Hefezdlsuspenson wird mit 50 ml des
entsorechenden Mediums verdinnt und Uber Nacht bei 30°C unter Schitteln (250 Upm)
inkubiert, bis eine ODgoo groRer 1,5 ereicht is. Dann wird die Ubernachtkultur mit 300 mi
frischem Medium auf ene ODgoo von 0,2 bis 0,3 verdinnt. Nach ener Inkubationszeit von
drei Stunden bel 30°C unter Schiitteln (230 Upm) werden die Zdlen bel 1.000 x g fur finf
Minuten abzentrifugiert. Das Pdlet wird in 50 ml derilenm Wasser resuspendiert und erneut
wie zuvor zentrifugiert. Anschlielend wird das Hefepdlet in 1,5 ml frisch hergestelltem,
derilen 1 x TE/LiAc-Puffer aufgenommen.
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10 x LiAc-Puffer: 10 X TE-Puffer:
1 M Lithiumacetat, pH 7,5 0,1 M Tris-HCl, pH 7,5
10 mM EDTA

5.2.6.2.2.2. Transfor mation von Hefezdllen mit Plasmid-DNA

Die Transformation von kompetenten Y 190-Hefezellen wird entsprechend des ,,smdl scalé-
Protokolls von der Fa. Clontech durchgefuihrt.

In jedem Trandformationsansaiz werden 0,1 pg Plasmid-DNA  (pAS2/Comitin), 100 pg
Heringssperma-DNA und 100 pl kompetente Hefezdlen gemischt. Nach Zugabe von 600 pl
frisch hergesdlter geriler PEG/LIAc-LOsung wird die Resktionsmischung geschittedt und
anchlielfend fir dreilig Minuten bel 30°C unter Schitteln bei 200 Upm inkubiert. Dann
werden 70 Wl DMSO zum Trandformationsansatz hinzugegeben. Nach funfzehn Minuten bel
ene Temperatur von 15°C werden die Zdlen auf Eis abgekihlt. Die Suspenson wird danach
funf Sekunden be 13.000 Upm in ener Eppendorf-Tischzentrifuge abzentrifugiert. Das
Hefepdlet wird in 500 pl deilem TE-Puffer aufgenommen und jewells 100 pl der
Suspenson werden auf die entsprechende SD-Sdektionsagarplatte  ausgestrichen.  Die
Agarplatten werden bei 30°C inkubiert, bis sich Kolonien zeigen.

Die cDNA-Bank-Durchmugsterung mit  kompetenten Y190-Hefezdlen, die bereits das
pAS2/Comitin-Plasmid  enthdlten, wird nach der |, large-scae‘-Vorschrift der  Clontech
Anwesung vorgenommen.

Jeder Transformationsansatiz bestent aus 100 pg pACT2/Fragment-Plasmid-DNA  aus der
jeweligen D. discoideum-cDNA-Bank, 2 mg Heringssperma-DNA und 1 ml kompetente
Hefezdllen. Nach Zugabe von 6 ml frisch hergestdlter, deriler PEG/LIAC-LGsung wird der
Reaktionsansatz kurz gemischt und drefig Minuten be 30°C unter Schitteln (200 Upm)
inkubiert. Anschlief?end werden 700 ul DMSO hinzugegeben Dann werden die Zdlen 15
Minuten in enem Wasserbad auf 42°C erhitzt. Nachdem die Zdlen kurz auf Eis abgekihlt
worden sind, wird die Suspension fir finf Minuten be 1.000 x g und 21°C abzentrifugiert.
Der Uberdand wird verworfen. Das Hefepdlet wird in 10 ml  deilem TE-Puffer
aufgenommen. Jewells 170 pl der Suspenson werden auf  SD/-Hig-Lew-Trp/+3-AT-
Agarplaten mit einer Oberfléche von 12 cm x 12 cm ausplattiert.

PEG/LIAC-Ldsung: 8ml  50% PEG 4000-L6sung
1m 10 x TE-Puffer
1ml  10x LiAc-Lésung
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5.2.6.2.2.3 Ermittlung der Transfor mationseffizienz

100 pl ener Suspenson trandformierter Hefezellen, die bereits das pAS2/Comitin-Plasmid
enthdten, werden in einer Verdinnung von 1:10, 1:100 und 1:1000 auf SD/-Trp- und SD/-
Lew/-Trp-Sdlektionsagarplaiten mit einem Durchmesser von 100 mm ausgebracht. Die Paiten
werden bei einer Temperatur von 30°C inkubiert, bis Kolonien sichtbar sind.

Zur Ermittlung der Trandormationseffizienz wird zuerst die Zahl der Kolonien im Verhdtnis
Zur eingesetzten DNA ermittet:

cfu x Gesamtvolumen [ul]
cfu/pg DNA =

ausplatt. Volumen [ul] x Verdinnung x DNA-Menge [Jg]

Bezogen auf die Gesamtmenge der eingesetzten Plasmid-DNA ergibt sch as Gesamtzahl der
Klone:

Zahl der andyserten Klone = (cfu/ug DNA) x DNA Menge [ug]

5.2.6.3. His'-Selektion der transfor mierten Hefezellen

Nach zehn Tagen werden die Hefeklone, die nach der Trandormation mit dem
pPAS2/Comitin-Plasmid und dem pACT2/Fragment-Plasmid auf den SD/-Hig-Lew-Trp/+3-
AT-Sdektionsagarplatten bei 30°C gewachsen sind, mit gderilen Zahnstochern gepickt und
aulf ene neue SD/-Hig-Lew-Trp/+3-AT-Agarplatte ausgedrichen. Diese Patten werden
erneut ungefahr finf Tage bel einer Temperatur von 30°C inkubiert.

5.2.6.4. b-Glaktosidase-Test der His'-Hefeklonien [Schneider et al., 1996]

AUf dne Agaplate mit His'-Hefekolonien wird ein Nitrocdlulosdfilter gdegt und vorsichtig
s0 angedriickt, dal? die Hefeklone daran haften bleiben. Die Postion des Filters auf der Platte
wird markiert. Nach kurzer Inkubation wird der Filter vorschtig entfernt und zehn Sekunden
in flussgen Stickgoff getaucht. Anschlief3end wird der Filter be Raumtemeratur aufgetaut
und mit der Kolonienseite nach oben auf enen mit Z-Puffer/X-Gal-Loésung angefeuchteten
Filter aus Whatman-Papier gelegt. Die Filter werden bel 30°C inkubiert und in regeméiigen
Abstanden auf blau gefarbte Hefekolonien kontrolliert.
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Z-Puffer (pH 7,0): Z-Puffer/X-gal-Lésung:

10,69 g (0,04 mol) NazHPO4 x 7 H,O 100 ml Z-Puffer, pH 7,0

5,5 g (0,04 mol) NaH2PO4 x H,O 0,27 ml 14,4 M b-Mercaptoethanol
0,75 g (0,01 mol) KCI 1,67 ml X-ga-Losung (20 mg/ml DMF)

0,246 g (0,01 mol) MgSO4 x 7 H,O
mit Wasser auf 1 | auffillen.

5.2.6.5. Cycloheximid-Selektion

Jewells eine Kolonie der His™- und LacZ'-Hefeklone wird in 400 pl derilem Wasser
affgenommen und vollgéndig durch heftiges Schitteln  suspendiet. 100 ml der
Zdlsuspenson wird auf SD/-Leu-Cydoheximid-Agarplatten ausgebracht. Danach erfolgt eine
Inkubation der Platten fUr zehn bis vierzehn Tage bel 30°C. Anschliel?end werden von jeder
Matte mehrere Kolonien auf SD/-Trp- und SD/-Leu-Sdektionsagarplatten  ausgestrichen.
Nach Inkubation bei 30°C fir einige Tage werden nur digenigen Klone im weteren Verlauf
berlicksichtigt, die nicht auf den SD/-Trp-Agarplatten gewachsen sind. Die Hefeklone auf den
SD/-Leu-Sdektiongplatten  werden enem  eneuten  b-Gaaktosdase-Test (s Abschnitt
5235) unterzogen, um Klone auszuschlieRen, deren pACT2/Fragment-Plasmid  auto-
katdytisch wirkt. Die so erhdtenen Leu’-, Trp- und cyh™-Klone werden zur Isolierung der
pPACT2/Fragment-Flasmid-DNA eingesetzt.

5.2.6.6. I solation von Plasmid-DNA aus Hefezellen

Die Isolaion von Plasmid-DNA aus Hefezdlen ig nur in sehr geringen Ausbeuten und mit
Verunrenigung genomischer DNA madglich. Deshdb ligfet diese Methode Plasmid-DNA,
die in enem weteren Schritt (s Abschnitt 5.2.3.7.) in Bakterien amplifiziert werden muf3
[Hoffman et al., 1987].

Eine Einzdkolonie der trandormierten Hefezdlen wird in 5 ml des entgprechenden
Sdektionsmediums  (bel  Leu’-Transformanden:  SD/-Le-Medium)  aufgenommen  und
vollsandig sugpendiert. Nach mindestens 20 Stunden Inkubation bei 30°C unter Schiitteln
(250 Upm) wird die Kultur fir finf Minuten be 1.000 x g und 21°C zentrifugiert. Das
Uberstehende Medium wird abgegossen. Das Pelet wird in etwas Restmedium resuspendiert
und in en 1,5 ml Eppendorfgefdd Uberfihrt. Nach Zugabe von 200 pl Hefe-Lyss-Puffer, 200
pul - Phend/Chloroform-Mischung  im  Vehdtnis 1.1 und 04 g Suregewaschenen
Glaskligechen wird die Suspenson ene Minuten heftig geschittedt. Nach zehnminitiger
Zentrifugation be Raumtemperatur in e@ner Sgma-Tischzentrifuge bei 13.000 Upm wird die
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obere wél¥ige Phase in en neues 1,5 ml Mikroresktionsgefd3d Uberfihrt. Die Plasmid-DNA
wird durch Zugabe von 0,1 Volumen 3 M Natriumacetatlosung, pH 7,0, und 25 Volumen
Ethanol be —78°C fir drelflg Minuten gefdlt. Nach zehnminitiger Zentrifugation in ener
Heraeus-Kihizentrifuge be  4°C mit maximaer Umdrehungszehl wird der  Uberstand
abgegossen. Das Pdlet wird anschlieffend mit 70%igem  Ethanol gewaschen. Das
anschlief3end kurz getrocknete Pellet wird in 20 pl Wasser aufgenommen.

Hefe-Lyss Puffer: 2% Triton X-100
1% Natriumdodecylsulfat
100 mM NaCl
10 mM Tris/HCI, pH 8,0
1 mM EDTA

5.2.6.7. Transformation von E. coli mit Plasmid-DNA aus Hefezellen

Die Trandformation der aus Hefezdlen isolieten Plasmid-DNA efolgt nach der in Abschnitt
5.2.1.16.2. beschriebenen Elektroporationsmethode in XL1 blue- und DH5a-E. coli-Zdlen.
Anschliellend wird die Plaamid-DNA ener Kolonie nach der Boiling-Methode (s. Abschnitt
521.11) isoliet und durch Redriktionsverdau mit dem Enzym Bglll kontrolliert. Von den
Kolonien mit endeutigen Klonen wird die Plaamid-DNA mittels der Minipr8parations-
methode (s. Abschnitt 5.2.1.1.2) isoliert. Zusdzlich wird von diesen Klonen jewells eine E.
coli-Dauerkultur (s. Abschnitt 5.2.1.17.) angelegt.

5.2.6.8. Anlegen von Hefedauer kulturen

Von ener 5 ml Ubernachtkultur eines Hefeklons im entsprechenden Medium werden 910
in en 1,5 ml Minipréparationsggefal? pipettiet und mit 90 pl DMSO versetzt. Die Dauerkultur
wird bei —78°C aufgehoben.

5.2.6.9. Sequenzanalyse der , Two-Hybrid“-Klone

Die squenzierten , Two-Hybrid“-Klone werden sowohl auf Nukleinsdure- ads auch auf
Proteinebene mittls Datenbankvergleich untersucht. Zur Suche auf Nuklensdureebene
werden mit den Programmen BLASTN und TBLASTN die Datenbanken Genbank, EST
Divison, EMBL, DDBJ und PDB durchsucht [Altschul et al., 1990]. Wéhrend BLASTN
mdglichs schndl sehr dhnliche Sequenzen mit hoher Homologie erkennt, werden mit dem
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Progpamm  TBLASTN  &nliche  Sequenzen mit  groleren  Licken — ermittelt.
Peptidsequenzvergleiche der ,, Two-Hybrid*-Klone werden mit den Computerprogrammen
BLASTP und TBLASTP gegen die Datenbanken Genbank, PDB, SwissProt und PIR
durchgefihrt [Altschul et al., 1990]. Der isodektrische Punkt und das Molekulargewicht
werden mit dem Programm ,abi“ berechnet  (www.up.uni-mrs.fr~wabim/d_abim/compo-
p.ntml). Die Sekundérstruktur der Proteine wird mit dem Programm ,Pble Bioinformatique
Lyonnas® emittdt  (, phil.bcp.fr/cgi-bin/npsa_automat.pl ?Zpage=npsa._sopmahtml)  [Geourjon
und Deléage, 1995]. Die Ubersicht iber Aminosiuresequenzen verschiedener Proteine it mit
Hilfe des Computerprogramms ,Ebi“ ersdlt worden (Www2.ebi.ac.uk/clustaw/). Mit Hilfe
der Programme MOTIF Search und MotifFinder [Bairoch, 1992] werden bekannte Moative in
Peptidsequenzen ermittdlt. Verweise auf die genannten Programme sind im Internet unter der
Word Wide Web-Adresse ,Pedro’ s BioMolecular Research Tools®  (www.biophys.uni-
duesseldorf.de/bionet/research_tools.html* oder »Www.public.iastate.edu/~pedro/research
_toolshtml*) zu finden.
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