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Abstract

Mit DMIF1 wurde erstmals in Dictyostelium ein zur Familie der mitochondrialen F1F0-ATPase-Inhibitoren
zahlendes Homolog gefunden. Diese verhindern die letale ATP-Verarmung durch Hemmung der ATP-
Hydrolyse, der Umkehrreaktion der ATP-Synthase, die bei Zusammenbruch des Membranpotentials ablauft.
Das helicale, hochgeladene DMIF1-Monomer hat eine N-terminale Targeting-Domane, die den Transfer des
im Zytoplasma gebildeten Precursors in die Mitochondrien bewirkt, wo das reife Protein durch Abspalten
der Domane nach einem modifizierten R-2-Motiv durch die Protease MPP entsteht. Sterische Stérung der
Targeting-Domane durch die Fusion an GFP filhrt zum Transfer in die pericentrosomale Region, wo das
ungefaltete Protein in Aggresomen degradiert wird. Die C-terminale Coiled coil-Doméane dient potentiell der
Assemblierung zum inhibitorisch aktiven Dimer, helicale Bereiche der inhibitorischen Region zur Bildung
des inaktiven Tetramers. Gemal Restriktions- und Sequenzanalyse-Daten ist ein bisher nicht charakteri-
siertes homologes Protein DMIF2 wahrscheinlich.

The DMIF1 protein found in Dictyostelium is homologous to members of the F1F0-ATPase inhibitory protein
family. Those inhibitors protect cells from uncontrolled ATP hydrolysis and thus from letal ATP deprivation.
Activation of the hydrolysis pathway, the reversed function of F1FO0, is caused by membrane potential
breakdown. The helical, highly charged DMIF1 protein monomer contains an N-terminal targeting domain to
transfer the precursor, synthesized in the cytoplasm, to mitochondria. In the matrix the targeting domain is
cleaved off by a mitochondrial protease MPP following an R-2 processing motif. Sterical blocking of the
targeting domain by the reporter protein GFP fused to DMIF1 N-terminus targets the protein to aggresomes
in the pericentrosomal region, where the unfolded protein is degradated. The inhibitory active homodimer is
built by mutual interaction of the C-terminal Coiled-coil domain, whereas a helical part of the inhibitory do-
main serves as an interaction region to assemble the inactive homotetramer. According first data from re-
striction enzyme digestion experiments and DNA sequence analysis a putative inhibitory protein DMIF2,
homologous to DMIF1, is presumed.
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ZUSAMMENFASSUNG

Das in zahlreichen Organismen beschriebene mitochondriale Protein IF1 ist ein in der
Kern-DNA kodiertes und im Zytoplasma synthetisiertes Protein, welches durch eine spezifi-
sche Erkennungssequenz am aminoterminalen Ende in die Mitochondrien dirigiert wird. Dort
reguliert es als Inhibitor der F1F0-ATPase die ATP-Hydrolyse-Aktivitat dieses Enzyms. Der
Inhibitor gehdrt zu einer Proteinfamilie, die sequenziell ahnliche und funktionell gleiche Pro-
teine in Organismen verschiedener taxonomischer Klassen vereint.

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dal® mit DMIF1 ein zu diesen Inhibitoren homologes
Protein in Dictyostelium discoideum existiert. Die cDNA des dmif1-Gens, welches auf dem
Chromosom 6 kodiert ist und aus zwei Exons und einem Intron besteht, wurde aus einer
Phagen-Expressionsgenbank isoliert und sequenziert. DMIF1 ist ein hochgeladenes, o-
helicales Protein mit einer mitochondrialen Targeting-Domane am N-Terminus, einer sich
anschlielenden Prozessierungsstelle fir die Mitochondriale Prozessierungs-Peptidase
(MPP), einer inhibitorischen Region und einer Coiled Coil-Domane am C-Terminus, die fir
die Bildung eines Homodimers und damit flr die inhibitorisch aktive Form wichtig ist. Die
Targeting-Domane wird an der MPP-Prozessierungsstelle abgespalten, wodurch, analog zu
anderen Inhibitoren, nach Chaperone-geregelter Faltung ein physiologisch aktives Protein
entsteht.

DMIF1 wurde als Fusionsprotein mit Glutathion-S-Transferase in E.coli exprimiert,
chromatographisch gereinigt und als Antigen zur Bildung monoklonaler Antikérper in Mausen
eingesetzt. Die Lokalisation des DMIF1-Proteins in den Mitochondrien der Dictyostelium-
Zelle wurde immunologisch an fixierten Praparaten unter Verwendung dieser Antikoérper be-
statigt. Zur Bestimmung der Lokalisation in lebenden Zellen wurde das dmif1-Gen als Fusi-
onsprotein mit GFP in Dictyostelium exprimiert und im konfokalen Laser-Scanning-
Mikroskop analysiert. Dabei war die Anordnung des GFP zu DMIF1 von entscheidender Be-
deutung fir die Lokalisation. Mit GFP am C-Terminus von DMIF1 (GFP-C-DMIF1) zeigte das
Fusionsprotein die erwartete Akkumulation in den Mitochondrien, wahrend DMIF1 mit GFP
am N-Terminus (GFP-N-DMIF1) neben einer starken Ansammlung im Zytoplasma und in
geringer Menge in Vesikeln vor allem ringférmig um das Centrosom, aber nicht in den Mito-
chondrien zu finden war. Fiir die korrekte Zielsteuerung in die Mitochondrien ist offenbar die
ungestorte raumliche Umgebung der N-terminalen Erkennungssequenz notwendig, welche
bei GFP-N-DMIF1 nicht gegeben ist. Der spezifischen Lokalisation von GFP-N-DMIF1 am
Centrosom liegt wahrscheinlich ein Degradationsprozel® des Proteins zugrunde, der in Ag-

gresomen, und somit in der centrosomalen Umgebung ablauft.
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Die intramitochondriale Lokalisation von DMIF1 und GFP-C-DMIF1 in Wildtyp- bzw.
Transformanten-Zellen wurde durch Immunogold-Markierung mit Hilfe von monoklonalen
anti-DMIF 1-Antikérpern und anti-GFP-Seren im Transmissions-Elektronen-Mikroskop besta-
tigt. Die Identifizierung des Zielkompartimentes gelang jedoch nur durch immunologische
Markierung von submitochondrialen Vesikeln im TEM. Demnach ist DMIF1 Uber die F1-
Komponente der ATPase mit der inneren Membran assoziiert.

Die meisten mitochondrialen Praproteine werden nach ihrem Eintritt in die Mitochon-
drien prozessiert. Das bedeutet, da} die Erkennungssequenz an einer definierten Stelle
durch MPP abgespalten wird. Fir MPP-Spaltstellen sind mehrere Erkennungs- und Bin-
dungsmotive bekannt, von denen das R-2-Motiv ein sehr verbreitetes ist. Anhand von We-
sternblotanalysen konnten fir das rekombinante Protein GFP-C-DMIF1 Fragmente nachge-
wiesen werden, die einer Abspaltung gemal einem leicht modifizierten R-2-Motiv entstam-
men kdnnen. Das bei GFP-N-DMIF1 auftretende Spaltungsmuster scheint dagegen auf ei-
ner unspezifischen Degradation des Fusionsproteins in Aggresomen bzw. im Zytoplasma zu
beruhen. Diese These wird auch durch die ausschliellich mitochondriale Lokalisation der
Mitochondrialen Prozessierungs-Peptidase gestiitzt.

Anhand von Knock out- Zellen sollte die Funktion von DMIF1 untersucht werden. Die
Inaktivierung von dmif1 mit einem Gene Replacement-Ansatz, die durch die Abwesenheit
des DMIF1-Proteins im Westernblot nachgewiesen werden sollte, erschien zunachst erfolg-
los, da mit anti-DMIF1-Antikérpern in allen Antibiotika-resistenten Klonen ein Protein mit ca.
10 kDa erkannt wurde. Dieses Ergebnis wird einer Kreuzreaktivitdt der anti-DMIF1-
Antikérper mit einem weiteren mitochondrialen Inhibitor-Homolog zugeschrieben. Fir dessen
Existenz gab es bereits Hinweise aus den Restriktionsanalysen des Wildtyp-Genoms, was
durch eine spatere Analyse der Dictyostelium-Sequenzdatenbank bestatigt werden konnte.
Das zu DMIF1 homologe Protein weist sowohl auf der Gen-Ebene als auch in der Protein-
struktur viele ahnliche Elemente auf, daher wird vorgeschlagen, dieses Protein analog zur
Nomenklatur anderer Inhibitoren mit DMIF2 zu bezeichnen. Mit der Existenz eines zweiten
Inhibitors ist das regulatorische System flir die ATP-Hydrolase-Funktion der mitochondrialen

F1F0-ATPase in Dictyostelium mit dem der Hefen oder héheren Pflanzen vergleichbar.
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EINLEITUNG

1 Grundlagen

Mitochondrien werden haufig als "Kraftwerke der Zelle" bezeichnet, da in ihnen ein we-
sentlicher Teil am zelluldren Gesamtaufkommen an ATP erzeugt wird. Ein Fokus der Mito-
chondrienforschung liegt auf den der ATP-Bildung zugrundeliegenden Prozessen wie der
oxidativen Phosphorylierung. Fir die Strukturaufklarung der beteiligten Enzymkomplexe sind
neben klassischen spektroskopischen zunehmend auch Elektronen- und Kraftmikroskopi-
sche Methoden bedeutsam. Daneben finden molekularbiologische und proteinchemische
Werkzeuge Anwendung, insbesondere bei der Analyse einer Reihe pathologischer Vorgan-
ge, mit denen Mitochondrien in Zusammenhang gebracht werden. Fir deren umfassendes
Verstandnis ist die Aufklarung der daran beteiligten Proteine und Gene essentiell. Aus der
Proteinklasse der mitochondrialen ATPase-Inhibitoren, dem Thema dieser Arbeit, werden
regelmalig neue Homologe entdeckt, was die intensiven Aktivitdten auf diesem Gebiet be-
legt, auch hinsichtlich ihrer Rolle fur Entstehung und Verlauf von Krankheiten. Wie die mei-
sten mitochondrialen Proteine sind ATPase-Inhibitoren im Kern kodiert und werden somit
aulerhalb der Mitochondrien als zunachst nichtfunktionelle Praproteine synthetisiert. Fragen
der Zielsteuerung (Targeting), Prozessierung, Faltung und Degradation von Proteinen sind
damit auch von Interesse. Auf einige der genannten Aspekte, die grundlegend fur diese Ar-

beit sind, soll im Folgenden etwas naher eingegangen werden.

1.1 Mitochondriale F1IF0-ATPase — Bau und Funktion

Der Rezeptor fir das in der Arbeit identifizierte inhibitorische Protein ist die mitochon-
driale ATP-Synthase. Das in der inneren Membran angesiedelte Enzym besteht aus einer
hydrophilen katalytischen Untereinheit F1, die in die Matrix hineinreicht, und einem mem-
brangebundenen, hydrophoben Protonenkanal FO. Homologe Komplexe sind die CF1FO-
ATPase in der Thylakoidmembran der Chloroplasten (Béttcher und Graber, 2000; Richter et
al., 2000) und die F1F0-ATPase in der prokaryotischen Zytoplasmamembran (Groth, 2000).

1.1.1  ATP-Synthase oder ATPase ?

Die ATP-Synthase katalysiert die Synthese von ATP im Zuge der oxidativen Phospho-
rylierung. Die energetische Grundlage fir diesen Prozel bildet ein Protonengradient Gber
der inneren Membran, der durch den Transport von Protonen aus der Matrix in den Inter-

membranraum (IMS) aufgebaut wird (Stryer, 1988). Dieser Transport erfolgt im Gegenzug
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zum Elektronentransport durch die Enzyme der Atmungskette. Der Rickflu® der Protonen
Uber den FO-Protonenkanal in die Matrix treibt die Phosphorylierung von ADP am katalyti-
schen F1-Teil an. Der Protonenfluf3 flihrt dabei zur Freisetzung des an einem von drei kata-
Iytischen Zentren gebundenen ATP und ermdglicht so die weitere Bildung von ATP nach ei-
ner Reihe von Affinitats- und Konformationsdnderungen der Bindungszentren (Review
Boyer, 2000). Nach der Chemiosmotischen Hypothese sind Phosphorylierung und Oxidation
der Reduktionsaquivalente Uber den Protonengradienten gekoppelt (Mitchell, 1979;
Abbildung 1-1). Die ATP-Synthese erfordert demzufolge ein geschlossenes Kompartiment,
den Generator einer protonenmotorischen Kraft sowie eine vektoriell richtig angeordnete und

Uber das Membranpotential (¥) mit einer Protonenpumpe gekoppelte ATP-Synthase.

Im umgekehrten Modus
IMS

wirkt das bifunktionale Enzym als

mﬁfxgx Protonenpumpe und hydrolysiert
ATP zur Gewinnung der dazu er-
forderlichen Energie. Deshalb
wird die ATP-Synthase auch als
H*-ATPase, F1F0-ATPase oder
F1-ATPase bezeichnet, wobei

Atmungskette

------ o letzterer Begriff auch haufig fir

Protonengradient

die isolierte, katalytisch aktive F1-

Untereinheit steht. Diese Reakti-

Abbildung 1-1 Kopplung von Protonen-Gradienten on wird bei Zusammenbruch des
und ATP-Synthese (Mitchell Hypothese) — Prinzipi- Ladungsgefalles durch Unterbre-
elle Reaktionen. Die Enzyme der Atmungskette (a)

transportieren Protonen in den Intermembranraum  c¢hung des geschlossenen Sy-
(IMS) und erzeugen somit einen Ladungs- und pH-  stems nach Membranruption (z.B.
Gradienten ¥ Uber der inneren Membran (b). Protonen _

flieRen den Gradienten entlang tber den FO-Teil der ~durch Behandlung mit  Ultra-
ATP-Synthase in die Matrix zurlck (c) und treiben da-  schall), durch die Einwirkung von
bei die Phosphorylierung von ADP an (d). Bei Zusam- n
menbruch des Gradienten kehrt sich dieser Vorgang  Entkopplern (z.B.  Dinitrophenol
um (graue Pfeile): ATP wird hydrolysiert (e), und Pro-  macht die Membran fir Protonen
tonen werden Uber die ATPase in den IMS gepumpt .
(f)), was zur Rekonstitution von ¥ fihren kann. hochpermeabel, wodurch - diese
entgegen dem Gradienten in die
Matrix gelangen) oder Sauer-
stoffmangel (z.B. bei Ischamien) induziert. Die ATP-Synthese und die ATP-Hydrolyse sind
reversible Prozesse (ADP + P, + H* 5 ATP + H,0). Die Richtung der Reaktion hangt von

subtilen lokalen Energie- und Konzentrations-Verhaltnissen ab, von der protonenmotori-
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schen Kraft (AGu:transport) €inerseits und vom Konzentrationsverhaltnis der Reaktanten ADP,
Piund ATP (AGare-synthese) in der Matrix andererseits (Alberts et al., 1994).

1.1.2 Aufbau des Enzymkomplexes und seine Funktion als molekularer Motor

Die Zusammensetzung der F1- und FO-Komponenten aus den verschiedenen Typen
von Untereinheiten ist in vielen Organismen weitgehend konserviert. Die Hauptbestandteile
des F1-Teils sind die Untereinheiten asB3y,8,¢;, die des FO-Teils aib;ci,ds (Abbildung 1-2).
Das Enzym besitzt Nukleotidbindestellen in o und B, wobei nur letztere katalytisch agieren
(Saraste, 1999). Die dreifach vorkommenden Untereinheiten  sind im Bau identisch, haben
aber trotzdem verschiedene Bindungseigenschaften zu ATP, ADP und P;, die sich zudem im
Verlauf einer Syntheserunde veradndern. Dies wird durch ihre unterschiedliche raumliche
Stellung zur rotierenden y-Untereinheit hervorgerufen (Nakamoto et al., 2000). Wahrschein-
lich ist auch die Interaktion mit jeweils einer von zwei weiteren Untereinheiten & und ¢ flr die-
ses Verhalten verantwortlich. Weitere, mit dem Enzymkomplex assoziierte Untereinheiten
wie e und g in Rind und Hefe (Belogrudow et al., 1996) sowie i/j in Hefe (Arnold et al., 1999)

haben strukturgebende Funktionen.

Der

arbeitet als molekularer Motor mit

F1FO0-Enzym-Komplex

zwei verschiedenen Rotoren. Der

" FO-Rotor, dessen 12 c- Unterein-

Matrix heiten die Rotation gegenuber a

- . i durchfiihren, erhalt seinen An-

Fo ‘ H WI ’”H lllH ! !”" trieb aus der  Protonen-
_ il

Inter-Membran-Raum

motorischen Kraft. Der F1-Rotor,

der aus der Untereinheit y besteht

Abbildung 1-2 Schematischer Aufbau der F1FO-
ATPase in Hefe (modifiziert nach Devenish et al.,
2000). Der F1-Teil (wei®) wird aus den Untereinheiten
a[3] und B[3] sowie dem zentralen Stiel, bestehend aus
v[1], 8[1] und ¢[1], gebildet. Der FO-Teil setzt sich aus
dem Protonenkanal c[9-12] (mittelgrau), einem Stator-
Stiel (hellgrau) aus b[1], OSCP[1] und d[1] sowie weite-
ren, jeweils einmal vorkommenden Untereinheiten 8, a,
f, i/j, h (dunkelgrau) zusammen. Die Untereinheiten e
und g dienen der Dimerisierung des Enzymkomplexes
(schwarz). Die Funktion von k ist unbekannt. Stéchio-
metrische Ziffern in eckigen Klammern.

und sich innerhalb des Stator-
Zylinders o3B3 dreht, kann die
bei der ATP- Hydrolyse freige-
setzte Energie in ein Drehmo-
ment umwandeln, dessen Rich-
tung umgekehrt ist zu dem von
FO erzeugten Drehmoment (Oster
und Wang, 2000). Diese Rotation
konnte im Mikroskop anhand der

Bewegung fluoreszenzmarkierter
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Aktinfilamente, die an die y-Untereinheit gekoppelt waren, beobachtet werden (Kinosita et al.
1998). Treibt der FO-Rotor mit seiner Drehung den F1-Rotor zur Drehung im gleichem Dreh-
sinn an, kann ATP gebildet werden. Jeder der Rotoren kann die Umkehrung der Drehrich-
tung des anderen Rotors und damit die Umkehrung seiner Funktion bewirken. Die Umkeh-
rung der FO-Drehrichtung fihrt zum Pumpen von Protonen, wahrend die Umkehrung der F1-
Drehrichtung zur Funktionsumkehr der ATP-Hydrolase in eine ATP-Synthase flihrt. Diese
Reversibilitat findet ihre Bestatigung in der hohen Strukturahnlichkeit von F-ATPasen und V-
ATPasen. Letztere arbeiten als Protonenpumpen in den kontraktilen Vakuolen, im Golgi-
Apparat und den Lysosomen zur Erzeugung eines niedrigen pH-Wertes nach ahnlichen Me-

chanismen (Review Nelson und Harvey, 1999).

Die Untersuchung der Molekilarchitektur des ATPase-Komplexes war das Ziel unter-
schiedlicher experimenteller Anséatze. Eine gute Ubersicht tUber Untersuchungen zur Organi-
sation und Assemblierung des FO-Komplexes in Hefe gibt das Review von Velours et al.,
2000). Fur die Aufklarung des bovinen FO-Teils war der Einsatz Untereinheiten-spezifischer
Antikérper zur Markierung von intakten Mitochondrien, von Mitoplasten (Mitochondrien ohne
aullere Membran), von submitochondrialen Partikeln (SMP, "inside-out" Vesikel) und von
ASU-Partikeln (SMP, durch Ammoniumsulfat und Harnstoff von F1 befreit; Hekman et al.,
1991; Belogrudov et al., 1996) vor und nach Protease-Verdau erfolgreich. In einem anderen
Ansatz wurden durch Kopplung von GFP an diverse Untereinheiten des Hefe-Komplexes
Fusionsproteine gebildet, die die endogenen Proteine funktionell ersetzen konnten. Dadurch
konnte die dynamische Interaktion einzelner Untereinheiten mittels Fluoreszenz-Energie-
Transfer (FRET) beobachtet werden (Review Devenish et al., 2000). SchlieRlich wurde durch
"Blue Native" Gel- Elektrophorese in Hefe nachgewiesen, dal} der Komplex neben dem 500
kDa-Monomer ein dominierendes Homodimer von etwa 1 MDa bildet (Arnold et al., 1998).
An Minus-Mutanten, die einige Untereinheiten nicht exprimieren und daher nur das Monomer
bilden, konnte gezeigt werden, dall ein Dimer flr eine normale Enzymaktivitat der ATPase
nicht zwingend notwendig ist - diese Mutanten wiesen die gleiche Aktivitat auf wie Dimere
bildende Zellen - das Dimer scheint jedoch stabiler gegeniliber Proteolyse zu sein. Eine Di-
merisierung wird auch flr die bovine ATPase diskutiert (Cabezén et al., 2000b).

Die mitochondriale F1F0-ATPase setzt sich nur zu einem sehr geringen Teil aus mito-
chondrial kodierten Proteine zusammen. Die Lokalisation der einzelnen Gene — im Kern oder
Mitochondrien - ist Organismus-spezifisch (flr D. discoideum: Ogawa et al., 2000). In Hefe
wie in Dictyostelium sind die zu FO beitragenden Gene ATP6, 8 und 9 mitochondrial kodiert.

Die anderen FO- sowie alle F1-Komponenten sind, mit Ausnahme von ATP1 in Dictyosteli-
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um, der a-Untereinheit von F1, im Kern kodiert und miissen daher in die Mitochondrien

transportiert werden (Kapitel 1.2).

1.1.3 Regulierende Proteine der ATPase — Inhibitoren und Stabilisatoren

Mitochondriale F1F0-ATPase-Inhibitoren, von denen einer in dieser Arbeit beschrieben
wird, binden die mitochondriale ATPase bei Abwesenheit eines Protonengradienten, also im
ATP-Hydrolyse-Modus, und hemmen so die ATP-Hydrolyse. Dies ist notwendig bei Ausfall
der oxidativen Phosphorylierung, um einen fir die Zelle gefahrlichen ATP-Verlust durch die
Hydrolyse-Aktivitat des Enzyms und damit eine bis zum Zelltod fihrende Zellschadigung zu
vermeiden (Green und Grover, 2000).

Der erste Vertreter der ATPase-Inhibitor-Familie wurde aus Mitochondrien von Rinder-
herzen gereinigt (Pullman und Monroy, 1963) und biochemisch analysiert. Seitdem hat man
ahnliche Proteine aus verschiedenen Einzellern sowie aus stoffwechselaktiven Geweben von
mehrzelligen Organismen gewonnen, so aus Leberzellen der Ratte (Cintron und Pedersen,
1979), Skelettmuskelzellen (Yamada et al., 1980) sowie aus Hefe (Ebner und Maier, 1977;
Hashimoto et al., 1981b) und spater die DNA-Sequenzen ermittel (Kapitel 2.3.1). Ahnliche
Inhibitoren wurden aus Chloroplasten (Nelson et al., 1972) und Bakterien (Nieuwenhuis und
Bakkenist, 1977) erhalten. Durch systematisches Screening von Genbibliotheken wurden
weitere homologe Gene in Organismen verschiedener taxonomischer Klassen identifiziert,
u.a. im Menschen (Ichikawa et al., 1999), im Schwein (Sus scrofa, Wintero et al., 1999,
Genbank NCBI), in der Spalthefe (Schizosaccharomyces pombe, Wood et al., 1999, Gen-
bank NCBI), in Reis (Oryza sativa, Nakazono, et al., 2000), in der Ackerschmalwand (Arabi-
dopsis thaliana, Bevan et al., 2000; Nakamura et al., 2000, Genbank NCBI) und im Seiden-
spinner (Bombyx mori, Ogura et al., 2001, Genbank NCBI). Die beiden am besten charakte-
risierten Vetreter sind die aus Rind (Review Green und Grover, 2000) und Hefe. Die Protein-
sequenz des reifen Hefe-Inhibitors wurde schon sehr friih durch Festphasen-Sequenzierung
des gereinigten Proteins ermittelt (Matsubara et al., 1981), die der Prasequenz ebenso nach

vorgeschalteter in vitro Translation (Yoshida et al., 1983a).

In Hefe existieren mit STF1 und STF2 neben dem Inhibitor INH1 weitere, die ATPase-
Aktivitat regulierende Proteine. Der auch 9K-Protein genannte Inhibitor STF1 (Matsubara et
al., 1983) ist mit 51% identischen bzw. 67% ahnlichen Aminosauren sehr homolog zu INH1,
hat aber eine geringere Affinitdt zur ATPase. Das 15K-Protein STF2 (Hashimoto et. al, 1984;
Yoshida et al., 1984 und 1990) unterscheidet sich starker in Sequenz und 3D-Struktur von
INH1 und STF1 (Tagawa et al., 1986). INH1 und STF1 sowie Abschnitte von STF2 haben
signifikante Ahnlichkeit mit der e-Untereinheit der prokaryotischen F1F0-ATPase, die inhibie-
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rend auf die bakterielle F1FO-ATPase wirkt und als der evolutiondre Ausgangspunkt flr
F1F0-ATPase-Inhibitor- und Regulatorproteine in vielen Organismen gilt. STF2 hat aulRer-
dem Ahnlichkeit mit der 5-Untereinheit der bovinen ATPase (Hashimoto et al., 1984; Solaini
et al., 1997; Okada et al., 1986). Die Ubereinstimmung zwischen den Inhibitoren verschie-
dener Organismen liegt in einer vergleichbaren GréRenordnung wie die zwischen INH1 zu
STF1, nur die Sauger-Inhibitoren sind noch starker konserviert.

STF steht fur stabilisierender Faktor. Im Gegensatz zu STF2, dem nur die Stabilisie-
rung des Protein-Komplexes aus INH1 und ATPase, aber keine inhibitorische Wirkung zu-
geschrieben wird (Hashimoto et. al, 1990b), hemmt STF1 die ATPase-Aktivitat (Cabezoén et.
al, 2002; Venard et al., 2003). Andere Autoren schlielen eine inhibitorische Aktivitat von
STF1 zwar nicht aus, gehen aber bevorzugt von einer stabilisierenden Funktion von STF1 im
Zusammenspiel mit STF2 aus, wobei das Zusammenwirken beider Faktoren effektiver sei
als die Wirkung nur eines Faktors (Matsubara et al., 1983; Hashimoto et al., 1984, 1990a,
1990b). Ein kooperatives Verhalten wird auch fir die Interaktion aller drei regulatorischen
Proteine beschrieben — die gemeinsame Bindung von INH1, STF1 und STF2 an die ATPase
beschleunigt die Deaktivierung des Enzyms (Tagawa et al., 1986), wobei dies keine unmit-
telbare Folge der Bindung des Inhibitors ist, sondern die Konversion des IF1-F1-Komplexes
in eine inaktive Form erfordert (Schouppe et al., 1999). Hinsichtlich der Rezeptorstelle an der
ATPase unterscheiden sich die inbitorischen Proteine von dem ausschlielich stabilisierend
wirkenden Faktor: STF2 bindet an die FO-Untereinheit, INH1 und STF1 dagegen an F1 (Ha-
shimoto et al., 1987). In Experimenten in vitro wurde gefunden, dal} der Hefe-Inhibitor INH1
sowohl an die a- als auch an die - Untereinheit des Enzyms koppelt (Ichikawa et al., 1996),
ebenso der Inhibitor aus Candida utilis (Dianoux und Hoppe, 1987). Bei dem Inhibitor aus
Rind ist man unterschiedlicher Auffassung: Klein favorisiert die Bindung ausschlief3lich an
B (Klein et al., 1980), andere an den Zwischenraum von o und  (Mimura et al., 1993; Ha-
shimoto et al., 1995).

1.2 Zielsteuerung, Prozessierung und Faltung mitochondrialer Proteine

1.2.1  Untersuchung von Transportmechanismen

Etwa 99% aller mitochondrialen Proteine sind in der Kern-DNA kodiert und werden an
freien Ribosomen im Zytoplasma als Praproteine synthetisiert (Lill et al., 1996). Das bedeu-
tet, dal} die Proteine zunachst in einer Vorlauferversion existieren, bestehend aus der fir die
kiinftige physiologische Bestimmung notwendigen Sequenz und einer zusatzlichen Targe-
ting-Doméane, der Prasequenz. Die Praproteine durchlaufen von ihrer Synthese bis zur “Rei-

fe” einen mehrstufigen Prozel}: Sie werden in die Mitochondrien dirigiert, Gber die mitochon-
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driale “Translokationsmaschinerie” auf die mitochondrialen Subkompartimente, d.h. die au-
Rere Membran, die innere Membran, der Intermembranraum zwischen beiden Membranen
und die Matrix verteilt (Kapitel 1.2.2), und schlieldlich durch die mitochondriale “Faltungsma-
schinerie” und Prozessierung in den physiologisch aktiven Konformationszustand gebracht,
wobei viele Proteine mit einer Reihe von zytosolischen und mitochondrialen Chaperonen in-
teragieren (Kapitel 1.2.3, 1.2.4).

Die einzelnen Schritte von der Proteinsynthese bis zum Einbau in die mitochondrialen
Kompartimente wurden im Wesentlichen an Neurospora crassa und Hefe aufgeklart, laufen
aber in hdheren Pflanzen (Glaser et al., 1998) und Saugerzellen (Komiya und Mihara, 1996)
nach sehr ahnlichen Mechanismen ab. Mit dem Ziel, die fir Import und Prozessierung es-
sentiellen Aminosaure-Reste bzw. Sequenz-Motive aufzudecken, werden sogenannte
Passenger-Proteine, gekoppelt an ihre eigenen oder fremde Prasequenzen, natirlichen oder
artifiziellen Ursprungs, in nativer oder mutierter Form untersucht. Mutierte Proteine weisen
struktur- oder ladungsverandernde Austausche einzelner Reste oder N- und C-terminale
Verkirzungen auf. Nach ihrem Import werden diese Proteine entweder direkt in Extrakten
von Mitochondrien oder nach gezieltem Protease-Verdau von Mitochondrien und submito-
chondrialen Partikeln immunologisch nachgewiesen. Dadurch werden selektiv nur die au-
Rerhalb der jeweiligen Membran liegenden Molekile abgebaut, und importierte Molekile
kénnen von nicht importierten unterschieden werden (Allison und Schatz, 1986; Chaumont
et al., 1990; Hekman et al., 1991; Tanudiji et al., 1999). Ein weiterer Ansatz ist die Markie-
rung von Proteinen mittels fluorochromer Molekile wie GFP (zu GFP siehe Kapitel 1.4; Yano
et al.,, 1997; Kanazawa et al., 1997). Einige genetische und biochemische Arbeitsansatze,
die den Untersuchungen der Protein- Import- Maschinerie in S.cerevisiae zugrundeliegen,
wurden von Kibrich und Kollegen in einer Ubersicht zusammengestellt (Kibrich et al.,
1995). Die gewonnenen Informationen konnten zu den folgenden Konzepten Gber mitochon-
driale Transportwege zusammengefihrt werden (Lill et al., 1996; Neupert, 1997; Kaldi und
Neupert, 1998; Haucke und Lithgow, 1997).

Der allgemeine Importweg beschreibt nacheinander ablaufende Prozesse mit der Di-
rektion des Proteins in die Matrix: 1) Synthese der Praproteine an zytosolischen Ribosomen
und Abgabe in das Zytosol. 2) Transfer zu den Mitochondrien unter Assemblierung mit zyto-
solischen Faktoren zur Erhaltung der Importkompetenz und Vermeidung von Aggregation.
3) Erkennung der Targeting-Domane durch die Importrezeptoren an der Oberflache der au-
Reren Membran. 4) Initiierung des Transfers durch den Praprotein-Translokasekomplex der
aulleren Membran TOM. 5) Interaktion von Praprotein und Oberflache der inneren Mem-

bran und Eintritt in den Translokasekomplex TIM, getriggert durch das Membranpotential
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(AW). 6) Abschluld der Translokation durch TOM und TIM durch das ATP-abhangige mt-
HSP70-Transport-System. 7) Proteolytische Prozessierung von Pra-Proteinen, die Targe-
tingsignale tragen durch MPP. 8) Faltung in den physiologischen Konformationszustand mit
Hilfe des mitochondrialen Chaperone-Systems (mt-Hsp70, mt-Hsp60, Co-Chaperone) in der
Matrix.

Spezielle Transportwege haben die drei anderen mitochondrialen Kompartimente zum
Ziel und werden entweder im Anschluf® an den Transport in die Matrix oder unabhangig da-

von beschritten, d.h. unter Umgehung der Matrixpassage.

1.2.2 Targeting — Domane, Import und Verteilung in Kompartimente

Vor ihrem Einbau in die Mitochondrien-Kompartimente missen die Praproteine vom
Zytosol in die Organellen transportiert werden. Targeting-Sequenzen sind dabei notwendige
Signale, die der Zielerkennung beim Zuordnen mitochondrialer Proteine zu ihrem Bestim-
mungsort dienen. Bei 60% bis 70% der mitochondrialen Proteine findet sich eine solche
Targeting-Sequenz an deren N-Terminus, von denen die Uberwiegende Mehrheit proteoly-
tisch prozessiert wird. Interne Targeting-Sequenzen, also Signale innerhalb der Peptidkette,
besitzen die meisten Proteine der TIM- und TOM-Komplexe (Neupert, 1997, Abbildung 1-3).

_ Bei Sequenzvergleichen
)

der als mitochondrial dirigie-

| tern | rend bekannten Peptide konn-

N‘term'”a'-em | ten keine konservierten Amino-

saureabfolgen entdeckt wer-

Abbildung 1-3 Lokalisation mitochondrialer Targeting- )
Sequenzen im Protein. den. Trotzdem haben diese

Peptide eine charakteristische

Zusammensetzung. So enthal-
ten sie sehr viele basische Aminosauren (Lysin (K) und Arginin (R)), mehr oder weniger al-
ternierend dazu hydrophobe Reste wie Leucin (L) und Isoleucin (I) sowie einen hohen Anteil
an Serin (S) und Threonin (T), aber keine oder nur sehr wenige saure Reste. Diese Zusam-
mensetzung ermdoglicht vielen Prasequenzen die Ausbildung einer mehr oder weniger ,klas-
sischen® amphiphilen Helix in Membranen oder lipophiler Umgebung (Von Heijne, 1986).
Das kann als Hinweis darauf gewertet werden, daf® ihre Funktion nicht durch die Sequenz
sondern durch die Sekundarstruktur determiniert ist. Die in waRrigem Millieu strukturlosen
Peptide nehmen in Lipid-Micellen helicale Formen an. Die amphiphile Helix dient der Bin-
dung an die mitochondrialen Importrezeptoren. Bedingung fur ihre Erkennung ist ihre Pra-

sentation an der Oberflache des Proteins (Sjoling und Glaser, 1998).
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Nach Bindung des Praproteins an Rezeptoren auf der duleren Membran Uber elektro-
statische und hydrophobe Wechselwirkungen (Haucke und Lithgow, 1997) wird es in die Mi-
tochondrien durch eine Translokations-Maschinerie, bestehend aus den Haupt-Protein-
Komplexe TOM und TIM (zur Nomenklatur: Pfanner et al., 1996), transportiert. TOM enthalt
zwei Gruppen von Rezeptoren, einer fiir die Bindung aminoterminaler positiv geladener Tar-
geting-Doméanen, und ein anderer flr hydrophobe Proteine mit internen Targeting-
Sequenzen. Ein kooperatives Zusammenspiel beider Rezeptortypen wird diskutiert (Kaldi
und Neupert, 1998; Haucke und Lithgow, 1997). Zum lateralen Transport dienen Importka-
nale, sogenannte Translokations-Poren. Nach der Bindung am Rezeptor hangen der weitere
Transportweg und Transportmechanismus von der Art der Signal-Sequenzen und damit vom

Zielkompartiment ab. Folgende Varianten werden diskutiert:

(1) DAS PROTEIN TRAGT NUR EINE N-TERMINALE TARGETING-SEQUENZ.

Proteine die in die Matrix transportiert werden sollen, treten unter Ausnutzung des Protonen-
gradienten an den Kontaktstellen von auf3erer und innerer Membran bzw. Gber bestimmte
TIM-Proteine vollstandig oder partiell in die Matrix ein. An der Matrixseite der inneren Mem-
bran interagiert ein Komplex aus einem peripheren TIM-Protein und mt-Hsp70 mit dem Pra-
protein und leitet dort das sich anschlieRende Faltungs- und Prozessierungsverfahren ein
(Komponenten der “Faltungs- und Degradations-Maschinerie” siehe Kapitel 1.2.3, 1.2.4).
Das Ergebnis ist ein reifes, also enzymatisch aktives Protein. Proteine der dufleren Mem-
bran und einige Proteine des Intermembranraumes werden direkt vom TOM-Komplex an ih-

ren Bestimmungsort entlassen.

Fir ein Protein mit einer N-terminalen Targeting-Sequenz und einer zweiten internen Signal-
Sequenz, die sich haufig direkt anschliel3t, bestehen verschiedene Mdglichkeiten der Vertei-

lung, entsprechend der Funktionsweise der zweiten Signal-Sequenz (Abbildung 1-3).

(2) DAS PROTEIN TRAGT SOWOHL EINE N-TERMINALE ALS AUCH EINE INTERNE TARGETING-
SEQUENZ.

Diese Praproteine werden zunachst in die Matrix transportiert, wo ihre aminoterminale Tar-
geting-Domane abgespalten wird. Daraufhin wird eine zweite Signal-Sequenz freigelegt, die
das Protein in die innere Membran oder in den IMS rickdirigiert. Der Export in IM und IMS
erfolgt nach vergleichbaren Mustern wie der Export von mitochondrial kodierten Proteinen,

die an Ribosomen in der Mitochondrien-Matrix synthetisiert werden.
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(3) DAS PROTEIN TRAGT EINE N-TERMINALE TARGETING-SEQUENZ UND EINE INTERNE ANKER-
SEQUENZ, DIE SELBST NICHT ALS TARGETING-SEQUENZ WIRKT.

Solche Proteine treten partiell in die innere Membran ein, werden aber durch die hydrophobe
Ankersequenz, die an den TIM-Komplex bindet, am Weitertransfer gehindert, was als “Stop-
Transfer-Mechanismus” bezeichnet wird. Die N-terminale Targeting-Sequenz wird in der Ma-
trix prozessiert. Wird die Ankersequenz anschlieRend proteolytisch abgespalten, entsteht ein
IMS-Protein (Lill et al., 1996).

(4) DAS PROTEIN HAT EINE INTERNE SIGNAL-SEQUENZ, ABER KEINE PROZESSIERBARE N-
TERMINALE TARGETING-DOMANE.

Diese Proteine benutzen einen verkirzten Weg lUber den zweiten Typ von TIM-Translokase,
der nachgeschaltete Faltungs- und Prozessierungsschritt entfallt und das Protein wird inner-

halb der inneren Membran an seinen endgultigen Bestimmungsort verschoben.

1.2.3 Chaperone bei der Translokation und der Faltung von Proteinen

Beim Durchtritt des Praproteins durch die innere Membran und seiner Modifikation in
der Matrix spielen Chaperone, Chaperonine und Proteasen eine bedeutende Rolle (Martin,
1997). Ein importiertes Praprotein wird an das mitochondriale Faltungs- und Degradations-
System weitergegeben, wo es wahrend der Prozessierung kaskadiert diverse Bindungs- und
Dissoziationsschritte tber die Chaperone Hsp70, 60 und 10 durchlauft. Nach der Dissoziati-
on des Praproteins vom mt-Hsp70-Komplex wird es durch Hsp60 unter ATP-Verbrauch und
Regulation durch Hsp10 in seinen nativen Zustand gebracht. Hsp60 und Hsp10 sind essen-
tiell fur die korrekte Proteinfaltung sehr vieler mitochondrialer Proteine (H6hfeld und Hartl,
1994). Beispielsweise sind Defekte in Hsp60 fir die falsche Faltung der B-Untereinheit der
F1FO-ATPase verantwortlich, und Defekte in Hsp10 flihren zur Mikfaltung der a-Untereinheit
von MPP.

Fur den vollstdndigen Durchtritt eines Praproteins durch die innere Membran werden
derzeit zwei Modelle diskutiert (Voisine et al., 1999; Pilon und Schekman, 1999), bei denen
mt-Hsp70-Molekile eine zentrale Rolle einnehmen. Das “TRAPPING MODELL” (“BROWNIAN
RATCHET MODELL”) geht davon aus, das das Polypeptid spontan, gemaf der Brownschen
Bewegung, durch den Membrankanal diffundiert. Nach ATP-Hydrolyse wird der Komplex aus
mt-Hsp70 und ADP stabil an das Peptid gebunden und dessen Rickwartsbewegung unter-
bunden. Dieses Modell setzt voraus, dal® mehrere mt-Hsp70-Molekiile nacheinander wie auf
einer Perlenschnur mit dem Peptid interagieren. Das “PULLING-MODELL”, in dem mt-Hsp70
als Motorprotein das Peptid aktiv durch den Kanal zieht, erfordert die temporare Bindung von

mt-Hsp70 Uber das TIM-Protein 44 an die trans-Seite des Kanals und tragt das Risiko, dal®
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das Protein bei einem Nukleotid-Austausch an Hsp70 und nachfolgender Ablésung des

Chaperones zuriickgleitet. Dieses Modell gilt als das wahrscheinlichere.

1.2.4 Matrix- Prozessing- Peptidase (MPP) und proteolytische Spaltstelle

Die Bildung einer nativen Proteinstruktur fliihrt meistens Uber die proteolytische Abspal-
tung der Targeting-Domane durch die intramitochondriale Protease MPP. Die Abspaltung
der Targeting-Domane erfolgt bereits bei der Interaktion des Praproteins mit dem Komplex
aus TIM44 und mtHsp70 und findet noch vor der Ubertragung des Proteins auf den
Hsp60/10-Komplex ihren Abschlu3. Der Faltungsprozel® wird durch die Abspaltung der Tar-
geting-Domane beschleunigt (Martin, 1997). Gewdhnlich ist das Enzym MPP in der Matrix
lokalisiert (Sauger, Pilze). In hdheren Pflanzen ist es jedoch als Teil des Cytochrom bc1-
Komplexes direkt mit der inneren Membran assoziiert (Glaser et al., 1996; Sjoling und Gla-
ser, 1998, Glaser und Dessi, 1999). Diese Tatsache wird als Indiz fur die Prozessierung in
der Frihphase des Transports gewertet. Die Affinitdt des Enzymdimers zu Prasequenzen ist
etwa 30x hoher als die des Monomers (Koijima et al., 1998).

MPP, eine Metalloendoprotease, besteht aus zwei nichtidentischen Untereinheiten, o-
MPP und B-MPP, mit einer ungefahren Masse von je 50 kDa (Luciano und Géli, 1996). Das
Enzym agiert durch Kooperation der beiden Untereinheiten (Luciano et al., 1997), wobei die
Untereinheit a-MPP wahrscheinlich ein durch die Prasequenz gebildetes 3D-Motiv (Anastasi
et al., 1993) erkennt und diese Prasequenz der katalytischen Untereinheit B-MPP prasentiert
(Kitada et al. 1995). Fur die Interaktion zwischen MPP und Praprotein kommen drei Mecha-

nismen in Frage:

(1) DIE ELEKTROSTATISCHE ANZIEHUNG.

Aufgrund der Ladungsgegensatze wirken zwischen den sauren Resten von MPP und den
basischen Resten in der Prasequenz elektrostatische Anziehungskrafte (Kitada und lto,
2001).

(2) DIE ERKENNUNG SPEZIELLER MOTIVE.

MPP erkennt Prozessierungsstellen, die an bestimmten, die Schnittstelle umgebenden Posi-
tionen Arginin-Reste tragen, nadmlich an den Positionen -2, -3 und/oder -10 relativ zur
Schnittstelle. In manchen Fallen sind diese Arginine sogar essentiell fir die Proteolyse. Der
proximal zur Schnittstelle gelegene Argininrest (Positionen —2 oder —3) wird als Interaktions-
partner der katalytischen Stelle von B-MPP diskutiert und ist sehr sensibel gegentiber Muta-

tionen. Distal gelegene Arginin-Reste werden zur Erkennung durch die a-MPP-Untereinheit



23

benutzt. Aber die Existenz eines “R-2” oder “R-3"-Motivs allein erzwingt die Proteolyse noch

nicht.

(3) DIE AUSBILDUNG BESTIMMTER SEKUNDARSTRUKTUREN.

Der N-Terminus bildet vermutlich eine fur die Funktion bedeutende Sekundarstruktur. Dele-
tionen der N-terminalen Doméane in Sauger- und Hefe-Prasequenzen fiihren zur Verminde-
rung der Prozessierungseffizienz, vermutlich durch Reduktion der Anzahl basischer Amino-
sauren, denen eine Konformationsstabilisierende Funktion zugeschrieben wird (Song et al.,
1996). Da C-Termini von Prasequenzen, die eine hohe Affinitat zu MPP haben, helical sind
(Sjoling et al., 1994), wahrend in Prasequenzen mit geringer Affinitdt diese Helixbereiche
fehlen (Sjoling et al., 1996), wird eine helicale Struktur als proteolysekompetente Konforma-
tion festgestellt. Es wurden auch Prasequenzen proteolytisch angegriffen, die mehrere kurze
a-Helices (<11 Reste) enthielten, die Uber kurze flexible Linker, oft nur aus einem Prolinrest
oder Tripeptid bestehend, verbunden waren. Im Gegensatz dazu scheinen Sequenzen mit
ausgedehnten Helix-Bereichen gegen Prozessierung inert zu sein. Die Flexibilitat durch die
Linker gewahrleistet also eine prozessierungskonforme Prasentation der Schnittstelle in der
MPP-Enzymtasche, gemal dem “induced fit” Modell. Es ist somit naheliegend, dal® die C-
terminale Sekundarstruktur einer Prasequenz neben der amphiphilen Struktur des N-
Terminus einen EinfluR auf die Prozessierung hat. Viele Untersuchungen mittels kiinstlicher
Prasequenzen oder Prasequenzen mit deletierten C-Termini, bei denen trotz funktionieren-
den Targetings und Imports keine Proteolyse stattfand zeigen, dal die jeweiligen Signale flr
Erkennung, Import und Spaltung verschieden sind, die bei sehr langen Prasequenzen wie
sie in hoheren Pflanzen vorkommen sogar lokal getrennt vorliegen kénnen (Review Sjoling
und Glaser, 1998).

1.3 Dictyostelium discoideum — ein Modellorganismus

Das Untersuchungsobjekt Dictyostelium discoideum ist eine Bodenamobe aus der ta-
xonomischen Klasse der Acrasiomyceten, die aus Waldbodenproben in North Carolina iso-
liert wurde (Raper, 1935). Die Zellen ernahren sich phagozytisch von Bakterien und vermeh-
ren sich durch mitotische Zellteilung (vegetative oder Wachstums- und Vermehrungsphase,
Loomis, 1975). Bei Nahrungsverknappung wird ein Entwicklungs- und Differenzierungspro-
gramm ausgelost, das uber die Ausbildung eines vielzelligen Pseudoplasmodiums zu uber-

dauerungsfahigen Sporen flihrt (Abbildung 1-4).
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Bei diesem Pro-
zess spielt cCAMP sowohl
als intrazellularer als

auch als extrazellularer

Sporenkeimung Botenstoff eine zentrale

Wachstum durch

. 'Phagozytose Rolle (Reymond et al-,

1995). Dictyostelium-
(C: Fruchtkdrper , Zellen sind einerseits in
N : s~ (Sporentrager) SR N .
Migrationsphase X . der Lage, cAMP mit Hilfe

(”Slug” Stadium) e
j.. Zeliteilung von cAMP-Rezeptoren
(cAR) zu detektieren,

was in der Zelle eine Si-

Kulmination f

Conus Blidung gnalkaskade induziert,

und andererseits cAMP
durch ein spezielles Se-

kretionssystem nach au-

Aggregation

Ren abzugeben (Gerisch

Abbildung 1-4 Entwicklungszyklus von Dictyostelium discoi- €t al., 1972). Einzelne
deum (aus Gerisch, 1965). Das Entwicklungsprogramm wird  zgjlen beginnen, oszilla-

vom Beginn des Hungerns bis zur Ausbildung der Sporen in 24 _
Stunden durchlaufen. torisch cAMP zu sezer-

nieren, wodurch andere

Zellen sowohl zur eige-
nen cAMP-Ausschuttung als auch zur positiv chemotaktischen Wanderung entlang des ent-
stehenden Konzentrations-Gradienten in einem Spiralwellenmuster angeregt werden und
Zellaggregate bilden (Gerisch, 1986; Reviews uUber Chemotaxis: Es und Devreotes, 1999;
Parent et al., 1998; Manson und Segall, 1992, Firtel und Chung, 2000; Kriebel et al., 2003).
Dafir ist sowohl eine eindeutige Zellpolaritat und die Fahigkeit notwendig, auf den Konzen-
trationsgradienten mit einer gerichteten Bewegung zu reagieren (Chung et al., 2001; Firtel
und Meili, 2000).

Das Pseudoplasmodium aus ca. 10° Zellen, die den Zell-Zell-Kontakt {iber die gesamte
Zelloberflache oder mittels des csA-Glykoproteins bevorzugt lber die Zellspitzen (Beug et al,
1973; Coates und Harwood, 2001) herstellen, organisiert sich zu einem wurmartigen Kérper.
Dieser slug genannte Organismus weist bereits Merkmale der Differenzierung auf: Induziert
durch morphogene Faktoren werden zelltypspezifische Gene selektiv exprimiert (Van
Driessche et al., 2001; Gerisch, 1987). In den Zellen an der Spitze des slug wird eine Ent-

wicklung zu Prastielzellen und in denen der mittleren und hinteren Bereiche zu Prasporen-
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zellen ausgel6st. Der slug durchlauft eine Migrationsphase, in der er sich phototaktisch ori-
entiert, im Licht aufrichtet und schlieRlich den Sporentrager mit Fuldplatte, Stiel und Sporen-
kopf ausbildet. Die Prastielzellen vakuolisieren, ummanteln sich mit Zellulose und sterben
schlieBlich ab. An dem so stabilisierten Stiel wandern die Prasporenzellen nach oben und
bilden als Uberdauerungsform Zellulose-ummantelte, stoffwechselinaktive und gegeniiber
ungunstigen Bedingungen, insbesondere gegenilber extremen Temperaturen und Wasser-
mangel, resistente Sporen. Diese kdnnen bei Verbesserung der Lage wieder zu vegetativen

Amoben auskeimen.

Aus dem Wildtyp (Freilandisolat NC4, Raper, 1935) wurde durch Mutagenese ein La-
borstamm gezlichtet, der sich auch in flissigem Nahrmedium, d.h. axenisch, kultivieren a3t
— der Stamm AX2 (Watts und Ashworth, 1970). Diese Nahrungsgrundlage und kurze Gene-
rationszeit ermdglichen die einfache Anzucht grofler Mengen an Zellmaterial unter definier-
ten Bedingungen, wobei sich nahezu homogene Populationen mit annadhernd synchroner
Verhaltensweise der Individuen gewinnen lassen. Fiir biochemische Untersuchungen steht

somit genligend Material zur Verfigung.

Der Eukaryont Dictyostelium enthalt wesentliche partikulare, membranése, [6sliche
und filamentose Strukturen einer tierischen Zelle: Kern, Centrosom, Ribosomen, Mitochon-
drien, Vakuolen, Lysosomen, Peroxisomen, Golgi-Apparat, Zytoplasmamembran, ER, Zyto-
plasma, Zytoskelett. Er durchlauft die zellbiologischen Prozesse des Wachstums und der
Differenzierung, der Musterbildung, der Zellteilung, der Endo- und Exozytose, der
Signaltransduktion, der Motilitat, der Chemo-, Photo- und Thermotaxis und der Zell-Zell-
Adhasion. Darin zeigen die Zellen viele Gemeinsamkeiten mit hdher entwickelten
Organismen. So ergaben sich bezlglich der Aufnahme von Partikeln (Phagozytose) oder
Flussigkeiten (Pinozytose) Ubereinstimmungen mit S&ugerzellen (Maniak et al., 1995,
Hacker et al., 1997). In ihren Bewegungsablaufen und dem chemotaktischen Verhalten
ahneln die Zellen humanen Leukozyten und Makrophagen. Andererseits teilen sie
Eigenschaften mit héheren pflanzlichen Zellen wie die Vakuolisierung der Stielzellen und die
Ausbildung einer die Sporen und Stielzellen umgebenden Zellulosewand bei der
Entwicklung. Das Prinzip der Konservierung der Funktion eines Proteins durch die
Konservierung seiner Aminosauresequenz a3t sich auch auf D. discoideum anwenden. Aus
den in Dictyostelium erzielten Erkenntnissen lassen sich deshalb allgemeine Prinzipien
ableiten und so auf die Vorgange in héheren Organismen Ubertragen.

Diese Tatsachen begriinden die zunehmende Bedeutung von D. discoideum als Mo-

dellsystem zur Untersuchung zellbiologischer Vorgange. Daraus resultierte auch das Be-
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dirfnis nach vollstandiger Entschliisselung seines Genoms. Die Sequenzierung des 34 Mb
groflden, auf 6 Chromosomen zu jeweils etwa 4-7 Mb verteilten (Cox et al., 1990; Loomis und
Kuspa, 1997), sehr A-T-reichen (~77%) Genoms wurde im D. discoideum Genome Project

vorangetrieben und ist mittlerweile abgeschlossen (http://dicty.cmb.nwu.edu).

1.4 Funktionsanalyse von Proteinen

Geeignete molekularbiologische Methoden, die Funktion eines Proteins zu untersu-
chen, sind die Ausschaltung des Gens oder die Unterdriickung der Expression, die Uberex-
pression und die Mutation des Gens. Dazu bietet sich in D. discoideum die gezielte Manipu-
lation einzelner Gene durch “Gene Targeting” mittels geeigneter Transformationsmethoden
an (Nellen et al., 1984), die Punktmutationen ebenso wie die Verkirzung oder die vollstandi-
ge Entfernung eines Gens aus dem Genom ermdglichen (Egelhoff et al., 1991; Schleicher,
1995). “Gene targeting” ist das Einbringen von einer in vitro veranderten Gensequenz durch
homologe Rekombination mit ihrem genomischen Gegenstlick (De Lozanne und Spudich,
1987; Witke et al., 1987). Im Gegensatz zur chemischen Mutagenese (Wallraff et al., 1986;
André et al., 1989; Brink et al., 1990) lalt sich ein so gewonnener Phanotyp kausal auf das
manipulierte Gen zurtckfihren. Wegen des haploiden Genoms von D. discoideum ist die
Isolation der Rekombinanten vereinfacht, da der Phanotyp nicht durch das Produkt einer
zweiten Genkopie beeinflu3t wird.

Zur vollstandigen Unterdrickung der Expression durch Inaktivierung des entsprechen-
den Gens werden zusatzliche DNA-Stlcke in Form von Vektoren eingefuhrt (“Gene Disrupti-
on” in Dictyostelium: Witke et al., 1992; Cox et al., 1992; Haugwitz et al., 1994) oder endo-
gene DNA-Abschnitte gegen inkomplette Sequenzen ausgetauscht (“Gene Replacement” in
Dictyostelium: Manstein et al., 1989; de Hostos et al., 1993; Stoeckelhuber et al., 1996; Nie-
wohner et al., 1997). Eine weitgehende Reduktion der Translation kann durch Komplexie-
rung der mRNA mit anti-mRNA (“anti sense RNA” Technik: Knecht et al., 1987; Haugwitz et
al., 1994) erreicht werden. Mit REMI (Restriction Enzyme Mediated Integration) wurde eine
weitere Methode zur Identifizierung neuer Gene und der Untersuchung ihrer Funktionen an
Dictyostelium erfogreich angewandt (Kuspa und Loomis, 1992). Die Uberexpression eines
artifiziellen Proteins zusatzlich zum endogenen Protein, aber auch die Expression im geneti-
schen Hintergrund einer Minus-Mutante, erreicht man durch extrachromosomale (Leiting und
Noegel, 1988) oder integrierende (Nellen et al., 1984) Expressionsvektoren.

Um solche Proteine in vivo sichtbar zu machen, werden fluoreszierende Markerprotei-
ne wie das GFP (Green Fluorescent Protein: Prasher et al., 1992) zur Fusion mit dem inter-

essierenden Protein eingesetzt (in Dictyostelium: Fey et al., 1995; Maniak et al., 1995). Auf
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diese Weise wird derzeit systematisch die intrazellulare Lokalisation unbekannter Genpro-
dukte aus humanen cDNA-Banken identifiziert (PROLOC: Hoja et al., 2000).

GFP aus der Meeresqualle Aequorea victoria ist ein aus 238 Aminosauren bestehen-
des Protein, das eine 3D-FalR-Struktur aus antiparallelen B-Faltblattern und einem zentralen
a-helicalen Heptapeptid bildet, das das Chromophor enthalt (Ormé et al., 1996; Yang et al.,
1996). GFP wird von dem Ca**-bindenden Aquorin (Kendall und Badminton, 1998), einem
ebenfalls in dieser Qualle vorkommenden primaren Photoprotein, in vivo gebunden. Diese
Assoziation dient dem direkten Energietransfer von Aquorin auf GFP, wobei letzteres zur
Fluoreszenz angeregt wird. Das Anregungsmaximum in vitro liegt bei 395 nm, das der Emis-
sion bei 508 nm (griin). Mittlerweile stehen eine Reihe von modifizierten GFP-Proteinen zur
Verfligung, deren Exzitations- und Emissions-Wellenlangen verschoben sind (Review: Ken-
dall und Badminton, 1998). Die Kombination dieser Varianten ermdglicht die synchrone aber
getrennte Beobachtung mehrerer Proteine in einer Zelle. In dieser Arbeit wurde S65T-GFP
eingesetzt, eine mutante GFP-Form, in deren Chromophor der Serin-Rest an der 65. Positi-
on durch Threonin ausgetauscht ist. Die Fluoreszenzintensitat ist dadurch etwa 4 bis 6mal
grofRer als im Wildtyp-GFP. Die Anregungswellenlange ist von 395 nm (Blau) in den langer-
welligen Bereich (489 nm) verschoben (Heim et al., 1995 und 1996). Dadurch erreicht man
eine Reduzierung der Zellschadigung und des Bleicheffekts. Weitere fluorochrome Derivate

sind YFP (Yellow Fluorescent Protein) und BFP (Blue Fluorescent Protein).
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ERGEBNISSE

2 Aufklarung und Analyse der DNA- und Protein-Sequenz

21 Isolierung der cDNA aus Phagenklonen

Genbibliotheken, insbesondere Expressionsgenbanken, spielen fir das Aufsplren un-
bekannter Gene eine bedeutende Rolle, so auch in dieser Arbeit flr die Isolation des Gens
dmif1 in D. discoideum. Hier wurden zwei in Agt11-Phagen konstruierte cDNA-Genbanken
eingesetzt, die sich in einem Fall von poly(A)’-RNA aus vegetativen (t,) AX2-Zellen und im
anderen Fall von poly(A)"-RNA aus sich entwickelnden (t;) AX3-Zellen ableiteten (zur Ent-
wicklung von Dictyostelium siehe Kapitel 1.1; zur Genbank Kapitel 10.2.2). Die Bezeichnun-
gen AX2 bzw AX3 stehen dabei flr axenisch kultivierbare Laborstdamme von D. discoideum.
Zu Beginn erfolgte die Durchmusterung der Expressions-Banken mit monoklonalen Antikér-
pern zur Detektion einiger der exprimierten Proteine. Im weiteren Verlauf wurden die ent-
sprechenden Nukleinsauresequenzen durch Hybridisierung mit einer DNA-Sonde identifi-
Ziert.

Der spater zum Screening der Genbank verwendete monoklonale Antikérper mAk 236-
173-2 aus der Hybridoma-Fusion 236/237 markiert in fixierten Zellen von D. discoideum ne-
ben perizellularen Héfen auch vesikelartige Strukturen innerhalb der Zellen. Mit dem Ziel,
einige mit diesen Strukturen assozierte unbekannte Proteine zu identifizieren, konnten durch
das Durchmustern der ty-Bank zunachst drei unabhangige Phagenklone isoliert werden
(Klon F10 siehe Abbildung 2-1; Klone F9, F11 nicht gezeigt). Das jeweils im Phagengenom
integrierte Dictyostelium-cDNA-Fragment wurde nach PCR-Amplifikation mit den Universal-
Primern Afw und Arev sequenziert. Das Fragment F9 mit etwa 400 bp kodiert demnach fir
das ribosomale Protein S24; das Fragment F11 mit etwa 500 bp fir das Enzym NADH-
Oxidoreduktase. Beide Fragmente wurden, da beide Proteine bereits bekannt waren, nicht
weiter untersucht.

Das mit etwa 600 bp groRte Fragment F10 eines unbekannten Proteins hat einen offe-
nen Leserahmen (ORF) zur Kodierung von nominell 112 Aminosauren. Es ist an beiden En-
den durch synthetische Adapter bzw. Polylinker, mit Erkennungssequenzen fir EcoRlI, Notl
und Sall, die durch die Konstruktion der Agt11-t,-cDNA-Bank eingebaut sind, begrenzt. Nach
Entfernung der Polylinker durch Restriktionsverdau mit Sall wurde dieses Fragment radioak-
tiv mit [a-°P]-dATP nach der ,Random-Prime“-Methode markiert. Als Sonde wurde es in

weiteren Screenings der t;-Bank und zusatzlich einer t,-Bank zur Suche nach Phagenklonen
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mit langeren cDNA-Fragmenten eingesetzt. So konnten weitere 5 unabhangige Klone isoliert
werden, von denen einer aus der t,-Bank (F68), die anderen aus der t;-Bank (F11/2, F18,
F20 und F32) stammen. Die enthaltenen cDNA-Fragmente wurden wiederum mit den Uni-
versalprimern Afw und Arev sowie einigen internen Primern (p3, p5, p7, p9, p12) sequenziert
(Abbildung 2-1).

Ein Teil der Klone stellte sich als defekt heraus, d.h. sie enthalten entweder Leserah-
menverschiebungen (F32), sind im ORF unvollstandig (F11/2, F20, F32), sind Mischklone
(F18, F11/2) oder enthalten Basenaustausche innerhalb des ORF (F18).

: SNE
F10 (Sonde) ENS  dmiff Y
{0.6kb) ’ .
Ao . Arev
SNE
F11/2 Ll | Y
(0.7kb) ! St
Afw N rev
ENS SNE
SNENS
AT L ¢
' A . p9
" hrev
@s SNE
F20 zsaq
(0.7kb) ! pﬁﬁ
Arev
—=
p12 _L
5362kb) I = :
' A .
E Poly-T E
F68 L  —t— > >
(1.5kb) ! L
2:235: p3 > &fw
4 p7

Abbildung 2-1 Sequenzierungsstrategie. Mit dem zuerst sequenzierten Klon F10 als Son-
de wurden weitere 5 unabhangige Phagenklone identifiziert (F11/2 bis F68, schwarze Bal-
ken, Langenverhéltnisse malstabsgerecht). Die bei der Sequenzierung mit den Universal-
Primern (Afw und Arev) bzw. sequenzinternen Oligonukleotiden (p3, p5, p7, p9, p12) jeweils
detektierten Bereiche sind als schwarz geflillte Pfeile dargestellt; Regionen, aus denen das
Protein DMIF1 abgeleitet wird, als weilter Kasten. Die Ziffern in den Kasten kennzeichnen
die Nukleotide: A1 im Startkodon ATG ist das 1. Nukleotid, das letzte zur Proteinsequenz
beitragende Nukleotid ist A315. ENS (am 5‘-Ende) bzw. SNE (3‘-Ende) stehen als Abkur-
zung fur EcoRI-Notl-Sall-Erkennungssequenzen in den synthetischen Adaptern (das Frag-
ment F68 aus der t,-Bank enthalt, konstruktionsbedingt, einen Linker mit nur einer EcoRI-
Schnittstelle). Die Winkel markieren deren ungefahre Lage in der Sequenz. In manchen
Phagenklonen wurden Poly-A/T-Bereiche identifiziert (gestrichelte Linien, deren Lange unge-
fahr dem detektierten Bereich entspricht).
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2.2 Analyse der DNA-Sequenz

Die offenen Leserahmen aller in Abbildung 2-1 dargestellten cDNA- Klone wurden in
Aminosauresequenzen Ubersetzt. Durch Vergleiche dieser Abfolgen kristallisierte sich eine
Peptidsequenz heraus, die in den Klonen in verschieden grof3en Teilstlicken vorhanden ist.
Die genomische Basenfolge wurde nach PCR an AX2-DNA mit den internen Oligonukleoti-
den p68fw und p68rev bestimmt (Abbildung 2-2).

Die kodierende Region umfaft 318 bp inklusive dem fir D. discoideum typischen Stop-
Kodon TAA. Der Bereich direkt vor dem Start-Kodon ATG enthalt 21 Basen im ORF, die
nicht translatiert werden. Der davorliegende Bereich in der 5'UTR ist sehr AT-reich und ent-
halt mehrere Stop-Kodons im selben Leserahmen. Dies spricht fur die Vollstandigkeit des
kodierenden Teils am 5'-Ende. Etwa 100 bp stromaufwarts vor dem Start enthalt die flankie-
rende Region eine erste mdgliche Promotersequenz TATA, eine zweite befindet sich 60 bp
weiter Richtung 5-Ende. Stromabwarts kénnen mehrere Stellen potentiell als Polyadenylie-
rungssignal AATAAA dienen, wobei eine Stelle Teil des Stop-Kodons ist. Alle beschriebenen
Elemente sind im Klon F68 enthalten. Die Klone F10 und F18 besitzen in 3‘-Richtung zwei
weitere potentielle Polyadenylierungssignale. Der zugehérige Poly-A-Strang befindet sich
weiter stromabwarts (Abbildung 2-1: Klone F68, F11/2, F20). Im Gegensatz zu den anderen
Phagenklonen hat F68 als Abkdmmling der t,-Bank konstruktionsbedingt an den Enden ei-

nen EcoRI-Linker.

TATATTCAAAAGAAATGGAAAAAGAAATGGTGTGTACTTCGTGGCATTCATTTAGAATAT
1 - Fom————— Fom————— Fom—————— Fom—————— Fom—————— + 60
ATATAAGTTTTCTTTACCTTTTTCTTTACCACACATGAAGCACCGTAAGTAAATCTTATA

TATAAAGGTTGGTGGGAAGATCAACAAGGTGCACAAGATAGTGAAGAATGCGGTAAAATT
61 ————————- Fm——————— Fm——————— Fmm—————— f-—— Fmm—————— + 120
ATATTTCCAACCACCCTTCTAGTTGTTCCACGTGTTCTATCACTTCTTACGCCATTTTAA

TTAATACAAACCAAAATAATTAATTAATTAATTAATTCAACAAATAAAAATAATGTCCAG
121 ————————~ Fom————— Fom————— Fom—————— Fom—————— Fom—————— + 180
AATTATGTTTGGTTTTATTAATTAATTAATTAATTAAGTTGTTTATTTTTATTACAGGTC

CAGTGTCAGCAAACTTTTAAAATTAACTCGTGCTTCAATGATTGCAGCTCCAAAGAGATC

181 —-—==-—---- Fomm—————- Fomm - Fomm - Fomm Fom— - + 240
GTCACAGTCGTTTGAAAATTTTAATTGAGCACGAAGTTACTAACGTCGAGGTTTCTCTAG
[ S v s K L. L K L T R A S M I A A P K R §

CATTGCTTTCAGAGGTGATGAATTCAAAGAAAGAGAAGAAGCTTTTGAAAGCCAATATGT

241 ——=-————- Fom————— Fom————— Fom—————— Fom—————— Fom—————— + 300
GTAACGAAAGTCTCCACTACTTAAGTTTCTTTCTCTTCTTCGAAAACTTTCGGTTATACA
[T A F R G D E F K E R E E A F E S Q Y V|

TAAACAAAAAGAAAGAGATGATTTAAAGAGAATGGTAATTATTTTCACATTTGCAATATC

301 ——==—————- Fomm—————- Fomm - Fomm - Fomm Fom— - + 360
ATTTGTTTTTCTTTCTCTACTAAATTTCTCTTACCATTAATAAAAGTGTAAACGTTATAG
[0 K E R D D L K R M |~~~
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TAATAAAAAATAAAAAAAATAAAAAAAAAAAAATAAAATAAATATAAAAAAAARAAAAADA
361 ——————-—- Fomm—————- Fomm—————- Fomm - Fomm————— Fom——————- + 420

421 ————————- Fom— Fom————— Fom—————— Fom—————— Fom—————— + 480

N N N N D I I I ) ) ) ) ) ) ) e ) ) ) o ) ) ) ) ) ) e ) 0 ) o ) ) ) )

481 --------- Fomm—————- Fomm—————- Fomm - Fomm————— Fom——————- + 540

541 ——=-————- Fom— Fom————— Fom—————— Fom—————— Fom—————— + 600

N N N N D I I e ) e o ) ) ) e ) I ) ) ) o ) ) ) ) ) e o ) ) o ) e ) ) ol

601 —--—------ Fomm—————- Fomm—————- Fomm - Fomm————— Fom——————- + 660

661 —-———————- Fom— Fom————— Fom—————— Fom—————— Fom—————— + 720
AAAAAAAAAAAAAAAAAAAACTATTAATTTCCGACTTTTCTTCTTTGTTCTTCTTTGGTT
~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ R E K K K Q E E T K

AAAAGCTGGCTCACAACCAACTCCAAATGCATCATCATCAGCCAACAATTCCAAAGCTGC
721 ===~ Fmm—————— Fmm—————— Fmm—————— f-—— Fmm—————— + 780

TTTTCGACCGAGTGTTGGTTGAGGTTTACGTAGTAGTAGTCGGTTGTTAAGGTTTCGACG

[K”A 6 s 0 P T P N A S S S A N N S K A 7

CAAGATTAAGGAAATTGAAGATAAAATTAGCAAATTACAAAAAGAACTTGCCGATTTAAA

781 ——-————-- Fomm - fomm - fomm - fomm - fom - + 840
GTTCTAATTCCTTTAACTTCTATTTTAATCGTTTAATGTTTTTCTTGAACGGCTAAATTT
LK_ I K E I E D K I S K L O K E L A D L K

AAAATAAATCAAAATCCCTGTGTTTTTATTTTTTAAGAAGAGGTTTTTAAATTTATTGTT

841 --------- Fomm—————- Fomm—————- Fomm - Fomm————— Fom——————- + 900
TTTTATTTAGTTTTAGGGACACAAAAATAAAAAATTCTTCTCCAAAAATTTAAATAACAA
ATATGTTACTGCATCGTTTCGTTATTATAATTTGATGATTACGTTTATTTT

901 -——=—-——- Fom— Fom————— Fom—————— Fom—————— +- 951

TATACAATGACGTAGCAAAGCAATAATATTAAACTACTAATGCAAATAAAA

Abbildung 2-2 DNA- und abgeleitete Proteinsequenz: Der fir die Proteinsequenz (einge-
rahmt) kodierende Leserahmen (fett) wird durch eine 296 bp lange Intronsequenz (Schlan-
genlinie) unterbrochen (Exon I: 162 bp, Exon Il: 152 bp). Direkt am 5‘UTR befindet sich eine,
und 60 bp stromabwarts eine zweite potentielle Promotorsequenz (einfach unterstrichen),
sowie in der Nahe des 3‘-Endes ein Polyadenylierungs-Signal (doppelt unterstrichen), wel-
ches Teil des Stopkodons ist. Die cDNA-Klone F10 und F18 besitzen in 3‘-Richtung zwei
weitere potentielle Polyadenylierungssignale (nicht dargestellt).

Ein 296 bp langes AT-reiches Intron unterteilt den translatierbaren Bereich des DNA-
Molekdls in zwei etwa gleich lange Stlicke, die Exons | und Il. Das Intron beginnt mit den

Basen GT und endet mit AG. Dieser Bereich ist in allen Introns 100% konserviert und ist,
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gemeinsam mit der Tatsache, dal} dieser Sequenzbereich in der cDNA fehlt, ein eindeutiger
Hinweis auf seine Existenz im hier untersuchten Gen. Die flankierenden Bereiche eines In-
trons sind nicht so konserviert, enthalten aber auch gehauft bestimmte Basen (Abbildung
2-3A). Die in der Dictyostelium-Sequenz vorkommenden Abfolgen —~ATG-GTA — und — AAG-
GCT- (Abbildung 2-3B) weichen von dem am meisten verbreiteten Schema von Splice-

Sequenzen teilweise ab.

A
A A c G
| AG = G T | ~~~~m~mmmm | AG - G |
c c T T
12 345 678 91
Il Il
EXON | INTRON EXON Il
B
AT G=-6GTA ~~—mmem AAG-GC
12 345 678 91

Abbildung 2-3 (A) Konservierte Basen in Intronsequenzen (aus Knippers 1997, modifi-
ziert): ein Intron beginnt, nach der GT-AG-Regel, immer mit den Basen GT (Positionen 3
und 4, fett) und endet mit AG (Positionen 7 und 8, fett). Die weiteren vorangehenden und
folgenden Basen kommen, entsprechend einer Untersuchung von mehreren Hundert Ge-
nen, unterschiedlich haufig vor: |. Basen vor dem Intronstart: Position 1: A — 60%, Position
2 G - 75%. Il. Basen nach dem Intronstart: Position 5: A — 55%, C — 30%, Position 6: C
— 74%, T — 21%. lll. Basen nach dem Intronende: Position 9: G — 47%, Position 10: G —»
32%, T — 38%. (B) Exon-Intron-Grenzen im Gen von D. discoideum: Die konservierten
Basen GT und AG werden hier neben verbreiteten Basen (Position 2: G — 75%, Position 5:
A — 55%, Position 9: G — 47%) auch von Basen geringerer Haufigkeit eingerahmt (Position
1: T < 40%, Position 6: A < 5%, Position 10: C < 30%). Ein unterstiitzendes Indiz fir dieses
Intron im Dictyostelium-Gen dmif1 ist seine Abwesenheit in der cDNA-Sequenz.

23 Analyse der Proteinsequenz

2.3.1 Das Genprodukt entspricht einem Inhibitor der mitochondrialen F1F0-ATPase

Die abgeleitete Proteinsequenz wurde mit Sequenzen aus verschiedenen Datenban-
ken (SwissProt, PIR, YeastDatabase, PDB, SPupdate, CDS) mit Hilfe der Analyseprogram-
me FASTA und BLASTP (Altschul et al., 1990, 1997) verglichen. Dabei ergaben sich Ahn-
lichkeiten mit einem mitochondrialen Protein, das inhibitorisch auf die ATPase-Funktion der
mitochondrialen F1FO-ATP-Synthase wirkt (Abbildung 2-4).
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Dieses inhibitorische Protein ist sowohl in Hefen (Pichia jadinii: Dianoux und Hoppe,
1987 und Saccharomyces cerevisiae: Matsubara et al., 1981, Yoshida et al., 1983a, Akashi
et al., 1988; Ichikawa et al., 1990), in Trematoden (Schistosoma mansoni: Davis et al. 1995)
und Nematoden (Caenorhabditis elegans: Spieth et al., 1993), in Saugerzellen (Homo sapi-
ens: Ichikawa et al., 1999, Rattus rattus: Lebowitz und Pedersen, 1993, Rattus norvegicus:
Samuel et al., 1995, Mus musculus: Yamada et al., 1997, Bos taurus: Frangione et al. 1981)
als auch in Pflanzenzellen (Solanum tuberosum: Norling et al. 1990, Oryza sativa, Nakazono
et al., 2000) beschrieben. Von einigen dieser Proteine wurde die Inhibitoraktivitat auf die F1-
ATPase direkt, bei manchen auch speziesiibergreifend nachgewiesen (Hefe-IF1 auf Sauger-
F1-ATPase: Hashimoto et al., 1984 und Cintron et al., 1979; Ratte-IF1 auf ATPase aus Rat-
te und Rind: Chan und Barbour, 1976). Weiterhin besteht eine etwas geringere Homologie
zum Protein STF1 aus Saccharomyces cerevisiae (Matsubara et al., 1983), das neben sei-
ner inhibitorischen Wirkung auf die F1FO-ATPase die Bindung zwischen Inhibitor und ATPa-
se stabilisiert und folglich auch als stabilisierender Faktor bezeichnet wird. Die beiden ande-
ren Vertreter der stabilisierenden Faktoren, STF2 (Hashimoto et. al, 1984; Yoshida et al.,
1984 und 1990) und der kirzlich entdeckte potentielle neue Vertreter dieser Proteinfamilie in
Hefe STF3 (Hong und Pedersen, 2002), sind strukturell deutlich verschieden von STF1.

Fast alle diese Proteine existieren in einer Vorlauferform, die aus dem Inhibitor und ei-
ner N-terminal anschlieRenden abspaltbaren Signaldomane, der Targeting-Sequenz, besteht
(Abbildung 2-4A). Mitochondriale Targeting-Sequenzen zeichnen sich durch einen hohen
Gehalt an den basischen Aminosauren Lysin und Arginin sowie an Serin- und Threonin-
Resten aus. Daneben sind einige hydrophobe Aminosauren wie Leucin und Isoleucin und
das (nahezu) vollstdndige Fehlen saurer Aminosauren typisch. Trotz dieser charakteristi-
schen Zusammensetzung erscheinen die Targeting-Domanen der aufgefihrten Proteine
nicht durchgangig sequenzkonserviert. Die sehr eng verwandten Spezies R. rattus und R.
norvegicus beispielsweise zeigen darin eine gréliere Variabilitat als die etwas entfernter ver-
wandten Arten M. musculus und R. norvegicus, bei denen es sich um nahezu identische
Signalsequenzen handelt. Die Targeting-Sequenz vieler mitochondrialer Proteine wird an
ihrer sogenannten MPP-Schnittstelle durch eine spezielle Protease, der Matrix-
Processierungs-Peptidase (MPP) von der Inhibitordomane proteolytisch abgetrennt.
Das Programm MITOPROT (Claros und Vincens, 1996), das die Parameter i) Nettoladung
der Gesamtsequenz, ii) Anzahl der basischen und sauren Aminosauren in der analysierten
Targetingregion und iii) hydrophobe Bereiche analysiert, bewertet einerseits die Exportfahig-
keit eines Proteins in die Mitochondrien und schliel3t andererseits auf potentielle Prozessie-

rungsstellen. Eine an den hier gezeigten Sequenzen durchgefihrte Computeranalyse mit
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MITOPROT ergab die C-terminal von den eingerahmt dargestellten Aminosauren befindli-
chen potentiellen Prozessierungsstellen (Abbildung 2-4A, B). Allerdings zeigen sich Diskre-
panzen zwischen den kalkulierten und den in der Literatur beschriebenen konservierten
Spaltungsmotiven der Saugerproteine. Auch bei dem D. discoideum - Protein ist die mit MI-
TOPROT vorhergesagte MPP-Schnittstelle F31 nicht identisch mit der anhand von Se-
quenzvergleichen mit den Hefe-Homologen abgeleiteten Schnittstelle G28. Eine Ausnahme
bilden die Inhibitoren aus Schistosoma mansoni und Caenorhabditis elegans, die anschei-
nend keine klar definierte MPP-Schnittstelle haben. Die Sequenz des Inhibitors in Pichia ja-

dinii ist offensichtlich nicht vollstandig, weshalb keine Aussage maoglich ist.

Die inhibitorisch wirkende Domane (Abbildung 2-4B) aller dieser Proteine erscheint in
vielen Bereichen identisch oder durch homolog substituierte Aminosauren sehr ahnlich. Auf-
grund ihrer funktionellen Gruppe wurden I-L-M, F-Y-W, E-D, R-K-H, S-T und N-Q als aus-
tauschbar angesehen (Stryer, 1994). Anhand von systematischen Untersuchungen am N-
und C-terminal verkirzten Inhibitor von Bos taurus wurde festgestellt, dal} fir die inhibitori-
sche Funktion eine minimale Inhibitorsequenz erforderlich ist (van Raaij et al., 1996). Aller-
dings ist deren exakte Zusammensetzung und Position aufgrund kontroverser Ergebnisse
verschiedener Experimentatoren mit inkonsistenten Versuchsbedingungen bisher nicht ein-
deutig, was im Diskussionsteil detailliert erlautert ist.

Der C-Terminus (Abbildung 2-4C) ist mehr oder weniger variabel, enthalt aber als
grundlegende Struktur eine Coiled Coil- Domane, die sich aus einer speziellen Abfolge von
hydrophoben Aminosauren nach dem Muster (I,L)6X(I,L)2X(1,L)3X(1,L)6X(I,L)2X(l,L) ergibt.
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A N-Terminus (Targeting- Domane)
-25 -20 -15 -10 -5 -1

C.elegans IATP (88) MSGSGSGSGAGH
S.mansoni IATP (63) MFEGSEPGCGAGK
R.rattus IF1 (107) MTKSCRIEASTLGVWGMRVLQTRGIE]
M.musculus IF1 (1006) MAGSALAVRARFGVWGMRVLQTRGE
R.norvegicus IF1 (107) MAGSALAVRARLGVWGMRVLQTRGIE]|
B.taurus IF1 (109) MAATALAARTTQAVWSVWAMQGRGE
H.sapiens IF1 (106) MAVTALAARTWLGVWGVRTMGARGE
P.jadinii N = (1 0 T
S.cerev. INH1/IATP (85) MLPRSALARSLQLQRGVAARFF
S.cerev. STF1 (86) MLNRCISRNTRLPVNLRIASRFE
D.discoideum DMIF1 (105) MSSSVSKLLKLTRASMIAAPKRSIAFRG
B Inhibitor- Doméne

1 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55
C.elegans = ——————- GGGSGEFR I Ee - - SLEM-MGATRBEEF IR OOK DD NS - KK LIIADMTQS
S.mansoni @ ——————- GGGAGeEaRiwNele— - ST Y- INAA T LINDEMINRLDKONIEARSID — — ——— KLNKK
R.rattus GSDSSEEMDSG‘GSIREAG A FGKEREINAEEDRYEFRINGENEQ | /ivA -KHH>*DEIDHH
M.musculus VSDSSDEMDTG‘GSIREAG — =AY AN INHKEVARD A ANE K TRIHOMA AN - KHHYDE I DHH
R.norvegicus GSDSSEEMDSG‘GSIREAG A FGKEREINAEEDRYERINGYNEQ | /iva -KHH>*DEIDHH
B.taurus GSESGDNVRSSAEAVIzD:\ele — - hgery— A0 oE : 84 WA RAKIHOMA AN - K[HH “NE L SHH
H.sapiens GSDQSENVDRG‘GSIREAG A FGKEREGAEEINRYEFRINOSINEQ [ /ivA -KHH>®EEIVHH
P.jadinii ....... TAGATEATIHODES T NFEIN—INAKINOIND T TI30 HE KIXOM - A NE, — — — — — SLKKQ
S.cerev.INHlI --—-————- SEGSTETPIEIGSESEDS —RERETEDFF ROREKIHOMR HIBNF — —— —— QLEKQ
S.cerev.STFl —-——————- SDGPL{EGAGPGNPQ TIFTIN-ISHAREKIND YA OFE RINOMA HVIWE — — — — — QOLKEH
D.discoideum -—--——--—--"-"-""---—————— Di3Fe EIRAERFIRS OpVKOKERD DKRMAEKKKQEE TKKA
C C-Terminus (Coiled Coil - Doméane)

60 65 70 75 80 84

C.elegans =  —————=————————————— QOFMRDHEKVLEQEQORLKEIEKGHGT
S.mansoni
R.rattus
M.musculus
R.norvegicus
B.taurus
H.sapiens
P.jadinii
S.cerev.INH1
S.cerev.STF1
D.discoideum GSQPTPNASSSANNSKAAKIIZHEIDKISKLOKELADLKK

Abbildung 2-4 Sequenzvergleich mit bekannten F1F0-ATPase-Inhibitoren: Quelle (Or-
ganismus, links) mit in Datenbanken Ublichen synonymen Proteinbezeichnungen (IF1, INH1,
IATP) und Sequenzlange (Ziffern in Klammern). Einige Herkunftsgewebe sind publiziert: Le-
ber (R. norvegicus), Herz (B. taurus, H. sapiens). Ziffern Uber der Sequenz kennzeichnen
Aminosaure-Numerierung in der B. taurus—Sequenz: Signalsequenz: negative Zahlen; reifes
Protein: positive Zahlen. (A) N-terminale Signalsequenz: basische Reste Lys, Arg in blau;
Ser/Thr-Reste in fett-schwarz; hydrophobe Reste Leu, lle in rot. Mit dem Programm MITO-
PROT kalkulierte Prozessierungsstellen sind rot eingerahmt, in Literatur beschriebene, da-
von differierende Stellen sind schwarz eingerahmt. (B) Inhibitor-Domane: Darstellung kon-
servierter Aminosauren weil auf schwarz (van Raaij et al., 1996). Weitere identische Reste:
weil} auf dunkelgrau. Homolog substituierbare Reste (siehe Text oben): schwarz auf hell-
grau. Striche zwischen Sequenzblocken kennzeichnen Licken, die fur die Sequenzanpas-
sung notwendig waren. Die minimale Inhibitorsequenz in B. taurus ist blau eingerahmt (A14-
K47: van Raaij et al., 1996). Andere Autoren geben L42-H58 als minimale Inhibitorsequenz
an (Zanotti et al., 2000; Kapitel 6.2.2). (C) C-Terminale Coiled Coil- Region: Konservierte
und austauschbare Reste wie in (B). Ein Sequenzbereich im D. discoideum-Protein, der zur
Coiled Coil-Struktur nicht beitragt, konnte den anderen IF1-Sequenzen nicht zugeordnet
werden (kursiv).
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Die in den Inhibitor-Proteinen der meisten Organismen konservierten Regionen sind
mit wenigen Abweichungen neben weiteren austauschbaren Resten auch im Dictyostelium-
Vertreter vorhanden. Die weitestgehende Ubereinstimmung des Dictyostelium-Proteins be-
steht dabei mit den Inhibitoren aus S. cerevisiae (INH1), aus Pichea jadinii (IATP) und aus
H. sapiens (IF1) (Tabelle 1). Mit 105 Aminosaure-Resten entspricht die Sequenzlange des
Dictyostelium-Proteins etwa der des humanen Homologs bzw. auch der anderer Sauger-
Homologe mit mehr als 100 Aminosaure-Resten, wahrend die Hefe-Proteine mit um die 85
Resten erheblich kirzer sind. Aufgrund dieser Homologie und in Anlehnung an den haufig
verwendeten Begriff IF1 wird das Protein kinftig DMIF1 (Dictyostelium mitochondrial IF1)
genannt (Genbank Acc.Nr. AF311910).

(C) Rund-/

(A) Sauger (B) Hefen, Dictyostelium Plattwiirmer

IF1 IF1 IF1 IF1 IF1 IATP | INH1 | STF1 | DMIF1 | IATP | IATP

H.sapiens B.taurus M.musculus R.rattus R.norvegicus P.jadlinii S.cerevisiae | S.cerevisiae | D.discoideum C.elegans S.mansoni

IF1

H.sapiens

IF1 77172
B.taurus (1 06)

IF1 | 75/70 | 70/62
M.musculus (1 05) (1 05)

IF1 | 81/76 | 75/66 | 86/85
R.rattus (95) (97) (105)

IF1 | 78/74 | 74/65 | 94/93 | 92/92
Rranegius | (106) | (106) | (105) | (107)

IATP | 62/44 | 56/43 | 58/47 | 59/48 | 59/48
Pjadini (58) (60) (58) (62) (62)

INH1 | 55/39 | 54/39 | 57/35 | 57/35 | 57/35 | 69/59
Scerevisize | (76) (60) (73) (73) (73) (61)

STF1 | 64/52 | 57/43 | 60/47 | 60/45 | 60/45 | 54/49 | 67/51
sceisie | (46) | (46) | (51) | (51) | (51) | (61) | (69)

DMIF1 | 50/42 | 34/22 | 44/33 | 44/33 | 44/33 | 54/40 | 56/33 | 47/39
Dadiscoideum | (40) (64) (39) (39) (39) (36) (36) (36) -

IATP | 49/38 | 48/38 | 51/36 | 49/38 | 49/38 | 42/27 | 49/39 | 48/20 | 41/27
ceegans | (84) | (85) | (69) | (80) | (80) | (55) | (43) | (81) | (52)

IATP | 68/56 | 59/48 | 68/59 | 68/59 | 68/59 | 56/44 | 49/37 | 49/35 | 42/23 [ 71/65
smnsoni | (34) | (49) | (34) | (34) | (34) | (45) | (45) | (471) | (44) | 52 | -

Tabelle 1 Ahnlichkeitsanalyse verschiedener Inhibitor-Proteine mit BESTFIT: Zahlen (in
%) vor/nach dem Schragstrich kennzeichnen die ahnlichen/ identischen Aminosauren, in
Klammern die Anzahl der Aminosauren der verglichenen Sequenzbereiche. Die dem Protein
DMIF1 ahnlichsten Inhibitoren aus Mensch und Hefe sind grau unterlegt. Bei Einteilung der
Organismen in Gruppen wie (A) Sauger, (B) Hefen und (C) Platt-/Rundwirmer weisen die
Vertreter der Sduger mit 70-94% starkere Ahnlichkeiten untereinander auf als die Mitglieder
innerhalb der anderen Gruppen: (B) 47-69%, (C) 71%.

2.3.2 Sequenzcharakteristik und funktionelle Domanen von DMIF1

Das fir DMIF1 errechnete Molekulargewicht von 13728 Da wurde nach Herstellung

monoklonaler Antikorper gegen DMIF1 (Kapitel 3.2, 14) experimentell im Westernblot mit
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einer Proteinbande bei ~10 kDa anndhernd bestatigt (Abbildung 3-9). Der Grund fir diese
GroRRenabweichung ist in der Prozessierung der Targetingsequenz zu sehen (Kapitel 4.1).
Bei pH 7 tragt das Protein insgesamt 26 positiv und 18 negativ geladene Gruppen. Der theo-
retische isoelektrische Punkt von 10.6 deklariert das nicht prozessierte Protein als sehr ba-
sisch. Den Hauptanteil tragt dazu der N-Terminus bei, der viele basische Aminosauren (Ly-
sin, Arginin) und keine sauren Reste enthalt (Abbildung 2-4A, Abbildung 2-5A).

A MSS SVSKLLKLTRASMIAAPKRS IAFRGDEFKEREEAFESQYVKOKERDDLKRMAEKKKOEETKKAGSQPTPNASS SANNSKAAKIKEIEDKI SKLOKELADLKK
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ol iy ' . A
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Abbildung 2-5 Ladungs- und Strukturprofil: (A) Verteilung der Aminoséaurereste: hy-
drophobe (blau) und hydrophile (sauer - negativ geladen, griiner Balken nach unten; basisch
- positiv geladen, griner Balken nach oben; neutral - rot) Aminosaurereste. Auffallig ist der
ausschliellliche Anteil an basischen Resten am N-Terminus, wahrend sie gemeinsam mit
sauren Resten im restlichen Molekdl gleichverteilt vorkommen. (B) Hydrophobizitatsprofil
Die Sequenz besteht hauptsachlich aus hydrophilen Resten (schwarze Kurve nach Kyte
Doolittle, 1982, griine Abschnitte nach Goldman), die nur sporadisch mit einzelnen hydro-
phoben Aminosauren, vor allem in der Signaldomane am N-Terminus abwechseln. (C) Se-
kundarstruktur: Uberwiegend o-helicale Struktur (nach Chou und Fasman, 1978), am C-
Terminus mit einer Coiled Coil - Region (COILS, Lupas et al., 1991).

Vermutlich bildet die N-terminale Peptidkette, die einzelne hydrophobe Aminosauren
an definierten Positionen enthalt, eine Struktur, die einer amphiphilen Helix ahnelt. In Kom-
bination mit einer grolen Zahl an Serin- bzw. Threoninresten hat diese Doméane theoretisch
die Potenz, als mitochondriales Signalpeptid zu agieren, welches das Protein nach seiner
Synthese in seine Zielorganellen, die Mitochondrien dirigiert. Die dominierende Struktur des
restlichen Moleklils ist eine a-Helix, die mit Ausnahme der nur vereinzelt auftretenden hy-
drophoben Reste sehr hydrophil ist (Abbildung 2-5). Die letzten 30 Aminosauren bilden eine
Coiled Coil- Helix bestehend aus vier ,Heptad Repeats” (nach Analyseprogramm COILS von
Lupas et. al, 1991).

Die Durchmusterung der Aminosaureabfolge nach sequenzdeterminierten Motiven er-
gab eine potentielle PKC-Phosphorylierungs- (T63) und eine Asn-N-Glykosylierungsstelle

(N73). Bisher wurden in bekannten Inhibitorproteinen keine Evidenzen fir posttranslationale
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Modifikationen wie Glykosylierung oder Phosphorylierung gefunden. Diese Punkte wurden

auch fur DMIF1 nicht weiter untersucht.

3 Intrazellulare Lokalisation von DMIF1

3.1 Die Verwendung von GFP als Markerprotein in vivo

Fir den Nachweis, dal® DMIF1 zu den intrinsischen Inhibitorproteinen der mitochon-
drialen F1F0-ATPase zu rechnen ist, ist der Datenbank-Vergleich (Kapitel 2.3.1) als einziges
Kriterium unzureichend, insbesondere bei Beachtung der maximal 54% Ahnlichkeit. Deshalb
sollte die Verteilung von DMIF1 in lebenden Dictyostelium-Zellen als weiteres Merkmal he-
rangezogen werden. Dazu wurde DMIF1 als Fusionsprodukt mit dem fluoreszierenden Mar-
kerprotein GFP (Green Fluorescent Protein, Prasher et al., 1992) im AX2-Wildtypstamm ex-
primiert und Uber die Eigenfluoreszenz von GFP nach dessen Anregung im konfokalen La-

ser-Scanning-Mikroskop (LSM) beobachtet.

3.1.1  Konstruktion von Plasmiden und Transformation von AX2-Zellen zur Expres-

sion von Fusionsproteinen aus DMIF1 und GFP

Es wurden rekombinante Proteine einerseits mit GFP (S65T: Heim und Tsien, 1996)
am N-Terminus, andererseits mit GFP am C-Terminus von DMIF1 getestet. Dazu standen
zwei, an zufélligen Loci des Genoms integrierende Derivate des Dictyostelium-
Expressionsvektors pDEXRH (Faix, et al., 1992) zur Verfigung: pDEXRH-N-GFP (Westphal
et al., 1997) und pDEXRH-C-GFP (Westphal, unveréffentlicht). In beiden Fallen wird das re-
kombinante Protein unter der Kontrolle des Aktin15- Promotors (Knecht et al., 1986) aus D.
discoideum permanent exprimiert. Die Vektoren enthalten eine Resistenzkassette flir Gene-
ticin (Abbildung 3-1A).

Im ersten Fall wurde die durch PCR an Phagenlysat mit den Primern pgfp-N1 (Clal)
und pgfp-N2 (Clal) vermehrte dmif1-cDNA in die Clal-Stelle von pDEXRH-N-GFP ligiert und
dadurch der Vektor pDEXRH-GFP-N-DMIF1 (Abbildung 3-1B) erhalten. Die richtige Orientie-
rung des Inserts im Vektor wurde durch Amplifikation eines intermediaren gfp-dmifi1-
Fragmentes mit einem gfp-internen (pgfp-11, Nukleotide 636-655 in GFP-Sequenz) und ei-
nem dmifi-internen Oligonukleotid (pgfp-N2) anhand der Fragmentlange von ca 430 bp
Uberprift und durch die nachfolgende Sequenzierung bestatigt. Das fusionierte Produkt
GFP-N-DMIF1 (~ 41 kDa) enthalt das etwa 27 kDa grofe GFP und daran anschlieend, ver-

bunden Uber einen Linker aus 7 Aminosaureresten, das Protein DMIF1 (Abbildung 3-1C).
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pDE(’éf',;';)GFP : GFP-N-DMIF1 3 *
(5.9 kb)

PwvulllHindll
DVIIF1-cDNA

Cc
MSK...{(GFP)...LYKKlefidkMSSSVSK...(DMIF1-cDNA).. KELADLKK

A15P GFP DMIF1 [AST
pafp-11—» -4— pgfp-N2

Abbildung 3-1 GFP am N-Terminus - Konstruktion des Expressionsvektors: (A)
Ausgangsplasmid pDEXRH-GFP: Bei pDEXRH-N-GFP handelt es sich um ein von pIC20R
abgeleitetes Plasmid, das neben einer Resistenzkassette fliir Ampicillin zur Klonierung und
Selektion in Bakterien ein Geneticin (G418)-Resistenz-Gen (Tn5) zur Selektion in Dictyoste-
lium enthalt. Das Markerprotein GFP wurde tber Hindlll zwischen dem Aktin 15-Promotor
und dem Aktin 8-Terminator eingebunden. (B) Plasmid mit dmif1: Die Klonierungsstelle
(CS) enthalt u.a. eine Erkennungssequenz fur Clal, die zur Eingliederung von dmif1 genutzt
wurde, was zum Plasmid pDEXRH-N-GFP-DMIF1 flihrte. (C) Fusionsprotein GFP-N-
DMIF1: Das resultierende Fusionsprotein enthalt GFP am N-Terminus (jeweils die ersten
und letzten paar Aminosauren sind in fettgedruckten Grof3buchstaben dargestellt) und
DMIF1 am C-Terminus (fettgedruckte GroRRbuchstaben), die beide Uber einen Peptidlinker
(kleine Buchstaben) miteinander verbunden sind. Die ungefdhre Bindestelle der Oligo-
nukleotide pGFP-11 und pGFP-N2 ist durch Pfeile gekennzeichnet. Diese Primer wurden
zur Uberpriifung der Orientierung des Inserts im Vektor mittels PCR verwendet. Die Gro-
Renangaben beziehen sich auf den Ursprungsvektor (in Klammern) und den nach Einbin-
dung von dmif1 erhaltenen Vektor (ohne Klammern).

Fur das zweite Konstrukt wurde die dmif1-cDNA ohne Stop-Codon mit den Oligo-
nukleotiden pgfp-C1 und pgfp-C2 amplifiziert und das PCR-Produkt zunachst in einen TA-
Vektor zwischenkloniert (Abbildung 3-2A). Dabei wurde der A-Uberhang am 3’-Ende des
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PCR-Produktes, der durch die Tag-Polymerase erzeugt wird, genutzt. Das Insert wurde
durch Restriktionsverdau mit Nrul aus dem TA-Vektor isoliert und in die gedffnete und ge-
glattete EcoRI-Stelle des Plasmids pDEXRH-C-GFP eingefligt. Der Orientierungstest am
fertigen Vektor pDEXRH-GFP-C-DMIF1 (Abbildung 3-2B) erfolgte durch PCR mit den Pri-
mern pgfp-69 und pgfp-C1. Zwischen den Proteinen GFP und DMIF1 in GFP-C-DMIF1 be-
findet sich ein Peptidlinker aus 8 Resten (Abbildung 3-2C).

A B
AT-CS

% 9
%

g PORILTOPO GRP.C.OMIF1 § 2
g DMIF1 | -C- 7
: ( (3.9 kb) ) (g-g ::E)
4.25 kb : é
‘ Hindlll
i *
&

SSSVSK...(DMIF1-cDNA)...KELADLKKkiefkklkMSK...(GFP)...LY

A15P| DMIF1 GFP AST

pufp-C1—» -<«— pgfp-69

Abbildung 3-2 GFP am C-Terminus - Konstruktion des Expressionsvektors. (A) Inter-
medidrer TOPO-Klonierungsvektor: Das Prinzip der AT-Klonierung ist beim Vektor
pCR®II-TOPO (Invitrogen) verwirklicht: die durch die Tag-Polymerase wahrend der PCR-
Reaktion am Amplifikat erzeugten A-Uberhénge werden mit Hilfe einer Topoisomerase mit
den T-Uberhéngen im Vektor hybridisiert. Die Klonierung von dmif1 in pCR®II-TOPO fiihrte
zum Plasmid pCR®II-TOPO-DMIF1. Das Plasmid enthalt Resistenzgene gegen Ampicillin
und Kanamycin sowie eine Kassette firr die Expression des a-Peptids der B-Galactosidase.
(B) Plasmid mit dmif1: Nach Isolation des Inserts aus dem TOPO-Vektor wurde dmif1
blunt in pDEXRH-C-GFP ligiert (b DEXRH-C-GFP-DMIF1). (C) Fusionsprotein GFP-C-
DMIF1: zeigt die Teilsequenz des Fusionsproteins und den Ubergang (kleingedruckt) zwi-
schen DMIF1 und GFP (fettgedruckte Grof3buchstaben), die Pfeile kennzeichnen die Pri-
merbindestellen.
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AX2-Zellen wurden mit den Plasmiden pDEXRH-N-GFP-DMIF1 und pDEXRH-C-GFP-
DMIF1 durch Elektroporation (Kapitel 12.7) transformiert und mit Geneticin (G418, 10-20
pg/ml) unter Selektionsdruck gesetzt. Resistente Kolonien der so generierten Transforman-
ten GFP-C-DMIF1 und GFP-N-DMIF1 wurden kloniert. Die Expression des rekombinanten
GFP/DMIF1-Proteins wurde im Immunoblot mit dem monoklonalen anti-GFP-Antikérper 264-
449-2 (Abbildung 4-2) sowie im Fluoreszenzmikroskop durch Anregung der GFP-Emission
Uberprift (Abbildung 3-3 bis Abbildung 3-5).

3.1.2 Die Lokalisation in vivo ist abhdngig von der Lage von GFP im Fusionsprotein

3.1.21 Mitochondrien in GFP-C-DMIF1-Zellen

Wie die Fluoreszenz von GFP-C-DMIF1- transformierten Zellen im Laser Scanning Mi-
kroskop (LSM) zeigt, akkumuliert das rekombinante Protein selektiv in den Mitochondrien
(Abbildung 3-3). Dies bestatigt die Erwartung, die sich aufgrund der Sequenzhomologie zu

den mitochondrialen F1F0-ATPase-Inhibitorproteinen ergibt.

GFP Phasenkontrast Overlay

Abbildung 3-3 Mitochondriale Lokalisation von GFP-C-DMIF1 in vivo. (A) GFP-
Fluoreszenz: Darstellung des rekombinanten Proteins GFP-C-DMIF1 durch das fluoreszie-
rende Protein GFP in lebenden, vegetativen GFP-C-DMIF1-Zellen (Klon C4A-13) in Agar-
Overlay-Technik. Das GFP-Signal ist auf die Mitochondrien beschrankt. Durch deren schnel-
le Bewegung wird neben den eigentlichen Organellen auch ihre Bewegungsbahn in Form
von Lichtspuren aufgezeichnet. (B) Durchlichtbild: Zellgestalt. (C) Uberlagerung von Fluo-
reszenzsignal (griin) und Durchlichtbild (rot). n Nukleus, v Vakuole. Balken 5 um.
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3.1.2.2 Centrosomen in GFP-N-DMIF1-Zellen

Uberraschend dagegen war die sehr haufige Lokalisation von GFP-N-DMIF1 nahe des
MTOC (microtuble organizing center = Centrosom). GFP war nicht mit den Mitochondrien
assoziiert (Abbildung 3-4). Die Struktur am MTOC erscheint im konfokalen LSM hohl, d.h.

GFP-N-DMIF1 tritt perizentrisch um die Centrosomen auf.

GFP

Phasenkontrast

Overlay

Abbildung 3-4 Centrosomale Lokalisation von GFP-N-DMIF1 (Klon N5-3): Mit GFP am
N-Terminus von DMIF1 werden nicht die Mitochondrien sondern neben dem Zytoplasma vor
allem Bereiche um die Centrosomen markiert. Die Erscheinungsform ist haufig langlich hohl
(G-I, K-M), mitunter treten auch kompaktere Formen auf (A-C). Dieses unterschiedliche Er-
scheinungsbild riihrt vermutlich von den verschiedenen Schnittebenen der gleichen schalen-
formigen Struktur her. Obere Reihe: GFP-Signal. Mittlere Reihe: Zellgestalt im Phasenkon-
trast. Untere Reihe: Uberlagerung von GFP-Fluoreszenz (griin) und Zellgestalt (rot). n Nu-
kleus, k Kernkappen. Balken v.l.n.r. 1. und 2. Spalte 5 ym, 3. Spalte 2 ym, 4. Spalte 1 um.

Eine weitere Erscheinungsform stellen Vesikel dar (Abbildung 3-5). Auffallig ist die
starke Akkumulation im Zytoplasma, wo das Protein in der Regel homogen, zuweilen auch
netzartig (Abbildung 3-16) verteilt erscheint. Dabei ist nicht geklart, inwieweit das Signal vom
intakten, d.h. vollstandigen rekombinanten Protein oder von GFP-haltigen Fragmenten nach

einem Abbau herruhrt.
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GFP Phasenkontrast Overlay

Abbildung 3-5 Lokalisation von GFP-N-DMIF1 in Vesikeln. GFP-N-DMIF1-Zellen (Klon
N5-3): Obere Reihe: Das GFP-Signal findet sich neben den pericentrisomalen auch in vesi-
kelartigen Strukturen. Untere Reihe: VergroRerung der Zelle aus der oberen Reihe. Linke
Reihe: GFP-Signal (A, D). Mittlere Reihe: Phasenkontrastbild (B, E). Rechte Reihe: Uber-
lagerung GFP-Fluoreszenz (griin) und Phasenkontrast (rot) (C, F). n Nukleus, k Kernkap-
pen, v Vakuole. Unterer Pfeil: pericentrosomaler Bereich. Oberer Pfeil: vesikelartige Hohl-
struktur. Balken und Ausschnittbreite 4 pm.

3.2 DMIF1 in fixierten Dictyostelium discoideum - Zellen

3.21  Expression von DMIF1 in E.coli und Verwendung als Antigen zur Gewinnung

monoklonaler Antikérper gegen DMIF1

Um maogliche Lokalisationsartefakte des rekombinanten Proteins aufgrund des doppelt
so grofen Molekulargewichtes von GFP gegeniber DMIF1 auszuschlie®en und festzustel-
len, welche der beiden durch die GFP-Fluoreszenz gezeigten Lokalisationen tatsachlich
durch DMIF1 determiniert wird, sollten Immunmarkierungen am endogenen Protein in fixier-
ten Wildtypzellen (AX2) vorgenommen werden. Dafir waren Antikérper gegen das Dictyo-

stelium-Protein DMIF1 erforderlich. Zu deren Erzeugung wurde DMIF1 zunachst als rekom-
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binantes Fusionsprotein mit Glutathion-S-Transferase (GST) in E.coli exprimiert (Smith and
Johnson, 1988). Nach seiner Aufreinigung wurde das Protein als Antigen zur Immunisierung
von Mausen verwendet (Zur Herstellungsprozedur von Hybridomaklonen, die fir die Produk-
tion von monoklonalen Antikdrpern erforderlich sind, siehe Kapitel 14). Die gewonnenen An-

tikbrper wurden flr Immunmarkierungen auf Zell-, Organell- und Proteinebene eingesetzt.

3.2141 Klonierung von dmif1, Transformation von E.coli und Selektion

Die kodierende DNA-Sequenz fir das Protein DMIF1 mit 318 bp Lange wurde am
cDNA-Klon F68 mit den Primern pgst-fw und pgst-rev durch PCR amplifiziert. Durch Nutzung
der eingefihrten Erkennungssequenzen fir BamHI und Xhol wurde das PCR-Produkt in die
multiple Klonierungsstelle (MCS) des Bakterien-GST-Expressionsvektors pGEX5X1 kloniert
und das Plasmid pGEX-GST-DMIF1 (Abbildung 3-6) erzeugt.

Der in pGEX5X1 enthaltene und unter Kontrolle des /acl-Repressors stehende tac-
Promotor und das /lac-Operon ermoglichen eine durch IPTG induzierbare hohe Expressions-
rate und die Blau-Weilk-Selektion (a-Komplementation). Das resultierende Genprodukt ent-
halt Glutathion-S-Transferase (GST: 26 kDa) mit einer sich C-terminal anschlielenden Fak-
tor-Xa-Schnittstelle (Erkennungssequenz: I-E-G-R{X) sowie das (ber einen kurzen Linker
aus 4 Aminosauren (G-I-Q-K) gekoppelte Protein DMIF1 mit 105 Aminosaureresten (nach
Sequenz ca. 14 kDa).

Mit dem Vektor pGEX-GST-DMIF1 wurden die beiden E.coli-Stamme JM109 und JM83
transformiert und daraus 7 Klone fir einen Expressionstest ausgewahlt. Die richtige Basen-

folge wurde durch DNA-Sequenzierung mit zwei pGEX-Vektor-Primern ermittelt.
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Abbildung 3-6 Klonierungsstrategie und Fusionsprodukt GST-DMIF1: Die Eingliederung
der DNA-Sequenz dmif1 in die BamHI- und Xhol-Stelle der multiplen Klonierungsstelle
(MCS) des Vektors pGEX5X1 (4.9 kb) ergibt den Vektor pGEX-GST-DMIF1 (5.22 kb). Das
Produkt ist ein Fusionsprotein aus GST und DMIF1 mit einem Molekulargewicht von ca. 40
kDa.

3.21.2 Expression von GST-DMIF1 und Aufreinigung des Fusionsproteins

Einer exponentiell wachsenden E.coli- Schittelkultur wurde IPTG zugefligt und somit
der tac-Promotor aktiviert. Die Expression des Genproduktes der insgesamt iber 4 Stunden
induzierten Schuttelkulturen wurde durch stindliche Probennahmen verfolgt. Diese Gesamt-
zellhomogenat-Proben wurden nach elektrophoretischer Auftrennung flir die Detektion im
Proteingel mit Coomassie Brillant Blue gefarbt (Abbildung 3-7 links) bzw. im Westernblot mit

polyklonalem Serum gegen GST markiert (Abbildung 3-7 rechts).
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anti-GST

Coomassie

Abbildung 3-7: Induktions-Test: Die Induk-
tion von GST-DMIF1 wurde mittels SDS-
PAGE (links) und Westernblot (rechts) ver-
folgt. Das Fusionsprotein konnte mit einem
GST-pAk (Connex) auf einer Bandenhdhe
bei ~40 kDa nachgewiesen werden und ent-
spricht damit der kalkulierten Grofze. Gegen-
Uber der nichtinduzierten Kontrolle (C) zeigt
sich bereits nach einer Stunde eine deutliche
Steigerung der Expression des rekombinan-
ten Proteins, die im Zeitverlauf weiter zu-
nimmt. SDS-PAGE 12%. Marker See Blue.
Auftragung gleicher Zellzahlen (4-107 Zellen
pro Spur) bzw. Zellaquivalente.

Das von dem anti-GST-pAk als Ein-
zelbande bei etwa 40 kDa erkannte Fusi-
onsprotein war dabei mit zunehmender In-
duktionsdauer immer starker exprimiert wor-
(JM109)-Klon F68-8-30

zeigte diese Tendenz besonders deutlich,

den. Der E.coli-
weshalb er fur die Expression zur Reinigung
des GST-DMIF1-Fusionsproteins herange-
zogen wurde. Aufierdem konnte ein degra-
dierender Proteinabbau wahrend der Induk-
tionsdauer ausgeschlossen werden. Die Ex-
pression in JM83 erschien weniger effektiv
(Daten nicht gezeigt).

Fur die native Aufreinigung von GST-
DMIF1 aus Bakterien sollte das Fusionspro-
dukt trotz hoher Expressionsraten grofiten-
teils I6slich vorliegen. Induktionen bei der flr
E.coli typischen Kultivierungstemperatur von
37°C flhren dabei oft zur Bildung von Ein-
schluBkoérpern (,inclusion bodies®), aus de-
nen das gewlnschte Protein nicht mehr na-
IPTG-

Konzentrationen, die Anwesenheit von Sac-

tiv zu gewinnen ist. Erniedrigte

charose, die verstarkte Sauerstoffversor-

gung und suboptimale Temperaturen von 28 - 30° C sind deshalb zur Produktion I6slicher

Fremdproteine oft besser geeignet (Review Schein, 1993). Beste Ergebnisse wurden bei

30°C und durch verlangerte Induktionszeiten von bis zu 24 h unter sonst gleichen Bedingun-

gen wie im Induktionstest erreicht (Abbildung 3-8). Bei der Aufreinigung des rekombinanten

Proteins durch Affinitatschromatographie nutzt man die grof3e Bindungsaffinitadt von GST an

ihr Substrat Glutathion, das immobilisiert an Sepharose 2B als Gelbett in einer Chromato-

graphiesaule vorliegt. Die Elution von GST-DMIF1 erfolgt quantitativ durch einen Uberschul

an reduziertem Glutathion.
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Abbildung 3-8 Expression von GST-DMIF1 in E.coli.
Bild oben: SDS-PAGE (Gel 12%); Bild unten: We-
sternblot mit anti GST-pAk (Connex). C: Kontrolle: E.coli
mit pGEX-DMIF1 transformiert, nicht induziert. to,: Bakte-
rienmaterial nach 24 Stunden Induktion mit IPTG bei
30°C. Danach wurden die Zellen in der French Press ly-
siert, mit Triton X100 weiter aufgeschlossen und 10 min
mit 12000 x g bei 4°C zentrifugiert. U: Uberstand des bei
12000 x g zentrifugierten Zell-Lysates (Material zum Be-
laden der Glutathion-Saule). S: Sediment nach Zentrifu-
gation. DL: Durchlauf durch die Saule beim Beladen. W:
Durchlauf durch die Saule beim Waschen. E: Elutions-
fraktionen.

Das Eluat enthalt neben
dem gewtlnschten Produkt mit
voller Lange von ~40 kDa er-
hebliche Mengen an zwei wei-
teren GST-haltigen Banden (36
und 30 kDa) sowie ein koeluie-
rendes bakterielles dnaK- Pro-
tein mit einer Molekularmasse
von 70 kDa (Sherman and
Goldberg, 1992).

sichtlichen Degradationspro-

Die offen-

dukte erscheinen nicht wahrend
der Induktion (tx4-Fraktion) son-
dern erstmals nach der Lyse
der Bakterien in der Partikel-
fraktion. Das bedeutet, dal} das
Protein nach dem Aufschluf}
der Zellen einem Abbau unter-
liegt. Die erwahnte Fraktion
wurde durch Zentrifugation der
lysierten Zellen als Sediment
erhalten und enthalt partikulare

Bestandteile (S in Abbildung

3-8). Dem SDS-Gel zufolge befindet sich darin auch ein erheblicher Anteil des rekombinan-

ten Proteins voller Lange. Das spricht daflir, dal® dieser Proteinanteil in Einschlul3kérpern

akkumulierte, die wahrend der Lyse nicht aufgebrochen wurden.

Das aufgereinigte Fusionsprotein GST-DMIF1 wurde als Antigen zur Immunisierung

von Mausen flur die anschlieRende Gewinnung monoklonaler Antikérper verwendet. Aul3er-

dem diente es als Antigen zum Test der Antikérper im ELISA.

3.2.2

Charakterisierung der monoklonalen Antikorper gegen DMIF1

Die nachfolgend beschriebenen Experimente befassen sich mit der Reaktion der in

den Fusionen 271/272 erhaltenen mAk im Immunoblot und im ELISA, mit der Bestimmung
ihrer Subklassen und der im Protein DMIF1 erkannten Epitope. Die Ergebnisse sind in

Tabelle 2 zusammengefal3t.
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3.2.21 Reaktionstest mit den Proteinen DMIF1, GFP-N-DMIF1, GST-DMIF1 und GST

Hybridoma-Klone wurden aus zwei Mausen erhalten, die mit verschiedenen Methoden
immunisiert wurden (siehe Kapitel 14): mit Freund’schem Adjuvans (Fusion 271) und Alugel
S (Fusion 272). Die von den Zellen produzierten mAk wurden im Immunoblot und im ELISA
auf ihre Reaktion mit DMIF1 getestet. Fur den ELISA-Test wurde das rekombinante GST-
DMIF1-Protein auf Mikrotiterplatten immobilisiert. Als Kontrollantigen diente ebenso immobi-
lisiertes GST-Protein, das von PD Dr. H. Faix freundlicherweise zur Verfiigung gestellt wur-
de. Es wurden nur Hybridomaklone weiterkultiviert, deren mAk mit GST-DMIF1 aber nicht
mit der GST-Kontrolle reagierten. Die Selektion erfolgte hier auf Antikorper, die DMIF1 in

seiner (weitgehend) nativen Form erkennen.

kDa Fir den denaturierenden Ansatz im We-
sternblot wurden Membranstreifen mit AX2-

98— Gesamtzell-Lysaten sowie den Lysaten von GFP-
64— N-DMIF1-Transformanten (Klone N1-13, N2-4,
50— N5-3) verwendet. Dazu wurde das Zellmaterial in
_ der SDS-PAGE aufgetrennt und auf Nitrozellulo-
%g_ semembranen geblottet. Hierbei wurde auf mAk-
Klone selektioniert, die im AX2-Homogenat-

192: -DMIF1 Blotstreifen eine etwa 14 kDa-Bande (Abbildung
4— 3-9) und im GFP-N-DMIF1-Blotstreifen neben der

14 kDa- eine weitere Bande bei ~ 41 kDa zeigten
Abbildung 3-9 Immunreaktion eines

anti-DMIF1-mAk im Westernblot (vgl. Abbildung 4-2). Als tatsachliche DMIF1-
Denaturiertes AX2-Lysat, detektiert mit GroRe wurde in diesen Blots allerdings ~10 kDa
mAk 272-208-1. Marker: See Blue,
Low Molecular Weight (Pharmacia),
Schagger-Gel 16% (Kapitel 13.1.2). das reife Protein, das um das Signalpeptid am N-

ermittelt. Es handelt sich dabei wahrscheinlich um

Terminus verkdurzt ist (siehe Kapitel 4.1). Aus der
Fusion 272 konnten 15 unabhangige Klone isoliert werden, wahrend kein Antikorper aus der
Fusion 271 eine Reaktion mit DMIF1 zeigte. Die Subklassenbestimmung erfolgte nach dem

Diffusionstest nach Ouchterlony (Kapitel 14.4).

3.2.2.2 Bindestellen der mAk in DMIF1

Welche Epitope im DMIF1-Protein von den Antikérpern erkannt werden, konnte durch
Bindungsstudien an einem um 2/3 verkirzten DMIF1-Peptid festgestellt werden (Abbildung
3-10). Ein 208 bp langes DNA-Stlick am 3‘-Ende von dmif1 wurde entfernt, indem der Vektor
pGEX-GST-DMIF1 (Klon F68-8-30) an der dmifi-internen Hindlll-Restriktionsstelle und der

Xhol-Klonierungsstelle aufgeschnitten wurde. Das linearisierte Plasmid wurde an den zuvor
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geglatteten Enden religiert, was zum Plasmid pGEX-GST-DMIF1A3 fihrte. Das bisher exi-
stierende dmif1- Stop- Codon TAA wurde wegen der beim Glatten verursachten Verschie-
bung des Leserasters inaktiviert, so dal} das nachste, im ORF liegende Stop-Kodon, namlich
eine pGEX-interne Sequenz (TGA) genutzt werden mufdte. Neben der durch die Klonie-
rungsstrategie erwilnschten Verklrzung von DMIF1 flhrte die ORF-Verschiebung zur Ex-
pression eines Peptidlinkers am carboxyterminalen Ende aus weiteren 8 Aminosauren, die
nicht der dmif1-Sequenz entsprechen sondern vom Vektor abgeleitet sind. Das resultierende
Protein GST-DMIF1A3 enthalt (nach Abzug der zum Enzym GST und der Faktor Xa-Stelle
beitragenden Aminosauren und Berlcksichtigung der zusatzlich eingefiihrten vektoriellen
Reste am C-Terminus) nur noch 45 anstelle der urspringlich 109 DMIF1-Reste, die ge-

schatzte Lange des gesamten Fusionsproteins GST-DMIF1A3 betragt nun etwa 32 kDa.

A
Vektor
| gst
-907
B
| gst
-907 111 87 106 135
) 32kDa W

Abbildung 3-10 Konstrukt zum Ak-Mapping. (A) Im Ausgangsvektor pGEX-GST-DMIF1
wurde dmif1 (schwarz unterlegt) an seiner internen HindllI-Stelle und der Xhol-Klonierungs-
stelle geschnitten, die Enden geglattet und religiert. (B) Der nun zu translatierende DNA-
Strang enthalt neben der kodierenden Sequenz flir GST (hellgrau) die um 205 bp verkirzte
Sequenz dmif1A3 (schwarz) und zusatzlich 24 bp aus dem stromabwarts liegenden Teil des
Vektors (v, dunkelgrau). Translatierte Bereiche sind durch schwarze Linien mit Grélkenanga-
ben flr das resultierende Protein dargestellt, Ziffern kennzeichnen Basen-Nummerierung im
Sequenzausschnitt. TAA ist das dmiff-interne, TGA das im Vektor enthaltene Stop-Signal.
ATG, das Startkodon flr dmif1, ist funktionslos wegen des zuvor aktivierten GST-Starts.

Bakterienzellen der Stamme JM109 und JM83 wurden mit dem Plasmid transformiert
und einem Induktionstest unterworfen (siehe Kapitel 3.2.1.2). Die Klone A3-109-7 bis A3-
109-10 (alle in JM109) waren ausreichend induzierbar (Abbildung 3-11A), zeigten aber ein
Expressionsmaximum bereits nach kirzerer Zeit als in den ersten 6 h nach Induktionsbe-
ginn. Bis zum Zeitpunkt ty; sank der Spiegel wieder erheblich ab. Das steht im Gegensatz

zum Verhalten der Klone, die das vollstandige Fusionsprotein GST-DMIF1 produzierten: die
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Proteinmenge nahm hier zunachst kontinuierlich zu und blieb bis zum Ende der Induktion
relativ konstant. Elektrophoretisch aufgetrennte und geblottete Homogenate von E.coli-
Zellen, die das C-terminal verkirzte GST-DMIF1A3-Protein exprimierten und Homogenate
von Zellen, die das vollstandige Protein GST-DMIF1 exprimierten, wurden mit den zu testen-

den monoklonalen Antikérpern inkubiert (Abbildung 3-11B).

A B & oF S
kDa Cy Cu t, t, t t SN A ¢
a Ly L b Y g 1y v Vv &
250 N 0 VY F <
98-
64—
50— .
36— - it 2
A | —_— E
<b 30+ ¥ - me
<d 16+ =
. P

A3 VL A3 VL A3 VL A3 VL

Abbildung 3-11 (A) Induktionstest mit dem verkiirzten Protein GST-DMIF1A3. SDS-
PAGE, 16%, Coomassie Blue Farbung: v.l.n.r. Kontrolle Cy,: E.coli Homogenat nach 24 h
Induktion der Expression von pGEX-DMIF1 (Voll-Lange-Protein GST-DMIF1, ~40 kDa, Pfeil
a); Kontrolle C,3: E.coli Homogenat aus Zellen mit pGEX-GST-DMIF1A3 (verkiirztes Protein)
transformiert, ohne Induktion; t, Expressionsprofil dieser Zellen nach 2, 4, 6 und 21 h Induk-
tion mit IPTG (~32 kDa, Pfeil b). Die Banden bei ~30 kDa sind vermutlich Degradationsban-
den, die beim Voll-Lange-Protein in ahnlicher Form auftreten (Pfeil c, siehe auch Abbildung
3-8). Auch die kleinere Bande (Pfeil d) kdnnte mit einem umfangreichen Abbau zusammen-
hangen, da gleichzeitig die Bande bei 32 kDa zum Zeitpunkt t;; verschwindet (Pfeil b). (B)
Antikorpermapping durch Western-Blot-Analyse. Immunreaktion von anti-DMIF1-mAk auf
Homogenate von E.coli Zellen, die pGEX-DMIF1 (Markierung VL) und das verkirzte Protein
pGEX-DMIF1A3 (Markierung A3) exprimieren. Exemplarisch sind die Reaktionen der Anti-
korperklone 272-208-1 und 272-460-6 (restliche Ak zusammengefaldt in Tabelle 2) sowie die
mit GST-mAKk im Blot gezeigt (mAk 268-44-6). Gesamtproteinfarbung mit Ponceau S.

Antikorper, die GST-DMIF1A3 erkennen, binden demnach in einem Bereich zwischen
Amino-Terminus und dem Aminosaurerest E35 (HindllI-Stelle im Gen). Alle anderen, die nur
das vollstandige Genprodukt GST-DMIF1 binden, erkennen ein Epitop stromabwarts von
E35. Wahrend der mAk 272-208-1 beide Proteine erkennt und sein Epitop sich somit am N-
Terminus befindet, erkennt der mAk 272-460-6 nur die volle Lange, d.h. sein Epitop befindet

sich in C-terminaler Richtung von E35. Die Ponceau S- Farbung wurde zur Beurteilung der
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relativen Gesamtprotein-Mengen herangezogen: Trotz ausreichender Menge des Antigens
GST-DMIF1A3 waren die Signale durch anti DMIF1-mAKk erheblich schwacher als beim Pro-

tein voller Lange.

ELISA™ Western-Blot
mAKk-Nr. Epitop | Subklasse
GST-DMIF1 AX2 GFP-N-DMIF1 E.coli

272-208-1 N 1gG1 + + + +
272-245-7 N 1gG1 + + + +
272-250-7 ? IgM + - - -
272-264-1 N 1gG1 + + + +
272-329-4 N 1gG1 + + + +
272-363-22 N 1gG1 + + + +
272-374-1 ? IgG1+IgM"~ + - - -
272-375-1 N 1gG1 + + + +
272-383-4 N 1gG1 + + + +
272-402-10 N 1gG1 + + + +
272-433-6 N 1gG1 + + + +
272-444-2 C IgG1 + + + +
272-450-16 ? IgG1 + + + -
272-455-8 7 |IgG1+lgG2a” + + + -
272-460-6 C IgG1 + + - +

Tabelle 2 Eigenschaften monoklonaler Antikorper aus Fusion 272. Das jeweils im Prote-
in DMIF1 erkannte Epitop in der N- oder C-terminalen Region wurde durch Antikérpermap-
ping (siehe oben), die Subklasse durch den Ouchterlony Diffusionstest (Kapitel 14.4) be-
stimmt. Die Antikérper wurden im ELISA gegen das aufgereinigte Fusionsprotein GST-
DMIF1 und im Western-Blot gegen denaturiertes Gesamtzell-Homogenat aus AX2-, GFP-N-
DMIF1- und E.coli-Zellen getestet. * nicht bestimmbar, da Reaktion zu schwach oder DMIF1
nur nativ erkennbar, ** vermutlich Klongemische, *** positives Signal auf GST-DMIF1, nega-
tiv auf GST. **** Deutliche Reaktion auf GFP-C-DMIF1. Demnach konnten aus der Fusion
nur 2 C-terminal bindende Ak-Klone isoliert werden (grau unterlegt).

3.2.3 Immunmarkierung in fixierten Zellen

3.2.31 DMIF1, GFP und Porin in fixierten Wildtyp- und GFP-C-DMIF1- Zellen

Mit den getesteten mAk wurden DMIF1-Markierungen sowohl an Wildtypzellen (AX2)
als auch an den GFP-Transformanten GFP-N-DMIF1, GFP-C-DMIF1 und GFP-AX2
(M.Westphal) durchgefihrt und mit Hilfe der durch Farbstoff-gekoppelte Sekundar-

Antikérper erzeugten Fluoreszenz im LSM untersucht.
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Anti-DMIF1-mAk binden unabhangig von ihrer jeweiligen DMIF1-Bindestelle sowohl in
AX2-Zellen (Abbildung 3-12A, E) als auch in GFP-C-DMIF1-Zellen (Abbildung 3-13A) an Mi-
tochondrien. Einzig die Fluoreszenz-Intensitat erscheint bei den Transformanten in der Re-
gel héher. Da es sich, relativ zum Wildtyp, um einen DMIF1-lberexprimierenden Stamm
handelt, entspricht diese Beobachtung der Erwartung. Dal die punktférmigen Objekte in
GFP-C-DMIF1-Zellen tatsachlich Mitochondrien reprasentieren, wurde anhand der Markie-
rung der aufleren mitochondrialen Membran mit Hilfe des anti-Porin-mAk 70-100-1 nachge-
wiesen (Troll et al. 1992, Abbildung 3-13F). Porin bildet in diesem Kompartiment einen Kanal
fur den lonentransport. Durch Uberlagerung der Lichtemission des Antikdrpers mit den GFP-
Signalen in GFP-C-DMIF1-Zellen (Abbildung 3-13G) konnten Objekte sichtbar gemacht
werden, deren ,griin leuchtendes Innere“ (welches GFP-C-DMIF1 reprasentiert) von einer
rot fluoreszierenden ,Hulle* (welche mAk-gebundenes Porin reprasentiert) umgeben sind
(Abbildung 3-13K). Weiter kann aus dieser Darstellung der Schlufy gezogen werden, dal}
sich GFP-C-DMIF1 nicht in der auReren Mitochondrienmembran befindet. Die monoklonalen
Antikoérper gegen DMIF1 zeigen in GFP-AX2 ein vergleichbares Fluoreszenzbild wie in Wild-
typzellen und GFP-C-DMIF1- Transformanten, namlich die spezifische Markierung von Mito-
chondrien (Daten nicht gezeigt).

Polyklonale Antikérper gegen GFP, die in fixierten AX2-Zellen gar keine Struktur er-
kennen (Abbildung 3-14 F), binden in GFP-C-DMIF1-Zellen eindeutig und spezifisch an Mi-
tochondrien, die demzufolge das rekombinante Protein bzw. zumindest dessen GFP-Anteil
tragen (Abbildung 3-14C). Die gleichen Ak zeigen in GFP-AX2-Zellen eine strukturlose Ver-
teilung im Zytoplasma, was sich mit dem diffusen GFP- Fluoreszenzbild in lebenden wie in
fixierten GFP-AX2-Zellen deckt (Daten nicht gezeigt). Mit Ausnahme einer bei starker GFP-
Expression haufig auftretenden Akkumulation von GFP im Kern konnte weder eine mito-
chondriale noch irgendeine andere typische Anreicherung des reinen GFP beobachtet wer-
den. Demnach ist auszuschlie®en, dall GFP fir die spezifische Anreicherung des rekombi-

nanten Proteins in den Mitochondrien verantwortlich ist.
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Abbildung 3-12 DMIF1, Tubulin und DNA in vegetativen Wildtypzellen (A) Mito-
chondrien (anti DMIF1 mAk 272-208-1). (B) Kerne (DAPI: in DNA interkalierender Farb-
stoff). (C),(G) Zellgestalt. (D) Uberlagerung A, B. (E) Mitochondrien (anti DMIF1 mAk
272-444-2). (F) Mikrotubuli und Centrosom (anti a-Tubulin-Kaninchen-Serum polyklo-
nal/GAR-CY5). (H) Uberlagerung E, F. Sekundar-Antikérper: GAM-CY3 wenn nicht an-
ders angegeben. Zellen AX2. LSM/Objektiv 63x/1.2 C-Apochromat-Wasserobjektiv. Bal-
ken 5 um.
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Abbildung 3-13 DMIF1, Tubulin und Porin in GFP-C-DMIF1-Zellen. (A) Mitochondrien
(anti DMIF1 mAk 272-402-10/GAM-CY3). (B) Mitochondrien. (C) Mikrotubuli und Centro-
som (anti-a-Tubulin pAk/GAR-CY5). (D), (1) Zellgestalt. (E) Uberlagerung A,B,C. (F) Mito-
chondrien, dulRere Membran (anti Porin mAk 70-100-1/GAM-CY5). (G) Mitochondrien. (H)
Mikrotubuli (anti-o-Tubulin  pAk/GAR-CY3). (K) Uberlagerung F,G. Zellklon C1-5.
LSM/Objektiv 63x/1.2 C-Apochromat-Wasserobjektiv (linke Reihe); 100x/1.3 Neofluar
(rechte Reihe). Balken 5 pm.
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GFP-C-DMIF1

‘AXZ-KontroIIe

anti-GFP pAk

anti-DMIF1 mAk GFP anti-GFP pAk Phaenkontrast Overlay Phasenkontrast

Abbildung 3-14 DMIF1 und GFP in GFP-C-DMIF1-Zellen. Mitochondrien. (A) anti-DMIF1-
mAk 272-375-1/GAM-CY3. (B) GFP-Signal. (C) Polyklonales Kaninchenserum gegen GFP
(pGFP, Clontech), Sekundar-Ak GAR-CY5. (D) Phasenkontrast. (E) Uberlagerung von A bis
C. Bei exakter Ubereinstimmung addieren sich die Farben der 3 Kanale zur Farbe WeiR.
Verbliebene farbige punktférmige Objekte sind durch optische Verzerrungen hervorgerufen
und reprasentieren in Wirklichkeit ebenso Uberlagerte Mitochondriensignale. (F) Negativkon-
trolle. Mit pGFP (Clontech)/GAR-CY3 inkubierte AX2-Zellen zeigen kein GFP-spezifisches
Signal. (G) Phasenkontrastbild von F. Zellklon C1-5. LSM/Objektiv 63x/1.2 C-Apochromat-
Wasserobjektiv. Balken 5 pm.

3.2.3.2 DMIF1, GFP und Porin in fixierten GFP-N-DMIF1-Zellen

Auch in GFP-N-DMIF1-Zellen werden Mitochondrien von mAk gegen Porin erkannt
(Abbildung 3-15A). Mit anti-DMIF1-mAKk ist das nur bei sehr schwacher Expression des re-
kombinanten Proteins mdglich (Abbildung 3-15E, linke Zelle), da das Signal sonst wegen der
starken Lichtemission im Zytoplasma, hervorgerufen durch die Immunmarkierung des dort
akkumulierten rekombinanten Proteins, Uberstrahlt wird (Abbildung 3-15E, rechte Zelle). Im
GFP-Kanal ist an gleicher Stelle kein Mitochondriensignal detektierbar, was zu dem Schluf}
fuhrt, dal das Fusionsprotein GFP-N-DMIF1 im Gegensatz zum endogenen Protein DMIF1
dort nicht hingelangt.
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Abbildung 3-15 DMIF1 und Porin in GFP-N-DMIF1- Zellen. (A) anti-Porin-mAk 70-
100-1/GAM-CY5. (B) GFP-Fluoreszenz: Neben zytoplasmatischen Ansammlungen
befinden sich 2 punktférmige Objekte in unmittelbarer Kernnéahe (vergleiche (C) Pha-
senkontrast). (D) Uberlagerung von A und B. (E) In einer das Fusionsprotein GFP-N-
DMIF1 schwach exprimierenden Zelle (links) sind mit dem anti-DMIF1-mAk 272-208-
1/GAM-CY3 Mitochondrien detektierbar. Vor  einem starken CY3-
Fluoreszenzhintergrund im Zytoplasma (rechte Zelle), hervorgerufen durch die gleich-
zeitige Markierung des endogenen und des rekombinanten DMIF1, sind einzelne Or-
ganellen optisch nicht aufzulésen. (F) GFP-Signal: Weder bei schwacher noch starker
Expression von GFP-N-DMIF1 kénnen im GFP-Kanal Organellen detektiert werden.
(G) Phasenkontrast. (H) Uberlagerung von E und F. Zellklone: linke Reihe N1-13,
rechte Reihe N5-3. LSM/Objektiv 100x/1.3 Neofluar. Balken 5 pm.
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Die in lebenden Zellen als GFP-Fluoreszenz sichtbaren Hofe um die MTOC, die in fi-
xierten Praparaten zu kompakten Einheiten kollabiert sind, werden weder von DMIF1-mAk
(Abbildung 3-16A, F) noch von Ak gegen GFP (pAk: Abbildung 3-16H; mAk 264-449-2: Da-
ten nicht gezeigt) erkannt. Das es sich hierbei tatsachlich um Centrosomen und nicht um
dort zufallig auftretende Mitochondrien oder andere Organellen handelt, wurde anhand der
Markierung der Mikrotubuli mit einem polyklonalen Antiserum gegen a-Tubulin Gberprift
(Abbildung 3-16C, o/B-Tubulin bilden die Hauptkomponenten von Mikrotubuli, der Ursprung
Ak-markierter Tubulinfasern weist auf den Ort des Centrosoms). Die enge raumliche Bezie-
hung der GFP-Signale zum Ausgangspunkt der Mikrotubuli (Abbildung 3-16B, G) sowie die
regelmalige Nahe zum Kern (siehe auch Lebendpraparate in Abbildung 3-4 und Abbildung
3-5) spricht fur die Zuordnung der Struktur zu den Centrosomen.

Auch hier bestatigt sich, dall die Darstellung der Mitochondrien mit DMIF1-Ak vor ei-
nem intensiven Fluoreszenzhintergrund im Zytoplasma schwierig ist: Bei mafiger Fluores-
zenzintensitat sind noch einige distinkte Strukturen zu erkennen (Abbildung 3-16A), bei er-
hoéhtem Signal ist das nicht mehr mdglich (Abbildung 3-16F). Dabei ist es unerheblich, ob
der verwendete Antikoérper eine N-terminale oder C-terminale Domane von DMIF1 erkennt
(Daten nicht gezeigt).

Mitunter bilden GFP-N-DMIF1-Zellen im Zytoplasma DMIF1- immunreaktive netzartige
Strukturen (Abbildung 3-16A). Aufgrund dieser Netzstruktur und weil der Transportweg flr
DMIF1 nach seiner Translation unbekannt war, wurde zunachst ein Zusammenhang mit dem
ER vermutet. Deshalb wurden Dictyostelium-Zellen, die einen an GFP gebundenen ER-
Marker exprimieren (Laborbezeichnung GFP-MCS; Dumontier et al., 2000; von Dr. H. Faix
zur Verfigung gestellt) mit anti-DMIF1-Antikérpern markiert. Erwartungsgeman zeigen diese
Zellen bei der GFP-Anregung ein ER-typisches Netzwerk (Abbildung 3-16M). Die mit anti-
DMIF1- mAKk in solchen Zellen erzeugten Signale zeigen jedoch kein Netzwerk sondern ein
eindeutiges mitochondriales Muster (Abbildung 3-16L).

In weiteren Kontroll-Experimenten wurden monoklonale Antikérper gegen ER-Proteine
aus D. discoideum wie Calnexin (mAk 270-390-2, 270-349-1, M. Ecke) und Protein-Disulfid-
Isomerase (mAk 159-387-4) zur Markierung von GFP-N-DMIF1-Zellen verwendet. Die Loka-
lisation der Antikérper konnte wie im vorangegangenen Experiment mit der zelleigenen GFP-
Fluoreszenz nicht passend Uberlagert werden (Daten nicht gezeigt). Daher kann eine Lokali-

sation sowohl von DMIF1 als auch von GFP-N-DMIF1 im ER ausgeschlossen werden.
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GFP anti-DMIF1 mAKk

anti-a-Tubulin pAk
anti-GFP-pAk
DAPI

Phasenkontrast

Overlay

Abbildung 3-16 DMIF1, Tubulin, GFP, DNA in GFP-N-DMIF1-IGFP-MCS-Zellen..
Anti-DMIF1-mAk erkennen N-Terminus von DMIF1. Sekundar-Ak: GAM-CY3. (A)
anti-DMIF1 mAk 272-402-10: diffuse Markierung (F) anti-DMIF1 mAk 272-375-1:
diffuse Markierung (L) anti-DMIF1 mAk 272-208-1: Mitochondrien (B), (G) GFP-
Signal: Centrosomen (M) GFP-Signal: ER. (C) anti-a-Tubulin pAk/GAR-CY5. (H)
anti-GFP-pAk (Clontech)/GAR-CY5 (Negativkontrolle siehe Abbildung 3-14F). (N)
DAPI: Kern. (D), (1), (O) Zellgestalt. Uberlagerung von A bis C (E), F bis H (K) und L
bis N (P). Zellklone: N1-13 linke, mittlere Reihe, GFP-MCS rechts Balken 5 pm.
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3.3 DMIF1 lokalisiert im Grenzbereich von innerer Membran und Matrix

3.3.1 Elektronenmikroskopische Untersuchung von Wildtypzellen und GFP/DMIF1-

Transformanten

Bisher konnte gezeigt werden, dal® DMIF1 in Mitochondrien akkumuliert. Die folgenden
Untersuchungen mit dem Transmissions-Elektronenmikroskop (TEM) dienen der Aufklarung
der intramitochondrialen Lokalisation des Proteins.

Mitochondrien besitzen eine dufere und eine innere Membran, die den Intermembran-
raum begrenzen. Die Matrix im Innersten ist das vierte Kompartiment der Mitochondrien. Je-
des dieser Kompartimente hat einen eigenen typischen Satz an Proteinen. Bisher untersuch-
te IF1-Proteine gehen eine Bindung mit der F1-Einheit der ATPase ein. Sie koppeln entwe-
der an deren B-Untereinheit wie beim Rind (Klein et al., 1980) oder zwischen der a- und -
Untereinheit wie beim Hefe-Homolog (Mimura et al., 1993). Die hydrophile F1-Einheit bildet
den katalytischen Teil des Enzyms, der in den Matrixraum hineinreicht, die hydrophobe FO-
Einheit generiert den Protonenkanal, der in der inneren Membran angesiedelt ist.

Ultradinne Gefrierschnitte von Wildtyp-Zellen (AX2) und Transformanten (GFP-N-
DMIF1: Klon N5-3; GFP-C-DMIF1: Klon C1-5) wurden mit einem monoklonalen IgG-
Antikérper gegen DMIF1 (mAk 272-208-1) inkubiert und mit an Protein A gekoppelten Gold-
partikeln im TEM sichtbar gemacht (Abbildung 3-17A, C und E, 15.2).

In allen Stdmmen sind die Mitochondrien im Inneren markiert. Daf3 DMIF1 nicht in der
auBeren Membran zu finden ist, war schon in Immunfluoreszenzpraparaten erkennbar
(Abbildung 3-13) und wird durch Vergleich mit der Markierung von Porin im TEM besonders
deutlich: hier sind die Goldpartikel dominierend in der Peripherie der Mitochondrien angerei-
chert (Abbildung 3-17B). Es fallt auf, dal® die Anzahl der DMIF1-markierenden Goldpartikel
im GFP-C-DMIF1-Stamm erheblich héher ist als im Wildtyp. Das stimmt mit Immunfluores-
zenzdaten Uberein und ist konsistent mit der Tatsache, dall GFP-C-DMIF1- Zellen das re-
kombinante Protein GFP-C-DMIF1 zusatzlich zum endogenen DMIF1 exprimieren. Beson-
ders deutlich erkennt man eine Anreicherung der Goldpartikel entlang der inneren Membran,
was sich im TEM-Bild wie Perlenschnire darstellt (Abbildung 3-17A und C). Im Gegensatz
zum GFP-C-DMIF1-Stamm zeigt der Stamm GFP-N-DMIF1, der das Fusionsprotein auch
additiv zum normalen endogenen DMIF1 bildet, eine etwa gleiche Zahl markierender Gold-
partikel wie der Wildtyp, was sich ebenfalls mit den Befunden aus der Fluoreszenzmikrosko-
pie deckt. Dort konnte in den Mitochondrien von GFP-N-DMIF1-Zellen nur endogenes
DMIF1, nicht aber GFP-N-DMIF1 nachgewiesen werden.
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Abbildung 3-17 Ultradiinne Kryoschnitte von Mitochondrien im TEM. Immunmarkierung
von Mitochondrien in D. discoideum - Zellen. (A) DMIF1 in AX2. (B) Porin in AX2. (C) DMIF1
in GFP-C-DMIF1 (Klon C1-5). Pfeile kennzeichnen den Verlauf eines der Tubuli. (D) GFP in
GFP-C-DMIF1 (Klon C1-5). (E) DMIF1 in GFP-N-DMIF1 (Klon N5-3). (F) GFP in GFP-N-
DMIF1 (Klon N5-3). Monoklonale Primar-Ak (DMIF1: mAk 272-208-1; Porin: mAk 70-100-1)
visualisiert mit Kaninchen-anti-Maus 1gG (Sekundar-Ak) und Protein A-Gold; polyklonales An-
tiserum gegen GFP (Clontech), visualisiert mit Ak Ziege-anti-Kaninchen-Gold. Balken 0.2 ym
(Balken in E gilt fur alle Bilder aulRer F).

Auch mit polyklonalem Antiserum gegen GFP lassen sich in Zellen von GFP-C-DMIF1
intramitochondriale Strukturen markieren (Abbildung 3-17D), wahrend das in GFP-N-DMIF1-
Zellen nicht der Fall ist (Abbildung 3-17F). Dort treten die Goldpartikel nur ganz vereinzelt an
der Mitochondrienperipherie auf und akkumulieren vor allem im Zytoplasma, Ubereinstim-

mend mit dem GFP-Signal der Fluoreszenzpraparate.



61

3.3.2 DMIF1 bindet iiber seinen Rezeptor an die innere Membran

Auch wenn DMIF1 anscheinend an der inneren Membran lokalisiert ist, fallt die exakte
Zuordnung der Markierung zu einem der drei mdglichen intramitochondrialen Kompartimente
schwer. Das hat vor allem zwei Griinde: Dictyostelium discoideum besitzt eine innere Mem-
bran vom Tubulus-Typ, deren Tubuli sehr kompakt aneinander lagern, so daf} die Zuord-
nung der Markierung zu Matrix oder innerer Membran elektronenoptisch oft nicht eindeutig
ist. Hinzu kommt, dal® der Erhaltungszustand subzellularer Strukturen bei der milden Fixie-
rung, die eine Immunmarkierung an Kryoschnitten erlaubt, nicht optimal ist. Deshalb wurden
die folgenden Markierungen an submitochondrialen Vesikeln, die aus aufgereinigten Mito-
chondrien prapariert waren, mit Hilfe der ,Preembedding®“-Technik (Kapitel 15.2.3.1) vorge-

nommen.

3.3.21 Praparation von submitochondrialen Vesikeln

Die Gewinnung von Mitochondrien aus AX2-Zellen und deren Anreicherung im Percoll-
Gradienten erfolgte nach einem modifizierten Protokoll von Troll (Troll et al. 1992, Abbildung
3-18 A, Kapitel 13.5). Die Prozedur umfalt im Wesentlichen eine Reihe fraktionierender
Zentrifugationsschritte, die zu einer Aufreinigung der Mitochondrien durch weitgehende Ab-
trennung begleitenden Materials dient. Der letzte Schritt ist eine Zonen-Zentrifugation im
Percollgradienten.

Ein Teil der von Percoll befreiten Mitochondrienfraktion wurde einer Behandlung mit
Ultraschall unterzogen (Owen und Kaback, 1978; Thedinga, 1993). Durch diese Prozedur
werden die Mitochondrien zerrissen. Die Doppelmembran wird in kleinere Membranstlicke
gespalten, die sich zu submitochondrialen Vesikeln schliefien kénnen. Oft besitzen solche
Vesikel eine einfache Membran, die entweder aus der inneren oder aulleren Membran der
Mitochondrien hervorgeht. Die Orientierung der Membranen hangt von der Richtung der
Reassoziation ab: es entstehen entweder "right side" Vesikel (RSV) mit der gleichen Orien-
tierung der Kompartimente zueinander wie im intakten Mitochondrium, oder es entstehen
"inside- out Vesikel (IOV), bei denen ehemals innere Kompartimente nach aullen verlagert
sind (Abbildung 3-18 B).

Ziel der Praparation ist es, die sehr eng aneinander liegenden Tubuli-Membranen zu
separieren und somit die Matrix davon unterscheidbar zu machen, damit eine Aussage Uber

die Lokalisation des DMIF1-Proteins gemacht werden kann.
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Abbildung 3-18 Gewinnung und Aufbereitung von Mitochondrien aus Dictyostelium-
Zellen (A) FluBdiagramm fur die Aufreinigungsprozedur mittels fraktionierender Zen-
trifugation. 1. Nach dem Zell-Aufschlu® werden Zellpartikel und Bruchstlicke (Sediment 1)
bei 27.000xg von loéslichen Bestandteilen (Uberstand 1) abgetrennt. 2. Bei 400xg werden
aus dem resuspendierten Pellet ungespaltene Zellen (Sediment 2) von kleineren Partikeln
(Uberstand 2, enthalt u.a. Mitochondrien) separiert. 3. Die Mitochondrien werden aus dem
Uberstand 2 bei 16.000xg abzentrifugiert und so von weiteren kleineren Bruchstiicken und
Membranteilen abgetrennt. 4. Bei 100.000xg in einem Percollgradienten werden die Mito-
chondrien in einer Dichte-Fraktion angereichert. 5. Ultraschallbehandlung. (B) Herstellung
revertierter Vesikel - Prinzip von "right side" Vesikeln (RSV) und "inside-out" Vesikeln
(I0V). Behandlung von Mitochondrien mit Ultraschall fuhrt zur Ruptur der Membranen und
zu ihrer Reassemblierung in unterchiedlichen Modi. Im Modell sind die nach der Behandlung
zu erwartenden Lokalisationen der F1F0-ATPase gekennzeichnet.

Der Aufreinigungsweg wurde durch Detektion der Fraktionen im Westernblot mit monoklona-
len Antikérpern gegen DMIF1 (Abbildung 3-19A) und die B-Untereinheit der mitochondrialen
FOF1-ATPase (Abbildung 3-19B) verfolgt. Im ersten Zentrifugationsschritt wurden die Mito-
chondrien nahezu quantitativ sedimentiert und im Verlauf der weiteren Aufreinigung von be-
gleitenden Partikeln befreit. Der detektierte Anteil an DMIF1 im Sediment 2 ist auf unaufge-
brochene Zellen und die darin enthaltenen Mitochondrien zurlickzufthren.

DMIF1 wird fast quantitativ im Sediment 3 gefunden, es handelt sich also Uberwiegend um
intakte Mitochondrien. Das Protein F1-p zeigte erwartungsgemaf ein sehr ahnliches Frak-

tionierungsverhalten wie DMIF1.
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Abbildung 3-19 Westernblot zur Mitochondrien-Aufreinigung aus AX2: Alle wahrend
der Aufreinigung gewonnenen Fraktionen wurden als SDS-Proben auf einem 16%igen
,Schagger‘-Gel elektrophoretisch aufgetrennt und nach Ubertragung auf eine Nitrozellu-
lose-Membran mit mAk detektiert: (A) gegen DMIF1 (mAk 272-208-1). (B) gegen die f3-
Untereinheit von F1F0 aus D.discoideum (mAk 238-190-11). Die Fraktionen S, reprasen-
tieren die Sedimente 1-3, F, die Percollfraktion und U, die zugehdrigen Uberstéande 1-4.
Ein Aliquot des Zellsedimentes (Z) wurde nach der Lyse durch die Parr-Bombe entnom-
men. Als Kontrolle C wurde das Zellpellet aus 7-10° Zellen der Transformante GFP-C-
DMIF1 (Klon C1-5) aufgetragen. Alle anderen Fraktionen entsprechen 10° Zellen bzw.
Zellaquivalenten des Wildtyps AX2.
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3.3.2.2 Submitochondriale Vesikel ("inside-out" Vesikel) im TEM

Die Bruchstiicke von ultraschallbehandelten Mitochondrien wurden vor dem Fixieren
mit monoklonalen Antikérpern gegen DMIF1 (Abbildung 3-20A, B), gegen F1-B als Marker
der inneren Membran (Abbildung 3-20C) oder gegen Porin als Marker der auferen Membran
inkubiert (Abbildung 3-20D).
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Abbildung 3-20 Immunmarkierung von Vesikeln aus mitochondrialen Membranen.
Durch Ultraschallbehandlung von aufgereinigten Mitochondrien werden geschlossene und
offene Membranstrukturen bestehend aus Einzel- oder Doppelmembranen erhalten. Markie-
rung der Membranen mit anti-DMIF1-mAk 272-208-1 (A, B), anti-F1-B-mAk 238-190-11 (C)
und anti-Porin-mAk 70-100-1 (D) und Detektion mit Kaninchen-anti-Maus Sekundar-Ak und
Protein A-Gold. Bei der von anti-Porin-Antikérpern erkannten Struktur handelt es sich sehr
wahrscheinlich um die dufere Mitochondrien-Membran. Eine Unterscheidung von 10V und
RSV kann anhand der Befunde nicht getroffen werden. Dazu muRte eine Analyse des Lu-
mens der Vesikel vorgenommen werden. Balken 2 um.

Der DMIF1-markierte 10V (Abbildung 3-20A), der augenscheinlich eine Doppelmem-
bran besitzt, zeigt eine deutliche Assoziation von Goldpartikeln an seiner aufleren Membran-
seite (ehemals innere Membran). Die Markierung befindet sich in Distanz zur Membran, wie
auf einem Stiel sitzend. Auch Vesikel mit Einzelmembranen oder nicht zirkular geschlossene

Membranteile zeigen diese Anlagerung an der Peripherie (Abbildung 3-20B). Auch der po-



65

tentielle Rezeptor fir DMIF1, F1-B befindet sich in der vesikelbegrenzenden Membran
(Abbildung 3-20C). Im Falle einer Lokalisation von DMIF1 in der Matrix erwartet man eine
Anreicherung der Goldpartikel im Lumen von RSV oder gar keine Markierung, da die Matrix
bei der Praparation entfernt wird.

Die Markierung der Membranen mit anti-DMIF1-Antikérpern spricht gegen die Lokali-
sation von DMIF1 in der Matrix. Andererseits erwartet man bei der Bindung an die Lipid-
membran hydrophobe Domanen in der Proteinsequenz, die im Protein DMIF1 nicht vorhan-
den sind. Der beobachtete ,Stiel“ ist ein Indiz flr die Verbindung von DMIF1 mit der Mem-
bran Uber ein Linkerprotein, zum Beispiel die a- oder B-Untereinheit der F1FO-ATPase als
Rezeptor. DMIF1 bindet wahrscheinlich Uber einen solchen Rezeptor an die innere Mem-
bran.

Fur die relativ geringe Markierungsausbeute sind mehrere Griinde denkbar. Mitochon-
drienpraparationen sind haufig von Peroxisomen, Resten der Plasmamembran und des ER
sowie Lysosomen begleitet. Der Anteil mitochondrialer Strukturen im Praparat ist daher ge-
ring (Parish, 1975). Enthaltene Lysosomen sind zudem nach einer Ultraschallbehandlung
nicht mehr intakt, so da® lysosomale Proteasen zu Degradationen flihren kénnen. Weiterhin
werden 95% aller Vesikel von Teilen der inneren Membran begrenzt, was durch deren viel
grofRere Oberflache relativ zur duReren Membran hervorgerufen wird (Fleischer et al., 1974).
Demnach war bei Vesikeln, die mit anti-Porin-Antikérpern markiert wurden, die beobachtete
geringe Markierungseffizienz zu erwarten. Immundetektierte Vesikel, die aus der Zytoplas-
ma-Membran von E.coli generiert wurden, zeigten, daf die "right side" Konfiguration gegen-
Uber der Ausbildung invertierter Vesikel bevorzugt zu sein scheint (Owen und Kaback,
1978). Fur Porin-Markierungen an Vesikeln, die aus der aufleren Mitochondrienmembran
bestehen, ware das von Vorteil, flr die Antigene der inneren Membran wie die F1F0-ATPase

und DMIF1 ist es ein Nachteil flir die Markierungsausbeute.

3.3.3 GFP-N-DMIF1 am Centrosom — ein Artefakt ?

Fir die Untersuchung der Centrosomen (MTOC) im TEM wurden Kryopraparate von
GFP-N-DMIF1-Zellen (Klon N5-3) mit monoklonalen Antikérpern gegen DMIF1 (mAk 272-
208-1) und polyklonalem Serum gegen a-Tubulin inkubiert. Beide Antikbrper wurden mit
verschieden groRen Goldpartikeln, gekoppelt an sekundare Antikoérper, detektiert. In Kryo-
praparaten schwer identifizierbaren Centrosomen sollten mit Hilfe der Tubulin-Darstellung
erkannt und auf Anwesenheit von (GFP-N)-DMIF1-Protein untersucht werden. Mikrotubuli
sind durch Antikérper gegen a-Tubulin gut darzustellen. Die so detektierten Centrosomen
wurden durch DMIF1-Ak jedoch nicht markiert (Abbildung 3-21A, B). Bei der Detektion von
Mitochondrien gab es mit dem gleichen Antikdrper keine Schwierigkeiten (Abbildung 3-21C).
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Abbildung 3-21 Immunmarkierung von Kryo-Ultradiinnschnitten von GFP-N-DMIF1-
Zellen im TEM. Doppelmarkierung mit anti-DMIF1 mAk (Durchmesser der Gold-Partikel
1nm) und anti-o-Tubulin-pAk (polyklonales Serum, Durchmesser der Gold-Partikel 15 nm).
(A) An der Spitze des Kerns (n nucleus) befindet sich das Centrosom (c), welches von Mi-
krotubuli umgeben ist. Hier konnte kein GFP-N-DMIF1-Fusionsprotein lokalisiert werden.
(B) 3fache VergroRRerung des Ausschnittes in A. (C) Intramitochondriale DMIF1-Markierung
(weille Pfeile), Mikrotubuli an der Peripherie (schwarze Pfeile). (D) 2fache VergréRerung
des Ausschnittes in C und inverse Abbildung zur besseren Darstellung der DMIF1-
Markierung. Die Pfeile korrespondieren mit denen im Ausschnitt in C. Balken 0.2 pym.

Der Nachweis von GFP als Bestandteil von GFP-N-DMIF1 in der centrosomalen Um-
gebung mittels polyklonalem anti-GFP-Serum blieb ebenfalls ergebnislos (Daten nicht ge-
zeigt) und bestatigt die Daten aus der Fluoreszenzmikroskopie, obwohl in dieser Region eine
durch GFP hervorgerufene Fluoreszenz eindeutig beobachtbar war. Eine Anreicherung von
GFP-N-DMIF1 in der Centrosomen-Umgebung konnte demnach nicht nachgewiesen wer-
den. Ebensowenig wurde das Protein in den Mitochondrien mit anti-GFP-Serum gefunden
(Kapitel 3.3.1, Abbildung 3-17F), stattdessen trat eine deutliche Akkumulation im Zytoplasma
auf, was mit der GFP-Fluoreszenz in diesem Kompartiment Ubereinstimmt. Im Kontrollexpe-
riment mit GFP-C-DMIF1-Zellen wurden wie erwartet mit anti-GFP-Serum innere Bereiche
der Mitochondrien markiert (Abbildung 3-17E). Die Markierungsdichte war geringer als mit
anti-DMIF1-Ak (Abbildung 3-17C), da letzterer neben dem rekombinanten auch das endo-
gene Protein erkennt. Die Lokalisation von GFP in den Mitochondrien von GFP-C-DMIF1-
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Zellen bestétigt den Ubertritt des rekombinanten Proteins inklusive seines GFP-Anteils vom

Zytosol in die Mitochondrien.

Der Bereich um die Centrosomen, der in lebenden GFP-N-DMIF1-Zellen durch GFP
sichtbar gemacht wird, erscheint grof3 im Verhaltnis zum eigentlichen MTOC. Auf der Suche
nach morphologischen Besonderheiten in diesem Bereich wurden Zellen der Klone N1-13
und N5-3 in Glutaraldehyd/ Osmiumtetroxid fixiert, in EPON-Harz eingebettet und mit AX2-
und GFP-C-DMIF1-Zellen im TEM verglichen (Abbildung 3-22). Hier ist zunachst der Ein-
druck einer deutlichen Vergréfierung der Centrosomen sowohl in GFP-N-DMIF1- als auch in

GFP-C-DMIF1-Transformanten gegenuber Centrosomen in AX2-Zellen zu gewinnen.

Abbildung 3-22 Morphologie von Centrosomen und Mitochondrien. Zellen von AX2 (A-
C), GFP-C-DMIF1 (D-F) und GFP-N-DMIF1 (G-1). EPON-Einbettung. linke Reihe: Uber-
sichtsbild von Zellstrukturen: Kern (n, nucleus) mit Kernkappen (k), Vakuolen (v), Mitochon-
drien (m), Centrosomen (c). mittlere Reihe: Centrosomen befinden sich an einer stielartigen
Struktur (s, Pfeile) an der Spitze des Kerns. rechte Reihe: Mitochondrien, Balken linke Reihe
1 um, Balken mittlere und rechte Reihe 0,5 um.

Entgegen diesem Erscheinungsbild ergab die Auswertung mehrerer TEM-Bilder, dal
keine deutlich vergrofierten Centrosomen im Vergleich zur Kontrollgruppe (AX2 und GFP-
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AX2) auftraten, weder in GFP-C-DMIF1- Zellen noch in GFP-N-DMIF1-Zellen. Auch andere

Zellbestandteile wiesen weder in Struktur noch Grolie augenscheinliche Besonderheiten auf

(Abbildung 3-23). Problematisch bei dieser semiquantitativen Auswertung sind die unter-

schiedlichen Schnittebenen durch die Centrosomen und die kleinen Fallzahlen.

Centrosomengrole

0,6

OAX2

B GFP-AX2

O GFP-C-DMIF1
GFP-N-DMIF1

Linge/Breite [um], Fliche [um ]

Linge Breite Flache

Abbildung 3-23 GroRenverhaltnisse von Centrosomen im
TEM. Zellen von AX2, GFP-AX2, GFP-C-DMIF1 (Klone C1-5
und C1B7), GFP-N-DMIF1 (Klone N1-13 und N5-3). Simul-
tanfixierung in Glutaraldehyd/ Osmiumtetroxid und EPON-
Einbettung. Vermessung von Centrosomen in 1:20.000 bis
1:100.000 vergroRerten Abbildungen. Anzahl der Objekte: 6x
AX2, 2x GFP-AX2, 5x GFP-C-DMIF1 (2x Klon C1-5, 3x Klon
C1B7), 11x GFP-N-DMIF1 (9x Klon N1-13, 2x Klon N5-3).

Da das GFP-
fluoreszente Material nicht
direkt in die Centrosomen
inkorporiert wird, wie be-
reits durch Fluoreszenzmi-
kroskopie nachgewiesen
wurde (Kapitel 3.1.2.2),
sondern aus der sie umge-
benden Region stammt,
muld der Fokus fur kinftige
Untersuchungen auf die-
sem Bereich liegen. In eini-
gen TEM-Praparaten er-
scheint diese Region elek-
tronendichter als in den
Stammen AX2 und GFP-C-
DMIF1 (Abbildung 3-24).

Abbildung 3-24 Centrosom in Nachbarschaft zum Golgi-Apparat. (A) Ubersichtsbild ei-
ner GFP-N-DMIF1- Zelle (Klon N5-3) c: Centrosom, g Membranstapel des Golgi-Apparat.
Balken 3 um. (B) VergrofRerung des Fensters in A; horizontale Kantenlange 3 pm.
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4 Einfluss von GFP auf Zielsteuerung und Prozessierung

Wahrend das Protein GFP-C-DMIF1 wie das endogene Protein DMIF1 in die Mito-
chondrien importiert wird, ist dies flir das Protein GFP-N-DMIF1 offensichtlich nicht der Fall.
Der einzige Unterschied zwischen beiden Proteinen besteht in der Anordnung des GFP. Vie-
le kernkodierte Proteine, die fur den Transport in die Mitochondrien bestimmt sind, werden
im Zytoplasma synthetisiert und im ungefalteten Zustand zu den Organellen mit Hilfe von
Targeting-Sequenzen dirigiert. Diese Sequenzen befinden sich am N-Terminus des Prapro-
teins und werden in vielen Fallen nach dessen Translokation in die Mitochondrien durch se-
quenz- oder strukturspezifisch wirkende Proteasen wie z.B. die mitochondriale Processing
Peptidase (MPP) abgespalten. Durch Faltung mit Hilfe von Chaperonen erhélt das reife Pro-
tein seine physiologisch aktive Form. Es lag der Verdacht nahe, dal die Funktion im rekom-
binanten Protein GFP-N-DMIF1 durch die raumliche Nahe der Signalsequenz zu GFP und
damit durch eine potentielle sterische Abdeckung der Erkennungsdomane in zweierlei Hin-
sicht gestort ist: Entweder in Form einer Beeintrachtigung der Zielsteuerung und/oder durch
die Hemmung der anschliellenden Prozessierung des Praproteins. Fur die Stérung der Tar-
geting-Funktion gibt es Daten aus der Fluoreszenz- und der Elektronen-Mikroskopie. Im
Fluoreszenzmikroskop sind unter den vielen Mitochondrien von GFP-N-DMIF1-Zellen nach
Anregung der GFP-Emission keine griun leuchtenden Mitochondrien detektierbar. Im
Zytoplasma von EM-Praparaten sind sehr viele mit Goldpartikeln gekoppelte anti-GFP-
Antikérper gebunden, in der Nahe von oder gar in den Mitochondrien jedoch nahezu keine.

Die Beeintrachtigung der Abspaltung der Signalsequenz durch Proteasen ist Gegen-

stand der im folgenden Kapitel beschriebenen Untersuchungen.

4.1 Hemmung der Abspaltung der Signalsequenz

Bei Abspaltung der Targeting-Domane sollten aus dem knapp 14 kDa grof3en Prapro-
tein zwei kleinere Fragemente entstehen. Anhand publizierter IF1-Proteine mit bekannten
MPP-Spaltstellen kann auf eine potentielle MPP-Spaltstelle in DMIF1 bei G28 geschlossen
werden. Die entstehenden Fragmente haben demnach ein Molekulargewicht von knapp 4
kDa fir die Targeting-Domane und geringfligig mehr als 10 kDa flir das reife Protein.

Zellhomogenate von GFP-N-DMIF1, GFP-C-DMIF1, GFP-AX2 und AX2 wurden im
Westernblot auf diese Fragmente hin analysiert. Es wurden verschiedene Antikdrper gegen
DMIF1 eingesetzt, deren Bindedomanen entweder dem ersten Drittel der Proteinsequenz
(Bereich des Signalpeptides) oder dem C-terminalen Rest (Bereich des funktionsfahigen

Proteins) zugeordnet werden, sowie Ak gegen GFP. Das erwartete Bandenmuster
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(Abbildung 4-1) wurde in mehreren Immunoblots mit verschiedenen Antikérperkombinatio-

nen verglichen (ein Blot ist in Abbildung 4-2 dargestellt, weitere Daten nicht gezeigt).

A GFP-N-DMIF1 GFP-C-DMIF1

GFP-AK GFP-Ak
B LA coak LA o T
C rekombinant
41 41
GFP-AK GFP-AK
CDMIF1-Ak COMIF1-AK
37
nSFRAk 10 4
[ N-AK]
endogen
14 14
4 4
m 10 mm 10

Abbildung 4-1 Prozessierung von GFP-N-DMIF1 und GFP-C-DMIF1 - Erwartete Frag-
mente. (A) Aufbau beider rekombinanten (Pra)Proteine mit hypothetischer MPP-
Schnittstelle. E35 bezeichnet die Position der Hindlll-Schnittstelle im zugehdrigen Gen, die
zur Konstruktion des C-terminal verkiirzten Proteins GST-DMIF1A3 verwendet wurde (Kapi-
tel 3.2.2.2). Ziffern kennzeichnen kalkulierte FragmentgrofRen. (B) Von den verwendeten
Antikérpern erkannte Domanen im Protein. Anti-GFP-Ak (GFP-mAK 264-449-2, pAk Clon-
tech), anti-DMIF1-mAk N-terminal bindend (N-Ak), anti-DMIF1-mAk C-terminal bindend (C-
AK). (C) Fragmente nach Prozessieren des DMIF1-Praproteins und zu erwartende GrofRen.
Da alle Transformationen im genetischen Hintergrund von AX2 durchgefihrt wurden, tragen
alle Zellen sowohl das rekombinante als auch das endogene Protein.
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Abbildung 4-2 (A) Prozessierung des Praproteins durch Abspaltung der Targeting-
Domaéne. Westernblot mit anti-DMIF1- mAk 272-208-1 und pAk-GFP (Clontech) auf Zellho-
mogenaten von AX2, GFP-AX2, GFP-C-DMIF1 (Klon C1-5) und GFP-N-DMIF1 (Klon N5-3).
Sehr schwache Banden in GFP-N-DMIF1-Zellen, die mit anti-GFP-pAk detektiert wurden, sind
mit a und mit anti-DMIF1- mAk detektierte Banden mit b bezeichnet. 2-Phasen-SDS-PAGE
8.8%-14% (Kubis und Gros, 1997). Auftragung von Proteinen aus aquivalenten Zellzahlen
(1-106 Zellen/ Spur). Marker See Blue (Biorad). (B) Elektrophoretische Trennung von 37
kDa- und 41 kDa- Fragmenten durch 2-Phasen-SDS-PAGE 6.6%-8.8%. GFP-C-DMIF1-
Klone C1-5, C1B7 und C4-1; GFP-N-DMIF1- Klone N1-13, N2-5 und N5-3. Auftragung der
Aquivalente von 2:10° Zellen/Spur, Detektion mit anti-DMIF1-mAk (272-208-1) und anti-GFP-
pAk (Clontech). (C) Praprotein (Kapitel 3.2.1.2). Proteolytische Spaltung von GST-DMIF1 (40
kDa) durch FaktorXa an der spezifischen FaktorXa- Spaltstelle in die Spaltprodukte GST (26
kDa) und DMIF1 (14 kDa). t19: 19 Stunden nach Zugabe des Enzyms weitgehende Spaltung
(nach 43 Stunden komplette Spaltung, Daten nicht gezeigt). Das 70 kDa-Fragment ist das
koeluierte E.coli-StrelRprotein DnaK. SDS-PAGE 14%. Marker See Blue (Biorad).

Das reife 10 kDa-Protein scheint in der Tat aus dem 14 kDa-Precursor durch Abspal-
tung der Targetingsequenz hervorzugehen. Dies ist aus dem Vorliegen von 10 kDa-
Fragmenten bei allen Zellstdmmen zu schlief3en, was durch mehrere anti-DMIF1- Antikorper
Uberprift wurde (Abbildung 4-2A). Das unprozessierte DMIF1-Protein liegt als 14 kDa Refe-
renz-Bande im Coomassie Blau-gefarbten SDS-PAGE vor (Abbildung 4-2C). Es wurde aus
der proteolytischen Spaltung von GST-DMIF1 mit Faktor Xa-Protease erhalten. GST-DMIF1

wurde zuvor in E.coli exprimiert und durch Affinitdts-Chromatographie gereinigt (Kapitel
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3.2.1.2). Das Praprotein wird in E.coli mangels mitochondrialem MPP-Enzym nicht prozes-
siert. In Dictyostelium wird die Targetingdomane (4 kDa) offenbar abgespalten. Sie liefl3 sich
allerdings mit keinem der vorhandenen Antikérper markieren. Auch gelang der simultane
Nachweis von 10 kDa- und 14 kDa-Fragmenten nicht, was bedeutet, da® das DMIF1-
Praprotein nach seiner Synthese effektiv prozessiert wird.

Das rekombinante Protein GFP-C-DMIF1 verhalt sich ahnlich und ist, wie das endoge-
ne Protein, nicht in seiner unreifen Form nachweisbar. Dafilr spricht, daf® eine Proteinbande
der Masse 37 kDa detektierbar war anstelle einer 41 kDa-Bande, die der vollen Lange des
unprozessierten Proteins entsprache (Abbildung 4-2A, B). Das ist ebenfalls ein Indiz flir eine
sehr effektive Proteolyse an der vermuteten Schnittstelle durch mitochondriale Proteasen.
Zusatzlich treten zwei, von anti-DMIF1-Antikérpern, aber nicht von anti-GFP-Serum detek-
tierte Banden bei etwa 30 und 20 kDa auf, die nicht durch die Prozessierungs-Hypothese
(Abbildung 4-1) erklarbar sind. Es wird ein proteolytischer Abbau in der Zelle angenommen.

Bei GFP-N-DMIF1 erscheint die Situation wie folgt: Eine 41 kDa- Bande, die der GroRle
nach mit dem Fusionsprodukt aus GFP und unprozessierten DMIF1 korrespondiert, konnte
sowohl mit Antikérpern gegen DMIF1 als auch gegen GFP detektiert werden, wobei das von
GFP-Ak stammende Signal sehr schwach ist. Auch das reife endogene DMIF1-Protein a3t
sich durch anti-DMIF1-Ak als 10 kDa-Bande in allen vier untersuchten Stdmmen nachwei-
sen. Aus einer erfolgten Prozessierung von GFP-N-DMIF1 an der vorhergesagten Stelle
wilrde auch ein 10 kDa Fragment hervorgehen, welches sich aber nicht vom endogenen
Protein unterscheiden lielse. AuRerdem wird ein signalschwaches 31 kDa- Fragment als po-
tentielles Spaltprodukt von GFP-Antiserum gebunden (Abbildung 4-2A — a). Eine weitere
schwache Bande tritt mit dem anti-DMIF1-Ak bei etwa 25 kDa auf (— b), die sich nicht in das
Prozessierungsschema einordnen |1aRt, ebenso wie ein signalstarkes Fragment bei 36 kDa.
Moglicherweise sind diese Fragmente das Ergebnis von Abbauprozessen, die im Zytoplas-
ma bei nicht richtig gefalteten oder ungentigend protektierten Proteinen verstarkt stattfinden.
Auch in den Mitochondrien finden standig Protein-Degradationen statt.

Fir GFP-N-DMIF1 kann zusammengefalt werden, dall eine Abspaltung der Targe-
ting-Domane mdglicherweise stattfindet, da neben nicht erklarbaren auch die erwarteten
Fragmente gebildet werden. Die auf diese Art prozessierte Proteinmenge ist aber sehr ge-
ring. Es kann auch nicht ausgeschlossen werden, daf} die erhaltenen Fragmentgréf3en zufal-
lig sind und nicht von dieser Prozessierung herrihren. Dafir spricht, daf} die Abspaltung der
Signalsequenz durch das MPP-Enzym in den Mitochondrien stattfinden muf3, dort aber nie
GFP nachgewiesen werden konnte. Moglicherweise befindet man sich aufgrund der gerin-
gen Proteinmenge, die ordnungsgemal} prozessiert wird, an der Nachweisgrenze im Fluo-

reszenz- oder TEM-Praparat. Was den Hauptanteil an GFP-N-DMIF1 betrifft, sprechen die
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Daten gegen eine Prozessierung nach dem beschriebenen Modell. Beziiglich des erhaltenen
Fragmentmusters war unerheblich, ob die Antikérper ihre Bindestellen in der N- oder C-
terminalen Region des Proteins haben (Kapitel 3.2.2.2), d.h. die als ,N-terminal bindend” de-
klarierten Ak verhielten sich bei den beschriebenen Immunomarkierungen ebenso wie C-
terminal bindende Ak (z.B. mAk 272-208-1). So wurde immer das gleiche Fragmentmuster

gefunden. Diese Tatsache laRdt sich gemaR Abbildung 4-3) erklaren.
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Abbildung 4-3 Prozessierung von

DMIF1.

(A) Prozessierungs- und Kartierungssche-

ma. Bei der Ak-Kartierung (vgl. Kapitel 3.2.2.2) wurden N- (,N-term.“) und C-terminale (,C-
term.”) Bereiche des Praproteins DMIF1 (in GST-DMIF1) und des C-terminal verkurzten Pra-
proteins DMIF1A3 (in GST-DMIF1A3) getestet. Diese Bereiche sind nicht identisch mit den
durch Prozessierung entstehenden Fragmenten (,Signal“ und ,reifes DMIF1“). Sogenannte
,N-terminal bindende Ak" erkennen deshalb u.U. den N-terminalen Bereich des reifen Prote-
ins (schwarzer Kasten) und nicht die Targeting-Domane (grauer Kasten). M1, G28, E35 und
K105 kennzeichnen Aminosduren an den jeweiligen Peptid-Ubergangen. (B) Kalkulierte
Fragmentmuster nach einer Prozessierung. In den Fragmenten sind die jeweils reagie-
renden Antikérper angegeben. Ziffern bezeichnen Fragmentgréf3en in kDa.
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Beim Kartieren der Ak wurde neben dem vollstandigen Praprotein (M1-K105) ein C-
terminal um 70 Aminosauren verkirztes Protein (M1-E35) verwendet. Dieses Polypeptid
enthalt neben der MPP-Spaltstelle (G28) weitere 8 Aminosauren des DMIF1-Proteins in C-
terminaler Richtung (bis E35). Dieser Bereich (G28-E35) wird vermutlich von den verwende-
ten N-terminal bindenden Ak erkannt. Es gibt demzufolge keinen DMIF1-Ak aus der Fusion
272, der tatsachlich die Targetingdomane erkennt. Das hat folgende Konsequenzen flir das
kalkulierte Fragmentmuster nach der Prozessierung:

(1) GFP-N-DMIF1: Die Targeting-Doméane von GFP-N-DMIF1 (4 kDa) ist nicht und das
31 kDa-Fragment nur mit anti-GFP detektierbar. Das 10 kDa-Spaltprodukt des endogenen
und des rekombinanten Proteins ist mit allen anti-DMIF1-Ak erfal3bar.

(2) GFP-C-DMIF1. Die Targeting-Domane von GFP-C-DMIF1 (4 kDa) wird nicht er-
kannt, das 10 kDa-Fragment und das 37 kDa-Fragment wird dagegen mit allen Ak gegen
DMIF1 und GFP und letztere zusatzlich mit anti-GFP-Ak erkannt. Diese Ergebnisse stimmen

mit den experimentellen Daten Uberein.

4.2 Analyse des Expressionslevels von GFP-N-DMIF1 und GFP-C-DMIF1

Die Analyse der DMIF1-Fragmente (Abbildung 4-2) durch SDS-PAGE ergab erheblich
geringere Mengen des Proteins GFP-N-DMIF1 als GFP-C-DMIF1, obwohl gleiche Zellzahlen
aufgetragen wurden. Der endogene Anteil war in beiden Stammen annahernd gleich stark
vorhanden, was eine wesentliche Beteiligung der ZellgréRe an den unterschiedlichen Men-
gen an rekombinantem Protein ausschlieRft. Das Phanomen ist moglicherweise darauf zu-
ruckzufuhren, dal} die zur Transformation verwendeten GFP-Plasmide nicht nur an zufalli-
gen Stellen sondern auch mit zufalligen Kopienzahlen ins Genom integrieren und so zu un-
terschiedlich starker Expression von GFP-N-DMIF1 bzw. GFP-C-DMIF1 fihren. Um zu ent-
scheiden, ob in einer Population das rekombinante Protein entweder von allen Zellen in ge-
ringer Menge oder aber von einem Teil der Zellen stark exprimiert wird, sind Westernblotda-
ten nicht geeignet (Abbildung 4-2B). Daflir wurde Uber die GFP-Emission im Fluoreszenzmi-
kroskop der Anteil der Zellen in einer Population ermittelt, der das rekombinante Protein ent-
halt und die relative Menge grob abgeschatzt. Fixierte Praparate von je drei unabhangigen
GFP-N-DMIF1- und GFP-C-DMIF1-Klonen wurden ausgezahlt und je nach ihrem Fluores-
zenzverhalten den 3 groben Kategorien 'stark fluoreszierend', 'schwach fluoreszierend',

'nicht fluoreszierend' zugeordnet (Abbildung 4-4, Tabelle 3).
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Abbildung 4-4 GFP-Fluoreszenz von fixierten
GFP-N/C-DMIF1-Zellen. (Reihe oben) GFP-C-
DMIF1 (Klon C1-5). (Reihe unten) GFP-N-DMIF1
(Klon N5-3). Links: Phasenkontrast. Mitte: GFP-
Fluoreszenz. Rechts: Verdeutlichung der Fluores-
zenz-Bereiche durch invertiertes Fluoreszenz-Bild.
Fluoreszenz-Mikroskop (Axiophot, Zeiss). Die ge-
zeigten Zellen reprasentieren nicht die ermittelten
statistischen Mittelwerte sondern stellen lediglich
prinzipielle Unterschiede zwischen den beiden
Stammen dar. Balken 10 um.

Wahrend alle GFP-C-DMIF1-
Zellen fluoreszierten, war das nur bei
etwa 70% der GFP-N-DMIF1-Zellen
der Fall. Bei diesen ,Positiven war die
Fluoreszenz bei 2/3 aller Exemplare
sehr schwach (vgl. Abbildung 4-4F).
Geringe Expression von GFP-N-DMIF1
unterstellt, ist dies analog zu den Da-
ten im Westernblot. Die Aussagekraft
der auf dem Fluoreszenzsignal basie-
renden prozentualen Angaben Uber
das Expressionsniveau von GFP-C-
DMIF1 und GFP-N-DMIF1 wird aber
durch die Tatsache eingeschrankt, daf®
GFP nur im richtig gefalteten Zustand
Licht emittiert, wahrend fehlgefaltetes
GFP mit Antikérpern wie fluoreszenz-
fahiges GFP detektierbar sein sollte.
Der Anteil GFP-fluoreszenter Zellen an
GFP-Ak-markierten Zellen einer Popu-

lation wurde jedoch nicht quantifiziert.

Zellstamm Klon GFP-Fluoreszenz

stark schwach keine

C1-5 83 % 17 % 0 %

C1B7 82 % 18 % 0%

GFP-C-DMIFT 1533 92 % 8 % 0 %
Mittel gep.c.omier 86 % 14 % 0 %

N1-13 9 % 50 % 41 %

N2-5 6 % 70 % 24 %

GFP-N-DMIF1 N5-3 4 % 75 % 21 %
Mittel gepn-DmiE7 6 % 65 % 29 %

Tabelle 3 Semiquantifizierung der Expression des rekombinanten Proteins — Analyse
anhand der GFP-Fluoreszenz. Der Anteil schwach, stark oder nicht fluoreszierender Zellen
an der Gesamtzellzahl wurde in jeweils 3 unabhangigen Klonen anhand von fixierten Prapa-
raten bestimmt. Dabei wurde die Fluoreszenz ohne Beriicksichtigung der Lokalisation abge-

schatzt.
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5 Funktionsanalyse von DMIF1 in Dictyostelium

5.1 Inaktivierung von dmif1 durch homologe Rekombination

Wegen des haploiden Genoms von D. discoideum ist es moglich, durch homologe Re-
kombination (De Lozanne und Spudich, 1987; Egelhoff et al.,, 1991) gezielt Gene auszu-
schalten oder veranderte Gene einzufihren und einen unmittelbaren Bezug zu den damit
einhergehenden Defekten in vivo herzustellen. Dies ist der entscheidende Vorteil gegeniiber
der chemischen Mutagenese (Wallraff et al., 1986; André et al., 1989; Brink et al., 1990), bei
der aufgrund der multiplen Veranderung an zuféalligen Genorten kein direkter kausaler Zu-
sammenhang zum Phanotyp hergestellt werden kann. Bei der homologen Rekombination
kann das interessierende Gen durch Integration eines Vektors unterbrochen (,gene disrupti-
on‘), oder es kénnen kodierende Teile des Gens gegen artifizielle Vektorsequenzen ausge-
tauscht werden (,gene replacement®). In dieser Arbeit wurden Versuche zur Inaktivierung
des dmif1-Gen durch ,gene replacement” durchgefiihrt und Uberexprimierer von DMIF1 ana-
lysiert (Kapitel 5.2).

5.1.1 Mit ,gene replacement“ wurde keine DMIF1-Minus-Mutante gefunden

Fir das Vektor-Konstrukt wurde die kodierende Sequenz von dmif1 inklusive des In-
trons und einiger flankierender Basen in beiden Richtungen (48 Basen in 5'UTR, 21 in
3‘UTR) in die Clal- und die Xhol-Stelle der multiplen Klonierungsstelle (MCS) von pSP72
(Klonierungsvektor, Promega, Abbildung 5-1A) integriert, wodurch das Plasmid pSP72-
DMIF1 erhalten wurde. Die im pBsr2-Vektor (Abbildung 5-1B, Sutoh, 1993) enthaltene Bsr-
Resistenzkassette konnte mit EcoRI und Hindlll isoliert und in die internen EcoRI- und Hin-
dlll-Stellen von dmif1 kloniert werden, was zum ,Knockout“-Vektor pSP72-DMIF1-Bsr flihrte
(Abbildung 5-1C). Die Bsr-Kassette enthalt einen Actin-15-Promotor, das Blasticidin-S-
Deaminase (bsr)-Gen und einen Actin-8-Terminator, so dal3 der Selektionsmarker perma-
nent transkribiert wird und eine Selektion der Dictyostelium-Transformanten mit dem Antibio-
tikum Blasticidin ermdglicht. Die Leserahmen der Bsr-Kassette und des dmif1-Gens im ferti-

gen Konstrukt verlaufen in der gleichen Richtung.
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Abbildung 5-1 Konstruktion des Replacement Vektors. Die dmif1-DNA (Exons | und Il)
inklusive des Introns und flankierender Sequenzen (FS) wurde in einem Stick durch PCR
an genomischer DNA mit den Primern p181-fw (Clal) (48 bp vor ATG ) bzw. p208-fw (Clal)
(21 bp vor ATG) und p567-rev (Xhol) (21 bp nach TAA-Stop) amplifiziert und Uber die ein-
gefuhrten Schnittstellen in den Klonierungsvektor pSP72 (A) integriert. Aus dem pBsr-
Vektor (B) wurde die Bsr-Kassette mit EcoRI und Hindlll isoliert und tber die internen Eco-
RI-HindllI-Stellen in dmif1 kloniert (C). Dadurch wurden 19 bp aus der dmif1-Sequenz ent-
fernt, was zu einer Verschiebung des Leserasters fuhrt. Zur Transformation wurden sowohl
der komplette zirkulare als auch der linearisierte Vektor sowie das durch den partiellen Ver-
dau des linearen Vektors isolierte Insert (D) verwendet.

Der erste Transformationsversuch von Dictyostelium-Zellen mit dem vollstandigen
pSP72-DMIF1-Bsr-Vektor erzeugte viele resistente Klone, die gegen DMIF1 gerichteten mAk
reagierten jedoch weiterhin mit Homogenaten aus diesen Zellen (Daten nicht gezeigt). Die

Integration des Plasmids an einer beliebigen Stelle im Genom kann die Resistenz erklaren,
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wobei das dmif1-Gen nicht beeintrachtigt ist. Die Linearisierung der Plasmide durch voll-
standigen Clal-Verdau des Ringplasmids flir den nachsten Transformationsversuch sollte
die spezifische Rekombinations-Wahrscheinlichkeit erhéhen. Eine weitere Steigerung der
Effizienz der Rekombination sollte durch die ausschlieBliche Verwendung des Inserts
(Abbildung 5-1D), d.h. die DMIF1-Sequenz inklusive seiner flankierenden Regionen, aber
ohne Vektorsequenz-Anteile erreicht werden. Das lineare DNA-Stick aus dem Clal-Verdau
wurde mit Xhol partiell geschnitten und nach Aufreinigung zur Transformation benutzt. Auch
diese beiden Ansatze fuhrten nicht zu einem DMIF1- negativen Klon, denn in allen geteste-
ten Transformanten wurden im Westernblot mit DMIF1-Ak weiterhin Proteinbanden auf der
passenden Hohe detektiert (Daten nicht gezeigt). Ein vollstandiger Verdau des fertigen
Plasmids pSP72-DMIF1-Bsr mit Clal und Xhol zur Isolierung des kompletten Inserts
(Abbildung 5-1D) konnte nicht mehr durchgefiihrt werden, da sich im Zuge der Klonierung,
vermutlich mutationsbedingt, eine zweite Erkennungstelle flir Xhol gebildet hatte. Der Ver-
dau mit Clal und Xhol fihrte deshalb zu drei Fragmenten. Die genaue Position der zusatzli-
chen Schnittstelle konnte nicht aufgeklart werden. Sie befindet sich gemalt der Verdautests
sehr wahrscheinlich im Bereich des Aktin 8-Terminators, eine wegen ihres AT-Reichtums
schwierig zu sequenzierende Region. Mit vorangegangenen Restriktionstests konnte ausge-
schlossen werden, dal} diese Schnittstelle bereits durch die Ausgangsplasmide eingefiihrt
wurde.

Homologe Rekombinationen sind seltene Ereignisse, bei denen die Lange des zur Re-
kombination verwendeten DNA-Abschnitts flir den Erfolg eine wesentliche Rolle spielt. Die
mit 700 bp inklusiv aller flankierenden Bereiche recht kurze Sequenz von dmif1 kann ein
Grund fur den miBBlungenen Versuch zur Erzeugung einer DMIF1-Null-Mutante sein. Die
.gene replacement“-Methode, die dauerhaft stabile Mutanten erzeugt, erfordert zudem die
Duplizitat des Rekombinationsereignisses im Gen. Fir einen alternativen Versuch der Geni-
naktivierung bietet sich noch die Methode ,Gene Disruption® an. Im Gegensatz zum ,,Gene
Replacement“-Verfahren erfordert diese Methode nur ein einzelnes Rekombinationsereignis,
in dessen Verlauf der zirkulare Vektor in das auszuschaltende Gen integriert wird. Die dabei
eingefiihrte Resistenzkassette unterbricht das Gen, so dall bestenfalls die 5'-terminale Re-
gion, induziert durch ihren natlrlichen Promotor, abgelesen wird. Durch Deletion eines
Spleildsignals am Intronende kann zusatzlich die Modifikation der mRNA in ein translatierba-
res Transkript verhindert werden.

Eine weitere Erklarung, warum keine DMIF1-Null-Mutante entstanden ist, ware das
Vorliegen eines zweiten, homologen Gens. Dieser Frage wurde im folgenden Kapitel nach-

gegangen.
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5.1.2 dmif1 ist kein single copy Gen

Die Organisation des dmif1-Gens im haploiden Genom von D. discoideum wurde
durch Southernblot-Analyse untersucht. Genomische AX2-DNA wurde mit Restriktionsenzy-
men gespalten und die Fragmente mit einer DIG-markierten cDNA-Sonde hybridisiert
(Abbildung 5-2, vgl. Kapitel 2.1). Die Enzyme wurden so ausgewahlt, dal® sie in der kodie-
renden Region des bekannten Gen entweder einmal schneiden oder keine Erkennungsse-
quenz in DMIF1 haben. Erganzend wurden Enzyme verwendet, die mehrere Schnittstellen

im kodierenden oder im bekannten flankierenden Bereich erkennen.

Q
Q' 8\ N N
eQ« S & &
5l ¢ v Jr v w
Exon [ Intron | Exonll }——
alEs 151 404 510 657
*los 160 668
cDNA (F10 «CDNA (F10), Sonde
gDNA dmif1 »

Abbildung 5-2 Organisation des Gens dmif1 im Genom von D. discoideum. Lage der
Restriktionsstellen im Gen. Regionen, die von der c-DNA-Sonde erkannt werden, sind mit
"cDNA (F10)“ Gber Pfeilen markiert, der genomische DNA- Bereich (gDNA dmif1) umfaldt
zusatzlich die Intronregion.

Restriktionen mit Enzymen ohne Schnittstelle im Gen sollten bei einem ,Single Copy*
Gen nur eine Fragmentbande zeigen. In den meisten Fallen traten aber mehrere Banden
auf. Intern einmal schneidende Restriktionsenzyme sollten zwei Banden erzeugen, wenn die
Sonde, wie hier verwendet, den gesamten Bereich abdeckt. Tatsachlich werden aber im
EcoRI-Ansatz 4 Banden und bei Hindlll sogar 8 Banden detektiert (Abbildung 5-3 und
Tabelle 4). Auch bei fast allen anderen Enzymen stimmt die Anzahl vorhergesagter und
nachgewiesener Fragmente nicht Uberein. Vspl (Asnl) schneidet in AT- reichen Bereichen
(Erkennungssequenz AT{TAAT), die die Gene haufig einrahmen. So kénnen die ausge-
schnittenen Fragmente das gesamte Gen mit nur sehr kurzen flankierenden Sequenzen
enthalten. Die Sonde detektiert dementsprechend ein 0.75 kb- Fragment, das nur wenig
groler als der kodierende Genbereich (einschlieRlich des Introns) ist. Die zusatzlich er-
scheinende Doppelbande und die Ubrigen Ergebnisse lassen auf die Existenz einer zweiten
Kopie oder wahrscheinlicher auf ein homologes, nicht identisches Gen schlielen. Fir letzte-

res sprechen die verschieden grolten Fragmente bei den internen Verdauen.
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# * * *k Kk

Abbildung 5-3 Genomischer Southernblot. Stringente Hybridisierung mit DIG-markierter,
beide Exons erkennende Sonde F10. Im Gen schneidende Restriktionsenzyme sind ent-
sprechend ihrer Schnitthaufigkeit mit einem bzw. vier Stern(en) markiert. Vspl schneidet in
der 5'UTR-flankierenden Region (#). Pfeile kennzeichnen Doppelbanden, die im Bild schlecht
aufzulésen sind. Die entsprechenden DNA-Gréf3en sind in Tabelle 4 zusammengefal3t.

Enzym Anz_ahl dek Banf:Ien GroRe der DNA- Fragmente in kb
Theorie Experiment
A B C D
EcoRI 2 4 51 3 1,6 1,4
Hindlll 2 5-(8) 20 21 5,2 (2,3) (1,9 |14 (1,2) (0,9
Dral 5 2 24 1,0
Vspl 1 3 1,35 |13 0,75
Haelll 1 2 24 0,75
Bcll 1 2 16 14
Clal 1 2-(3) 16 (5) 3
BamHI 1 2-(3) 19 18 (1,3)
Taql 1 2 2,2 1
Pstl 1 1-(2) (22) |16
Kpnl 1 1-2 (22) |20
EcoRV 1 2 20 5,2
Banl 1 2 18 52
Accl 1 1-(2) 8 (2,2)
Hinclll 1 1 7
Hhal 1 (2) (20) |(2,5)
Sspl 1 3 51 0,8 0,6

Tabelle 4 Fragmentmuster im Southernblot. Reihe (A) Verwendete Restriktionsenzyme.
(B) Theoretische Fragmentzahl, die sich bei Annahme eines einzelnen Gens ergibt. (C) Ex-
perimentelle Daten. (D) GréRRe der experimentellen Fragmente. Fragmente kleiner als 600
bp wurden im Gel nicht erfal3t. Ziffern in Klammern zeigen schwache Banden an, die ande-
ren sind eindeutig. Drei der durch Dral-Verdau erwarteten finf Fragmente konnten nicht de-
tektiert werden, vermutlich aufgrund des zu geringen Uberlapps mit der Sonde bzw. wegen
zu kleiner Fragmentgrolie.
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5.2 Zellbiologische Charakterisierung der Transformanten

Transformanten, die zusatzlich zum endogenen Protein DMIF1 auch das Fusionspro-
dukt aus DMIF1 und GFP exprimieren, sogenannte Uberexprimierer, wurden hinsichtlich ih-
res Wachstumsverhaltens, der Makropinozytose und der Kernzahl untersucht. Zellen von
AX2, GFP-N-DMIF1 und GFP-C-DMIF1 wurden zunachst in axenischer Schittelkultur bis zu
einer Dichte von ungefahr 5:10° Zellen/ml kultiviert und mit AX-Medium auf eine Arbeitsver-

dinnung von 2:10° Zellen/m| eingestellt.

5.21 Wachstumsverhalten unter adharenten Bedingungen

Fur die Bestimmung des Wachstumsverhaltens auf Agarplatten mit Bakterien, also un-
ter adharenten Bedingungen, wurden NA-Agar-Petrischalen mit E.coli B/2 bzw. SM- Agar-
Petrischalen mit K. aerogenes ausgestrichen und nach Pelletierung der Dictyostelium-
Zellsuspension und Resuspension mit je 10* Zellen in 10pl durch Punktinokulation beimpft.
Die Platten wurden ca. 5 Tage bei 22°C kultiviert. Als Mal} fir die Wachstumsgeschwindig-

keit wurde der Kolonie-Durchmesser bestimmt (Daten von E.coli- Platten: Abbildung 5-4).

100 Adharentes Wachstum auf Bakterienrasen (E.coli)
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Abbildung 5-4 Wachstumsverhalten von Wildtyp- und Transformanten-Zellen auf
E.coli- Rasen auf Normalagar. Bestimmung der Kolonie-Durchmesser aller Stamme zu
gleichen Zeitpunkten, ausgehend vom Durchmesser von 5 mm beim Start. Die Mittelwerte
und Standard-Fehler (SF) wurden aus jeweils 6 (AX2, GFP-C-DMIF1, Klon C1-5) bzw. 12
Einzelwerten (GFP-N-DMIF1, Klone N1-13, N5-3) bestimmt und im Zeitverlauf dargestellt
(SF: Balken). Auf K. aerogenes (SM- Agar) wurde das gleiche Verhalten beobachtet, aber
aus Griinden der Ubersichtlichkeit nicht dargestellt.
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Alle Stdmme zeigten Ubereinstimmendes Wachstumsverhalten, d.h. sie wuchsen mit ver-
gleichbaren Raten und erreichten den Petrischalenrand zu ahnlichen Zeitpunkten. Auller-
dem konnten alle Stadien der Entwicklung beobachtet werden. Dies ist auf Agarplatten si-
multan mdglich, da die Bakterien am Kolonierand verbraucht werden und der dadurch verur-
sachte Hungerzustand ein Entwicklungsprogramm induziert (Stadien der Entwicklung siehe
Kapitel 1.3). Morphologische Unterschiede der Stdmme untereinander wurden in keinem

dieser Stadien beobachtet (Bilder nicht gezeigt).

5.2.2 Wachstum in Suspension

Die oben aufgefiihrten Stamme und zusatzlich als zweiter Kontrollstamm GFP-AX2,
ein GFP exprimierender Stamm im genetischen Hintergrund von AX2, wurden in axenischer
Schittelkultur Uber etwa 7 Tage bis zur stationdren Phase gezichtet und die Zelldichten

Uber den gesamten Zeitraum bestimmt (Abbildung 5-5).

Wachstum in axenischer Schittelkultur
108 5

107 4

106 4

Zelldichte [Zellen/ml]

: £ 2 §.- e AX2

iz ——-— AX2-GFP

B A [Jeeses GFP-C-DMIF1
— —A—  GFP-N-DMIF1
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0 20 40 60 80 100 120 140 160

Zeit [h]

Abbildung 5-5 Wachstum in axenischer Suspension. Von den beiden DMIF1-
Transformanten wurden jeweils 3 unabhangige Klone (GFP-C-DMIF1. C1-5, C1B7, C4-1;
GFP-N-DMIF1: N1-13, N2-5, N5-3) in Einfachbestimmung zur Ermittlung der Zelldichten he-
rangezogen, die AX2-Kontrolle war eine Doppel- und die GFP-AX2-Kontrolle eine Einfach-
bestimmung. Die Mittelwerte der Daten sind in Form der Symbole, die Standardfehler als
Balken dargestellt.

Im Gegensatz zu den Zellen, die auf einer festen Unterlage kultiviert werden (Kapitel
5.2.1), zeigen in Schuttelkultur vermehrte Zellen Unterschiede im Wachstumsverhalten:

GFP-C-DMIF1-Zellen haben eine etwa um 60 % verlangerte Verdopplungszeit, wahrend die
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anderen untersuchten Stamme in diesem Punkt dem Wildtyp ahnlich sind. Diese quantitative
Aussage ist durch Ermittlung der Generationszeiten t; aus der exponentiellen Wachstums-

phase moglich (Tabelle 5).

Stamm tc h] | t, [h] | At [h] | Mittel n, Mittel n, Generationszeit t,
AX2 1.7 - 10°/ml 5.1 - 10%ml 9.6 h
GFP-AX2 19 | 66 | 47 9-10%ml 3.6 - 10%ml 8.8 h
GFP-N-DMIF1 1-10°/ml 2.1 - 10%ml 10.7 h
GFP-C-DMIF1 7.1-10%ml 5.9 - 10°/ml 15.3 h

Tabelle 5 Bestimmung der Generationszeit aus der exponentiellen Wachstumsphase.
ny, nyZelldichte bei t,, t,; At =1t, —t..

Unterschiede in der Generationszeit kdnnten durch den unterschiedlichen Gehalt an
DMIF1 hervorgerufen werden. Der Inhibitor bewirkt unter bestimmten Bedingungen (Matrix-
pH < 7, ¥ = 0) die Hemmung der ATP-Hydrolyse. Dies ware beispielsweise in ischamischen
Zellen sinnvoll, in denen durch Sauerstoffmangelversorgung das Membranpotential zusam-
mengebrochen ist und die ATP-Hydrolyse-Rate massiv zunehmen wirde. Hier verhindert der
Inhibitor eine kritische Verarmung an ATP in den Mitochondrien (Green und Grover, 2000).
In Zellen mit einem erhéhten Spiegel an funktionellem Inhibitorprotein fiihrt das Uberangebot
zu einer weitgehenden Hemmung der ATP-Hydrolyse, wodurch anderen energiezehrenden
Stoffwechselprozessen wie beispielsweise der Zellteilung nur unzureichend Energie zur Ver-
fugung steht. Darin kénnte der Grund fur die Unterschiede in der Generationszeit zu suchen
sein. Doch die Befunde aus der Kultivierung auf Agarplatten lassen sich damit nicht erklaren.

Eine andere Interpretationsmdglichkeit basiert auf der ZellgréRe. Dem Augenschein im
Mikroskop nach erscheinen Zellen von GFP-C-DMIF1 geringfligig kleiner als die von GFP-N-
DMIF1 (Abbildung 4-4). Die damit verbundenen unterschiedlichen Zelloberflachen sollten
EinfluR auf die Endozytose und damit auf die Nahrstoffaufnahme haben. Bei Zellen, die ad-
harent auf Bakterienrasen wachsen, spielt die Phagozytose die Uberwiegende Rolle. Axeni-
sche Zellen ernahren sich durch Aufnahme von gelosten Nahrstoffen (Makropinozytose),
und nur unter dieser Anzuchtbedingung tritt die Veranderung des Wachstumsverhaltens ein.

Die Untersuchung der Pinozytoseaktivitat in einem Assay lag deshalb nahe.

5.2.3 Bestimmung der Pinozytoserate

Bei der Messung der Makropinozytoserate wird die Internalisierung des Flissigpha-
senmarkers TRITC-Dextran in die Zelle als Funktion der Zeit mit Hilfe eines Spektrofluorime-
ters bestimmt (Hacker et al., 1997). In Abhangigkeit von der aufgenommenen Menge an
TRITC-Dextran verandert sich die intrazellulare Fluoreszenzintensitat und ergibt ein quantifi-

zierbares Mal} fUr die Pinozytose-Aktivitat. Die Pinozytoserate wurde an GFP-N-DMIF1- und
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GFP-C-DMIF1-Zellen im Vergleich zu AX2 und GFP-AX2 in einem Einzelassay ermittelt.
Normiert auf die Zellzahl zeigen GFP-N-DMIF1-Zellen eine leicht erhdhte Pinozytoserate,
GFP-C-DMIF1-Zellen und AX2-Zellen stimmen dagegen Uberein (Abbildung 5-6 links). Die
Bestimmung der Gesamtproteinmenge einer konstanten Zellzahl ermdglicht die Normierung
der Daten auf den Proteingehalt (Tabelle 6). Dadurch werden zellgréRenbedingte Unter-
schiede beseitigt. Mit den Korrekturfaktoren wurden die Fluoreszenz-Signale neu berechnet

und daraus die Pinozytoseraten ermittelt mit folgendem Ergebnis (Abbildung 5-6 rechts).

Stamm Gesamtprotein- | Proteingehalt/Zelle | Proteingehalt/Zelle | Korrektur-
Gehalt [ug] [ug] Faktor zu AX2 Faktor
AX2 633 1,4- 10" 1 1
GFP-C-DMIF1 683 1,5- 10 1,07 0,93
GFP-N-DMIF1 1015 2,3 10" 1,64 0,61
GFP-AX2 947 2,1- 10" 1,5 0,67

Tabelle 6 Bestimmung des Gesamtproteingehaltes. BCA-Kit-Assay (Pierce). Messung
von je zwei parallelen Zellkulturansatzen pro Stamm (GFP-C-DMIF1, Klon C1-5; GFP-N-
DMIF1, Klon N5-3; AX2; GFP-AX2), jede in Doppelbestimmung von jeweils 4,5-106 Zellen.

Die auf den Proteingehalt normierten Pinozytose-Raten sind bei allen Stdmmen sehr
ahnlich. Dies fuhrt zu dem Schlul®, dal® der zuvor beobachtete Effekt einer gesteigerten Pi-
nozytose-Aktivitdt von GFP-N-DMIF1-Zellen tatsachlich durch GroRenunterschied der Zellen

hervorgerufen wird.
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Abbildung 5-6 Pinozytoserate: Das Experiment an GFP-N-DMIF1- und GFP-C-DMIF1-
Zellen im Vergleich zu AX2 und GFP-AX2 wurde bei gleicher Ausgangszelldichte von 5-10°
Zellen/ml Uber einen Mef-Zeitraum von 135 min durchgefihrt. Weitere Erklarungen im
Text.

5.24 Kernzahl

Die unterschiedlichen Groflen von GFP-C-DMIF1- und GFP-N-DMIF1-Zellen kdnnten
aus einer Veranderung im Zellteilungsverhalten herriihren. Die Anzahl der Kerne gibt dar-
Uber erste Anhaltspunkte (Abbildung 5-7). Zur Beurteilung wurden je drei unabhangige Klo-
ne der GFP-N-DMIF1- und GFP-C-DMIF1-exprimierenden Stamme (C1-5, C1B7, C4-1; N1-
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13, N2-5, N5-3) im Vergleich zu AX2 und GFP-AX2 ausgezahlt. Die drei Klone jeder Gruppe

stimmten weitgehend Uberein und wurden deshalb zusammengefalt.

Verteilung der Kernzahl
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Abbildung 5-7. Histogramm zur Anzahl der Kerne pro Zelle. GFP-Transformanten
GFP-C-DMIF1 und GFP-N-DMIF1 sowie GFP-AX2 im Vergleich zum Wildtyp AX2.

Wildtypzellen haben zumeist 1 bis 2 Kerne pro Zelle (74% : 19%), 3 und mehr Kerne
(7%) sind aber keineswegs ungewohnlich. Fur Zellen des GFP-N-DMIF1-Stamms wurde ei-
ne vergleichbare Verteilung festgestellt (73% : 23% : 4%). GFP-C-DMIF1-Zellen sind zu
92% einkernig, die restlichen 8% sind zweikernig. Das spricht eher fur eine effizientere Cy-
tokinese nach der Kernteilung, im Gegensatz zu ihrer in Kapitel 5.2.2 vermuteten Beein-

trachtigung, und erklart auch die geringeren Zellabmessungen.
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DISKUSSION

Mit DMIF1 wird ein in Dictyostelium discoideum bisher unbekanntes Protein vorgestellt,
das mit einem in mehreren Organismen beschriebenen mitochondrialen F1F0-ATPase-
Inhibitor verwandt ist. Die Inhibitoren binden an die F1-Untereinheit der F1FO-ATPase und

hemmen die ATP-Hydrolyse-Aktivitat des Enzyms.
Einige der charakteristischen Eigenschaften von DMIF1 sind flir ATPase-Inhibitoren typisch:

=  DMIF1 wird als mitochondriales Protein in einer enzymatisch inaktiven Vorlauferversion
(Praprotein), bestehend aus dem physiologisch relevanten Protein und einer Prasequenz
synthetisiert. Die Prasequenz enthalt Signalinformationen zur Direktion des Proteins in
die Mitochondrien (Targeting), das reife Protein eine die ATPase bindende und inhibie-
rende Region. Durch nachfolgende Abspaltung der Prasequenz (Prozessierung) wird
das enzymatisch aktive Protein gebildet.

= DMIF1 ist Uber die ATPase mit der inneren Mitochondrienmembran assoziiert aber nicht

selbst membrangebunden.

Andere Eigenschaften von DMIF1 finden sich nur bei einigen oder keinem der bekannten
F1FO-ATPase-Inhibitoren:

= Das dmif1-Gen ist kein singulares Gen im Dictyostelium- Genom. Diese Eigenschaft teilt
DMIF1 mit pflanzlichen aber nicht mit Sauger-Inhibitoren.
= DMIF1 lokalisiert unter bestimmten Voraussetzungen am Centrosom. Diese Eigenschaft

wird bisher erstmalig bei einem ATPase-Inhibitor beobachtet.

6 Sequenz, Motive und Struktur des DMIF1- Proteins

6.1 Sequenzahnlichkeit und Funktionshomologie

Funktionsverwandtschaft von Mitgliedern einer Proteinfamilie basieren auf der Konser-
vierung ihrer Aminosauresequenzen oder gleicher Molekilgeometrie. Oft liegen gleiche Mo-
lekllgeometrien in einer konservierten Aminosaureabfolge begrindet, was letztlich durch
einen gemeinsamen phylogenetischen Ursprung zu erklaren ist. Beispiele flir hoch konser-

vierte Proteine sind Aktin und aktinbindende Proteine, die in sehr unterschiedlichen taxono-
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mischen Klassen gleiche Zytoskelett-Funktionen erfillen (Schleicher et al., 1988). Aktin in
Dictyostelium stimmt in seiner Sequenz mit humanem Aktin zu 95% Uberein, diese wiederum
ist identisch mit der des Aktins aus Maus, Kaninchen, Huhn oder Rind (Review Sheterline
und Sparrow, 1995; Hennessey et al., 1993).

Aber auch weniger sequenzahnliche Proteine kdnnen gleiche Funktionen haben, was
anhand der physiologischen Substituierbarkeit von Proteinen belegt werden kann. Seit lan-
gem werden Versuche durchgefihrt, bei denen die Hemmung der F1F0-ATPase einer Spe-
zies durch artfremde Inhibitorproteine in vitro gezeigt wird. IF1 aus der Ratte inhibiert neben
der Ratten-ATPase auch die des Rindes. Sauger-ATPasen werden sogar durch den ver-
wandtschaftlich weiter entfernten Hefe-Inhibitor gehemmt (Chan und Barbour, 1976; Cintron
und Pedersen, 1979). Die physiologische Substituierbarkeit trifft jedoch nicht auf alle Inhibi-
tor-ATPase-Paare gleichermaRen zu. Uber einen aus Kartoffel isolierten Inhibitor wird be-
richtet, dall er zur effektiven Enzymhemmung des Hefe-F1-Teils imstande ist, wahrend er
das bovine Enzym nur in héheren Konzentrationen (Norling et al., 1990) oder gar nicht inhi-
biert und schon die Bindung an das Enzym sehr schwach ist (Polgreen et al., 1995). Der
Vergleich der Sequenzen des Inhibitors aus Kartoffel mit dem aus der Hefe (26% identische
Aminosauren in einem Sequenzbereich mit 43 Resten) und dem Rind (23% identische Reste
in einem Sequenzbereich mit 51 Resten) zeigen jedoch keine substantiellen Unterschiede,
die das unterschiedliche Verhalten erklaren kénnten. Offenbar ist die Aminosaureabfolge
allein nicht relevant, sondern sekundare Strukturen des Proteins, auch auferhalb der Inhibi-
tordomane, scheinen eine wesentliche Bedeutung zu haben. Daneben spielen experimentel-
le Details wie der pH-Wert eine entscheidende Rolle, wie in Kapitel 6.2.2 diskutiert wird.

Die Aminosauresequenz von DMIF1 enthalt im Vergleich mit bisher bekannten Inhibito-
ren 22% bis 42% identische bzw. 34% bis 56% ahnliche und substituierbare Reste (Kapitel
2.3.1). Dies allein ist jedoch nicht ausreichend fir die Aussage, dall DMIF1 der Familie der
mitochondrialen ATPase-Inhibitoren zuzuordnen ist. Die Homologie zu STF1, einem Inhibitor
mit einer zusatzlichen stabilisierenden Funktion aus Hefe (Matsubara et al., 1983) und ge-
wisse Ahnlichkeiten mit weiteren, recht heterogenen Proteinen unterstreichen die Problema-
tik. Substituierungsversuche wie oben beschrieben wurden hier nicht durchgefiihrt. Die
Hypothese, dal® DMIF1 ein mitochondrialer Inhibitor ist, soll im Folgenden anhand des Mole-
kilaufbaus und der Lokalisation des Proteins belegt werden. Da die besten Ubereinstim-
mungen mit den Inhibitoren aus Hefe und Mensch erreicht werden, zu letzterem aber deut-
lich weniger Informationen erhaltlich sind, werden sich viele der folgenden Ausflihrungen auf

den Hefe-Inhibitor beziehen.
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6.2 Proteindomanen und ihre Funktionen

Das DMIF1-Praprotein lalt sich funktionell in seine N-terminale Prasequenz, die soge-
nannte Targetingdomane, und den C-terminal anschlieRenden Teil des reifen Proteins unter-
teilen (Abbildung 6-1B). Damit entspricht es dem generellen Bauplan der meisten mitochon-
drialen Proteine. Jeder dieser beiden Proteinabschnitte enthalt typische, die Funktion des
Abschnitts bestimmende Strukturen.

Experimentelle Daten zur Gesamtstruktur von DMIF1 sind bisher nicht verfligbar, an-
hand der Aminosaureabfolge kénnen aber unter Verwendung verschiedener Kalkulations-
und Analyseprogramme (MITOPROT: Claros und Vincens, 1996; PSORT: Nakai und Kane-
hisa, 1992; COILS: Lupas et al., 1991; GCG: Devereux et al., 1984) gewisse Annahmen ge-
troffen werden. Demnach besteht DMIF1 aus einer a-Helix mit einem amphiphilen Bereich
am N-Terminus (Abbildung 6-1A). Die dominierende Struktur am C-Terminus ist eine Coiled
Coil - Helix, die aus 4 ,Heptad-Repeats* besteht (COILS, Lupas et al., 1991). Es wird eine
Doppel-Helix, aber kein Helix-Trimer vorhergesagt. (PAIRCOIL: Berger et al., 1995). In
IF1ring UNd IF1ga1e Wurden ebenso Coiled Coil - Domanen am C-Terminus (H48 bis D84) ge-
funden (Raaij et al., 1996; Lebowitz und Pedersen, 1996). Die genannten Strukturen bedin-

gen die funktionellen Bereiche des Proteins, wie im Folgenden erlautert wird.

A
amphiphiler Bereich alpha Helix Coiled Coil Region
\ A A s (Heptad Repeats)

D50

MPP
cut

Targeting
Domine MPP
Bindestelle

Inhibitor [Dimerisierung
Region ?

Prasequenz Reifes Protein

Praprotein, Precursor

A\ coon

Abbildung 6-1 Modell der DMIF1-Struktur. A Kalkulation der Sekundarstruktur mittels
GCG-Analyse (Plotstructure nach Chou-Fasman). Ausgewahlte Aminosaure-Positionen sind
gekennzeichnet (M1, D50, L100). B Einteilung der Proteinsequenz in funktionelle Bereiche.
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6.2.1 Die Targetingdomane und Prozessierung des Praproteins

Die mitochondriale Prasequenz tragt sowohl die Information zum Transport des Pra-
proteins in die Mitochondrien an ihrem N-Terminus als auch ein MPP-Erkennungsmotiv so-
wie eine Prozessierungsstelle in ihrem C-terminalen Abschnitt (Hammen et al., 1996). Tar-
getingsequenz, MPP-Binde- und Schnittstelle kdnnen Uberlappen oder raumlich getrennt
vorliegen. Letzteres tritt insbesondere bei den etwas langeren pflanzlichen Prasequenzen
auf (Sjoling und Glaser, 1998; Tabelle 7). Charakteristisch fur alle Prasequenzen sind hohe
Anteile an basischen Aminosaureresten: 3,5mal mehr Arginin und 1,5mal mehr Lysin als im
Durchschnitt aller in Datenbanken hinterlegten Proteinsequenzen. Positiv geladene Arginin-
Reste werden als Partner zur elektrostatischen Interaktion mit negativ geladenen Oberfla-
chen des Importkomplexes angesehen (Haucke und Lithgow, 1997). Dazu kommen alternie-

rende hydrophobe, (fast) keine sauren, und viele hydroxylierte Reste.

Organismus mTP aus | Sequenz-Lange [aa] | Anteil bestimmter Aminoséauren [%]
bzw. Gruppe Inhibitor | Bereich | Mittelwert | basisch |hydrophob| Ser Thr
D. discoideum DMIF1 28 - 21 32 21 4
. 120-60" 3] 3]
allgemein 9_ 1211 32 k.A. k.A. 13 k.A.
Hefen INH1 23 23 e 17 26 9 i
STF1 24 ’ 21 33 8 4
allgemein | 16 —68 | 33 F gl
Sauger IF1Ring 25 8 20 4 12
IF 1Ratte 25 25 15 30 8 12
IF 1 vensch 25 11 26 - 12
allgemein | 15~ 82 o 40 ¥l k.A k.A 179 1 kA
g 18 77 1 A A A
Hohere Pflanzen | |F1geis 30 13 23 10 3
IF2Reis 29 35 21 21 11 -
IF1arab 47 21 26 18 5

Tabelle 7 Targetingsequenzen mitochondrialer ATPase-Inhibitoren - Aminosaure-
Zusammensetzung. Die Prasequenz von DMIF1 wurde mit denen von Inhibitoren aus Hefe

(INH1) und Saugern (IF1) sowie mit der Prasequenz eines stabilisierenden Faktors aus Hefe

(STF1) verglichen. mTP: mitochondriales Targeting-Peptid. [aa] Anzahl der Aminosauren. !

[Neupert, 1997]. @ In Pflanzen sind durchschnittlich 7 bis 9 Reste mehr als in Saugern, N.
crassa oder Hefen zu finden [Sjoling und Glaser, 1998]. ! Schneider et al., 1998.

Das Programm MITOPROT bewertet die Aminosaure-Zusammensetzung und das Hy-
drophobizitatsprofil eines Peptides bezlglich seiner Eignung als mitochondriale Targeting-
sequenz. Anhand dieser Analyse wird der N-terminale Abschnitt von DMIF1 als mitochon-
driales Targeting-Peptid angesehen (mTp, Tabelle 7). Das mTp-DMIF1 hat eine ahnliche
Sequenzlange und Zusammensetzung wie Prasequenzen von Sauger- oder Hefe-

Inhibitoren. Auffallig ist der sonst nur fir pflanzliche Prasequenzen typische hohe Gehalt an
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Serin (Sj6ling und Glaser, 1998). Sauger dagegen bevorzugen eher Threonin- als Serin-
Reste, und in Hefezellen ist beides in geringerem Umfang vorhanden. Im Gegensatz zur
Prasequenz ist das reife Protein DMIF1 den Inhibitoren aus Hefe und Mensch am ahnlich-
sten, wie im Ergebnisteil gezeigt wurde (Kapitel 2.3.1).

Diese Aminosaure-Zusammensetzung bildet die Voraussetzung daflir, dal3 die Targe-
ting-Doméane eine amphiphile Struktur ausbilden kann, die der sequenzunspezifischen Er-
kennung beim Eintritt in die dullere Mitochondrienmembran dient (Abbildung 6-2). Ob zu-
satzlich eine Helixstruktur zwingend daflr erforderlich ist, wird kontrovers diskutiert. Wah-
rend eine helicale Struktur im N-terminalen Bereich der Prasequenz von Alkoholdehydroge-
nase (ALDH) aus Rattenleber fir deren Importierbarkeit essentiell erscheint (Hammen et al.,
1996; Ni et al., 1999), war dies flir eine Reihe anderer Proteine nicht zwingend. So wurden
artifizielle Peptide hinsichtlich ihrer Importierbarkeit untersucht, im einen Fall mit, im anderen
ohne die Fahigkeit zur Ausbildung einer solchen Helix-Struktur. Hefe-Cytochromoxidase IV
(CoxlV), deren natirliche Targetingdomane durch verschiedene artifizielle Prasequenzen,
die einen ahnlichen Gehalt an basischen, hydrophoben und Serin-Resten wie Wildtyp-
Targeting-Domanen aufwiesen, ersetzt wurde, wurde in vivo in Hefe-Mitochondrien impor-
tiert und sogar prozessiert. Im Gegensatz dazu wirkte ein héherer Gehalt an hydrophoben
Resten auf den Import inhibierend (Allison und Schatz, 1986). In einem anderen Ansatz
wurden einige dieser Peptide bezliglich ihrer Fahigkeit, in einen Phospholipid-Bilayer oder in
Phospholipidvesikel zu integrieren untersucht, als Mal} ihrer Amphiphilitat. Peptide, die ge-
maf diesem Kriterium amphiphil waren, waren auch importkompetent, und fehlgeschlagenes
Importieren war korreliert mit mangelnder Amphiphilitat. Die von Allison und Schatz (1986)
als importkompetent aber nicht-helical gefundenen Peptide zeigten dabei deutliche
amphiphile Eigenschaften (Roise et al., 1988). Fir den Transport in die Mitochondrien ist
demnach regelmafig Amphiphilitdt, aber wahrscheinlich nicht die Ausbildung einer Helix er-
forderlich. Nach dieser Hypothese ist der Import moglich, obwohl viele Targeting-
Sequenzen keine perfekte amphiphile Helix aufweisen, wie auch das Targeting-Peptid von
DMIF1. Das 18mer hat aber 7 hydrophobe Reste und alternierend 3 basische Reste, die
seine Amphiphilitat bedingen (Abbildung 6-2).
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Abbildung 6-2 Amphiphilitat und Helices in Targeting-Sequenzen von mitochondrialen
ATPase-Praproteinen. Wahrend alle mitochondrialen Targeting-Peptide (mTp) deutlich
amphiphil sind (Peptid-Sequenzen unten), wird nur von dem der Alkoholdehydrogenase
(ALDH) eine annahernd klassische amphiphile Helix gebildet (Grafiken oben). Basische Re-
ste sind mit » + « gekennzeichnet. Hydrophobe Reste sind in der Helix-Abbildung grau unter-
legt, in den Peptid-Sequenzen mit » * « markiert.

Prolin ist ein starker Helixbrecher, der die o-Helix-Struktur vermutlich auch im DMIF1-
Praprotein an Position P20 terminiert. Prolin wird in pflanzlichen Targeting-Domanen oft zwi-
schen zwei Sequenz-Bereichen gefunden, die unterschiedliche Funktionen haben. Der N-
terminale helicale Bereich dient dem Targeting, und der haufig ebenso helicale Bereich am
C-terminalen Ende der Prasequenz dient als Prozessierungsdomane. Prolin kommt auler-
dem als Linker in einem Helix-Stretch-Motiv in einem sonst sehr variablen Bereich vor (Sj6-
ling und Glaser, 1998). Das trifft flir die beiden Reis-Inhibitoren IF1 mit 3 Pro-Resten und IF2
mit einem Pro-Rest (Nakazono et al., 2000) und fir IF1 aus Arabidopsis thaliana mit einem
Pro-Rest (AccNr. BAB08979) zu, nicht jedoch flir Arabidopsis-IF2 (AccNr. AAC73027). Die
Unterbrechung der pflanzlichen Prasequenz-Helix durch Prolin flhrt vermutlich zur Flexibili-
sierung des Peptidstranges. Das hat in héheren Pflanzen entscheidende Bedeutung fir die
Bindung an das Prozessierungsenzym MPP, welches hier Teil des bc-Komplexes der respi-
ratorischen Kette und somit flir eine Bindung sterisch stark eingeschrankt ist. Erst die flexi-
ble Prasequenz-Helix kann eine Bindung mit der MPP in einem ,induced fit*-Modus (Ogishi-
ma et al., 1995) Uber elektrostatische Wechselwirkung (Kitada und Ito, 2001) eingehen.

In samtlichen Sauger-Inhibitoren fehlen diese Prolinreste, und das Hefe-Homolog
INH1 besitzt nur Pro-Reste aulierhalb der Prozessierungsregion. Die MPP liegt in Saugern
und Hefe frei in der Matrix vor, so daf} eine Flexibilitat des Praproteins wie in héheren Pflan-

zen nicht erforderlich erscheint. Doch sind bei Inhibitoren aus Saugern Glycinreste verbrei-
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tet, die ebenfalls helixbrechend sind. In Prasequenzen anderer mitochondrialer Proteine wie
der Alkoholdehydrogenase aus Ratte ist der bereits vorher erwahnte RGP-Linker bekannt,
der die zwei Helices der N-terminalen Targeting-Region und der darauffolgenden Prozessie-
rungsdomane voneinander trennt. Wenn der Linker entfernt wird erfolgt keine Prozessierung
mehr (Waltner und Weiner, 1995; Hammen et al., 1996). Eine flexible Prasentation des Tar-
geting-Peptides scheint demnach in allen Organismen flir eine Prozessierung erforderlich zu
sein, unabhangig davon, ob MPP in der Matrix oder membrangebunden vorliegt.

Durch statistische Auswertung einer Reihe von mitochondrialen Targeting-Peptiden
aus verschiedenen taxonomischen Gruppen (Rind, Mensch, Maus, Schwein, Ratte Hefe,
Neurospora, Mais, Kartoffel, Tabak) mittels Neuronaler Netzwerke wurden mit “R-2”, “R-3”
und “R-10" drei verbreitete und speziesiibergreifend konservierte Motive flr die MPP-
Erkennungs- und Prozessierungsstelle extrahiert (Schneider et al., 1998, Abbildung 6-3).
Dabei bezeichnen die Ziffern die Position eines Arginin-Restes R gerechnet von der Schnitt-
stelle. Fir ein R-2-Motiv zum Beispiel befindet sich ein Arginin-Rest zwei Aminosaure-
Positionen von der Schnittstelle stromaufwarts. Eine Spaltung nach einem R-10-Motiv erfolgt
in zwei aufeinanderfolgenden Schritten: zunachst wird durch MPP nach der Position -8
stromabwarts geschnitten, anschlielend durch das Enzym IMP (Inner/Intermediate Mem-
brane Protease, auch MIP) nach der Position —1 stromabwarts das restliche Oktapeptid ab-
gespalten (Branda und Isaya, 1995). In Pflanzen wird nicht nach dem R-10-Muster prozes-
siert, im Einklang mit dem dort fehlenden IMP-Enzym. Es wird auRerdem spekuliert, daf} ei-
nige oder alle Prozessierungen nach dem R-3-Motiv zunachst eine Proteolyse mittels MPP
nach dem R-2-Muster durchlaufen, und anschliefend ein weiterer Aminosaure-Rest durch

eine unbekannte proteolytische Aktivitat abgespalten wird (Schneider et al., 1998).

Position -0 -9 -8 -7 -6 -5 -4 -3 -2 +1 +2
R - 2 - Motiv VIAIS R X 4 X SA
R - 3 - Motiv VIAIS R X FYIL L S/A

R-10-Motiv| R X F/L/I X X T/SIG X V/AIS R X 1 FIYIL SIA

Abbildung 6-3 Konservierte Motive zur MPP-Prozessierung. Die Spaltstelle ist mit einem
Pfeil gekennzeichnet. R steht fir Arginin, X bezeichnet beliebige Reste, die tbrigen Reste
entsprechen ebenfalls der Aminosaure-Nomenklatur.

Die Motive sind eine wichtige aber offenbar nicht ausreichende Voraussetzung fiir die
Proteolyse, da sie auch in nicht prozessierten mitochondrialen Proteinen zu finden sind. Hier
kénnte der Einflu der oben erwahnten Aminosauren oder Tripeptide (Prolin, Glycin, RGP-
Linker) auf die Struktur entscheidend sein.

Sowohl der bovine als auch der Hefe-Inhibitor werden gemaR dieser statistischen Ana-

lyse nach einem R-3-Motiv prozessiert, wobei das Hefe-mTp ein perfektes, das Rinder-mTp
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ein modifiziertes Motiv aufweist. Auch flir STF1 ist ein R-3-Motiv beschrieben (Branda und
Isaya, 1995). Fir DMIF1 wurden alle in Frage kommenden R-Positionen auf Passung zu den
Motiven R-2, R-3 und R-10 analysiert (Abbildung 6-4).

Position -4 -3 -2 -1 +1 +2

Consensus VIA/S R X J X [S/A]

DMIF1 r13 L T R A \§ S M R.2

DMIF1 gy, P K R S l | A

DMIF1 rp7 A F R G d D E

DMIF1 ras K E R E l E A
Position -4 -3 -2 -1 +1 +2

Consensus VIA/S R X [FrYIL] [S/A]

INH1 A R F Y \2 S E

IF1Ring G R G F l G S R-3

DMIF1 r13 T R A S l M |

DMIF1 g, K R S I \$ A F

DMIF1 rp7 F R G D d E F

DMIF1 r3s E R E E l A F

Position 10 -9 -8 -7 6 -5 -4 3 -2 -1 +1 42

Consensus | R X FLI X X T/SIG X VIANS R X | F/IYIL S/A

DMIF1 r13 R A S M | A A P K R Il S | R-10

DMIF1 g, R S I A F R G D E F | K E

DMIF1 rp7 R G D E F K E R E E | A F

DMIF1 r3s R E E A F E S Q Y V I K Q

Abbildung 6-4 Screening von Prozessierungsmotiven und Schnittstellen in DMIF1. Die
Lage der fir ein Motiv potentiell relevanten Arg-Reste in der DMIF1-Prasequenz sind mit In-
dices markiert. DMIF1r27 bedeuted z.B., dalk die 27. Aminosaure der Prasequenz ein Arginin
ist. Dieses befindet sich nach der Nomenklatur des R-2-Motivs bei [-2]. Passende Motive in
DMIF1 sind grau unterlegt. DMIF1-Aminosauren, die nicht im Consensus-Motiv vorkommen,
aber ahnliche Ladungseigenschaften haben, sind kursiv dargestellt. Zur Kalkulation der
Schnittstellen anhand von Sequenzvergleichen vergleiche 2.3.1.

Keines der Motive pal’t perfekt zu einer der potentiellen Prozessierungsregionen von
DMIF1, deshalb wird fir DMIF1 ein modifiziertes Motiv angenommen. Anhand der Sequenz-
vergleiche mit INH1 aus Hefe und einiger typischerweise vorkommenden Aminosauren wur-
de eine Schnittstelle bei G28 postuliert (Kapitel 2.3.1). Wenn aufgrund gleicher Ladungsei-
genschaften ein Austausch der Reste V/A/S der konservierten Sequenz gegen einen F-Rest
in der DMIF1-Sequenz moglich ist, ohne die Prozessierung zu behindern, wirde die Schnitt-
stelle G28 zu einem R-2-Motiv passen. Die Analyse mit PSORT ergibt ebenfalls ein R-2-
Motiv mit Schnittstelle nach G28, die somit als die wahrscheinlichste gilt. Ein Beweis dieser
Schnittstelle kénnte durch die N-terminale Sequenzierung des reifen Proteins oder durch

massenspektroskopische Untersuchungen erbracht werden.



95

Die GroRRe der resultierenden Fragmente wurde experimentell mit monoklonalen Anti-
kérpern gegen DMIF1 im Westernblot tberprift (Kapitel 4.1). Endogenes DMIF1-Protein war
dabei in Dictyostelium-Zellen nur als prozessiertes Molekil von 10 kDa detektierbar. Das gilt
auch fur das Fusionsprodukt GFP-C-DMIF1 — hier wurde ein 37 kDa-Fragment gefunden,
das durch MPP-Spaltung aus dem Fusions-Praprotein von 41 kDa hervorgeht. Die GroRRen
der experimentell gefundenen Fragmente entsprechen den berechneten Grofken. Die in bei-
den Fallen abgespaltene Targeting-Domane konnte mit den vorhandenen Antikérpern nicht
nachgewiesen werden. Neben den in Kapitel 3.2.2 und 4.1 diskutierten Ursachen spielen
vermutlich folgende Eigenschaften von Targeting-Sequenzen eine weitere Rolle:

In den Mitochondrien haben die abgespaltenen basischen Targeting-Peptide eine
starke Neigung, in die negativ geladene Membran zu integrieren, was bei der groRen Zahl
anfallender Molekile zu einer massiven Uberdehnung und schlieRlich zum ZerreiRen der
Membran fihren wirde. Nach der Abspaltung vom Praprotein missen diese Sequenzen da-
her sehr schnell degradiert werden, um die Mitochondrien vor mechanischer Zerstérung zu
schitzen (Stahl et al., 2000). Mitochondriale Praproteine im Zytosol miissen sehr schnell in
die Mitochondrien transportiert werden, um eine Degradierung der dafir anfalligen Prase-
quenz zu verhindern (Ni et al., 1999). Prasequenzen sind daher weder in den Mitochondrien

noch zytosolisch nachweisbar.

Aus dem Nachweis des ausschlieflich reifen Proteins und der Lokalisation der Protea-
se MPP ausschlieBlich in den Mitochondrien ist zu schlieRen, dal in Dictyostelium-Zellen
das endogene Praprotein und auch das GFP-C-DMIF1-Fusionsprotein in die Mitochondrien
importiert und dort prozessiert wird. Abgesehen von dem centrosomal lokalisierten Fusions-
protein GFP-N-DMIF1 (Kapitel 7.2) konnte die unprozessierte Form des Proteins durch Ex-
pression von DMIF1 in E.coli nachgewiesen werden. Das entspricht der Erwartung, weil Bak-
terien keine mitochondriale Prozessierungsmaschinerie besitzen. Selbst wenn man von der
eher unwahrscheinlichen Aktivitat einer bakteriellen Leaderpeptidase ausgeht, maskiert GST
am N-terminus (Kapitel 3.2.1) moglicherweise die Targetingsequenz und verhindert damit
einen potentiellen Angriff einer bakteriellen MPP-ahnlichen Protease (Nach der Endosymbi-
ontentheorie sind einige ahnliche biochemische Prozesse in Bakterien und Mitochondrien zu
erwarten. OmpP, eine Leaderpeptidase in der dul’eren Bakterienmembran, schneidet euka-
ryontische Praproteine und erkennt dabei spezifische Aminosauren an bestimmten Positio-
nen, die auch von MPP erkannt werden. Review Leaderpeptidasen: Dalbey, 1991; Striebel
und Kalousek, 1999). Ein ahnliches ,Maskierungs-Phanomen* wurde bei GFP-N-DMIF1 beo-
bachtet.
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Das rekombinante Protein GST-DMIF1 ist in E.coli auch gegen eine degradierende
Proteolyse stabil. Im Gegensatz dazu wurde eine Proteolyse bei der Expression des C-
terminal um 2/3 verklrzten DMIF1-Proteins in Bakterien beobachtet. Flir Hefe ist bekannt,
dal} der C-Terminus des Inhibitors fiir dessen Stabilitat in Mitochondrien unentbehrlich ist, da
er durch seinen stabilisierenden Einflull auf die Konformation des Proteins proteolytische
Angriffe von mitochondrialen Proteasen verhindert (Ichikawa et al., 1998). C-terminal ver-
kirzte Inhibitorproteine aus Rind konnten in E.coli in meRbaren Mengen nur exprimiert wer-
den, wenn am C-Terminus nicht mehr als 28 Reste fehlten, alle kiirzeren Fragmente konn-
ten nicht nachgewiesen werden, was auf einen proteolytischen Abbau zuriickgefihrt wurde
(Raaij et al., 1996). Proteolytische Degradation findet bei der Expression des rekombinanten
Proteins GFP-N-DMIF1 in Dictyostelium statt, wurde aber auch bei GFP-C-DMIF1 gefunden
(Kapitel 4.1). Beim GFP-C-DMIF1-Abbau entstehen zwei Proteolyse-Intermediate von ca. 20
und 30 kDa. Aus den Daten ist nicht ableitbar, ob die proteolytische Degradation in den Mi-
tochondrien oder im Zytosol erfolgt. Im Falle des GFP-N-DMIF1 muf® von einem extramito-
chondrialen Abbau ausgegangen werden (siehe Kapitel 7.2), der durch die Neigung des In-
hibitors, in walriger Lésung Aggregate zu bilden geférdert wird (Klein et al., 1982). Fur Pra-
sequenzen ist bekannt, dal} sie aufgrund ihrer amphiphilen Natur mit ungefalteten Proteinen
interagieren und somit deren Aggregation induzieren kénnen (Endo et al., 1995). Das wird
als Grund fir die Instabilitdt von Pradsequenzen angesehen, die posttranslational durch zyto-
solische Chaperone stabilisiert werden mussen. Das Lokalisationsverhalten von verschiede-
nen chimaren Proteinen zeigt, da® mitochondriale Proteine noch wahrend der Translation in
die Mitochondrien dirigiert werden: (Ni et al., 1999). Die Tatsache, dal} mitochondriale Pra-
sequenzen sehr proteaseanfallig sind, erfordert Transportzeiten, die sich auf einer ver-

gleichbaren Skala bewegen wie die Synthese des Proteins.

6.2.2 Das ,reife“ Protein

DMIF1 ist Uberwiegend a-helical und in seiner Primarstruktur vergleichbar mit anderen
F1FO-ATPase-Inhibitoren, die eine inhibitorisch aktive Domane besitzen, mit der auch die
Bindung an die ATPase erfolgt. Der Bereich der minimalen Inhibitor-Sequenz, die Gegen-
stand ausfuhrlicher Untersuchungen am Protein IF1 des Rindes war, wurde von verschiede-

nen Autoren unterschiedlich weit gefalt (Review Green und Grover, 2000; Abbildung 6-5).
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Abbildung 6-5 Inhibitorische Doménen in Inhibitorproteinen aus Rind (IF1;,4), Ratte
(IF1Ratte), Hefe (INH1,.e) und Dictyostelium (DMIF1p;.q). Die minimale inhibitorische Se-
quenz A14-K47 im Inhibitor des Rindes (nach van Raaij et al., 1996) ist schraffiert unterlegt.
Andere Autoren beschrieben davon differierende Bereiche (Beschreibung im Text), dazu-
gehdrige Reste und ihre Position sind ebenfalls dargestellt. Das synthetische Peptid L42-
K58 (dunkelgrau unterlegt) zeigt die gleiche inhibitorische Wirkung auf die ATPase wie das
Wildtyp-Protein IF1 (Papa et al., 1996; Zanotti et al., 2000). Die gestrichelte Box im Dictyo-
stelium-Protein steht fur die nicht in anderen Inhibitoren zu findende Region K36-K57 (Die
Numerierung der Reste im reifen Protein entspricht K64-K85 im Praprotein.).

Anhand N- und C- terminal verkirzter IF1-Fragmente wurde gezeigt, dal der Bereich
zwischen den Aminosauren A14 und K47 des prozessierten Proteins essentiell fir seine in-
hibitorische Aktivitat ist und die Aminosauren S10 bis G13 sowie H48 bis H56 an der Stabili-
sierung des IF1-ATPase-Komplexes beteiligt sind. N-terminale Deletionen bis G13 haben die
Fahigkeit zur Hemmung der ATPase nicht beeintrachtigt, doch erschien die Bindung von IF1
zum Enzym weniger stabil (Raaij et al., 1996). Im Gegensatz dazu fanden andere Autoren,
daf} die Deletion des N-Terminus bis D17 sogar zum Anstieg der Bindungsaffinitat und zum
Abfall der Inhibitoraktivitat fihrt (Harris, 1997). Fur extrem verklrzte Proteine wie das syn-
thetische Peptid L42-K58 wurde ein vergleichbares Inhibierungsvermégen wie fir das Wild-
typ-Protein nachgewiesen (Papa et al., 1996; Zanotti et al., 2000).

In IF1 aus Ratte wurde der inhibitorische Bereich mit Hilfe einzelner Peptide aus der

IF1-Sequenz untersucht und auf die Region F22-L45 eingegrenzt, die mit einem wesentli-
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chen Teil der inhibitorischen Domane in IF1ring (A14-K47), jedoch nicht mit dem Peptid L42-
K58 im Inhibitor des Rindes korrespondiert (Lebowitz und Pedersen, 1996). In der Sequenz
des Inhibitors INH1 aus Hefe wurde der Bereich F17-F28 als essentiell ermittelt (Ichikawa et
al., 2001). Dieser Bereich Uberlappt nicht mit dem kurzen L42-K58-Peptid des Rinder-
Proteins, liberdeckt aber einen Teil der weiter gefassten Sequenz A14-K47.

DMIF1 ist in dem inhibitorischen Bereich des Hefe-Proteins mit 50% identischen Re-
sten homolog zu INH1, so dal} hier die inhibitorische Doméane oder ein wichtiger Teil davon
vermutet werden kann. Weiterhin ist fir INH1 bekannt, da® die C-terminale Region, die bei
DMIF1 eine Coiled Coil - Helix ausbildet, wichtig fir die Stabilisierung des INH1-F1FO-
Komplexes und seiner Protektion gegen Degradation in vivo ist (Ichikawa et al., 1998). Die-
ser Bereich dient beim Rinder-Inhibitor seiner Dimerisierung (Cabezon et al., 2000a).

Anzumerken ist, dal} fir die Feststellung der minimalen Inhibitorsequenz in Rind und
Ratte einige der untersuchten Moleklile als rekombinante Proteine in E.coli exprimiert, ande-
re chemisch synthetisiert wurden. Deshalb ist damit zu rechnen, dall wichtige Sekundar-
strukturen im einen oder anderen Falle nicht ausgebildet sind. Dies kénnte eine Ursache flr
die unterschiedlichen Ergebnisse der Autoren sein.

Aulerdem schien der unterschiedlich gewahlte pH- Bereich im Assay von pH 6.7 bis
pH 8.0 wesentlich zu sein, da er Einflul} auf das Bindungsverhalten des Inhibitors zum En-
zym hat. Das Inhibitor-MolekUl nimmt abhangig vom pH-Wert unterschiedliche Konformatio-
nen an: Die nativen Inhibitoren aus Rind, Biiffel, Ratte und die rekombinanten Proteine
IF1Ring Und IF1Rate Sind bei einem pH-Wert von 8.0 a-helical. Bei Absenken auf pH 6.7 und
darunter bleiben der rekombinante Inhibitor aus Ratte und das native Protein IF1gi,q Nahezu
unverandert a-helical, wahrend der native Buiffel-Inhibitor diese Sekundarstruktur komplett
verliert (Green und Grover, 2000). Die pH-Abhangigkeit der Konformationsanderung des He-
fe-Inhibitors wurde mit Hilfe von NMR-Studien untersucht und die bei niedrigen pH-Werten
auftretende Konformation als die aktive, also inhibierende Form nachgewiesen (Fuijii et al.,
1983). Interessanterweise hat das Protein im niedrigen pH-Bereich eine relativ ungeordnete
Struktur, wahrend mit dem Anstieg des pH-Werts die helicale Anordnung zunimmt und dabei
die inhibierende Funktion verloren geht. Kirzlich wurde beobachtet, dal® sich STF1, dem
auch inhibitorische Wirkungen zugeschrieben werden, entgegengesetzt zu INH1 verhalt,
denn STF1 befindet sich bei basischen pH-Werten (etwa pH 8) in seinem aktiven Zustand
(Cabezon et al., 2002)

Lebowitz und Pedersen stellen ein Modell vor, in dem die Inhibitorregion aus 2 Helices
besteht, von denen die N-terminale Helix eine inhibitorische, die C-terminale Helix (Coiled
Coil - Region) regulatorische Funktion fiir die Interaktion der beiden Helices miteinander hat

(Lebowitz und Pedersen, 1996). Das Zusammenspiel beider Helices ist stark vom pH-Wert
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abhangig: Bei hohen Werten interagieren beide derart miteinander, dal} die inhibitorische
von der regulatorischen Domane maskiert wird und keine Bindung an F1 erfolgen kann. Die
Folge einer pH-Erniedrigung ist die Protonierung von Histidin-Resten, die zur Lockerung der
Interaktion fihrt und letztlich die inhibitorische Region zur Bindung an F1 freigibt. Die Doma-
ne erfahrt dabei den partiellen Verlust ihrer helicalen Struktur (Abbildung 6-6). Histidine sind
bei Sauger-Inhibitoren haufig, bei anderen Inhibitoren eher selten bis nicht vorhanden. Das

Pendant in DMIF1, welches keinen Histidinrest besitzt, ist nicht bekannt.
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Abbildung 6-6 Konformationsianderungen im Inhibitor durch pH Verschiebung. v.l.n.r.:
1. Die Inhibitor-Region enthalt eine auf die F1F0-ATPase inhibierend wirkende (rot) und eine
die Bindung regulierende Domane (grin). 2. Bei pH 8.0 bildet das Molekiil eine sich selbst
maskierende Struktur, d.h. die inhibitorische Region ist unzugénglich. 3. Anderung des pH-
Wertes auf 6.7 fuhrt zur Auflésung der Bindung zwischen Inhibitor- und Regulatordomane.
Der Ubersicht halber ist nur ein Helixpaar gezeigt. 4. Die partielle Aufldésung der helicalen
Struktur ermdglicht die Bindung der ATPase (blau) an die Inhibitordoméne.

Der niedrige pH-Wert induziert nicht nur eine Lockerung der beiden beschriebenen He-
lices, sondern auch die Veranderung der Oligomerisierung des Inhibitors. Man kennt von
IF1ring Zwei oligomere Zustande: das Homo-Dimer wird bei pH 6.7, das Tetramer bei pH 8.0
gebildet (Cabezon et al., 2000a und b). Der pH-sensitive Bereich flir die Conversion ist der
C-terminale Bereich der minimalen Inhibitorsequenz (R32-A43, vgl. Abbildung 6-5). Die In-
teraktion des Inhibitors mit der ATPase erfolgt im dimerisierten Zustand. Wie der ATPase-
Inhibitor aus Rind neigt auch der aus Hefe bei niedrigen pH-Werten zur Dimerisierung (Ar-
nold et al., 1998; Cabezodn et al., 2000b). Die beiden inhibitorischen Domanen des Inhibitor-
Dimers kénnen somit simultan mit je einer F1-o/B-Untereinheit des Enzyms interagieren.
Derartige Konformationsanderungen des Inhibitors in Abhangigkeit vom pH-Wert wurden
u.a. mittels "H-NMR-Studien beobachtet (Fuijii et al., 1983).

Zusammenfassend ist zu sagen, dal} die tatsachlich notwendige(n) Region(en) fir die
effektive Hemmung der F1F0-ATPase nach wie vor unsicher sind, weil der Einflul der varia-
blen experimentellen Bedingungen nicht vollstandig abgeklart ist. Legt man aber die weitge-

faldte Inhibitor-Domane von A14 bis K47 zugrunde (Abbildung 2-4, blauer Kasten), so sind in
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DMIF1 die wesentlichen Aminosauren vorhanden, die anderen Inhibitoren (Ratte, Candida,
Backerhefe) in diesem Bereich eigen sind (F22, K24, R25, E26, A28, E30, Y33, L42). Ledig-
lich drei Reste sind konservativ ausgetauscht (R35K, E40D, L45M) und zwei Reste fehlen
(Q41, K46). AulBerdem sind helicale Bereiche einschlie3lich der C-terminalen Coiled Coil -
Helix vorhanden, die potentiell miteinander interagieren kénnen. Eine inhibitorische Funktion

von DMIF1 ist demnach sehr wahrscheinlich.

7 Intrazellulare Lokalisation

71 Mitochondriale Lokalisation

Der Nachweis von DMIF1 in Dictyostelium-Mitochondrien in vivo gelang mit GFP als
Reporterprotein am C-Terminus von DMIF1 (GFP-C-DMIF1). Die Immunmarkierung des en-
dogenen DMIF1 bestétigte die Lokalisation sowohl im Fluoreszenz- wie im TEM- Praparat.
Dabei hatte die Expressionshéhe keinen Einflul® auf die Spezifitdt der Lokalisation. Damit
wird die mitochondriale Targeting-Funktion der N-terminalen Domane von DMIF1 untermau-
ert.

Der Nachweis der Assoziation mit der inneren Mitochondrien-Membran im TEM-
Praparat gestaltete sich schwieriger, da Dictyostelium-Mitochondrien sehr dicht gepackte
Tubuli besitzen. Mit der Praparation von "inside-out" Vesikeln (Kapitel 3.3.2.1), die der Ent-
zerrung der Strukturen diente, wurden die Vorteile von zwei Praparationstechniken vereinigt:
die Mdglichkeit der Immunmarkierung wie im Kryopraparat unter Beibehaltung morphologi-
scher Feinheiten wie im EPON-Praparat.

Die Akkumulation von anti-DMIF1-Antikérpern in membrannahen Strukturen spricht
gegen eine Lokalisation von DMIF1 in der Matrix. Fir eine Lokalisation im Lipidteil der inne-
ren Membran sind langere hydrophobe Bereiche in der Sequenz erforderlich, und fir die
Ausbildung eines Lipidankers sind myristoylierte oder prenylierte Reste notwendig (Wede-
gaertner et al., 1995). Langere hydrophobe Regionen existieren nicht in der DMIF1-
Sequenz, und sie enthalt gemall Analyse mit dem Programm PSORT auch kein Lipid- oder
GPI-Anker-Motiv. Der beobachtete ,Stiel“, auf dem der Inhibitor gegenliiber der Membran
sitzt, ist ein Indiz fir die Verbindung von DMIF1 mit der Membran Uber ein Linkerprotein. Da-
fur kommt die F1-Untereinheit der FOF1-ATPase als Rezeptor von DMIF1 in Betracht.
DMIF1 koppelt demnach wahrscheinlich ebenso wie die anderen bekannten Inhibitor-

Proteine Uber diesen Rezeptor an die innere Membran.
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7.2 Centrosomales Targeting

Das Protein GFP-N-DMIF1 ist an den Centrosomen, im Zytoplasma und in kleinerem
Umfang in Vesikeln nachweisbar, jedoch nicht in den Mitochondrien. Die centrosomale Loka-
lisation wurde anhand der Co-Lokalisation der GFP-Fluoreszenz mit dem MTOC gezeigt und
wurde weder bei dem endogenen DMIF1 noch bei GFP-C-DMIF1 beobachtet, welche erwar-
tungsgemaly in die Mitochondrien transportiert werden. Daraus wird gefolgert, da® der
Transfer des Inhibitors in die Mitochondrien nur bei ungestérter Umgebung seiner Targeting-
Domane mdglich ist (Kapitel 3.1.2.2; 3.2.3.2; 4.1). Die Kopplung von GFP an den N-

Terminus von DMIF1 hemmt diese Funktion komplett.

Beobachtungen in vivo Uber das Bewegungsverhalten und die Morphologie von Mito-
chondrien oder Uber Importprozesse werden durch Kopplung des Reporterproteins GFP an
mitochondriale Targeting-Sequenzen (Suelmann und Fischer, 2000; Kanazawa et al., 1997;
Ni et al., 1999) oder an mitochondriale Praproteine (Yano et al., 1997) mdglich. All diesen
Experimenten ist gemeinsam, dall GFP an den C-Terminus des zu analysierenden Peptides
oder Proteins fusioniert wird und die Signalsequenz am N-Terminus freiliegt. Diese Fusions-
proteine akkumulieren erwartungsgemaf in den Mitochondrien. Zwar treten einige Proteine,
trotz freier mitochondrialer Targetingdomane, zusatzlich an anderen Stellen in der Zelle auf,
wie das Praprotein des IF1-Proteins aus Reis, welches mit GFP an seinem C-Terminus in
den Mitochondrien und im Kern gefunden wurde (Nakazono et al., 2000). Die Lokalisation im
Kern wurde jedoch mit einem unspezifischen Transfer von GFP in den Kern erklart, der ins-
besondere bei kleinen Proteinen haufig beobachtet wird.

Erst in jingster Zeit mehren sich Untersuchungen, die sich gezielt mit der Lokalisation
rekombinanter Proteine beschaftigen, die mit GFP an unterschiedlichen Stellen fusioniert
wurden (Gerisch und Muller-Taubenberger, 2003). Das Transkript einer sowohl in Peroxiso-
men als auch in Mitochondrien enzymatisch aktiven Racemase tragt zwei topogene Signale,
die zu einer dualen Verteilung des Proteins flihren, je nach dominierendem Signal. Mit GFP
am N-Terminus ist die Lokalisation peroxisomal, mit GFP am C-Terminus mitochondrial
(Amery et al., 2000). Der N-Terminus des Proteins wurde als Trager der mitochondrialen
Targeting-Domane identifiziert. Inwieweit solche oder auch andere Mechanismen fir GFP-N-
DMIF1 zutreffen, die letzlich zu dessen centrosomaler Lokalisation fihren, wird im folgenden

anhand von vier Hypothesen diskutiert.

= CENTROSOMALE TARGETING SEQUENZEN. Auf der Suche nach potentiellen centrosomalen
Targetingsequenzen konnten in DMIF1 einige Bereiche festgestellt werden, die mit Se-

quenzabschnitten centrosomaler Proteine wie z.B. CP190 und y-Tubulin partiell Gberein-
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stimmen. Diese Bereiche befinden sich im mittleren bis C-terminalen Bereich von DMIF1
und wirden wahrscheinlich durch ein N-terminal gekoppeltes Reporterprotein wie GFP
nicht beeintrachtigt. Die Sequenzhomologien sind jedoch nicht sehr ausgepragt. lhre
Funktion als centrosomale Targetingsequenz wird daher nicht als wahrscheinlich ange-

sehen.

PROTEIN-SEKUNDARSTRUKTUR. Coiled Coil- Bereiche in centrosomalen Proteinen werden
fur deren Lokalisation am Centrosom verantwortlich gemacht, indem sie damit Komplexe
mit anderen centrosomalen Proteinen bilden, die Coiled Coil- Domanen tragen (Chen et
al., 2003; Ohta et al, 2002). Da DMIF1 eine ausgepragte Coiled Coil- Struktur aufweist,
ist ein solcher Mechanismus prinzipiell vorstellbar, ohne da DMIF1 die Funktion eines

centrosomalen Proteins hat.

TARGET FUR CENTROSOMALE KINASEN. Das Centrosom enthalt eine Reihe von Kinasen,
die den centrosomalen Umbau wahrend des Zellzyklus kontrollieren (Mayor et al., 1999).
Substrate dieser Kinasen sind centrosomale Proteine mit entsprechenden Phosphorylie-
rungsstellen. Die DMIF1-Sequenz hat sowohl eine potentielle PKC-Bindestelle als auch
eine potentielle Tyrosin-Phosphorylierungsstelle. Dennoch erscheint es wenig stichhaltig,
dafl DMIF1 an eine centrosomale Kinase bindet, insbesondere weil die aus der Sequenz

abgeleiteten Phosphorylierungsstellen hypothetisch sind.

DEGRADATION IN DER CENTROSOMALEN UMGEBUNG. Das Protein GFP-N-DMIF1 wird nach
seiner Synthese im Zytoplasma nicht in die Mitochondrien transportiert, daher nicht rich-
tig gefaltet und ist funktionsuntlichtig. Damit wird es der Degradationsmaschinerie der
Proteasomen im Zytoplasma und alternativ in Aggresomen zugefiihrt. Ein Aggresom ist
ein komplex strukturiertes Aggregat aus ungefalteten, oft ubiquitinierten Proteinen, wel-
ches sich bei einer massiven Uberexpression nichtfunktioneller Proteine, deren Abbau
durch die Proteasom-Maschinerie nicht mehr zu bewaltigen ist, in der Centrosomenregi-
on bildet und dort mit y-Tubulin co-lokalisiert (Review Kopito, 2000; Johnston et al.,
1998). In der Zellperipherie gebildete kleinere Proteinaggregat-Partikel werden tber Mi-
krotubuli zu den Centrosomen transportiert, wo sie zu Aggresomen assemblieren (Gar-
cia-Mata et al., 1999).

GFP-N-DMIF1 sammelt sich wahrscheinlich in Aggresomen an, worauf die spezifische
Lokalisation in der centrosomalen Region hinweist. Warum das Protein immunologisch
nicht in der Centrosomenregion nachgewiesen werden konnte, 14t sich aus einer spezi-

ellen Struktur des Aggresoms ableiten: In tierischen Zellen ist ein Aggresom nach Um-
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verteilung intermediarer Filamente von einem Vimentin-Proteinkafig umgeben, welcher
dem Aggresom eine kompakte Struktur verleiht. Wenn auch in Dictyostelium keine In-
termediarfilamente vorhanden sind, kdnnte eine ahnliche, aus anderen Proteinen gebil-

dete Struktur existieren, die die Bindung von Antikdrpern sterisch unterbindet.

8 Inhibitor- Homologe in Dictyostelium ?

In den meisten Organismen und in allen untersuchten Saugern ist bisher nur jeweils
ein ATPase-Inhibitor-Protein identifiziert worden. Bei den in der Ratte neben IF1 gefundenen
Sequenzen handelt es sich lediglich um Pseudogene, also keine funktionellen Gene (Samu-
el et al., 1995). In Hefe sind dagegen mit INH1 und STF1 zwei Inhibitoren und mit STF2 und
STF3 zusétzlich zwei regulierende Faktoren bekannt, wodurch das Hefe-System als das
bisher komplexeste erscheint. In Reis (Nakazono et al., 2000) und Arabidopsis thaliana (Be-
van et al., 2000; Nakamura et al., 2000, Genbank NCBI) sind mit IF1 und IF2 Isoformen in
héheren pflanzlichen Zellen beschrieben.

Anhand der Inaktivierungsexperimente und Southern-Blot-Analysen wurde bereits po-
stuliert, dafd in Dictyostelium mindestens zwei verwandte Inhibitorproteine existieren (Kapitel
5.1). Die mittlerweile abgeschlossene Sequenzierung des Dictyostelium-Genoms
(www.dictybase.org) ermdglicht es, die entsprechenden homologen Gene zu identifizieren.
Zum einen 1alt sich aus der Sequenzdatenbank ableiten, dal das vollstandige Gen dmif1
auf Chromosom 6 kodiert ist. Auf dem selben Chromosom an anderen Positionen finden
sich zusatzlich kurze Sequenzen der regulatorischen Elemente des 5'UTR-Bereichs, der
Targeting-Doméane und des Introns. Daneben liegen auf den Chromosomen 1, 2 und 3 Be-
reiche der inhibitorischen Region, auf den Chromosomen 2 und 5 Abschnitte der pH-
sensitiven Doméane sowie der regulatorischen Elemente der 5'UTR-Region und auf dem
Chromosom 3 Teile der 3'UTR-Region.

Aullerdem ergab die Durchmusterung der Datenbank mit Hilfe der DMIF1-
Aminosauresequenz auf Chromosom 2 ein homologes Protein mit 99 Aminosaureresten,
welches 32% identische Reste wie DMIF1 hat, und auch mit den beiden Inhibitoren aus Hefe
verwandt ist (32% zu INH1 und 42% zu STF1 identisch). Der N-Terminus enthalt die typi-
schen Elemente einer mitochondrialen Targetingsequenz, also viele basische, einige hydro-
phobe und keine sauren Reste (Abbildung 8-1 A). Die Analyse des N-Terminus mit MITO-
PROT (Claros und Vincens, 1996) zeigt die Importierbarkeit in Mitochondrien an, das Pro-
gramm PSORT/GAVEL (PSORT: Nakai und Kanehisa, 1992, GAVEL: Gavel und von Heijne,
1990) identifiziert eine Prozessierungsschnittstelle nach dem Aminosaurerest S34 gemaf

einem R-2-Motiv. Der inhibitorische Bereich weist die gleichen konservierten Aminosaure-
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muster auf wie in DMIF1 und anderen Inhibitoren (im Beispiel INH1 aus Hefe, Abbildung 8-1
B). Die Analyse der Proteinsequenz mit der Programmgruppe PROTSCALE (Hydrophobizi-
tatsprofil nach Kyte & Dolittle, Alpha-Helix-Bereiche nach Chou & Fasman) ergab ahnliche
strukturelle Eigenschaften wie sie in DMIF1 vorkommen. Das 11 kDa-Protein hat mit pI 11
einen ahnlichen theoretischen isoelektrischen Punkt wie DMIF1.

Das Gen besteht aus einem 162 bp langen Exon, gefolgt von einem Intron mit 357 bp
und einem zweiten Exon 2 mit 155 bp. Damit weist auch die chromosomale Struktur des
Gens eine groRe Ahnlichkeit mit der Struktur von dmif1 auf. Es wird daher vorgeschlagen,

das homologe Gen als dmif2 zu benennen.

A) Targeting-Domane

DMIF1  ...... MSSSVSKLLKLTRASMIAAPKRSIAFRG
DMIF2 MNRLLVNGITKGKGVGSMFQRQOSIMGNSSIALRS
STF1L .. i MLNRCISRNTRLPVNLRIASREY
INHI ... MLPRSALARSLOLORGVAARFEY

B) Inhibitor-Doméne

DMIFl  ——=——————————- EG-NERREREDS OFYKEKERDD - BKRMABKKKQOE
DMIF2  ——=—=—==—————- LINSK I RDIIATENLIANE QYR MAKIR TISRKRROTKNRK
STF1 SDGPLGGAGPGNPONIGIR- R Y AITSOIARIZO 1A HVKEIO LKEH
INH1 SEGSTGTPRGSGSEWS —RERET FEORIHKIHO - 18RHLKIHOLEKQ
C) Carboxy-Terminus

DMIF1 ETKKAGSQPTPNASSSANNSKAAKIKEIEDKISKLQKELADLKK
DMIF2 SKKSPGDPMLLNNKTGTPIGRLSDSGIIF

STEF2 KKKLENLENKINNLSK

INH1 RKKIDSLENKIDSMTK

Abbildung 8-1 Sequenzvergleich von DMIF1 mit seinem Homolog DMIF2 sowie dem
Hefe-Inhibitor INH1. (A) Die Targeting Domane ist gekennzeichnet durch viele basische
(Lysin und Arginin, blau), hydrophobe (Leucin und Isoleucin, rot) sowie Serin- und Threonin-
Reste (schwarz, fett). (B) Inhibitor-Domane: Konservierte Reste sind weil3 auf schwarz dar-
gestellt, homologe Austausche grau hinterlegt. (C) In der C-terminalen Region treten keine
klaren Homologien zwischen allen drei Proteinen auf. Alignment mit LALIGN (adaptiert nach
Huang und Miller, 1991).

Diese Ergebnisse erklaren, warum in der Vielzahl Antibiotika-resistenter Klone nach
Knock out-Experimenten mittels Westernblot keine Null-Mutante gefunden wurde. Bei der
gezeigten Sequenzhomologie von DMIF2 zu DMIF1 ist von einer Kreuzreaktivitat von anti-
DMIF1-Antikérpern mit DMIF2 auszugehen. So ist es denkbar, dal} durch die Knock out-
Versuche das dmif1-Gen inaktiviert wurde, jedoch ohne daR eine phanotypische Anderung
sichtbar wurde, da dmif2 den Funktionsverlust von dmiff kompensieren koénnte. Eine
Southernblot-Analyse der Antibiotika-resistenten Klone wirde Aufschlul geben, ob der Vek-
tor in das dmif1-Gen integriert ist. Die Existenz mehrerer Kopien einiger dmif1-

Sequenzbereiche und ihre Verteilung auf fast alle Chromosomen erklart auch, weshalb im
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Southernblot mit der dmif1-DNA-Sonde mehr Banden detektiert wurden, als fur das ur-

springlich angenommene single copy-Gen zu erwarten war.

9 Funktion des Inhibitors

9.1 Funktion unter StreBbedingungen und in pathologischen Prozessen

An INH1-Minus-Zellen wurde in Hefe nachgewiesen, dal® die ATP-Hydrolyse nur bei
Zusammenbruch des Membranpotentials erfolgt. Diese Mutantenzellen, die sich sonst in ih-
rem Wachstumsverhalten und ihrer Aktivitat in der oxidativen Phosphorylierung von Wildtyp-
zellen nicht unterscheiden, praktizieren bei vorhandenem Protonengradienten Uber einer in-
takten Membran ausschliel3lich ATP-Synthese, die erst nach Applikation von Entkopplern in
die Hydrolyse umgekehrt wird (Ichikawa et al., 1990). In Wildtypzellen ist dieser Vorgang
schwer meflbar, da die Hydrolyse durch den aktiven Inhibitor blockiert ist. Dal} bei dieser
Blockierung die Bindung von STF2 an die ATPase eine wesentliche Rolle spielt, wurde an
STF2-Minus-Mutanten gezeigt, die deutlich mehr ATP hydrolysierten als Wildtyp-Zellen, da
der Inhibitor weniger fest an das Enzym binden konnte (Yoshida et al., 1990). Spatere Un-
tersuchungen an Hefe-Mutanten, bei denen alle drei ATPase-regulierenden Faktoren dele-
tiert wurden (Tripel-Null von INH1, STF1 und STF2), bestatigten, dal® der Inhibitor die Hydro-
lyse hemmt (lwatsuki et al., 2000).

Das durch die Zugabe von Antimycin A, einem Blocker des Komplexes Il der At-
mungskette, zusammengebrochene Membranpotential wurde in den Tripel-Null-Mutanten
schnell durch hohe ATP-Hydrolyse-Raten restauriert, was jedoch mit einem rapiden Verlust
an mitochondrialem ATP einherging (Lu et al., 2001). Tripel-Null-Zellen mit Nahrstoffmangel
litten ebenfalls unter einem hohen mitochondrialen und zellularen ATP-Verlust durch die un-
kontrollierte Hydrolyse-Aktivitat der ATPase. Aus solchen Zellen extrahierte mitochondriale
DNA wies deutliche Veranderungen im Restriktionsmuster auf. IF1-lberexprimierende Hefe-
Zellen waren unter den ungulnstigen Bedingungen des Nahrstoffentzuges vor dem Absinken
des ATP-Spiegels und der daraus resultierenden DNA-Veranderung deutlich besser ge-
schitzt. Es wurde auch gezeigt, dal® der zellulare IF1-Spiegel in Zellen in der stationaren
Phase erheblich héher ist als in der exponentiellen Wachstumsphase. Auch hier wird vermu-
tet, dald dies glnstig fur den Erhalt der Respirationsfahigkeit ist und zum Schutz der DNA
unter unglinstigen Kulturbedingungen beitragt. Der Verlust an gro3en Mengen ATP unter so
kritischen Bedingungen wie Sauerstoffmangel und Nahrstoffentzug scheint fir die Zelle pro-

blematischer zu sein als ein zusammengebrochenes Membranpotential. Damit hat der Inhibi-



106

tor die Aufgabe, die Zelle bis zur Verbesserung der Situation in einem ATP-konservierenden

Zustand zu halten.

In der Human-Pathologie spielen diese Punkte eine Rolle. Die meisten Erkenntnisse
Uber die Bedeutung von IF1 in pathologischen Prozesse hat man aus der Untersuchung von
myokardialen Ischamien gewonnen, bei denen zwischen Sauerstoffbedarf und Sauerstoff-
versorgung ein Ungleichgewicht besteht (Green und Grover, 2000, Rouslin et al., 1995a, b;
Rouslin und Broge 1993, 1994, 1996a, b). Der Inhibitor bindet anscheinend bei erniedrigten
pH-Werten, wie sie bei der Ischamie auftreten, starker an die ATPase. Aul3erdem ist er star-
ker exprimiert (Gaballo et al., 2002). Beides bewahrt die Zelle offenbar unter ischamischen
Bedingungen vor zu hohen ATP-Verlusten.

Mitochondrien in Tumorgewebe weisen einen 2-3fach erhdhten IF1-Gehalt auf (Ca-
puano et al., 1997). Man vermutet, dall die Sattigung der IF1-Bindestellen an der ATPase
zur weitgehenden Unterdriickung der ATP-Hydrolyse fihrt und damit ATP aufgespart wer-
den kann fur bestimmte energiezehrende Prozesse. Bei der Collagen-induzierten Arthritis
(CIA) bei Mausen, einem Tier-Modell fir humane Rheuma-Arthritis, ist ebenfalls die Expres-
sion des IF1-Proteins erhdht (Yamada et al., 1997).

Die Luftsche Erkrankung ist eine seltene mitochondriale Myopathie, bei der der Inhibi-
tor fehlt (Review Green und Grover, 2000). Die Krankheit ist gekennzeichnet durch einen
generellen Hypermetabolismus, hervorgerufen durch die deutlich veringerte Kopplung von
Oxidation und Phosphorylierung. Morphologische Veranderungen der Mitochondrien wie
dichter gepackte Cristae sind offensichtlich Kompensationseffekte flr die wenig effiziente
ATP-Produktion. Es wird jedoch bezweifelt, dal® dies direkte Effekte des Inhibitor-Mangels
sind. Dazu treten gehauft Mutationen der mitochondrialen DNA auf. Wie bereits zu Beginn
des Abschnitts erlautert, wurde eine erhohte DNA-Mutationsrate auch bei Hefezellen beo-
bachtet, deren Gen flir den Inhibitor INH1 deletiert wurde und die daher ungehindert ATP-
Hydrolyse mit der Folge hoher ATP-Verluste betrieben.

9.2 Physiologische Funktion des rekombinanten Inhibitors GFP-C-DMIF1

Inwiefern GFP-C-DMIF1, das ordnungsgemal in die Mitochondrien geleitet und dort
auch prozessiert wird, physiologisch aktiv wie DMIF1 ist, kann derzeit nicht beurteilt werden.
Unter der Voraussetzung, da dem F1F0-ATPase-Inhibitor die Regulation der ATPase-

Funktion zukommt, kommen drei Modelle in Betracht.

(A). GFP-C-DMIF1 IST FUNKTIONELL NICHT VON DMIF1 UNTERSCHEIDBAR. Unter norma-

len Bedingungen sollte ein Inhibitor-Uberangebot keinen EinfluR auf das Wachstumsverhal-
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ten der Zellen haben, da nicht zu erwarten ist, dal DMIF1 die ATP-Synthese reguliert. Nur
im Falle von Nahrstoff- oder Sauerstoffmangel oder anderen Strel3bedingungen, die zur
ATP-Hydrolyse fihren, wirkt der Inhibitor hemmend auf die ATPase. Ein Inhibitor-
Uberangebot durch die Expression eines funktionellen GFP-Fusionsproteins erhéht gegebe-
nenfalls die Effizienz dieser Hemmung. Unter StrefRbedingungen sollten Inhibitor-
Uberproduzierende Zellen besonders widerstandsfahig gegen einen bedrohlich hohen ATP-

Verlust durch ungehinderte ATP-Hydrolyse sein.

(B). GFP-C-DMIF1 BINDET AN DAS ENZYM, IST SELBST ABER NICHT INHIBITORISCH AKTIV.
Wegen der raumlichen Nahe der inhibierenden Doméane zu GFP am C-Terminus ist auch
diese Variante naheliegend. Damit werden freie Bindeplatze flr ein endogenes Inhibitor-
Molekl blockiert und die ATP-Hydrolyse wiirde ungehindert ablaufen, in der energetischen

Auszehrung der Zelle gipfelnd.

(C). DIE BINDUNG AN DIE ATPASE UND FOLGLICH AUCH DIE INHIBITORISCHE AKTIVITAT DES
GFP-C-DMIF1-INHIBITORS SIND GESTORT. Wenn man von einer regulatorischen Beteiligung
der Coiled Coil-Doméane an der Bindung ausgeht, kann man sich deren Beeintrachtigung
durch GFP vorstellen. Abgesehen von energieverbrauchenden Degradations-Prozessen
zum Abbau dieses physiologisch inaktiven Proteins wiirde dieses Szenario zu keiner drasti-
schen Anderung des Energiehaushaltes fiihren, da der endogene Inhibitor DMIF1 allein eine

potentielle ATP-Hydrolyse effektiv hemmen kdnnte.

GFP-C-DMIF1-Zellen zeigten verlangerte Generationszeiten in axenischer Schiuttelkul-
tur sowie im Westernblot Fragmente des Proteins, die auf einen proteolytischen Abbau in
den Mitochondrien hinweisen. Die anderen untersuchten Stamme AX2, AX2-GFP und GFP-
N-DMIF1 waren bezlglich ihnres Wachstums unauffallig. Der Unterschied im Wachstumsver-
halten von GFP-C-DMIF1-Zellen laldt sich erklaren wenn man annimmt, daf axenisch wach-
sende Zellen einem Strel} ausgesetzt sind, der die ATP-Hydrolyse induziert. Als Strel3faktor
kommt der hohe osmotische Wert des Nahrmediums in Betracht, der einem Wert von
150mM entspricht. Hierfir gibt es aus der Analyse von Cytoskelettmutanten Hinweise (G.
Gerisch, personliche Mitteilung). Damit ist eine Wirkung nach dem Modell (B) naheliegend.
Eine vergleichende Untersuchung von Wildtypzellen mit den beiden GFP-Transformanten
und einem Knock out-Stamm unter diversen Strel3bedingungen ware erforderlich, um Funk-
tion oder Einflul® der rekombinanten Proteine in Relation zum endogenen Protein zu analy-

sieren.
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MATERIAL UND METHODEN

10 Material

10.1  Biologisches Material

10.1.1 Bakterienstamme

Escherichia coli JM83

Escherichia coli JM105

Escherichia coli JM109

Escherichia coli RY1090™ (Y1090r")
Escherichia coli TOPO10F‘OneShot™
Escherichia coli B/r

Escherichia coli B2

Enterobacter (Klebsiella) aerogenes

10.1.2 Dictyostelium discoideum- Stamme

AX2 (Klon 214)

GFP-N-DMIF1
GFP-C-DMIF1
GFP-MCS
GFP-AX2

Vieira und Messing, 1982
Yanisch-Perron et al., 1985
Yanisch-Perron et al., 1985
Young und Davis, 1983
Invitrogen

Ushiba und Magasanik, 1952
Newell et al., 1969
Williams, 1978

Raper, 1935

Clarke und Kayman, 1987
Watts und Ashworth, 1970
diese Arbeit

diese Arbeit

Dumontier et al., 2000*
M.Westphal, MPI fir Biochemie

* GFP-MCS ist eine Zell-Linie, die im genetischen Hintergrund von AX2 mit pDGFP-
MCS-Neo (Dumontier, et al., 2000) transformiert wurde. Dieses Plasmid basiert auf dem Ex-
pressionsvector pDEXH (Faix et al., 1992), in den eine 700 bp lange GFP-(S65T) Sequenz
aus pDGFP-MCS (Weber et al., 1999) zwischen den Actin15-Promotor und den Actin8-
Terminator (vgl. Abbildung 3-1) kloniert wurde. GFP wird ohne STOP bis in den Terminator

abgelesen, was etwa 30 zusatzlichen Aminosauren stromabwarts entspricht. Diese C-

terminale Aminosauresequenz hat hohe Sequenzhomologie zu ER- lokalisierten Signalpep-

tidasen.
10.1.3 Myeloma-Zellinie (Maus)

PAIB;Ag81

Trembicki und Dietert, 1985
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10.2 Vektoren, Genbanken, Oligonukleotide, DNA-Fragmente

10.2.1 Vektoren
Plasmide
pCR®-TOPO-TA
pCR®-TOPO-DMIF1
pGEM-T

pIC20R, pIC20H
pDEXRH
pDEXRH-GFP
pDEXRH-GFP-N-DMIF1
pDEXRH-GFP-C-DMIF1
pDEXCH
pDEXCH-DMIF1-G418
pBsr2

pSP72
pSP72-DMIF1-Bsr
pGEX5X1 (GST Gene Fusion System)
pGEX-GST-DMIF1
pGEX-GST-DMIF1A3

Bacterio-Phagen
Agt1

10.2.2 )\gt11-cDNA-Expressionsgenbanken

hergestellt aus
poly(A)+-RNA aus AX2 (t0)

poly(A)+-RNA aus AX3 (t4)

10.2.3 Oligonukleotide

Sequenzier- und Klonierungsprimer

SP6-promoter-primer
T7-promoter-primer
M13fw

M13rev

Afw (BamHI)

Invitrogen

diese Arbeit

Promega

Marsh et al., 1984

Faix et al., 1992
Westphal et al., 1997
diese Arbeit

diese Arbeit

H. Boves, MPI flir Biochemie
diese Arbeit

Sutoh, 1993

Promega

diese Arbeit
Pharmacia Biotech Inc.
diese Arbeit

diese Arbeit

Young und Davis, 1983

Graham et al., 1988
[bereitgestellt von Dr. A. Kaplan
(St. Louis University School of
Medicine, St. Louis)]

Clontech Laboratories Inc.,Palo Alto CA
[bereitgestellt von Dr. P. Devreotes
(J.Hopkins University School of
Medicine, Baltimore, MD)]

5°GAT TTA GGT GAC ACT ATA GAA CCA

5°TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGA GA

5 GTAAAACGACGGCCAG

5°CAG GAA ACA GCT ATG AC

5 GCT GGATCC ATATGG GGATTG GTG GCG
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Arev (Pstl) 5 GTG CTG CAG ACC AAC TGG TAATGG TAG

pgfp-11 5° CGA AAA GAG AGA CCA CAT GG

pgfp-segend 5'TGG GAT TAC ACA TGG CAT

pgfp-69 5°GTG AAA AGT TCT TCT CCT TTA CTC AT

pgex-fw 5°GGG CTG GCAAGC CACGTT TGG TG

pgex-rev 5°CCG GGA GCT GCATGT GTC AGA GG

p1 5 GCT TTC AGA GGT GAT G

p2 5° CAT CAC CTC TGA AAG CAATGG

p3 5°GAG ATC CATTGC TTT CAG AGG TGA TG

p4 (= p3 mit BamHI) 5°GCG GGA TCC GAG ATC CAT TGC TTT CAG AGGTGATG
p5 5°GCT GAC ACTGCTGGAC

p6 5°CAG CCA ACA ATT CCA AAG CTG CC

p7 5°GGA GTT GGT TGT GAG CCA GC

p8 (= p7 mit BamHI) 5°GCG GGA TCC GGA GTT GGT TGT GAG CCA GC

p9 5 GAA TTC ATC ACC TCT GAA AGC AAT GG

p10 (Phagensequenz) 5°CCG GAATTC CAG CTG AGC GCC GGT CGC

p12 5 GCATTATCATCA GTC ATT GGA GTATCACC

p15 (= p5 mit BamHlI) 5 GCG GGA TCC GCT GAC ACT GCT GGAC

p16 (= p6 mit BamHlI) 5 GCG GGA TCC CAG CCA ACA ATT CCAAAG CTG CC

Primer fur Expressionskonstrukte der GFP-Fusionsproteine:

pgfp-C1(Nrul) Y 5' GCG TCG CGA AAA TCC AGC AGT GTC AGC AAA C

pgfp-C2(Nrul) ISTOP 5 GCGTCGCGATTTTTTTTT TTA AAT CGG CAAGTT C

pgfp-N1(Cla Izl 5' GCG ATC GAT AAA TCC AGC AGT GTC AGC
pgfp-N2(Clal)iels 5'GCG ATC GAT TTT IR TTT TTT TAA ATC GGC AAGTTC

Primer flr Expressionskonstrukte der GST-Fusionsproteine:

pgst-fw(BamH IR 5°GCG GGA TCC AAA AAINIFST CCA GCA GTG TCA GC

pgst-rev(Xhol ) 1Ke]x 5°GCG CTC GAG TTT TTT TAAATC GGC AAG TTC



111

Primer zur Konstruktion des Knockouts:

p181-fw(Clal) 5 GCG CAT CGA TTA CAA ACC AAA ATA ATT AAT TAA
TTAATT AAT TCA AC

p208-fw(Clal) 5°GCG CAT CGA TTT AAT TCA ACA AAT AAA AAT
ANNETC C

p567-rev(Xhol) 5 GCG CCT CGA GTAAAA ACACAG GGATTT TGA
TTTATTTTT TTAAAT CGG C

p71-del-rev(Clal) 5°GCG CAT CGA TTT AAT TAT CAA AAA AAA AAA
AAA AAA A

p208-fw(Bgl I1) 5 GCG CAG ATC TTT AAT TCA ACA AAT AAA AAT
ANNETC C

p181-fw(Bgl I1) 5 GCG CAG ATC TTA CAA ACC AAA ATA ATT AAT
TAATTA ATT AAT TCAAC

10.2.4 DNA-Fragmente

F10 siehe Kapitel 2.1,
Phagentotallysat: Labor-Nr. F68-7 bzw. daraus gewonnene
cDNA: Labor-Nr. F68-8 als Template fiir PCR)

10.3 Enzyme und Kits fiir die Molekularbiologie

10.3.1 Enzyme

Alkal. Phosphatase aus Kalberdarm (CIAP) 1U/ul  Boehringer Mannheim

DNA-Polymerase | Boehringer Mannheim
Klenow-Fragment der DNA-Polymerase | Boehringer Mannheim
Lysozym Sigma

Proteinase K Sigma

DNase | Sigma

RNase A QIAGEN, Sigma
T4-DNA-Ligase 1U/pl Boehringer Mannheim
T4-DNA-Ligase (,Ready To Go*) Pharmacia Sweden
Taqg-DNA-Polymerase (AmpliTag®) 5U/pl Perkin Elmer, Eurogentec
Taqg-DNA-Polymerase 5U/pl Amersham
T4-DNA-Polymerase Boehringer Mannheim
Restriktionsendonukleasen Boehringer Mannheim, Amersham,

New England Biolabs

10.3.2 Kits

Gel-Extraction-Kit (QlAquick) QIAGEN
PCR-Purification-Kit (QlAquick) QIAGEN
Plasmid-Mini-Kit (QlIAprepMiniprep) QIAGEN
QIAGEN Plasmid-Midi-Kit QIAGEN
QIAGEN Plasmid-Manxi-Kit QIAGEN

TOPO-TA-Cloning-Kit Invitrogen
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Random-Primer-Labeling-Kit (Prime-It® II)
DIG-DNA-Labeling- und Detection-Kit
pGEM®-T-Vector System

10.4  Antikorper

10.4.1 Primarantikorper

10.4.1.1 Monoklonale murine Antikérper
anti-DMIF1-Antikorper (Fusion 272)

mAk 236-173-2

anti-F,FoATPase p-chain (mAk 238-196-11)
anti-GFP-IgG (mAk 264-449-2)

anti-Porin (mAk 70-100-1)

anti-GST (mAk 268-44-6)

anti-Calnexin (mAk270-390-2, 270-349-1)
anti-Proteindisulfidisomerase (mAK 221-135-1)
anti-DSI (mAk 159-387-4)

10.4.1.2 Polyklonale Seren
anti-o-Tubulin-IgG (pAk Kaninchen)
anti-GFP-IgG (pAk Kaninchen)
anti-GST (pAk Ratte)

10.4.2 Sekundarantikérper

10.4.2.1 Enzym-gekoppelte Antikorper

Ziege-anti-Maus (GAM)/ Meerettich-Peroxidase
Ziege-anti-Maus-1gG (GAM)/alkal. Phosphatase
Ziege-anti-Maus-IgM (GAM)/alkal. Phosphatase
Ziege-anti-Maus-IgM (GAM)/alkal. Phosphatase
10.4.2.2 Radioaktiv markierte Antikorper

'2°|_Schaf-anti-Maus-1gG (SAM)

Stratagene
Boehriner Mannheim
Promega

diese Arbeit

M. Ecke, MPI

A. Popp, MPI

U. Hacker, MPI
Troll et al. 1992

C. Chlougherty, MPI
M. Ecke, MPI
Monnat et al., 1997

Clontech
Connex

Biorad
Dianova
Dianova
Calbiochem

Amersham

10.4.2.3 Sekundar-Antikorper — Fluoreszenz-markiert:

Ziege-anti-Maus (GAM)-IgG/TRITC
Ziege-anti-Kaninchen (GAR)-IgG/TRITC
Ziege-anti-Maus (GAM)-IgG/CY3
Ziege-anti-Kaninchen (GAR)-IgG/CY3
Ziege-anti-Maus (GAM)-IgG/CY5
Ziege-anti-Kaninchen (GAR)-IgG/CY5

10.4.3 Ak fiir Ouchterlony-Test

Dianova, Calbiochem

Ziege-anti-Maus (GAM) Isotypisierungsreagenzien Sigma
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(IgG1, IgG2a, IgG2b, 1gG3, IgM, IgA)

10.5 Protease-Inhibitoren

Antipain-Hydrochlorid Sigma
Benzamidin-Hydrochlorid Sigma
Bestatin-Hydrochlorid Sigma
Leupeptin-Hemisulfatsalz Sigma
Pefabloc Roth

Pepstatin A Sigma
Trasylol (Aprotinin) Bayer

10.6  Antibiotika

Ampicillin Sigma

Blasticidin S Calbiochem
Kanamycin Sigma

Geneticin (G 418) Sigma
Penicillin/Streptomycin 10000 IU/ml Boehringer Ingelheim

10.7 Reagenzien, Chemikalien

Soweit nicht anders angegeben, stammten die verwendeten Laborchemikalien von Merck

und hatten den Reinheitsgrad p.a..

Aceton Riedel-de-Haén
Agar Agar Biomatik
Agarose (Seakem GTG) Biozym
Agarose (Seakem ME) Biozym
Agarose,niedriger Schmelzpunkt (Typ VII) Sigma

Alu-Gel S Serva
AquaPhenol Appligene
-Mercaptoethanol Merck, SIGMA
Bacto-Agar Difco
Bacto-Pepton Difco
Bacto-Trypton Difco, Oxoid
BCA Protein Assay Reagent Kit Pierce

BCIP (5-Brom-4-chlor-3-indolylphosphat)-

Toluidin-Salz Roth
Benzamidinhydrochlorid

Bradford-Testreagens BioRad
Bromphenolblau Merck
Caesiumchlorid Biomol
4-Chlor-1-Naphtol Sigma
Chloroform (Trichlormethan) Riedel-de-Haén
cAMP Sigma
CM-Cellulose Whatman
Coomassie-Brilliant-Blau G 250 Serva
Coomassie-Brilliant-Blau R 250 Serva

CSPD® (Disodium 3-(4-methoxyspiro{1,2-

dioxetane-3,2’-(5’-chloro)tricyclo[3.3.3.1]

decan}-4-yl]phenylphosphat Boehringer Mannheim (DIG-Kit)
DABCO, 97 % Janssen Chimica

DAPI Sigma



114

DEAE-(Diethylaminoethyl)-Cellulose DE52
di-Natrium-Pyrophosphat

DMSO (Dimethylsulfoxid)

dNTPs

DTT (1,4-Dithiothreitol)

EDTA (Ethylendinitrilotetraessigsaure)
EGTA (Ethylen-glycol-bis[2-amino-ethylether]-
N,N,N',N'-tetraessigsaure)

Epon 812

Essigsaure

Ethanol

Ethidiumbromid

Ficoll 400

Fischgelatine

Formaldehyd, min. 37 %

Formamid

Freund'sches Adjuvans, inkomplett
Freund’sches Adjuvans, komplett
Gelatine

Gelvatol 20-30

Glutaraldehyd

Glycerin, 99,5 %

Glycin (electrophoresis grade)
Hefeextrakt

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

IPTG

Isoamylalkohol

Isobutanol

Isopropanol

Maltose

MES (2-[N-Morpholino]ethansulfonsaure)
MOPS (y-[Morpholino]propansulfonsaure)
Methanol

Mineraldl (heavy white oil)

Natriumcitrat

NBT (4-Nitrotetrazolium-Chloridblau-Hydrat)
N-Lauryl-Sarcosin

Nonidet-P40(NP-40, Ethylphenylpolyethylenglycol)

Nukleotide

NZamin A

OctylPOE (Octyloligooxyethylen)
Paraformaldehyd

PEG, M, = 4000 g/mol

Pertussis-Toxin

Phenol

Phenolrot

Pikrinsdure

PIPES (1,4-Piperazindiethansulfonsaure)
Ponceau S

Protogel (30 % Acrylamid/0,8 % Bisacrylamid)
Rapid-Hyb-Puffer

Repel-Silan

Rinderserumalbumin Fraktion V

Whatman

Sigma

Serva

Boehringer Mannheim
Sigma

Merck

Sigma

Electron Microscopy Science
Riedel-de-Haén
Riedel-de-Haén
Sigma
Pharmacia
Sigma

Merck

Merck
Behringwerke
Behringwerke
Sigma

Sigma

Sigma

Sigma, Merck
ICN

Oxoid

Biomol

Loewe Biochemica
Merck
Riedel-de-Haén
Riedel-de-Haén
Merck

Serva

Biomol
Riedel-de-Haén
Sigma

Merck

Sigma

Sigma

Sigma, Fluka
Sigma, Boehringer
Aldag

Bachem Biochemica
Merck
Polysciences
Schweizer Serum- und Impfinstitut
Merck

Sigma

Merck

Sigma, Serva

Serva

National Diagnostics
Amersham

Pharmacia, LKB
Sigma
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Saccharose (RNase frei)

SDS (Natriumdodecylsulfat)
Sephadex G-75

Silicagel (Kieselgel 6-16 mesh)
Siliconpasta

TCA (Trichloressigsaure)

TEMED (N,N,N',N'-Tetramethyl-
ethylendiamin)

Tris

TRITC-Dextran

Triton X-100 (Octylphenylpoly
[ethylenglycolether])

Trypanblau

Tween 20 (Polyoxyethylensorbitanmonolaurat)
X-Gal (5-Brom-4-chlor-3-indolyl-3-
D-galactopyranosid)

10.8 Radiochemikalien

[a-**P]-dATP (10mCi/ml = 370 Mbg/ml)
[y-Na'*°J]-IMS 30 (100mCi/ml)

10.9 Standards

10.9.1 DNA-GroRen-Marker

1 kb-Leiter

75, 134, 154, 201, 220, 298, 344, 396
506/517, 1018, 1636, 2036, 3054,4072
5090, 6108, 7126, 8144, 9162, 10180
11198, 12216 bp

100 bp-Leiter
100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800

900, 1.000, 1.100, 1.200, 1.300, 1.400
1.500, 2.072 bp

DIG-DNA-Langenstandard Il
564, 831, 947, 1375, 1584, 1904, 2027
3530, 4268, 4973, 5148, 21226 bp

10.9.2 Protein-GroRen-Marker

SeeBlue™-Pre-Stained Standard (geférbt)
Myosin

BSA

Glutamindehydrogenase
Alkoholdehydrogenase

Carboanhydrase

Myoglobin

Lysozym

Aprotinin

Insulin, B-Kette

BRL

Roth

Pharmacia

Fisons Scientific Equipment
Wacker

Riedel-de-Haén

Serva
ICN, Riedel-de-Haén
Sigma

BioRad
Merck
Sigma

Polysciences

Amersham
Amersham

Gibco BRL

Gibco BRL

Boehringer Mannheim

BioRad
250 kDa
98

64

50

36

30

16

6

4
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“Low” Protein-Standard
Phosphorylase b
Serumalbumin
Ovalbumin
Carboanhydrase
Trypsininhibitor
Lysozym

Color Marker Ultralow (gefarbt)
Triosephosphatisomerase
Myoglobin

a-Lactalbumin

Aprotinin

Insulin B-Kette

Bradykinin

Ultralow Molecular Weight Peptide Marker

10.10 Medien, Puffer und andere Losungen

BioRad
92.5 kDa
66.2

45

31

21.5
14.4

Sigma

26.6 kDa (28 kDa, orange)

17 kDa (18 kDa, violett)

14.2 kDa (15.6 kDa, rot)

6.5 kDa (7.6 kDa, blau)

3.496 kDa (3.55 kDa, blau)

1.06 kDa (1.1 kDa, blau)

(in Klammern apparentes MolGewicht in
Tricine-Puffer-System)

Pharmacia
16.9, 14.4,10.7, 8.2, 6.2, 2.5 kDa

Alle verwendeten Medien und Puffer werden mit deionisiertem Wasser angesetzt, das Uber

eine lonenaustauschanlage (Millipore) gefiltert wurde. Medien und Puffer werden bei 120°C

autoklaviert. Antibiotika und Enzyme werden nach dem Abklhlen zugegeben und die Platten

mit einer halbautomatischen Plattengiefmaschine gegossen.

10.10.1 Medien fiir die D.-discoideum-Kultur

AX2-Flussigkulturmedium, pH 6.7
(Watts und Ashworth, 1970)

Soerensen-Phosphatpuffer 17mM, pH 6.0

(Malchow et al., 1972)

Phosphatagar-Platten, pH 6.0

14,3 g Pepton

7,15 g Hefeextrakt

18 g Maltose

0,616 g NazHPO4 X2 H20
0,486 g KH2PO4

mit H,O auf 1 | auffillen.

2 mM Na,HPO,
15 mM KH,PO,

12 g Agar Agar
mit Soerensen-Puffer
auf 1 | auffllen.
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SM-Aqgarplatten, pH 6.5

Normalagar-Platten (NA), pH 6.0

10.10.2 Medien fiir die Bakterienkultur

(Maniatis et al., 1989)
LB-Medium, pH 7.4

Der pH-Wert von 7,4 wird mit 1 N NaOH eingestellt.

supplementiert.

LB-Agarplatten, pH 7.4

9 g Agar Agar

10 g Pepton

10 g Glucose

1 g Hefeextrakt

19 MgSO, x 7 H,O

2,2 g KH,PO,

1,3 g K;HPO, x 3 H,O
mit H,O auf 1 | auffillen.

15 g Bacto-Agar

1 g Pepton

1 g Glucose x 1 H,O
mit Soerensen-Puffer
auf 1 | auffillen.

10 g Bacto-Trypton

5 g Hefeextrakt

5 g NaCl

auf 1 | mit H,O auffillen.

Bei Bedarf wurde mit 50 ug/ml Ampicillin

1.5% (w/v) Agar-Agar
50 pug/ml Ampicillin
in LB-Medium

Fir Blau/Weil-Selektion von E.coli-Transformanten wurden pro Platte 50 pl einer 0.1 M
IPTG-LAsung und 50 pl einer X-Gal-Lésung (2 % in DMF) ausplattiert.

Standard I-N&hrbouillon

SOC-Medium

10.10.3 Medien fiir die Hybridom-Zellkultur

Medium
RPMI-1640-Medium
RPMIoH-Medium

25 g Standard [-Nahrbouillon (Merck)
auf 1 I mit H20 aufflllen

2%Trypton

0,5% Hefeextrakt
10 mM NaCl

2,5 mM KCI

10 mM MgClI2

10 mM MgSO4
20 mM Glucose

Gibco BRL
Gibco BRL
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Medienzusatze

Aminopterin

FCS (fétales Kalberserum)
L-Glutamin-L6ésung, 200 mM
Hypoxanthin
Kanamycin-Ldsung, 10 mg/ml
Thymidin

Bri Clone

Normalmedium

3 x HAT-Medium

HT-Medium

Einfriermedium

Sigma

Gibco BRL

Gibco BRL

Merck

Gibco BRL

Sigma

Bio Research Ireland

1 % fotales Kalberserum
2 mM Glutamin

10 yM 2-Mercaptoethanol
0,01 % Kanamycin

in RPMI 1640

300 uyM Hypoxanthin
1,2 yM Aminopterin
48 uM Thymidin

in Normalmedium

100 yM Hypoxanthin
16 M Thymidin
in Normalmedium

20 % fotales Kalberserum
12 % DMSO
10 uM B-Mercaptoethanol

in RPMI 1640/L-Glutamin/HEPES

10.10.4 Puffer und andere Lésungen

Hier nicht verzeichnete Puffer und Lésungen sind bei den jeweiligen Methoden angegeben.
10x NCP (TBS-Tween), pH 7.4 100 mM Tris-HCI

1,5 M NaCl

0,5 % (v/v) Tween 20

0,2 % NaN;

1xPBS,pH7.2/8.0 65 mM Na,HPO,
35 mM KH2PO4
150 mM NaCl
0.1% NaN;

1x TE-Puffer, pH 8.0 10 mM Tris-HCI
1 mM EDTA

10x TBE (Tris/Borat/EDTA-Puffer), pH 8.3 0,9 M Tris
0,9 M Borsaure
25 mM EDTA

10x Loening-(Tris-Phosphat)-Puffer, pH 7.8 360 mM Tris/Phosphorsaure
300 mM NazHPO4
10 mM EDTA
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20x SSC

2x KGB-Puffer, pH 7.6

10x One-Phor-All-Puffer (Pharmacia), pH 7.5

Homogenisationspuffer, pH 8.0

10.11 Verbrauchsmaterial

3MM Chromatografie-Papier

3MM Filterpapier

Cellophan-Folien, Dryease und Rahmen
DE81-Papier

Deckglaschen, & 12 mm

Deckglaschen, & 18 mm

Deckglaschen, 5 x5 cm

Deckglaschen mit Raster, & 12 mm
Dialyseschlauch

Einfrierrohrchen, 1,8 ml
Elektroporationskuvetten, 2 mm

Faltenfilter 595 1/2, & 385 mm

Film Fuji Neopan, 400 ASA (schwarz/weil})
Film liford Pan F, 50 ASA (schwarz/weil})
Filme Fujicolor, 400 ASA (farbig)
Hamilton-Spritze

Kantulen, 0,9/0,8 x 40 mm, 0,6 x 30 mm
Kulturplatten, 24 Loch, & 16 mm
Mikrokapillaren, & auRen 1 mm, innen 0,58 mm
Mikrokonzentrator, Centrikon 10, 30, 100
Mikrokonzentrator, Centriprep 10, 30, 100
Mikrokonzentrator, Macrosep 3, 30, 50, 100
Mikrokonzentrator, Microsep 3, 30, 50, 100
Mikrotiterplatten, 96 Loch

Mikrotiterplatten, 96 Loch, F-Boden
Nitrocellulose-Membran BA 85, 0.45um
Nitrocellulose-Rundfilter BA 85, 0.45um,J82mm
Nitrocellulose-Rundfilter HA, 0.45 pym,Z47mm

0,3 M Natriumcitrat
3 M NaCl

200 mM Kaliumglutamat

50 mM Trisacetat

20 mM Magnesiumacetat
100 ug/ml BSA

1 mM 2-Mercaptoethanol
sterilfiltriert bei 4°C oder

aliquotiert bei —20°C

100 mM Trisacetat
100 mM Magnesiumacetat
500 mM Kaliumacetat

30 mM Tris-HCI

4 mM EGTA

2 mM EDTA
2mMDTT

30 % (w/v) Saccharose
10 mM Benzamidin

0,5 mM Pefabloc

Whatman
Whatman

Novex

Whatman
Assistent

Assistent

Assistent
Eppendorf

Sigma

Nunc

Eurogentec
Schleicher&Schuell
Fuji

[Iford

Fuiji

Hamilton

Braun Melsungen
Costar

Sutter Instruments
Amicon

Amicon

Filtron

Filtron

Falcon

Greiner
Schleicher&Schuell
Schleicher&Schuell
Millipore
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Nitrocellulose, Hybond-C
Nylon-Membran, Hybond-N
Nylonmembran, Biodyne A
Nylonmembran positiv geladen
Nylonfilter amphoter, & 82 mm
Parafilm

Plastikkivetten, 1 ml
Plastikréhrchen, 0,4 mi
Plastikpipetten, 1, 5 und 10 ml

50 ml Réhrchen, Falcon 2070

15 ml Réhrchen, Falcon 2095
Petrischalen, 120 x 120 x 17 mm
Petrischalen, & 90 mm x 17 mm
Petrischalen, & 90 mm, Ho6he 17 mm
Petrischalen, & 90 mm, H6he 20 mm
Pipettenspitzen

Protein-A-Sepharose CL-4B

Kunststoff-Zentrifugenréhrchen, 15 und 50 ml

Plastikktvetten (1 und 4 ml)
Plastikpipetten (1, 5 und 10 ml)
Polaroidfilm Typ 667, 8,5 x 10,8 cm
Protein-A-Sepharose CL-4B

Quick Spin® Columns
Reaktionsgefal3, 0.5 ml (PCR)
Reaktionsgefalie, 0.4, 1.5 und 2 ml
Rontgenfilm X-omat AR-5, 35 x 43 cm
Rontgenfilm X-omat S-1, 18 x 43 cm
Sephacryl S-300
Sephadex-G-50-Saulchen
Skalpellklingen Typ 11

Spritzen 5, 10, 50m|

Sterilfilter Millex-HA, 0,45 um
Sterilfilter Millex GS, 0.22 um
Sterilfiltrierflaschen, 0,2 ym, 500 ml
Zellkulturflaschen, 5 ml
Zellkulturflaschen, 50 ml

10.12 Gerate und Zubehor

Zentrifugen:

Airfuge

Ultrazentrifuge L3-50
Sorvall RC-5B Superspeed
Rotanta/K; Rotanta/R
Tischzentrifuge 5415 C
Biofuge 13 (157?)
Speed-Vac Concentrator
Centrikon T-1065 Ultrazentrifuge
TGA-65 Ultrazentrifuge
Rotixa/KS

Tischzentrifuge Universal

Rotoren:
Airfuge-Rotor

Amersham
Amersham

PALL

Boehringer Mannheim
Boehringer Mannheim
American National Can
Greiner

Eppendorf

Falcon

Falcon

Falcon

Greiner

Greiner

Greiner

Falcon

Gilson

Pharmacia

Sarstedt

Greiner

Falcon

Polaroid

Pharmacia
Boehringer Mannheim
AGS, Sarsted
Eppendorf

Kodak

Kodak

Pharmacia
Boehringer Mannheim
Bayha

Braun Melsungen
Millipore

Millipore

Nalgene

Falcon

Greiner

Beckman
Beckman
Du Pont
Hettich
Eppendorf
Heraeus
Bachhofer, SAVANT
Kontron
Kontron
Hettich
Hettich

Beckman
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Sorvall A6.9
Sorvall A6.14
Sorvall SS-34
Sorvall HB-4
TFT 65.13
TFT 50.38
A8.24

SW41 Ti
TST60

TFT 45.94
VTi50

VTi65

A6.9

A6.14

Zentrifugenréhrchen:

Airfuge-Rohrchen, 5 x 20 mm
Kunsstoff-Réhrchen, 10 und 30 ml (UZ)
Corex-Glasréhrchen, 15 und 30 ml (Sorvall)
Kunsstoff-Réhrchen, 30 ml (Sorvall)
Plastikbecher fir A6.9-Rotor, 400 ml

Mikroskope:
Fluoreszenzmikroskop Axiophot

Fluoreszenzmikroskop Axiovert 135TV (invers)
Makroskop M420 und M3Z

Mikroskop Axiovert 25 (invers)

Mikroskop Diavert (invers)

Konfokales Mikroskop LSM 410

Kameras:

Fotokamera 167MT (Lichtmikroskop)
Fotokamera KR-CM

Fotokamera (Immunfluoreszenz)
Fotokamera Vario-Orthomat (Makroskop)
Polaroid MP-4 Land Camera
Videokamera

Digitalkamera

Sonstige Gerate:

Brutschrank

Beschichtungseinheit SCD 020
"Cell-cracker” mit Stahlkugeln
Dounce-Homogenisator
Electrophoresis Power Supply ECPS 3000/150
Elektrophoresekammern
Elektroporationsgerat Gene Pulser
Filmkassetten
Fluoreszenzspektrometer SFM 25
Fraktionenkollektor Frac-100
Fraktionenkollektor Redirac2112
Fraktionenkollektor Microcol TDC80
Fraktionenkollektor RediFrac
French Pressure Cell

Du Pont, Kontron
Kontron

Du Pont Instruments
Du Pont

Kontron

Kontron

Kontron
Beckman
Kontron

Kontron
Beckman
Beckman
Kontron

Kontron

Beckman

Kontron

Du Pont

Sorvall Instruments
Sorvall Instruments

Zeiss
Zeiss
Leika
Zeiss
Leitz
Zeiss

Contax
Ricoh
Zeiss
Leitz
Polaroid
Zeiss

Balzers

Wheaton

Pharmacia

Werkstatt MPI flir Biochemie
Bio-Rad

Rego

Kontron

Pharmacia

LKB

Gilson

Pharmacia

American Instrument Company
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GelgielRapparatur

Glas-Saule mit Fritte, & 1,25 cm, Hohe 10 cm
Glas-Saule mit Fritte, @ 1,5 cm, Hohe 10 cm
Glas-Saule mit Fritte, & 2,75 cm, Hohe 30 cm
Gradientenmischer

Heizblock fur Reaktionsgefalie
Hybridisierungsofen

Hybridisierungsréhren

Kultur-Schittler

Labor-Schiittler 3015

Laborwaage

Mixer 5432

Neubauer Zahlkammer

Parr-Bombe

Peristaltische Pumpe Microperpex S 2232
Peristaltische Pumpe P-1

Phosphoimager Fujix BAS 1000 und Zubehor
Photometer PCP 6121

Entwicklermaschine M35 X-omat

Pipetten 2, 10, 20, 200 und 1000 ul
PlattengieRmaschine

Quarzkivetten Infrasil

Quarzkivetten QS

Roll-Inkubator flr E.coli-Kultivierung in Réhren
Ruhrer/Heizplatte lkamag RCT

Schreiber P-40

Schreiber REC-1

SemiDry-Blotkammern

Spektralphotometer Ultrospec Il mit
Spektralphotometer Uvikon 820
Sterilwerkbank

Stromversorgungsgerat 2301 Macrodrive 1
Szintillationszahler Tri-carb 4550
Trockenschrank

Ultraschall-Stab-Sonifier B-12
Ultraschall-Wasserbad

UV-Detektor UV-1

UV-Monitor UV-1

UV-Transilluminator UVT 2040 (302 nm)
UV-Auflichtilluminator MinUVIS(254 nm, 366 nm)
DNA-Thermal-Cycler 480
UV-Transilluminator TF-35M (312 nm)
Verstarkerfolien Quanta IlI-T

Videorecorder AG6720

Video-Scanner Elscript 400

Vortex-Mixer

Wasserbader

Werkstatt

BioRad

Biorad

BioRad

MPI fir Biochemie
Stork-Tronik
Hybaid

Hybaid
Adolf-Kihner AG
GFL

Eppendorf

Brand

Parr Instrument Company
LKB

Pharmacia

Fuiji

Eppendorf

Kodak

Gilson
TEC-NO-MAT
Hellma

Hellma

MPI fir Biochemie
lka

Epson

Pharmacia

Keutz

Pharmacia
Kontron

Pharmacia
Packard
Heraeus
Branson
Branson
Pharmacia
Pharmacia
Herolab
Desaga
Perkin Elmer
Bioblock

Du Pont
Panasonic
Hirschmann
Cenco
Kottermann
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11 Methoden der Zell-Kultivierung

11.1  Dictyostelium discoideum

11.1.1 Anzucht in axenischem Medium

Der Laborstamm AX2 kann im Gegensatz zum Wildtyp (Freilandisolat NC4) in axeni-
schem Medium aus tiefgefrorenen Sporen (bei -80°C oder in flissigem Stickstoff gelagert),
durch Uberimpfen der Zellen von SM-Platten (mit K. aerogenes) oder eines kleinen Volu-
mens einer Vorkultur kultiviert werden. Die Animpfdichte sollte nicht kleiner als 10* Zellen
oder Sporen pro ml sein. Bei einer Schittelgeschwindigkeit von 150 Upm im Kulturschiittler
und einer Temperatur von 23°C betragt die Generationszeit etwa 8 h; der Ubergang von der
exponentiellen zur stationaren Wachstumsphase erfolgt bei einer Zelldichte von 4 bis 6-10°
Zellen pro ml. Eine Vorkultur dieser Zelldichte ist bei 4°C unter Schitteln (100 Upm) 1-2 Wo-
chen haltbar. Nach Uberschreiten dieser Dichte bei RT setzt die Entwicklung zu aggregati-
onskompetenten Zellen ein (1.1, 11.1.4, 11.1.5). Die Zelldichten der Suspensionskulturen
werden mit einer Neubauer-Zahlkammer ermittelt. Bei einer Dichte iiber 2:10° werden die
Zellen zum Zahlen verdunnt.

Die Kultur in axenischem Medium kann auflerdem in Petrischalen oder 24-Loch-
Kulturplatten (Costarplatten) erfolgen, wodurch die Zellen die Mdglichkeit der Anheftung an
die Kunststoffoberflache des Gefallbodens haben. Beim Animpfen von auf einem Bakterien-
rasen gewachsenen Kolonien wird dem Medium 1 % Penicillin/Streptomycinlésung zuge-

setzt.

11.1.2 Wachstum in Bakteriensuspensionskultur

Der Bakterienstamm E.coli- B/2 wird in 2l luftdurchperlter Standard |- Nahrbouillon
Uber Nacht herangezogen und bei einer Dichte von maximal 5:10° Zellen pro ml geerntet,
zweimal mit eiskaltem Soerensen-Phosphatpuffer gewaschen und mit diesem Puffer auf ei-
ne Dichte von 10'° Zellen pro ml eingestellt. Die Suspension kann unter Schiitteln bei 4°C ca
2 Wochen aufbewahrt werden. Die Dichtebestimmung erfolgt photometrisch durch Ermitt-
lung der Absorbtion bei 600nm und Vergleich mit einer Eichgeraden. Diese Bakteriensus-
pension wird dann mit 10* bis 10° D.-discoideum-Zellen pro ml beimpft und bei 23°C und 150
Upm geschiittelt. Die Generationszeit von AX2 betragt in einer Suspension von E.coli- B/2
etwa 3,5 h.
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11.1.3 Anzucht auf Agarplatten

Zur Beurteilung der Koloniemorphologie und der Wachstumsgeschwindigkeit werden
D.-discoideum-Zellen auf Normal-Agarplatten mit dem Bakterienstamm E.coli- B/r kultiviert.
Transformanten werden zum Klonieren gemeinsam mit K. aerogenes auf SM-Agarplatten
ausgespatelt und ebenso bei 23°C vermehrt, bis nach ca 48 Stunden einzelne Kolonien als
klare Stellen im Bakterienrasen (“clearing plates”) sichtbar werden (genaues Protokoll siehe
Kapitel 12.7.3 Klonieren von Transformanten). Nach einem weiteren Tag werden Fruchtkor-
per gebildet. Die Generationszeit betragt unter diesen Bedingungen 3 bis 4 h. Alternativ
kénnen Zellen aus D.-discoideum-Kolonien mit sterilen Zahnstochern auf ausgespatelte Bak-

terien gepickt werden, z. B. zum Anfertigen von Musterplatten fir Kolonie-Blotting.

11.1.4 Entwicklung in Suspension

In Flissigmedium gewachsene D.-discoideum-Zellen werden nach Erreichen einer
Dichte von 2 bis 4:10° Zellen pro ml durch Zentrifugation (4°C, 5 min, 1000 Upm, Hettich-
Zentrifuge) geerntet und zweimal mit eiskaltem Soerensen-Phosphatpuffer, pH 6.0 gewa-
schen. Nach dem zweiten Waschschritt werden die Zellen zu einer Dichte von 107/ ml in
Phosphatpuffer resuspendiert (Zeitpunkt ty) und bei 23°C mit 150 Upm geschlittelt. Zeitpunk-
te der Entwicklung bezeichnet man mit t, (n = Zeit in Stunden seit tp). In geschittelten Kultu-
ren erreichen die Zellen Aggregationskompetenz, d.h. sie bilden stabile Zell-Zell-Kontakte
aus. Eine Weiterentwicklung zu den Stadien wie in 1.1 beschrieben findet jedoch nicht statt.
Um Sporen zu gewinnen, missen die Amoében auf festen Unterlagen wie Phosphat-

Agarplatten kultiviert werden.

11.1.5 Sporengewinnung und Konservierung

Axenisch gewachsene, zweimal mit eiskaltem Soerensen-Phosphatpuffer gewaschene
D.-discoideum-Zellen werden in einer Dichte von 2-10"/ml in Soerensen-Phosphatpuffer re-
suspendiert und je 5 ml dieser Suspension auf eine Phosphatagarplatte pipettiert (=108 Zel-
len). Man 1403t die Zellen 20 min absitzen, giel3t den Uberstehenden Phosphatpuffer vorsich-
tig ab und laflt die Platten 30 min im sterilen Luftstrom trocknen. Nach 2 bis 3tagiger Inkuba-
tion bei 23°C werden die gebildeten Sporenképfchen in den Deckel der Petrischale geklopft,
in 3 bis 5 ml eiskaltem Phosphatpuffer aufgenommen und die Sporen gezahlt. Die Suspen-
sion wird auf 10" Sporen pro ml eingestellt, in 1-ml-Aliquots in flissigem Stickstoff tiefgefro-
ren und bei -80°C oder fliissigem Stickstoff aufbewahrt. Vegetative Zellen (2 bis 4:10° Zellen
pro ml) kdnnen in eiskaltem AX-Medium, dal® 5% DMSO und bei Bedarf 1% Penicil-

lin/Streptomycin enthalt, eingefroren werden. Dazu werden die Zellen in 1ml- Aliquots 3 h in
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Einfrierkdpfen Uber flissigem Stickstoff geklhlt (Temperaturerniedrigung um 1°C pro Minu-

te) und schlieBlich in flissigem Stickstoff eingefroren und gelagert.

11.2 Bakterien

11.2.1 Anzucht in Fliissigmedium

Werden Bakterien in Rollerkulturen vermehrt, wird LB- oder SOC- Medium in Rea-
genzglasern, bei Bedarf supplementiert mit selektionierenden Antibiotika (Ampicillin:
50ug/ml), mit sterilen Zahnstochern von einer Agarplatte oder aus einer eingefrorenen Gly-
cerin-Kultur beimpft und bei 37°C im Rollschittler mindestens 12 Stunden inkubiert. Schit-
telkulturen werden nach Beimpfen auf dem Schnellschittler mit mindestens 250 Upm inku-
biert.

11.2.2 Anzucht auf Agarplatten

Bakterien kdnnen auf SM- (K. aerogenes) oder NA-Agarplatten (E.coli- B/r) vermehrt
werden. Durch Einstechen einer ausgeglihten Impfése in die noch tiefgefrorenen Zellen wird
diese mit Bakterien benetzt, die sofort in Soerensen-Phosphatpuffer resuspendiert werden.
Diese Suspension kann mit einem sterilen Glasspatel auf Agarplatten verteilt werden. Die
Inkubation erfolgt mindestens 12 Stunden bei 37°C mit Deckel nach unten. Die spezielle Kul-

tivierung der Bakterien fur die Phagenbank ist im Kapitel 12.1 beschrieben.

12 Molekularbiologische Methoden

Soweit nicht anders angegeben, sind die hier verwendeten Methoden aus ,Molecular
Cloning - A Laboratory Manual® (Maniatis et al., 1989) entnommen. Fir alle molekularbiolo-
gischen Arbeiten wurde bidestilliertes, millipore-filtriertes und anschlieRend autoklaviertes

H,O verwendet.

121 cDNA-Bank Screening

An Expressions-Genbanken von Dictyostelium kdnnen sowohl durch Immunoscreening
mit monoklonalen Antikérpern (Young und Davis, 1983a und 1985) als auch Screening mit
Digoxigenin- (Boehringer) und radioaktiv markierten DNA-Sonden (Benton und Davis, 1977)
Phagenklone fir interessierende Gene in vegetativen (t;) und in sich entwickelnden (t;) Zel-
len isoliert werden. Die beschriebene Prozedur wird zwei- bis dreimal bis zur Isolierung von

sauberen Einzelklonen wiederholt.
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12.1.1 gt11 Bank, Puffer und Losungen

Agt11 cDNA-Bank AX2 t, 5.8-10" pfu/ml (plaque forming unit)
Agt11 cDNA-Bank AX3 4 5.10° pfu/mi
NZYM-Medium, pH 7.4 10 g Nzamin A

5 g NaCl

5 g Hefeextrakt

2 g MgSO,-7 H,O

800 ml H,0O

pH mit NaOH einstellen
auf 11 mit Wasser auffillen

NZYM-Agarplatten, pH 7.4 0.9 % (w/v) Agar-Agar
NZYM-Medium
autoklavieren
50 pg/ml Ampicillin
Petrischalen, 120 x 120 x 17 mm

Top-Agarose, pH 7.4 0.7% (w/v) Agarose
In NZYM-Medium

SM-Puffer, pH 7.4 5g NaCl
2g MgSO,-7 H,O
50 ml 1M Tris-HCI
5 ml 2% Gelatine
mit H,O auf 1 | auffiillen
autoklavieren

Denaturierungslosung 0.5 M NaOH
1.5 M NaCl

Neutralisierungslésung 1, pH 7.5 0.5 M Tris-HCI

(fur radioaktive Markierung von Plaque lifts 3 M NaCl

und Southern mit DIG)

Neutralisierungslosung 2, pH 7.5 1 M Tris-HCI

(fur DIG-Markierung von Plaque lifts) 1.5 M NaCl

Aquilibrierungsldsung (20x SSC), pH 7.0 0.3 M Na-Citrat
3 M NaCl

12.1.2 Vorbereitung der Bakterien

100 ml NZYM-Medium mit 40 pg/ml Ampicillin und 0.4% (v/v) Maltose (Stocklésung
20%) werden mit 10 pl einer konservierten Glycerin-Stammkultur von E.coli- RY1090" be-
impft und Uber Nacht unter Schitteln mit 270 Upm bei 37°C bis zur ODgy = 2 vermehrt. Flr
eine schnellere Anzucht kénnen auch 1 ml Bakterien in 100 ml Medium 3 bis 4 Stunden bei
37°C kultiviert werden. Die Zellen werden 10 min bei 4°C mit 4000 Upm (Hettich-Zentrifuge)

sedimentiert und in 25 ml kaltem sterilen 10 mM MgSO, resuspendiert. Die Bakterien sind
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ca. 2 Wochen bei 4°C haltbar. Weitere Kulturen kénnen aus zuvor angelegten Agarplatten
gezogen werden, die ca. 4 Wochen bei Lagerung im Kuihlschrank verwendbar sind. Dazu
werden MgSO,-freie LB-Platten (50 pg/ml Ampicillin) mit 5 yl der Bakterien-Stock-Kultur be-
impft und bei 37°C Uber Nacht vermehrt. Von diesen Arbeits-Platten werden einzelne Kolo-

nien in Schittelkulturen Gberimpft und wie oben beschrieben verarbeitet.

12.1.3 Ausplattieren der Phagen und Bakterien

Fir eine Platte werden 300 pl E.coli- RY1090 mit 3 pyl Phagen der Originalgenbank (to-,
t,-Bank) einer geeigneten Verdinnung in SM- Puffer (Endkonzentration der Verdinnung
104pfu/ul = 1:500 t4,-Bank, 1:5800 t,-Bank) gemischt und durch 30 min Inkubieren bei RT in-
fiziert. Dabei nutzen die Phagen die durch Magnesium stabilisierten Maltoserezeptoren der
Bakterien als Andockstellen. Die Topagarose wird in der Mikrowelle aufgekocht und in steri-
len Reagenzglasern zu 9 ml-Aliquots im Wasserbad auf maximal 52°C gehalten. Die Bakte-
rien mit den anhaftenden Phagen (die Suspension enthalt 3.10* pfu) werden in der Topaga-
rose verdunnt, durch kurzes Vortexen gut gemischt und sofort auf die im sterilen Luftstrom
getrockneten und auf 42°C vorgewarmten NZYM-Agarplatten verteilt. Nach einer Erstar-
rungszeit von 15 min werden die Platten bei 42°C 3 bis 5 h bis zum Erscheinen der klaren
Plaques im Bakterienrasen inkubiert. Ein temperatursensitiver Repressor der Genexpression
in Agt11 sorgt fur den lytischen Verlauf durch seine eigene Inaktivierung bei 42°C. Fur das
Immunoscreening sollten die Plaques sehr dicht sein, sich aber weitgehend nicht berthren,
wahrend fur die Hybridisierung mit einer DNA-Sonde die Bakterien nahezu vollstéandig lysiert

werden konnen, da diese Detektionsmethode erheblich feiner ist.

12.1.4 ,Plaque lifts“ fiir das ,,Jmmunoscreening“

Zur ldentifizierung von Phagen, die das gesuchte Gen oder dessen Fragmente enthal-
ten, wird die Expression des jeweiligen Genproduktes als /acZ-Fusionsprotein durch An-
schalten des lac-Promoters durch IPTG induziert. Dazu werden mit 10 mM IPTG getrankte
und gut getrocknete Nitrocellulosefilter luftblasenfrei auf die Agarplatten aufgelegt und bei
37°C Uber Nacht inkubiert. Die niedrigere Temperatur zwingt die Phagen durch den aktiven
Zustand des Repressors in den lysogenen Verlauf der Infektion und nur die unter Kontrolle
des lacZ-Promoters stehenden ,Phagen-Proteine® werden durch die Bakterien zusatzlich
produziert. Die Filter werden auf den Platten markiert und nach Abziehen von der Oberflache
dreimal je 10 min in 1x NCP-Puffer gewaschen. Die Detektion der Fusionsproteine erfolgt

immunologisch analog zum Westernblot (siehe Kapitel 13.2.4).
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12.1.5 ,Plaque lifts“ fiir die Detektion mit DNA-Sonden

Das interessierende Gen oder Genfragment kann auch auf der Ebene seiner DNA-
Sequenz durch Hybridisieren mit markierten DNA-Sonden in Phagen identifiziert werden. Die
Agarplatten, die die klaren Plaques aus lysierten Bakterien enthalten werden bei 4°C 30 min
vorgekuhlt und getrocknet. AnschlieRend werden die Plaques durch 1- minutiges Auflegen
von Nylon- oder Nitrocellulose-Membranen (amphotere oder ungeladene Oberflache) auf
diese abgeklatscht.

Zur Detektion mittels radioaktiv markierter DNA-Sonden werden die Filter, nach Mar-
kierung ihrer Lage, prozessiert, d.h. 5 min denaturiert, 15 min neutralisiert und 10 min in 2x
SSC Aaquilibriert. Die luftgetrockneten Filter werden zur Immobilisierung der DNA 30 min bei
80°C (15 min, 120°C) gebacken. Markierung der Sonden, Hybridisierung und Detektion er-
folgen wie unter 12.4.1 beschrieben.

Plaque lifts, die zur Hybridisierung mit DIG-markierten Sonden bestimmt sind, werden
nach kurzem Trocknen auf Whatmanfilterpapier auf, mit entsprechenden Puffern getrankten,
Lagen von Filterpapier 15 min denaturiert, 15 min neutralisiert und mindestens 10 min aquili-
briert. Nach vollstandiger Trocknung der Nylon-Membranen (fur DIG-Detektion kann keine
Nitrocellulose verwendet werden) wird die DNA durch 30 min Backen bei 80°C oder 5 min
UV-Bestrahlung an das Tragermaterial gebunden und mit sich selbst vernetzt. Das DIG-
Verfahren ist in 12.4.2 beschrieben.

In beiden Fallen werden die Phagenplatten bis zur Detektion der Filter lichtgeschutzt

bei 4°C gelagert.

12.1.6 Isolierung von positiven Lgt11-cDNA-Klonen

Positive Klone werden beim ersten Screening durch Ausstechen des sie enthaltenden
und umgebenden Agars mit dem hinteren Ende, bei weiteren Aufreinigungsschritten mit dem
spitzen Ende steriler Pasteurpipetten isoliert und in Eppendorfreaktionsgefale (1.5 ml) mit 1
ml SM-Puffer/ 10 pl Chloroform Uberflihrt. Die Phagen diffundieren bei 4°C innerhalb von 12
bis 24 Stunden in die flissige Phase. Chloroform tétet die Bakterien ab, ohne die Phagen zu
beeintrachtigen.

Zum Anreichern und Saubern der Klone wird die Lésung, die die Phagen enthalt mit
SM-Puffer 1:100 verdiinnt und 100 pyl RY1090 mit 1.5 pl dieser Verdlinnung infiziert (weitere
Prozedur siehe 12.1.3 bis 12.1.5, aber auf Petrischalen & 90 mm, Nitrocellulose-Rundfilter
& 82 mm oder Nylonmembran & 82 mm). Das Picken und Vermehren der Phagen erfolgt
solange, bis die Phagen ,sauber” sind, d.h. bis keine negativen Plaques mehr auf der Platte
zu finden sind. Nach diesem Prozeld entspricht ein Plaque einem Klon, der einzeln isoliert

wird.
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12.1.7 Amplifizierung reiner Phagenklone, Herstellung von Totallysaten

Von einem einzelnen Klon in SM-Puffer werden 30 ul zur Infektion von 300 pl Bakteri-
en entnommen und auf einer groRen Platte bis zur vollstdndigen Lyse vermehrt. Zur Gewin-
nung der Phagen durch Diffusion werden 20 ml SM-Puffer auf die Agarplatte pipettiert und
Uber Nacht bei 4°C inkubiert. Die Lésung wird in Falcon-Réhrchen 10 min bei 4000 Upm
(Hettich-Zentrifuge) zentrifugiert und der Uberstand sterilfiltriert und nach Entnahme eines
Aligots von 1 ml unter Zusatz von 10 ul Chloroform/ml im Kuhlschrank gelagert. Dieses To-
tallysat ist eines der Ausgangsmaterialen fir die PCR zur Amplifizierung und Sequenzierung

der enthaltenen cDNA.

12.1.8 Bestimmung des Titers der Phagenbank

Vor Verwendung der cDNA-Bank mul} der Titer der Bank festgestellt werden, um stati-
stisch jeden Klon der Bank mindestens einmal zu testen, ohne die Bank zu dicht auszubrin-
gen. Die Prozedur ist weitgehend die gleiche wie flir das Screening beschrieben, es werden
aber verschiedene Verdinnungen getestet und die entstehenden Plaques in Einheiten von
pfu (plague forming units) ausgezahlt. Die ideale Dichte beim Ausbringen der vorliegenden

Banken auf Agarplatten liegt bei 200 pfu /cm? .

12.2 Praparation von DNA und RNA

Fir die meisten DNA- und RNA-Praparationen werden gekaufte Puffer aus dem QIA-
GEN-Sortiment verwendet. Zusatzliche oder andere Lésungen sind bei den jeweiligen Ver-

fahren aufgefuhrt.

12.2.1 Aligemeine Puffer aus QIAGEN Kits

aus ,QlAprep Spin Miniprep Kit” (fir Plasmid DNA Minipraparation)
P1 (Resuspensionspuffer), pH 8.0 50 mM TRIS-HCI
10 mM EDTA
100 ug/ml RNase A
nach Zugabe von RNase A bei 4°C

P2 (Lysispuffer) 200 mM NaOH

1% SDS
N3 (Neutralisierungspuffer) enthalt chaotropes Salz
PB enthalt chaotropes Salz
PE

EB (Elutionspuffer), pH 8.5 10 mM TRIS-HCI
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aus “QlAquick Gel Extraction Kit” (zur Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarose-Gelen)
PE und EB wie oben

QX1 (9/95-1/97), QG (ab 7/97) chaotropes Salz

aus ,QIAGEN Plasmid Maxi Kit* (fir Plasmid DNA Maxipréparation)
P1, P2 und EB wie oben

P3 (Neutralisierungspuffer), pH 5.5 3 M K-Acetat

QBT,pH 7.0 750 mM NaCl
50 mM MOPS
15% Ethanol

QC,pH 7.0 1 M NaCl
50 mM MOPS
15% Ethanol

QF, pH 8.2 1.25 M NaCl
50 mM MOPS
15% Ethanol

12.2.2 Praparation von Phagen-DNA

L1, pH 7.5 10 mM EDTA
100 mM TRIS-HCI
300 mM NacCl
autoklavieren, kurz vor Gebrauch dazu:
20 mg/ml RNAse A
6 mg/ml DNAse |

0.2 mg/ml BSA
L2 30% PEG (6000)
3 M NaCl
L3,pH 7.5 25 mM EDTA
100 mM TRIS-HCI
100 mM NaCl
L4 4% SDS
L5, pH 4.8 2.55 M K-Acetat

Puffer L1 bis L5 autoklavieren

Eine sicherere Methode als die Aufbewahrung von Totallysaten ist die Konservierung
aufgereinigter Phagen-DNA. Die Isolierung von DNA aus A-Phagen erfolgt nach der QIA-
GEN-Methode und beruht auf der Fallung mit PEG 6000 aus einem Flissiglysat (Maniatis et
al 1989). Dazu werden 7 bis 20 ml RY1090 mit 20 ul des Totallysates 30 min bei RT infiziert,
in 300 ml auf 37°C vorgewarmtes NZYM-Medium Uberfihrt und unter Schitteln mit 270 Upm
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40 min inkubiert. Die Lyse wird bei 42°C induziert und ca. 3 h bis zum Auftreten von Flocken
lysierter Zellen durchgefiihrt. Die Suspension wird 10 min mit 5000 Upm in der Sorvall-
Zentrifuge zentrifugiert, der Uberstand in ein sauberes Zentrifugen-Réhrchen gefiillt und auf
37 °C vorgewarmt. Nach Addition von 550 pl L1 (die enthaltenen Enzyme RNAse und DNA-
se dienen dem Verdau der Wirts-DNA) wird der Ansatz im Wasserbad 1 h bei 37 °C inku-
biert, anschlieliend mit 1/5 Vol (70 ml) eiskaltem L2 versetzt und 1 h auf Eis oder Gber Nacht
bei 4°C inkubiert. Das PEG-Prazipitat, das intakte Phagen enthalt, wird durch 10 min Zentri-
fugieren bei 4°C mit 10000 x g in der Sorvall-Zentrifuge vom Uberstand getrennt, in 10 ml
L3-Puffer unter griindlichem Abspulen der Wande des Zentrifugenréhrchens resuspendiert
und in ein kleineres Réhrchen Uberfihrt. Es werden 10 ml L4 (SDS lysiert Phagen) dazupi-
pettiert und alles bei 70°C flr 20 min unter gelegentlichem vorsichtigem Schwenken inku-
biert. Nach 15 min Abkulhlen auf Eis werden 10 ml L5 zugefiigt und 30-60 min bei 4°C mit
15000 x g in der Sorvall-Zentrifuge zentrifugiert. Der Uberstand enthalt die Phagen-DNA, die
unter Verwendung der QIAGEN-Puffer und -Saulen isoliert wird: Auf eine mit 30 ml QBT
aquilibrierte DEAE-Anionenaustauscher-Saule (QIAGEN-tip 500) wird die Lésung aufgetra-
gen, 2mal mit je 30 ml QC gewaschen und mit 15 ml QF in Corex-Réhrchen (Glas) eluiert.
Die DNA wird mit 0.7 Vol. Isopropanol bei RT prazipitiert, 30 min bei 4°C mit 10000 x g in der
Sorvall-Zentrifuge vom Uberstand getrennt und mit eiskaltem 70% Ethanol gewaschen. Das
Pellet wird nach 30 min Trocknen an Luft in 300 yl 10 mM TRIS oder TE (beide pH 8.0) Gber
Nacht bei 4°C geldst und bei —20°C gelagert. Die Konzentration und Reinheit der DNA-

Lésung wird photometrisch durch Bestimmung der Absorbtion (siehe 12.2.6) ermittelt.

12.2.3 Praparation von Plasmid-DNA aus E.coli nach der QIAGEN Methode

Die Isolierung von kleinen Mengen Plasmid-DNA (bis 20ug dsDNA) aus E.coli erfolgt
nach dem ,QIAprep Spin Miniprep Kit Protokoll“ und basiert auf dem alkalischen Aufschluf3-
verfahren (Birnboim und Doly, 1979; Birnboim, 1983) und der Adsorbtion von DNA an Silica-
Gel in Gegenwart hoher Salzkonzentrationen (Vogelstein und Gillespie, 1979). Diese Metho-
de wurde regelmaBig zur schnellen Uberpriifung des Klonierungserfolges nach Transforma-
tion eines Ligationsansatzes verwendet und eignet sich fur eine gro3e Anzahl paralleler An-
satze. GroRere Mengen Plasmid-DNA (bis zu 500ug) werden mit Hilfe des “Plasmid-Maxi-
Kits” von QIAGEN isoliert. Die Lyse der Bakterien und die Abtrennung der Proteine erfolgt im
Wesentlichen nach dem Protokoll fur die “Mini”-Praparation. Die Praparation wird nach An-
gaben des Herstellers durchgefihrt (QIAGEN Plasmid-Kit-Protokoll, 1997).
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12.2.3.1 ,Mini-Praparation*

Bakterien werden von Einzelkolonien auf Agarplatten mittels Zahnstocher in 3 ml LB-
Medium (50 pg/ml Ampicillin) Gberimpft und in einem Roller-Schiittler mindestens 12 h bei
37°C vermehrt. In einem Eppendorfreaktionsgefal® werden die Zellen aus 1.5 ml dieser Kul-
tur in der Eppendorf-Tischzentrifuge mit 10.000 x g sedimentiert und in 250 ul P1 resuspen-
diert. Nach Lyse der Bakterien durch die Einwirkung von P2 unter Schwenken des Gefales
(250 pl P2, 4 bis 5 min bei RT) wird die Aufschluf3reaktion durch Hinzufigen von 350 pl N3
gestoppt und durch den hohen Salzgehalt die optimalen Bedingungen fir eine effektive Bin-
dung der Plasmid-DNA an das Saulenmaterial eingestellt. Wahrend die Plasmid-DNA rena-
turiert wird, fuhrt die hohe Salzkonzentration von N3 zuséatzlich zur Sedimentation denatu-
rierter Proteine, chromosomaler DNA, Zelltrimmer und SDS. Diese Bestandteile werden
beim Zentrifugieren der Suspension in der Tischzentrifuge (10.000 x g, 10 min) abgetrennt.
Der klare Uberstand wird auf eine Silica-Gel-Saule (QlAprep Spin Column), die spezifisch
DNA bindet, appliziert und alle anderen Bestandteile (Salze, Lésungsmittel, RNA, zellulare
Proteinreste) werden jeweils durch kurze Zentrifugationsschritte zwischen den Waschschrit-
ten (PB-, PE-Puffer) entfernt. Endonucleasen, die DNA degradieren kénnen und in Bakteri-
enstdmmen der JM-Serie enthalten sind, werden effizient durch einen einzigen Waschschritt
mit 500 ul PB beseitigt. Vor der Elution der DNA mit 50 yl Wasser oder dem Niedrigsalzpuf-
fer EB werden die groften Salzmengen durch Applikation von 750 pl PE und Zentrifugation

der Saule bis zur Trockne ausgesplilt.

12.2.3.2 ,Maxi-Praparation“

Aus 100 ml (*high copy’-Plasmide) bzw. 500 ml (“low copy”-Plasmide) Kulturvolumen
werden die Bakterien durch 15 min Zentrifugieren bei 6.000 x g in der Hettich-Zentrifuge pel-
letiert. Das Sediment wird in 10 ml P1 resuspendiert und die Zellen durch Zugabe von 10 ml
P2 und 5 min Inkubation bei RT lysiert. Die Proteine, Zellbruchstiicke, genomische DNA und
SDS werden durch weitere Zugabe von 10 ml eiskalter Losung P3 und 20 min Inkubation auf
Eis gefallt. Das Prazipitat wird beim Zentrifugieren (30 min, 4°C, 20.000 x g =13.000 Upm im
Sorvall SS34 Rotor) aus der Ldsung entfernt und der Uberstand durch einen Faltenfilter auf
eine mit 10 ml QBT-Puffer aquilibrierte Silica-Gel-Saule (QIAGEN tip 500) geladen. Die Sau-
le wird zweimal mit je 30 ml QC-Puffer gewaschen und die DNA mit 15 ml QF-Puffer eluiert,
mit 0,7 Vol. Isopropanol (RT) gefallt und 30 min bei 15.000 x g, 4°C (Sorvall-Zentrifuge,
SS34-Rotor) pelletiert. Das Pellet wird mit Ethanol (70 %, RT) gewaschen, getrocknet
(speed vac concentrator), in 200 bis 400 ul EB aufgenommen und bei -20°C gelagert. Die

Konzentrationsbestimmung erfolgt Giber OD-Messung (siehe 12.2.6).
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12.2.4 Praparation chromosomaler DNA aus D. discoideum

Dictyostelium- Zellen besitzen einen hohen Gehalt an Kohlenhydraten und RNA, so

dal® chromosomale DNA aus angereicherten Zellkernen isoliert wird (Noegel et al., 1985).

12.2.41 Puffer und Léosungen

NP40-Lysispuffer, pH 7.5 30 mM HEPES

10 mM Mg-Acetat

10 mM NaCl

10 % Saccharose

2 % NP40
EDTA-Sarcosyl-Lésung, pH 8.4 200 mM EDTA

2% Na-Lauryl-Sarcosinat
TE-Puffer, pH 8.0 10 mM TRIS-HCI

1 mM EDTA
SDS-Lysispuffer 0,7 % SDS in TE-Puffer
Proteinase-K-Losung 25 mg/ml in H.0.

zur Aktivierung vor Gebrauch
30 min bei 37°C inkubieren

12.2.4.2 Gewinnung reiner Kerne

Axenisch kultivierte Zellen (sieche 11.1.1) werden geerntet (5-10% bis 5-10° Zellen),
zweimal in eiskaltem, bidestilliertem Wasser gewaschen und in einem geeigneten Volumen
(10 bis 100 ml) eiskaltem NP40-Lysispuffer resuspendiert (— 5-10" Zellen/ml). Im Gegensatz
zu den Zellen lysieren die Zellkerne unter diesen Bedingungen nicht und die Vollstandigkeit
der Zell-Lyse wird nach 5-10 min im Lichtmikroskop Uberpriift. Die Kerne werden in Corex-
Réhrchen 10 min bei 4°C mit 6.000 x g (8.000 Upm im SS34- oder HB4-Rotor) abzentrifu-

giert und der Uberstand vorsichtig mit einer Pasteurpipette abgezogen.

12.2.4.3 Kern-Lyse

A: Das Kernpellet wird in 1 ml NP40-Lysispuffer aufgenommen. Diese Suspension wird
tropfenweise zu 6 ml einer 60°C warmen EDTA-Sarcosyl-L6sung gegeben, auf 8 ml aufge-
fullt und mindestens 1 h bei 60°C inkubiert.

B: Das Kernpellet wird in 6 ml SDS-Lysispuffer resuspendiert, mit 60 pl Proteinase-K-
Lésung supplementiert, 1 bis 3 h bei 60°C lysiert und mit TE auf 12 ml aufgefllt.
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12.2.4.4 Extraktion und Aufreinigung der DNA mit Phenol/Chloroform

Proteine und Membranbestandteile werden durch vorsichtiges Ausschutteln mit 1Vol.
Phenol-TE (Phenol aquilibriert mit TE, pH 8.0) extrahiert und die Phasen durch Zentrifugati-
on bei RT 1 bis 5 min mit 14.000xg getrennt. Die obere walrige Phase wird entnommen und
mit gleichem Volumen Phenol-TE/ Chloroform/ Isoamylalkohol (25:24:1) extrahiert. Die or-
ganische und Interphase der ersten Extraktion werden mit TE reextrahiert und die resultie-
renden walrige Phasen vereinigt. Die Entfernung von Phenolresten aus der walirigen Phase
kann durch Nachextraktion mit Chloroform/ Isoamylalkohol (24:1) erreicht werden. Durch
Zugabe von 1/10 Vol. 2 M NaAcetat-Lésung, pH 5.2, Uberschichten der waRrigen Phase mit
2 Vol. Ethanol (100%, eiskalt) und Inkubation Uber Nacht auf Eis erfolgt die Prazipitation der
DNA an der Grenzschicht zwischen Wasser- und Alkoholphase. Sie kann mit einem Glasha-
ken ausgedreht oder abzentrifugiert (20 min, 10.000 Upm, SS34, 4°C) werden. Die DNA
wird mit 70 % Ethanol gewaschen, luftgetrocknet und in 200 bis 500 pl TE-Puffer aufge-
nommen. Genomische DNA wird bei 4°C gelagert und darf aus Griinden der Degradation

durch Scherkréafte nicht eingefroren werden.

12.2.4.5 Aufreinigung iliber Gradienten-Zentrifugation mit Casiumchlorid

Die aufgereinigten und lysierten Kerne (aus der Praparation A) werden mit CsCl zu ei-
ner Endkonzentation 0.9 g/ml (hier 7. 56 g) und Ethidiumbromid zur Endkonzentration
10mg/ml (hier 400 pl) versetzt und verteilt auf Plastik-Zentrifugenréhrchen (Quickseals) 10
bis 18 h bei 15°C in einem Vertikalrotor (VT165) mit 50.000 Upm zur Bildung des Casium-
chlorid-Gradienten zentrifugiert. Die durch Ethidiumbromidfarbung sichtbare DNA-Bande
wird nach Aufschneiden der VerschluRRklappe durch seitliches Anstechen des Zentrifugen-
réhrchens mit einer Einmalspritze (Kanlle @ 0.9 mm) isoliert, das Ethidiumbromid durch I-
sopropanol-Extraktion (mit gesattigter NaCl-Lésung aquilibriert) aus der Ldsung entfernt
und die saubere DNA mit 2 Vol. H,O versetzt. Aus dieser Losung kann die DNA mit 2 Vol.
Ethanol gefallt und mit einem Glashakchen ausgedreht werden. Es folgen Reinigung mit
70% Ethanol, Entwasserung ( Ethanol absolut), Lufttrocknung und Lésung der DNA in TE-
Puffer Gber Nacht. Lagerung bei 4°C.

12.2.5 Fragmentisolierung aus DNA-Gelen nach dem QIAGEN-Verfahren

DNA-Fragmente kénnen nach Auftrennung im Agarose-Gel (12.3.1) nach dem QIA-
GEN Protokoll (QlAquick Spin Handbook/ Gel Extraction Kit Protokoll) isoliert werden. Das
die interessierende Bande enthaltende Agarosestiick wird mit einer sterilen Skalpellklinge
aus dem Gel herausgeschnitten und in einem Eppendorfrohrchen mit drei Volumenteilen

QX1-Puffer 10 min bei 50°C aufgeldst (das Volumen der Gelscheibe bestimmt man unter
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der Annahme einer Dichte von 1 g/l durch Abwiegen). Der Puffer QX1 enthalt ein chaotropes
Reagens (Nal oder NaClQ,), das die Bindung der DNA an Silica-Gel-Oberflachen durch Mo-
difizierung der Struktur von Wasser optimiert (Vogelstein und Gillespie, 1979; Hamaguchi
und Geiduscheck, 1962). Nach Addition von 1 Gelvolumen Isopropanol wird die Losung auf
ein Silica-Gel-Saulchen appliziert und nicht bindende Anteile durch kurze Zentrifugation
(1min, 14.000 Upm, Eppendorf-Tischzentrifuge) und Waschen der Saulenmatrix mit 750 pl
PE-Puffer entfernt. Vor der Elution der DNA mit 30 bis 50 yl EB (12.2.1) werden letzte Etha-

nolreste beim Trockenzentrifugieren entfernt.

12.2.6 Bestimmung der Konzentration von DNA und RNA in einer L6sung

Die Konzentration und Reinheit von Nukleinsaure-Lésungen (DNA, RNA, Oligonukleo-
tide) wird in Quarzkulvetten Uber ihre Lichtabsorbtion (optische Dichte OD) im Spektralpho-
tometer bestimmt. Nukleinsduren absorbieren aufgrund ihrer Basen bei einer Wellenlange
A zwischen 250 bis 270 nm und bei 260 nm maximal, wobei bei einer Schichtdicke von 1cm
der ODyg = 1 etwa 50 pug/ml dsDNA oder 37 pug/ml ssDNA oder RNA bzw. 20 ug/ml Oligo-
nukleotide (siehe 12.5.2) entspricht. Proteine haben ihr Absorbtionsmaximum bei 280 nm,
welches auf dem Gehalt an Tyrosin- und Tryptophan-Resten beruht, wobei hier 10Dy, un-
gefahr 1.8 mg/ml Protein entspricht. Der Quotient OD,50/OD,gq gibt Auskunft Giber die Rein-

heit einer Nukleinsaure-Praparation:

OD60/OD5gp = 1.8 bis 1.95  (sehr reine dsDNA-L&sungen)
OD2g0/ODogp = 1.9 bis 2.0 (sehr reine RNA-, ssDNA-L&sungen)

Erhohte Werte bei DNA-L6sungen (OD,0/OD2go >2) kdnnen die Anwesenheit von RNA
oder Denaturierung der DNA anzeigen. Beim Ubergang von dsDNA in ssDNA kann eine Ex-
tinktionszunahme von 40% resultieren. Niedrigere Werte sind ein Indiz fur eine Kontaminati-

on mit Proteinen oder Phenol.

12.3 Chromatographie von DNA- und RNA-Fragmenten und Transfer auf

Tragermembranen

12.3.1 DNA-Agarose-Gelelektrophorese

Agarose wird in 1x Loening- oder 1x TBE-Puffer unter Kochen gelést und nach Zugabe
von Ethidiumbromidlésung (Stocklésung 10 mg/ml) in Flachbettgelapparaturen verschiede-
ner Grélke gegossen (alternativ werden die Gele ohne Ethidiumbromid gegossen und nach
der Elektrophorese in einem Ethidiumbromidbad [1ug/ml Ethidiumbromid in H,O] 10 bis 60
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min gefarbt und in H,O entfarbt). Die DNA-Proben werden mit einem geeignetem Volumen
Probenpuffer (i.d.R. 0.5 Vol.) versetzt und in die Taschen des erstarrten Gels geladen. Fir
kleine Gele (ca. 10 x 8 cm) werden etwa 100 bis 300 ng DNA pro Tasche, flr ein praparati-
ves Gel (ca. 15 x 20 cm , z.B. fir genomischen Southernblot) 5 ug DNA pro Tasche aufge-
trennt. Als GrolRenstandard dienen die in 10.9.1 aufgeflihrten Marker. Die Elektrophorese
erfolgt in 1x TBE- oder 1x Loening-Puffer bei 5 bis 10 V/cm. Das Gel wird auf einem UV-
llluminator (302 nm) fotografiert.

Agarose-Gel 0.7 bis 2 % Agarose (w/v)

in 1x TBE- (oder 1x Loening-) Puffer
0.1 bis 0.3 pg/ml Ethidiumbromid

DNA-Probenpuffer 50 % Saccharose (w/v)
0.5 % SDS
0.2 % Bromphenolblau

12.3.2 Southern-Transfer

Das Ubertragen von, auf einem Gel nach ihrer GréRe aufgetrennten, Nukleinsaure-
Molekulen auf eine feste Tragerschicht (Nylonmembran, postiv geladen) mit Hilfe der
Southernblot-Technik beruht auf Kapillarkraften (Southern, 1975). Nach Immobilisierung der
DNA konnen einzelne Fragmente mit Hilfe von DIG- oder radioaktiv markierten Sonden spe-
zifisch detektiert werden (siehe 12.4). Die erforderlichen Puffer sind unter 12.1.1 aufgefuhrt.
Gel: Das zu blottende Agarose-Gel wird zur spateren Auswertung unter UV-Licht, bei Bedarf
(insbesondere bei dem radioaktiven Verfahren, bei dem der normale DNA-Standard im
Roéntgenfilm nicht erkennbar ist) mit einem Langenmarker fotografiert und anschlieend bei
RT unter moderatem Schdtteln wie folgt prozessiert:

1. zweimal 15 min Denaturieren und Fragmentieren
2. Spilen in sterilem destilliertem H,O

3. zweimal 15 min Neutralisieren (Losung1)

4. Splulen in sterilem destilliertem H,O

5. 5 min Aqulibrieren in 20x SSC.

Membran: Die Nylonmembran wird vor Verwendung in 20x SSC aquilibriert.

Southern-Aufbau: Das Gel wird auf eine Schicht aus 3 Lagen mit 20x SSC getranktem
Whatmanpapier gelegt, die tber einen weiteren Whatman-Schal in Kontakt mit der in einer
Wanne befindlichen 20x SSC-Ldsung steht. Die aquilibrierte Nylonmembran wird auf das
Gel luftblasenfrei aufgelegt und mit einer zweiten Schicht Whatman-Papierlagen sowie ei-
nem 10 cm hohen Stapel trockenen Saugpapiers bedeckt. Dieser Aufbau wird mit einem

Gewicht beschwert und der ,schwerkraftunterstitzte® Transfer (Chomczynski, 1992) ca. 16
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bis 20 h durchgefiihrt. Nach dem Abnehmen und Verpackung der Membran in Frischhaltefo-
lie wird die DNA durch 5 min Bestrahlung mit UV (302 nm) kovalent an die Trageroberflache
gebunden. Nach kurzem Spulen in 2x SSC und Trocknung an Luft ist die Membran bis zur

Verwendung trocken bei —20°C (fir DIG-Detektion bei 4°C) zu lagern.

12.4 Detektion mit DNA-Sonden
12.4.1 Markierung von DNA-Fragmenten mit radioaktive Sonden

12.4.1.1  **P-Markierung von DNA-Sonden

DNA-Fragmente, die als Sonden flr Plaquelifts beim Screenen von Genbanken (Grun-
stein und Hogness, 1975), DNA- und RNA-Blots (Southern, 1975; Smith und Summers,
1980) eingesetzt werden sollen, kénnen mit Hilfe der “Random-Prime”-Methode (Feinberg
und Vogelstein, 1983) durch den Einbau von [0-**P]-dATP unter Verwendung des Prime It°®
Il Random Primer Labeling Kits (Stratagene) radioaktiv markiert werden. Das Nonameren-
Gemisch ist so konzipiert, da es zu einem breiten Bereich der Template-DNA Bindungsbe-

reitschaft zeigt (Random Prime) und ca. alle 100 Nukleotide an die Matritze bindet.
Puffer, Materialien (*im Prime It® Il Random Primer Labeling Kit enthalten)

5x dATP-Reaktionspuffer 0.1 mMdTTP
0.1 MM dCTP
0.1 mMdGTP
in gepufferter waldriger Lésung

Oligonukleotidgemisch* Random Primer (Nonamere = 9mer)
27 OD-Einheiten/ml
in gepufferter waldriger Lésung

Exo-Klenow-Fragment* 5U/ul in gepufferter Glycerinlésung
[a-**P]-dATP 10mCi/ml = 370 Mbg/ml
Sephadex-G50-Gelfiltrations-Saulchen QuickSpin™Columns

(Boehringer Mannheim)

In einem Eppendorf-Réhrchen werden 25ng DNA in 24ul H,O mit 10l des Oligo-
nukleotidgemisches in einem Wasserbad 5min bei 100°C denaturiert und nach Abkuhlen auf
RT kurz abzentrifugiert. Nach Zugabe von 10ul 5x dATP-Reaktionspuffer, 5ul radioaktiv
markiertem dATP (3000 Ci/mmol) und 1yl Exo-Klenow-Enzym wird die Synthesereaktion
10min bei 37°C im Heizblock durchgefihrt. Die nicht eingebauten Nukleotide werden durch
Auftragen des Ansatzes auf Gelfiltrations-Saulchen und 2min Zentrifugation in der Hettich-

Zentrifuge mit 1200 Upm von der markierten DNA abgetrennt. Im Durchflu® befindet sich die
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Sonde, die entweder bei —20°C gelagert oder direkt in der nachfolgenden Hybridisierungs-

Reaktion eingesetzt wird.

12.4.1.2 Hybridisierung mit *P-markierten Sonden

Hybridisierungspuffer “Rapid-Hyb”-Puffer (Amersham)
2x SSC-Waschpuffer 2x SSC

0.1% SDS
30 % Formamidwaschpuffer 30% Formamid

120 mM Na-Phosphat (pH 6.8)
2 mM EDTA (pH 7.2)

0.2 % SDS

1 % Sarcosyl

in 2x SSC

50 % Formamidwaschpuffer 50% Formamid
120 mM Na-Phosphat (pH 6.8)
2 mM EDTA (pH 7.2)
0.2 % SDS
1 % Sarcosyl
in 2x SSC

Die gemaly Protokoll fur Plaque lifts (Kapitel 12.1.5) bzw. fir Southernblots (Kapitel
12.3.2) vorbereitete Nylonmembran wird in Hybridisierungsréhren mit ,Rapid-Hyb“-Puffer
20min bei 60-65°C im Hybridisierungsofen vorinkubiert. Die Sonde (Kapitel 12.4.1.1) wird zur
Verwendung in 500 pl ,Rapid-Hyb“-Puffer verdiinnt, 5 min im Heizblock bei 95°C denaturiert
und nach sofortiger Abkihlung auf Eis direkt in den Hybridisierungspuffer zu der vorhybridi-
sierten Membran gegeben. Die Endkonzentration der Sonde sollte bei etwa 2ng/ml liegen
(dazu wird die gesamte markierte DNA aus einer 25 ng-Labeling-Reaktion in 20 ml Rapid-
hyb-Puffer verdiinnt). Die Hybridisierungsreaktion wird tber Nacht bei 60°C durchgefihrt.
AnschlielRend wird die DNA-haltige Losung entfernt (wird bei —20°C aufbewahrt und vor
Wiederverwendung erneut denaturiert), der Blot zweimal 15 min in 2x SSC-Waschpuffer bei
RT und 1 h in 30 % Formamidwaschpuffer bei 37°C unter Schutteln in einer Schale gewa-
schen (fur stringenteres Waschen kann anstelle des 30 %igen der 50 %ige Formamid-
waschpuffer oder 1 bis 0.1x SSC/0.1% SDS bei 42°C verwendet werden). Die Membran wird
zwischen zwei Whatman-Papieren getrocknet und ein Rdntgenfilm in einer Kassette mit
Verstarkerfolie bei -70°C exponiert.

DNA-Blots kdnnen nach einer Hybridisierung wiederverwendet werden, indem man die
Sonden durch 1-3-minutiges Kochen der Membran in 1 mM EDTA/0,1 % SDS-Lésung dena-

turiert (“abschmilzt”).
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12.4.2 Markierung von DNA-Fragmenten mit nichtradioaktiven Sonden

DNA-Sonden werden nach dem ,Random Prime“-Verfahren unter Verwendung des
DIG ,DNA Labeling and Detection Kit* und Anwendung des ,DIG-Systems flr Filter Hybridi-
sierung“ (Protokoll Boehringer Mannheim) mit DIG-dUTP markiert. Die Detektion von DNA-
Fragmenten oder Phagenplaques nach Hybridisierung mit diesen Sonden basiert auf der
Erzeugung von chemolumineszenter Strahlung. Das in die Sonden integrierte DIG wird da-
bei von anti-DIG-Antikérpern als Antigen erkannt. Die mit dem Antikorper gekoppelte alkali-

sche Phosphatase setzt CSPD® als Substrat unter Lichtemission um.

12.4.2.1 Puffer und Losungen

fur Markierung der Sonde
Hexanukleotid-Mixtur, pH 7.2 1.56 mg/ml “Random” Hexanukleotide
500 mM Tris-HCI
100 mM MgCl,
1 mM Dithioerythrol (DTE)
1 mg/ml BSA

dNTP ,labeling” Mixtur, pH 6.5 1 mM dATP
1 mMdCTP
1 mMdGTP
1 mMdTTP
0.35 mM DIG-dUTP (alkali-labil)

Klenow Enzym 2U/ yl (DNA Polymerase I-Fragment)
aus E.coli

unmarkierte Kontroll-DNA 200 mg/ml pBR328-EcoRI-linearisiert

Stop-Losung, pH 8.0 200 mM EDTA in H,O

DIG-markierte DNA (Kontrolle) 5 pg/ml pBR328-DIG in 25ug/ml DNA

DNA-Verdiinnungspuffer, pH 8.0 10 mM Tris-HCI
50 pg/ml DNA aus Hering-Spermien

fur Hybridisierung

Hybridisierungspuffer 5x SSC
0.02 % SDS
2 % Block-Stocklésung (10%)
50 % Formamid (deionisiert):
[50g lonenaustauscherharz
(AG501-X8, Biorad)
500 ml Formamid
30 min Ruhren (RT), Filtrieren]
0.1 % N-lauroylsarcosin:
[10% (w/v) in sterilem H,O
filtriert (0.2-0.45 ym)]
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2x SSC-Waschpuffer

0.5x SSC-Waschpuffer

fiir Detektion
Maleinsdurepuffer, pH 7.5

Maleinsdure-Wasch-Puffer, pH 7.5

Blockierungs-Stocklésung, pH 7.5

Blockierungspuffer, pH 7.5

anti-DIG-ALKP

Detektionspuffer, pH 9.5

CSPD®

2x SSC
0.1% SDS

0.5x SSC
0.1 % SDS

100 mM Maleinsaure
150 mM NacCl
autoklavieren

0.3% (v/v) TWEEN®20
in Maleinsaurepuffer

10% (w/v) Block-Reagenz
(Boehringer Mannheim)

in Maleinsaurepuffer

unter Rihren bei 60°C I6sen,
danach autoklavieren, bei 4°C lagern

1 % (v/v) Block-Stocklésung (10%)
1:10 in Maleinsaurepuffer verdinnt

anti-DIG-Antikorper (Fab-Fragment)
alkalische Phosphatase konjugiert

100 mM Tris-HCI
100 mM NaCl

25mM

12.4.2.2 Inkorporation von Digoxigenin (DIG) in DNA-Sonden

Die Matritzen- oder eine entsprechende Kontroll-DNA (Gesamtmenge 10ng bis 3ug)
werden in H,O auf ein Volumen von 15pl verdiinnt (0.5 bis 200 ng/pl), 10 min im Wasserbad
bei 100°C denaturiert und sofort auf Eis abgekuhlt. Der Lésung werden 2 ul Hexanukleotide
(10x Gemisch Random Primer), 2 pl 10x dNTP-Mixtur und 1 pl Klenow Enzym (Endkonzen-
tration 100 U/ml) zugegeben. Die Labeling-Reaktion findet bei 37°C mindestens 1 bis 20 h
statt und wird durch Zugabe von 2 ul 200 mM EDTA-LO6sung gestoppt. Die Ausbeute ist von

der eingesetzten DNA-Menge und der Reaktionszeit abhangig (Tabelle 8).
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Matritzen-DNA DIG-DNA nach 1h DIG-DNA nach 20h
10 ng 15 ng 50 ng
30 ng 30 ng 120 ng
100 ng 60 ng 260 ng
300 ng 120 ng 500 ng
1000 ng 260 ng 780 ng
3000 ng 530 ng 890 ng

Tabelle 8 DIG-Markierungsausbeute in Abhangigkeit von der Ausgangsmenge DNA und
der Inkubationszeit

Die Markierungseffizienz mufd vor Verwendung der Sonde (zur Vermeidung von un-
spezifischen oder fehlenden Markierungen) in einem direkten Detektions-Assay mittels Dot-
blot folgendermalRen getestet werden. Aus der DIG-markierten Kontroll-DNA wird durch
schrittweises Verdinnen mit DNA-Verdunnungspuffer jeweils im Verhaltnis 1:10 eine Ver-
dinnungsreihe (1ng/pl bis 0.01 pg/ul) hergestellt. Die Konzentration der markierten experi-
mentellen DNA wird aus der eingesetzten DNA-Menge und der Reaktionszeit unter Zuhilfe-
nahme der Tabelle 8 geschatzt und eine Verdinnung zu ungefahr 1ng/ul hergestellt. Aus
dieser Vorverdinnung wird die oben beschriebene Verdinnungsreihe erstellt. Je 1pl jeder
Kontrollprobe werden in einer Reihe, die korrespondierenden Verdinnungen der experimen-
tellen Proben in einer zweiten Reihe auf ein Stick Nylonmembran pipettiert und die DNA
nach kurzem Trocknen der Membran an Luft durch 5 min UV-Bestrahlung oder 30 min Bak-
ken bei 120°C immobilisiert. Die Membran wird anschlieend genauso behandelt wie im Ka-
pitel Detektion beschrieben. Die entstehenden Signale auf einem Rdéntgenfilm kdnnen in ih-
rer Intensitat (Durchmesser der Spots) direkt verglichen und daraus die DIG-Konzentration

der markierten Probe abgeschéatzt werden.

12.4.2.3 Hybridisierung

Die Puffer und Temperaturen sind so gewahlt, dal® man von stringenten Hybridisie-
rungs- und Waschbedingungen ausgehen kann. Die vorbereitete Nylon-Membran (siehe
12.3.2 und 12.1.5) wird zum Abblocken ihrer unspezifischen Nukleinsaure-Bindungsstellen
mit 20 ml Hybridisierungspuffer pro 100 cm? bei 42°C mindestens 2 h in Hybridisierungsroh-
ren vorhybridisiert. Die DIG-markierte DNA-Sonde wird verdinnt auf 5 bis 25 mg/ml in Hy-
bridisierungspuffer (50% Formamid, auf 42°C vorgewarmt) auf die Membran gegeben. Die
Hybridisierung erfolgt Gber Nacht bei 42°C im Hybridisierungsofen. Nach dem Abgief3en der
Hybridisierungslésung wird ungebundenes Material durch Sptilen der Membran wie folgt ent-

fernt: zweimal je 5 min bei RT in 2x SSC-Waschpuffer und zweimal je 15 min 68°C in 0.5x
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SSC-Waschpuffer (fur hdchststringentes Waschen der Membran wird 0.1x SSC/0.1% SDS-
Waschlésung verwendet).

Die Sonde ist bei —20°C etwa 1 Jahr lagerfahig und kann flir weitere Hybridisierungen
wiederverwendet werden. Dazu muf} sie vor Gebrauch durch 10 min Erhitzen auf 68°C de-

naturiert werden.

12.4.2.4 Detektion

Die Membran wird zunachst kurz mit Waschpuffer, danach 30 min mit Blockpuffer und
weitere 30 min mit anti-DIG-ALKP, 1:10.000 (fur Bestimmung der DIG-Markierungseffizienz
der Sonde 1:5000) in Blockpuffer verdiinnt, bei RT behandelt. Ungebundenes Material wird
mit Maleinsaure-Waschpuffer (zweimal 15 min, RT) entfernt. Nach Aquilibrieren der Mem-
bran in Detektionspuffer (2min) wird sie nal} in Plastikfolien verpackt und nach Applikation
des Substrates (CSPD, 1:100 verdiinnt in Detektionspuffer, 0.5 ml/100cm?®) eingeschweift
und 15 min bei 37°C aktiviert. Durch Auflegen eines Réntgenfilmes werden die ausgesende-
ten Lichtsignale detektiert. Bei Erreichen des Reaktionsgleichgewichtes (nach ca 7 bis 8 h
Inkubation bei RT) genugt eine Exposition von 15 min fur eine ideale Signaldetektion bei ge-
ringstem Hintergrund. Die Detektion ist insgesamt ca 2 Tage mdglich.

Die alkali-labile DIG-Sonde kann von der Membran nach kurzem Spillen in H,O zur
Entfernung des Substrates 10 min mit 0.2 M NaOH/0.1% SDS-Ldsung bei 37°C entfernt
werden. Der Blot wird anschlielend in 2x SSC geschwenkt. Die erneute Hybridisierung be-

ginnt mit dem Vorhybridisierungsschritt.

12.5 Enzymatische Reaktionen
12.5.1 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

12.5.1.1 Standard-Reaktion

Die Polymerase-Kettenreaktion (Polymerase Chain Reaction, PCR) ist eine Methode
zur in vitro-Amplifikation beliebiger DNA-Abschnitte von bis zu 20 kb Lange zwischen zwei
Regionen bekannter Sequenz (Saiki et al., 1985). Durch Anwendung eines vielfach wieder-
holten Reaktionszyklus’ bestehend aus Denaturierung, Primerhybridisierung (“Annealing”)
und DNA-Polymerisierung (Elongation) wird eine doppelstrangige DNA-Matritze (Plasmide,
Agt11-Phagen, lineare DNA-Stliicke aus Restriktionsreaktionen u.s.w.) unter Verwendung
spezifischer ,Primer® (Oligonukleotide mit bekannter Sequenz, die aus getrennt liegenden
Abschnitten dieser Vorlage abgeleitet werden), Desoxyribonukleotiden in Gegenwart der hit-

zebestandigen Tag-DNA-Polymerase (Chien et al., 1976) vervielfaltigt. Bei entsprechendem
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Design der Primer kénnen in die neu synthetisierte DNA beliebige Sequenzen z.B. fir
Schnittstellen eingefihrt werden. Die Tag-DNA-Polymerase hangt aulierdem einzelne Deo-

xyadenosinreste am 3‘-Ende des PCR-Produktes an. Diese Uberhdnge wie auch die

Schnittstellen kédnnen zur Klonierung herangezogen werden (siehe 12.5.6).

Puffer/Reagenzien
10x PCR-Puffer (Perkin EImer), pH 8.3

10x PCR-Puffer (Amersham), pH 8.8

10 MM dNTP’s

Oligonukleotid-Primer

Enzyme
Tag-DNA-Polymerase (Amersham)

AmpliTag®-DNA-Polymerase (Perkin Elmer)

Reaktionsansatz (100 pl)
1-10 pl DNA

1 pl Primer A (100 pmol/ul)

1 ul Primer B (100 pmol/ul)

8 ul dNTP’s (10 mM)

10 yl 10x PCR-Reaktions-Puffer
1 yl Tag-DNA-Polymerase
69-78 ul H,0O

100 mMTris-HCI

500 mM KCI

15 mM MgCl,

0.01% (w/v) Gelatine

260 mM Tris-HCI
26 mM MgCl,

2.5 mM dATP
2.5 mMdCTP
2.5 mM dGTP
2.5 mMdTTP in H,O

100 pmol/ul in H,O

5U/ul

in 20 mM Tris-HCI (pH 8.0)
100 mM KCiI

1mMDTT

0.1 mM EDTA

50 % Glycerol

5U/ul

in 20 mM Tris-HCI (pH 8.0)
100 mM KClI

0.1 mM EDTA

1 mMDTT

50 % Glycerol

0.5 % TWEEN 20°

0.5 % NP40°

Menge bzw. Endkonzentration

200-500 ng genomische DNA aus
D.-discoideum, Plasmid-DNA bzw.
1-10 pl Phagen-Lysat

1 UM

1 UM

800 uM

1x PCR-Reaktions-Puffer

5U
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Reaktionsbedingungen
Der Ansatz wird in 0.5 ml Reaktionsgefallen zur Vermeidung der Evaporation von

Flissigkeit mit Mineraldl Uberschichtet und in einem PCR-,Thermocycler* (Perkin Elmer Ce-
tus) folgendem Zyklus unterworfen:
1. Zyklus 5 min, 94°C (Denaturieren)

1 min, 50 bis 60°C (Annealing)
2.5 min 65 oder 72°C (Elongation)

2.-31. Zyklus 1 min 94°C
1 min 50 bis 60°C
2.5 min 65 oder 72°C

32. Zyklus 1 min 94°C
1 min 50 bis 60°C
5 bis 10 min 65 oder 72°C

Nach Ablauf der Zyklen wird der Ansatz automatisch bei 4°C gekihlt. Das PCR-
Produkt wird unter dem Ol abgezogen und weiterverarbeitet. Die fiir jeden Primer spezifi-
sche Hybridisierungstemperatur Ty wird nach seiner Basen-Zusammensetzung abgeschatzt
(Suggs et al., 1981). Bei der Berechnung von Ty gehen nur die zur Matritze komplementa-
ren Nukleotide, nicht aber eingefiihrte Uberhdnge (z.B. Schnittstellen fiir Restriktionsenzy-
me) ein. Die Hybridisierungstemperatur sollte einige Grad (i.R. 10-20°) unter der Schmelz-
temperatur Ty des Primers liegen. Die Ty ist die Temperatur, bei der die Halfte aller Nuklein-

sauremolekile einzelstrangig vorliegen.

Tu=4(Z G;C) + 2:(ZA;T)
Die Dauer der Polymerisation hangt von der Lange des zu amplifizierenden Fragmen-
tes ab (Faustregel: 1 kb/min). Der letzte Elongationsschritt wird zum sicheren Aufflillen ein-

zelstrangig verbliebener DNA-Stiicke verlangert (5 min, flr TA-Klonierung 7 bis 10 min).

12.5.1.2 Inverse PCR

Prinzip

Zur Amplifikation von Sequenzabschnitten, die nicht zwischen zwei bekannten, von
den Primern begrenzten, Regionen sondern aulerhalb dieses Bereichs liegen, wird das
Standardverfahren der PCR abgewandelt zur sogenannten inversen PCR (Triglia et al.,
1988, Ochman et al., 1989). Hier wird die DNA-Matritze nicht komplett und in ihrer linearen
Form, sondern in Form kleinerer ringférmiger Molekile eingesetzt. Dazu wird die chromo-
somale DNA mit einem geeigneten Restriktionsenzym vollstédndig in Sticke von maximal 1
kb GréRe hydrolysiert und dabei so stark verdlnnt, daf} statistisch bevorzugt ein Ringschlufy

der DNA stattfindet (die 5’- und 3’-Enden jeweils eines Molekils werden religiert). Diese zir-
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kulare DNA wird in die PCR eingesetzt. Zur Feststellung geeigneter Restriktionsenzyme und
der Primer ist eine vorhergehende Identifizierung der entstehenden Gen-Fragmente durch

Southernblot-Analyse mit Sonden aus bekannten Genabschnitten notwendig.

Herstellung des Templates

Etwa 8-10 ug genomische proteinfreie DNA (Herstellung siehe 12.2.4) wird zunachst
3-4 Stunden mit dem ausgewahlten Enzym (ca. 40 Units) in einem Reaktionsvolumen von
100 pl und nach Zugabe von zusatzlich 20 Units und Verdinnung des Ansatzes mit Puffer
und Wasser auf 200 ul eine weitere Stunde verdaut (siehe 12.5.3). Der Ansatz wird 1.5 h bei
37°C einer RNAse-Behandlung unterzogen (10 ng RNAse A, SIGMA). Das phenolextrahier-
te, mit Ethanol gefallte, getrocknete Pellet der so aufgereinigten DNA (12.2.4.4 ) wird in 200
Ml Tris-HCI (pH 7.4) aufgenommen und komplett in die Ligationsreaktion flir mindestens 24 h

mit 10 bis 15 ul T4-Ligase (1U/ul, Boehringer), unter Zusatz von 1mM ATP eingesetzt.

PCR-Reaktion

Die zirkularen Stiicke werden nach Aufreinigung (Phenolisieren, Fallen, Losen in 100l
Tris-HCI, pH 7.4, 12.2.4.4) als Template in der nachfolgenden PCR eingesetzt. Die Primer
werden so konzipiert, dal® einer nahe am 5’-Ende bindet und Gen-aufwarts gerichtet ist, der
zweite am 3’-Ende die entgegengesetzte Richtung vorgibt und bei linearer DNA die Richtung
der Polymerisation auseinanderlaufend ware und kein PCR-Produkt entstehen wirde. Durch
den Ringschlufd werden nun nicht wie in der linearen PCR die Bereiche zwischen den Pri-
mern sondern die flankierenden unbekannten Abschnitte amplifiziert. Die PCR-Reaktion
selbst wird wie im Standardverfahren durchgefiihrt und die Ublichen Konzentrationen der

verwendeten Losungen (Primer, Template u.s.w.) eingesetzt.

12.5.2 Oligonukleotide

Die meisten fur Sequenzierungen und PCR eingesetzten Oligonukleotide wurden von
Frau Schimanko (MPI fir Biochemie, Abt. Membranbiochemie) nach dem Phosphoramidit-
Verfahren (Dérper und Winnacker, 1983) an einem DNA-Synthesizer (Applied Biosystems
394) hergestellt. Einige Oligonucleotide (pAfw, pAirev, p11) wurden von der Firma MWG Bio-
tech Ebersberg synthetisiert. Die Lésung wurde im Speed-Vac-Konzentrator zur Trockne
eingedampft und der Rickstand in H,O Tris-HCI- oder TE-Puffer zu einer Endkonzentration
von 100 nmol/pl aufgenommen. Die Konzentration wird Uber die Absorption bei 260 nm in
einem Photometer kontrolliert (12.2.6). Eine ODyg von 1 entspricht einer Konzentration von

37 pg/ml einzelstrangiger DNA.
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12.5.3 Verdau mit Restriktionsenzymen

Der Verdau mit Restriktionsenzymen erfolgt mit dem vom Hersteller angegebenen Puf-
fer bei der fiir das Enzym optimalen Temperatur (meist 37°C). Ublicherweise werden 1-2
U/ug DNA eingesetzt. Plasmid-DNA wird 1 bis 2h, genomische DNA 4 bis 12h verdaut. Die
nach einer enzymatischen Restriktion vorliegenden Fragmentenden kdnnen entweder einen
5'- oder 3’-Uberhang (kohasive Enden), oder aber keinen Uberhang (glatte Enden) aufwei-

sen.

12.5.4 DNA-Dephosphorylierung am 5°-Ende

Zur Vermeidung der Rezirkularisierung eines linearisierten Vektores wird die Phos-
phatgruppe am 5°-Ende mit alkalischer Phosphatase aus Kalberdarm (CIAP) entfernt (Ma-
niatis et al., 1989). Nach dem Restriktionsverdau des Vektors (12.5.3) und seiner anschlie-
Renden Aufreinigung uber ein Silica-Gel-Saulchen (,QlAquick Spin Column®, 12.5.7) wird die
gewonnene DNA-L6sung in einem Gesamtvolumen von 100 pl mit 1/10 Vol 10x CIAP-Puffer,
2U CIAP und H,O bei 37°C zunachst 30 min und nach Zugabe von weiteren 2U Enzym
nochmal 30 min im Heizblock inkubiert. Das Enzym wird entweder 10 min bei 65°C inaktiviert
und die DNA durch Phenolisieren und Fallen (12.2.4.4) extrahiert oder gleich Uber einen

Chromatographieschritt an einer QlAquick Spin-Saule abgetrennt (12.5.7).

10x CIAP-Puffer (Boehringer Mannheim) 0.5 M Tris-HCI (pH 8.5)
1 mM EDTA

CIAP 1U/ul (Boehringer Mannheim) 25 mM Tris-HCI (pH 7.6)
1 mM MgCl,
0.1 mM ZnCl,

50% (w/v) Glycerol

12.5.5 Uberfiihrung von iiberhingenden 5 -Enden in glatte Enden

Die Mehrzahl der Restriktionsenzyme erzeugt kohasive Enden mit einem 5-Uberhang.
Durch ,Auffillen“ des 3‘-Endes mit Nukleotiden kdénnen glatte Enden erzeugt werden. Ur-
sprunglich nicht-kompatible kohasive Enden kdénnen nun zusammengefigt werden. Zum
Auffillen wird das Klenow-Fragment der DNA-Polymerase | aus E.coli verwendet, dem die
5‘>3'-Exonuklease-Aktivitat fehit.

Reaktionsansatz 50 ul 30 ul Vektor-DNA (ca. 5-10ug)
5 ul 10 x ,Filling-In“-Puffer (USB)
0.1 mM dNTP-Lésung (2 pl 10 mM Stock = a 2.5 mM)
2 ul Klenow-Enzym (2U/ul)
11 yl H,O




147

Der Ansatz wird zunachst 30min bei RT und anschlieliend 15min bei 37°C inkubiert. Die Re-
aktion wird durch Zugabe von 1/10 Vol 200 mM EDTA-LAsung gestoppt und die DNA Uber
eine Silica-Gel-Saule (QlAquick) abgetrennt.

12.5.6 Ligation

12.5.6.1 Ligation mit T4-Ligase

Mit der DNA-Ligase-Reaktion werden DNA-Fragmente und linearisierte Vektoren, die
entweder glatte oder kompatible kohasive Enden besitzen, unter Bildung von Phosphodie-
sterbindungen miteinander verknupft. Bei Verwendung der T4-DNA-Ligase und des Ligati-
onspuffers von Boehringer Mannheim wird die Reaktion tiber Nacht bei 8-16°C durchgefihrt.
Die einzusetzenden DNA-Mengen werden in einem Agarose-Gel (12.3.1) oder durch Be-
stimmung der OD (12.2.6) so abgeschatzt, dal’ das molare Verhaltnis von Vektor- zu Insert-
DNA etwa 1 : 3 betragt.

Reaktionsansatz 20 pl 1ul Vektor-DNA (ca. 100 ng)
10 pl DNA (ca. 300 ng Insert-DNA)
2 ul 10 x Ligationspuffer (Boehringer Mannheim)
2 pl T4-DNA-Ligase (1 U/ul, Boehringer Mannheim)

2 yl 5SmM ATP
3 pl H0

10 x Ligationspuffer, pH 7.5 660 mM Tris-HCI
50 mM MgCl,
10 mM Dithioerythrit (DTE)
10 mM ATP

12.5.6.2 TA-Klonierung

Prinzip

Man nutzt die vom Template unabhangige terminale Transferaseaktivitat der Tag-
Polymerase aus, die an den 3‘-Enden des PCR-Produktes einen einzelnen Deoxyadenosin-
rest anhangt. Das Plasmid besitzt den dazu komplementaren Deoxythymidin-Uberhang am
3‘-Ende und kann so effizient mit dem Insert ligiert werden. Die Methode wird entsprechend

TA-Klonierung genannt.

Klonierung in pGEM-T (Promega)
Bei Verwendung des Promega-Klonierungs-Systems werden der mitgelieferte Reakti-
onspuffer und eine spezielle T4-Ligase, der jegliche Exonukleaseaktivitat fehlt, eingesetzt.

Nach der Inkubation von 3 h bei 15°C kann ein Aliquot von 2 l fiir einen ersten Transforma-
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tionsversuch direkt verwendet werden. Zur Sicherheit wird die Reaktion mit dem restlichen

Ansatz Uber Nacht bei 4°C fortgesetzt und bis zur Verwendung bei —20°C gelagert.

Reaktionsansatz 10 yl 1 ul pGEM T-Vektor (50 ng, Promega)
X pyl PCR- oder A-tailing-Produkt (oder Kontroll-Insert)
1 ul 10x T4-DNA-Ligase-Puffer (Promega)
1 yl T4-DNA-Ligase (1U/ul, Promega)
X ul dH,O

10x Ligationspuffer, pH 7.5 300 mM Tris-HCI
100 mM MgCl,
100 mM DTT
10 mM ATP

Ligation mit Topoisomerase (TOPO-TA-Klonierung)

Bei der TOPO-TA-Reaktion finden die Ligationsreaktion und Transformation (12.6.2.2)
unmittelbar hintereinander statt. Anstelle der Ublichen T4-Ligase zur Verbindung der DNA-
Enden von Vektor und Insert wird Topoisomerase als Enzym verwendet.

Die Verwendung von frisch hergestelltem PCR-Produkt ist fir die Effizienz entschei-
dend, da gefrorene und wieder aufgetaute PCR-Produkte ihren A-Uberhang leicht verlieren
kénnen. Solche DNA-Stlicke oder PCR-Produkte, die von Polymerasen erzeugt werden, die
die erwahnte Transferaseaktivitat nicht besitzen, kdnnen dennoch mit einer postamplifikati-
ven Addition des A-Uberhangs (siehe A-Tailing) der TA-Klonierung zugénglich gemacht
werden.

TOPO-Reaktionsansatz 5yl 0.5 bis 2 yl DNA (5-20 ng frisches PCR-Produkt
oder nach A-Tailing)

1 ul TOPO-pCR®-Vektor (enthalt Topoisomerase)
X ul H,O bis Gesamtreaktionsvolumen

Der Ansatz fir die TOPO-Klonierungsreaktion wird nach Mischen 5 min bei RT inku-

biert und bis zur unmittelbar folgenden Transformation ( 12.6.2.2) auf Eis aufbewahrt.

A-Tailing-Reaktion (Protokoll Promega pGEM®-T-Vektor-System, modifiziert):
direkt nach der Amplifikation (12.5.1):

Der komplette PCR-Reaktionsansatz (100 ul) wird zur Denaturierung der DNA 20 min
bei 95°C im Heizblock erhitzt. Nach Zugabe von dATP (2 mM Stock, Endkonzentration 0.5
mM) und 10 Einheiten Tag-Polymerase/100 pl Ansatz wird der Ansatz 15 min bei 70°C inku-

biert und bis zur Verwendung in der Ligationsreaktion auf Eis gestellt.
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nach Aufreinigung des PCR-Produktes (12.5.7):

1 bis 2ul des aufgereinigten PCR-Fragments werden mit 1 yl 10xPCR-Reaktionspuffer,
Tul 25mM MgCl,, dATP bis zur Endkonzentration von 0.2 mM, 5 Einheiten Tag-DNA-
Polymerase versetzt und mit deionisiertem Wasser auf 10 ul aufgeflillt. Nach Denaturierung
bei 95°C wird der Ansatz flir 15 bis 30 min auf 70 °C gehalten.

12.5.7 Reinigung von DNA-Fragmenten aus PCR, Dephosphorylierungs-, Verdau-

und Ligationsansétzen

Um DNA, die z.B. aus einem Restriktionsverdau, einer Phosphatase-Behandlung oder
einer PCR hervorgeht, von den jeweiligen Enzymen, Nukleotiden oder Oligonukleotiden zu
reinigen und den Puffer auszutauschen, wird sie nach Herstellervorschrift Gber ein Silica-
Gel-Saulchen aufgereinigt (PCR-Purification-Kit, QIAGEN). Dazu wird das Reaktionsge-
misch (maximal 10 ug DNA) mit 5 Vol. PB-Puffer gemischt, auf ein Sdulchen geladen, das in
ein Auffangréhrchen gestellt wird, und 1 min in einer Eppendorf-Zentrifuge zentrifugiert. Die
im Saulenmaterial zuriickgehaltene DNA wird mit 750 pyl PE-Puffer gewaschen und der
Durchflufy verworfen. Die Elution der DNA erfolgt mit 30 bis 50 yl 10 mM Tris-HCI, pH 8.0.
Die von Proteinen gereinigte DNA wird hauptsachlich flir Ligationen, radioaktive Markierun-
gen, weitere Restriktionsverdaus und Sequenzreaktionen verwendet. Weitere Aufreinigun-
gen sind Uber Agarosegele mit nachfolgender DNA-Isolierung mdglich. Diese Methode wird
vor allem zur Abtrennung der verschiedenen Produkte, die aus einem Restriktionsverdau

hervorgehen, eingesetzt. Dabei findet der QIAGEN-Gel-Extraction Kit Verwendung.

12.5.8 DNA-Sequenzierung

Sequenzierungen von Plasmid-DNA wurden von der Firma TopLab (Martinsried) mit
einem Sequenzierautomaten durchgefiihrt (Didesoxy-Kettenabbruch-Methode, Sanger et al.,
1977).

12.6 Transformation von Bakterien

12.6.1 Herstellung transformationskompetenter E.coli

Die am haufigsten angewandten Verfahren, um E.coli-Zellen transformationskompe-
tent fir die Aufnahme von Plasmid-DNA durch Hitzeschock zu machen, sind die CaCl,-
Methode (Mandel und Higa, 1970; Dagert und Ehrlich, 1979) und die Mehrionentechnik (Ha-
nahan, 1983). Der Vorteil der ersten Methode ist die leichtere Durchflhrbarkeit, die Mehrio-
nen-Methode liefert dagegen hdhere Ausbeuten an transformierbaren Zellen. Die CaCl,-

Methode wurde nur einmal fir den E.coli-Stamm JM109 verwendet und aufgrund unbefriedi-
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gender Transformationskompetenz der Bakterien bei nachfolgenden Praparationen (JM83,
JM105 und JM109) durch das Mehrionenprotokoll ersetzt.

12.6.1.1 Calziumchlorid-Methode

Eine frisch aus eingefrorenen Zellen angeimfte Ubernachtkultur des gewiinschten
E.coli-Stamms in LB-Medium (3 ml, 37°C) wird in 200 ml LB-Medium verdunnt (1:70) und auf
dem Schnellschittler (> 270 Upm, 37°C) bis zu einer ODsgs,m von 0.2 bis 0.4 kultiviert. Die
Suspension wird in Falcon-Réhrchen auf Eis vorgekuhlt, die Bakterien in der Sorvall-
Zentrifuge 5 Minuten bei 4°C und 4000 Upm pelletiert, in 0.25 Vol. (= 50 ml) eiskaltem
100mM CaCl,-Puffer/ 20% Glycerin resuspendiert und 1 Stunde auf Eis inkubiert. Der Vor-
gang wird wiederholt, allerdings wird das Resuspensionsvolumen auf 0.025 Vol. (5ml) er-
niedrigt. Nach einer weiteren Stunde auf Eis kdénnen die Zellen entweder direkt in einer
Transformation eingesetzt oder in 200 bis 400 pl-Aliquots in flissigem Stickstoff schockge-

froren und bei —80°C gelagert werden.

12.6.1.2 Mehrionentechnik

5 ml Minimalmedium (25 pg/ml Kanamycin) werden mit einer Stammkultur des E.coli-
Stammes beimpft und Uber Nacht bei 37°C im Roller-Schiittler inkubiert. Mit 1 ml dieser
Ubernachtkultur werden 100 ml LB-Medium (25 pg/ml Kanamycin) angeimpft und weiter ge-
schittelt, bis eine ODs5y von 0.3 bis 0.4 erreicht ist. Die Zellen werden in 50-ml-Falcon-
Roéhrchen Uberflhrt und sofort auf Eis abgekiihlt, durch 5 min Zentrifugation bei 4000 Upm
(Hettich-Zentrifuge) pelletiert und in 0.15 Vol. eiskaltem TfBl-Puffer aufgenommen. Diese
Suspension wird fir 10 bis 15 min auf Eis inkubiert und danach abzentrifugiert. Das Zellse-
diment wird in 0.05 Vol. TfBII-Puffer aufgenommen und fir mindestens 15 min auf Eis inku-
biert. Die nun kompetenten Zellen werden entweder sofort transformiert oder in 200 bis 400

pI-Aliquots in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei - 80°C gelagert.

M9-Minimalmedium 6 g NaH,PO,
3 g KH2PO4
0.5 g NaCl
1 g NH,CI
pH 7,4 einstellen, autoklavieren
Loésungen (steril filtriert) zugeben:
2ml1 M MgSO,
0.1 ml 1 M CaCl,
10 ml 20 % Glucose
1 ml 1 % Thiamin

TfBI-Puffer, pH 5.8 30 mM K-Acetat
100 mM RDbCI
50 mM MnCsz 2H20
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10 mM CaCl, x 2H,0
15 % (v/v) Glycerin
mit 0.2 M Essigsaure auf pH 5.8

TfBll-Puffer, pH 7.0 10 mM MOPS
10 mM RbClI
75 mM CacCl, x 2H,0
15 % (v/v) Glycerin
mit KOH auf pH 7.0

Beide Lésungen werden steril filtriert und bei 4°C aufbewahrt.

12.6.2 Transformation von E.coli mittels Hitzeschock und Selektion

12.6.2.1 Standard-Transformation

10ul des Ligationsansatzes oder die entsprechende Menge eines Kontroll-Plasmids
und 100ul kompetente Bakterien werden gemischt und 30min auf Eis inkubiert. Nach 45 bis
90s Hitzeschock bei 42°C wird der Ansatz 2min auf Eis abgekuihlt, mit 800ul bis 1ml SOC
oder LB (RT) verdinnt und 45 bis 60min bei 37°C gerollert. LB-Platten (50ug/ml Ampicillin)

werden mit den transformierten Zellen beimpft und bei 37°C mindestens 12 h bebritet.

12.6.2.2 Transformation von TOPO-TA-ligierten Vektoren

50ul E.coli TOP10F',One Shot*“Zellen und 2ul 0,5M B-Mercaptoethanol-Lésung wer-
den unter vorsichtigem Rihren gemischt und nach Zugabe von 2ul TOPO-Klonierungs-
Reaktion 30 min auf Eis inkubiert. Danach werden die Zellen 30s bei 42°C hitzegeschockt
und sofort flr 2 min auf Eis gelagert. Der Ansatz wird mit 250ul SOC-Medium (RT) verdinnt
und 30 min bei 37°C unter Schitteln inkubiert. Je 50 bis 100ul des Transformtionsansatzes

werden auf LB/Amp-Platten ausgespatelt und mindestens 12h bei 37°C bebritet.

12.6.2.3 Blau-WeiB-Selektionierung

Bei Transformationen mit Vektoren, die eine Selektion Gber Blau-Weil3-Farbung der
Kolonien ermdéglichen (pGEX5X1, TOPO-pCR® und pGEM T), wurden pro Platte 50 pl einer
100 mM IPTG-L6sung (sterilfiltriert) sowie 50 pl einer X-Gal-Losung (2 % in Dimethylforma-
mid, sterilfiltriert) ausplattiert und darauf die Bakteriensuspension ausgespatelt. Nach Inku-
bation bei 37°C Uber Nacht sollen sich blaue und weile Bakterienkolonien gebildet haben.
Letztere enthalten die erfolgreich mit dem Insert-tragenden Plasmid transformierten Zellen.

Dem Verfahren der ,Blau-Weil-Selektion® liegt das Hydrolaseverhalten der pB-
Galactosidase, die vom Gen lacZ kodiert wird, zugrunde (lbelgaufts, 1993). Das Enzym spal-

tet B-D-Galactoside in Galactose und die entsprechende Alkohol-Verbindung. Das physiolo-
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gisch wichtigste Substrat ist Lactose, das in die beiden Monozucker Galactose und Glucose
hydrolysiert wird. Ein unphysiologisches Substrat wie X-gal (5-Brom-4-Chlor-3-indoyl-B-D-
galactosid) ergibt nach der Hydrolyse ein farbiges Reaktionsprodukt, den durch Luftoxidation
entstehenden schwerl6slichen blauen Farbstoff 5-Brom-4-chlor-Indigo. Zellen, die aktive f3-
Galactosidase enthalten, bleiben so dauerhaft blau gefarbt. Bei Klonierungen verwendete
Wirtsbakterien, die mit der Blau-Weil3-Selektion unterschieden werden sollen, besitzen je-
doch nur ein aminoterminal deletiertes lacZ-Gen (AlacZ), so dal keine funktionsfahige f3-
Galactosidase gebildet werden kann. Die DNA-Region dieses fehlenden Teils ist im soge-
nannten a-Peptid enthalten, das in einem geeigneten Vektor kodiert vorliegt. Bei erfolgrei-
cher Transformation von Bakterien mit diesem Plasmid erfolgt eine nichtkovalente Reasso-
ziation von diesen zwei enzymatisch inaktiven Peptidfragmenten zur enzymatisch aktiven f3-
Galactosidase, die die Hydrolyse von X-gal durchfihren kann. Der rekonstituierende Vor-
gang wird als a-Komplementation bezeichnet. Wird durch das Einfiigen einer DNA-Sequenz
in den kodierenden Bereich des a-Peptids dieser unterbrochen, geht dessen Beitrag zum
aktiven Enzymkomplex verloren und die Umsetzung von X-gal findet nicht mehr statt. Die
betreffenden Bakterienkolonien bleiben weil}, was ein Indikator flr eine erfolgreiche Insertion
der Fremd-DNA in das Plasmid ist. Der Induktor IPTG ist ein von E.coli nicht hydrolysierba-
res Zucker-Analogon, welches den /ac-Repressor blockiert und damit die /ac-Gene zur

Transkription freigibt.

12.6.3 Kolonie-Blotting von E.coli-Kolonien zur DNA-Hybridisierung

Fir die Suche eines E.coli-Klons mit dem gewilnschten rekombinanten Vektor aus ei-
ner Transformation, von der eine geringe Effizienz erwartet wird, wird eine gréRere Anzahl
von Kolonien auf einen Nitrocellulosefilter transferiert, dort alkalisch lysiert und der gesuchte
rekombinante Vektor durch Hybridisierung mit einer geeigneten Sonde identifiziert.

Mittels steriler Zahnstocher werden zuféllig gewahlte E.coli-Kolonien auf eine Muster-
platte und deren Duplikat Gberimpft und Uber Nacht bei 37°C inkubiert. Der Transfer erfolgt
durch Auflegen eines passenden Nitrocellulosefilters auf die Oberflache der Agarplatte, bis
der Filter mit Feuchtigkeit getrankt ist. Der Filter wird nun mit den anhaftenden Kolonien
nach oben nacheinander auf Whatman-Papiere gelegt, die mit folgenden Lésungen getrankt
sind: 1. 0,5 M NaOH/1,5 M NaCl fur 5 min (Denaturieren)

2. 0,5 M Tris-HCI, pH 8,0/1,5 M NaCl fur 5 min (Neutralisieren)

3.2 x SSC 2 x fur 5 min (Umpuffern).

Der Filter wird zwischen zwei Whatman-Papieren getrocknet und 2 h bei 80°C inku-
biert, um die DNA kovalent mit der Nitrocellulose zu verbinden. Zur Detektion werden die

Filter wie in Kapitel 12.4 beschrieben weiterbehandelt.
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12.6.3.1 Konservierung von transformierten Bakterien

Zur langfristigen Aufbewahrung der Klone wurden je 180 ul Zellen in LB-Medium mit
820 pl autoklaviertem Glycerin (87% v/v in H,O) versetzt, in flissigem Stickstoff schockge-

froren und bei —80°C gelagert.

12.7 Transformation von D. discoideum und Selektion

Das Einfihren von Plasmid-DNA der Konstrukte pDEXRH-N-DMIF1, pDEXRH-C-
DMIF1 und pSP72-DMIF1-Bsr in D. discoideum wurde mit der Elektroporations-Methode

nach Howard et al. (1988) erreicht. Alle Arbeiten erfolgten unter sterilen Bedingungen.

12.7.1 Vorbereitung der D.-discoideum-Zellen und Elektroporation

Wahrend der einzelnen Schritte wird steril gearbeitet und der Ansatz auf Eis gekuhlt.
Zellen von D.-discoideum werden bis zu einer Dichte von 2 bis 3-10%ml kultiviert, 20 min auf
Eis gehalten und abzentrifugiert. Die Zellen werden je einmal mit eiskaltem Soerensen-
Phosphatpuffer und Elektroporationspuffer gewaschen und in Elektroporationspuffer zu ei-
ner Dichte von etwa 510 Zellen/ml aufgenommen. In eine zuvor bei —20°C eingefrorene
Elektroporationsklvette (4 mm), die entweder keine (Kontrolle flir spatere Selektion) oder 20
bzw. 40 ug Plasmid-DNA in maximal 200 ul Elektroporationspuffer enthalt, werden luftbla-
senfrei 0.8 ml (= 4:10” Zellen) dieser Zellsuspension gegeben und durch sehr kurzes Mixen
auf dem Vortex-Mixer mit dem Plasmid vermischt. Die Elektroporation im ,Gene Pulser” er-
folgt bei einer Kapazitat von 3 yF und einer Spannung von 0.9 kV. Die gemessene Zeitkon-
stante ist durch den Salzgehalt des Elektroporationspuffer in gewissen Grenzen vorgege-
ben und sollte bei 0.5 bis 0.6 s liegen. Die Kivette mit den Zellen wird fir 10 Minuten auf Eis
geklhlt und dann auf 3 Petrischalen verteilt, indem 1 Volumen des Transformationsansatzes
in je einen vorgelegten eiskalten Tropfen CaMg (1/4 Volumen) ubergefihrt wird. Nach einer
Regenerationsphase von 15 min bei RT, die dem Schlieen der perforierten Zellmembran
dient, werden die Zellen mit je 10 ml AX-Medium pro Platte aufgewirbelt und 24 h bei 23°C
inkubiert. Die Konzentration der Zellen ist so gewahlt, dal® sie in diesem Zeitraum zu einer

konfluenten Kultur heranwachsen kénnen.

10 mM K-Phosphat, pH 6.1 10 mM K;HPO,4 x 3 H,O (Lésung1)
10 mM KH,PO, (Lésung 2)
Lésung 1 und 2 bis pH 6.1 titrieren

Elektroporationspuffer (EP), pH 6.1 10 mM K-Phosphat:
50 mM Saccharose

CaMg-(Recovery)-Puffer 1 mM CacCl,
1 mM MgCl,
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in EP

12.7.2 Selektion der Transformanten

Die Selektion der Transformanten beginnt einen Tag nach der Transformation und
wird entsprechend dem verwendeten Vektor mit Blasticidin S 10 pg/ml (pSP72-DMIF1-Bsr)
oder mit Geneticin 10 und 20 pyg/ml (pDEXRH-GFP-N-DMIF1, pDEXRH-GFP-C-DMIF1)
durchgefiihrt. Das bsr-Gen kodiert die Blasticidin S-Deaminase und verleiht den D.-
discoideum-Zellen ihre Resistenz gegenuber Blasticidin. Expression des G418-Gens bewirkt,
dal® D.-discoideum-Zellen gegenliber dem eukaryotischen Translationsinhibitor Geneticin
resistent werden. Als Kontrolle fir das Absterben nicht transformierter Zellen dienen AX2-
Zellen, die ohne Plasmid-DNA elektroporiert und wie die anderen Ansatze behandelt wer-

den.

12.7.3 Klonierung und Untersuchung der Transformanten

Das Klonieren der Transformanten erfolgte nach 2 bis 3 Wochen Wachstum in selek-
tionierendem Medium auf SM-Platten ohne Selektionsdruck (Loomis, 1975). Dazu wird das
Medium mit dem Antibiotikum von den Transformationsplatten entfernt und die Zellen mit
Soerensen-Phosphatpuffer aufgewirbelt. Von einer dicht mit K. aerogenes bewachsenen
SM-Agarplatte werden 3 Impfésen Bakterien-Zellen steril enthommen und in Soerensen
Phosphatpuffer resuspendiert. 100 ul dieser Suspension werden zusammen mit etwa 10 bis
20yl (je nach Dichte der Zellen) der aufgewirbelten D.-discoideum-Zellen auf einer SM-
Agarplatten ausgespatelt und davon weitere Verdiinnungsplatten tUberimpft, so das man von
50 bis 100 Zellen pro Platte ausgehen und sicher einzelne Kolonien erhalten kann. Die Plat-
ten werden 3 bis 4 Tage bei 23°C mit dem Deckel nach unten inkubiert.

Fur den Fall der Eliminierung der Plasmide wurden die Original-Transformationsplatten
als Reserve bei 4°C aufbewahrt. Bei dem Gen-Unterbrechungs-Konstrukt sollte eine Elimi-
nation der integrierten Vektorsequenz ohne Absterben des Klons nicht méglich sein.

Zur weiteren Analyse wurden vom Rand einzelner Kolonien Zellen in Costarplatten in
AX-Medium mit 1% Penicillin/Streptomycin Uberimpft und erneut unter Selektionsdruck ge-
setzt. Von resistenten Klonen wurden lebende Zellen im Fluoreszenzmikroskop oder als Ge-
samthomogenat in 3x SDS-Probenpuffer gekocht im Immunoblot (Kapitel 13.2.3) untersucht.
Zusatzlich wurden Klone auf je 2 weitere SM-Platten mit K. aerogenes fir die Untersuchung

im Protein-Kolonieblot (Kapitel 13.2.2) und als Reserve mit sterilen Zahnstochern angeimpft.
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13 Proteinchemische und - analytische Methoden

13.1  Gelelektrophorese

Fur die chromatographische Auftrennung von Proteinen von Zell- oder Proteinproben
wird das Verfahren der Gelelektrophorese angewendet. Im Gegensatz zu DNA- oder RNA-
Gelen, die in der Regel aus Agarose hergestellt werden, wird hier Polyacrylamid fir feinere

PorengréRen und damit fur bessere Auftrennung verwendet.

13.1.1 SDS-Tris-Glycin-Gel-Elektrophorese (SDS-PAGE) nach Laemmli

Fir die diskontinuierliche Sodium-Dodecyl-Sulfate-Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese
(Laemmli, 1970) werden Trenngele (Standardgele 15x 11x 0,1 cm, “Minigele“ 10x 8x 0,05
cm) mit konstanter Polyacrylamid-Konzentration (10, 12, und 14 %ig) und 3%ige Sammelge-
le gegossen. Wahrend Standardgele einzeln gegossen werden, sind Minigele in einer 10er-
Giellkammer mit konstanter Polyacrylamid-Konzentration polymerisiert worden. In Ethanol-
gereinigte, mit Spacern auf Abstand gehaltene flach aufeinanderliegende Glasplatten wer-
den mit 1% Agarose abgedichtet, mit der Trenngel-Losung beflllt und mit Wasser-
gesattigter Isobutanol-Lésung Uberschichtet. Nach abgeschlossener Polymerisation wurde
die Alkholschicht vollstandig ausgesplult, die Sammelgel-Lésung aufgeflllt und mit einge-
setzten Probenauftragskdmmen auspolymerisiert.

Die Proben werden in 1/3 Vol. 3x SDS-Proben-Puffer 5 min bei 100°C im Wasserbad
denaturiert und auf Eis abgekiihlt. Auf Minigele werden ca. 5-10°, auf Standardgele ca. 1-10°
Zellen bzw. Zellaquivalente, vom Proteinmarker i.d.R. 10 pl pro Tasche aufgetragen. Die
Auftrennung in Minigelen erfolgt mit ca. 20 mA fir 1 bis 2 Stunden, in Standardgelen bei
600V/6mA uber Nacht.

Trenngel-Puffer, pH 8.8 1.5 M Tris-HCI
0.4 % SDS

Sammelgel-Puffer, pH 6.8 0.5 M Tris-HCI
0.4 % SDS

Trenngel-Losung, pH 8.8 375 mM Tris-HCI
0.1 % SDS

10 bis 14 % Acryl/Bisacrylamid (30:1, Protogel)
1 mM EDTA
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0.2 % APS (V/v)
0.02 % TEMED (v/v)

Sammelgel-Lésung, pH 6.8 125 mM Tris-HCI
0.1 % SDS
3 % Acryl/Bisacrylamid
1 mM EDTA
0.3 % APS
0.05 % (v/v) TEMED

10x Laufpuffer, pH 8.3 250 mM Tris
1.9 M Glycin
1% SDS

3 x SDS-Probenpuffer, pH 6.8 62.5 mM Tris-HCI, pH 6.8
2.3 % SDS

10 % (v/v) Glycerin
6 % (v/v) B-Mercaptoethanol
0.001 % Bromphenolblau (nach pH-Einstellung)

Die Proteine wurden entweder durch Coomassie-Brillant-Blau unspezifisch im Gel an-
gefarbt (Kapitel 13.1.4) oder nach Elektrotransfer auf Nitrozellulose-Membranen immunolo-
gisch detektiert (Kapitel 13.2).

13.1.2 Tris-Tricine-Gele (Schagger)

SDS-Tris-Tricine-Gele (Schagger und Jagow, 1987) eignen sich insbesondere zur Auf-
trennung von Proteinen mit kleinen Molekularmassen. Die Vorbereitung der Glasplatten er-

folgt analog wie in Kapitel 13.1.1 beschrieben.

Puffer und Lésungen:

Lésung A Protogel (Acryl/Bisacrylamid 30:1)
Lésung B (Gelpuffer), pH 8.5 3 M Tris-HCI
0.3 % SDS

10x Anodenpuffer, pH 8.9 2 M Tris-HCI
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10x Kathodenpuffer 1 M Tris
1 M Tricine
1 % SDS
Pipettierschema fiir 1 Gel:
Trenngel 16% Sammelgel
Losung A 16 ml 1ml
Losung B 10 ml 4 ml
H,0 4 ml 7 ml
TEMED 15 bis 20 pl 10 pl
APS 10% 200 pl 100 pl

Laufbedingungen: das Trenngel wird mit 0.1% SDS oder Lésung B (1:2 verdunnt) Uber-
schichtet, Lauf entweder 3 h mit 30 V, und Gber Nacht mit 60V, RT oder Einlauf mit 30 V,

dann 6 h mit 45 mA (90-100V)

13.1.3 2-Phasen-SDS-Gele

UUUUUU UL

Sammelgel 1

2cm

Trenngel 1

Sammelgel 2

1.5cm 1.5cm
R e

Trenngel 2

cm

Abbildung 13-1 Aufbau eines 2-Phasen-Gels
(nach Kubis und Gros, 1997)

Das Verfahren beruht auf dem Durchlauf
von 2 nacheinander befindlichen Trennge-
len mit jeweils eigenem Sammelgel (Kubis
und Gros, 1997). Dabei wird das Trenn-
verhalten durch kombinierte Variation des
Acrylamid-Anteils und des pH-Wertes aller
Phasen beeinflult. Mit einer Variante (A)
werden Auftrennungen von sehr eng bei-
einanderliegenden Proteinbanden im mitt-
leren Molekularmassen-Bereich moglich.
Bei entsprechender Erhdhung des Acryla-
midanteils im Gel (Variante B) konnen
auch sehr kleine Proteine erfolgreich sepa-

riert werden.

Gelpuffer A, pH 8.8 1.5 M Tris-HCI
0.4 % SDS

Gelpuffer B, pH 6.8 0.5 M Tris-HCI
0.4 % SDS

Gelpuffer C, pH 8.8 2 M Tris-HCI
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0.6 % SDS
Pipettierschema fiir 1 Gel (Variante A):
Sammelgel 1 Trenngel 1 Sammelgel 2 | Trenngel 2

Eigenschaften 3.5 % 6.6 % 6.6 % 8.8 %
pH 6.8 pH 8.8 pH 6.8 pH 8.8
Komponenten 10 ml 10 ml 10 ml 50 ml
Gelpuffer A, pH 8.8 - 3.7 ml - 18.3 ml

Gelpuffer B, pH 6.8 3.1 ml - 3.7 ml -
30 % Bis-Acrylamid 1.2 mi 22ml 2.2 ml 14.7 ml
Glycerin 87 % - 550 pl 1.7 mi 14.1 ml
H,O 55ml 3.5ml 2.3 ml 2.7 ml

Bromphenolblau 100 pl - 100 pl -
TEMED 10 7 ul 7 ul 35 ul
APS 10% 60 pl 40 pl 60 pl 200 pl

Pipettierschema fiir 1 Gel fiir kleine Fragmente (Variante B):

Sammelgel 1 Trenngel 1 Sammelgel 2 | Trenngel 2
Eigenschaften 3.5 % 8.8 % 8.8 % 14 %
pH 6.8 pH 8.8 pH 6.8 pH 8.8
Komponenten 10 ml 10 ml 10 ml 50 ml
Gelpuffer A, pH 8.8 - 3.7 ml - -
Gelpuffer B, pH 6.8 3.1 ml - 3.7 ml -
Gelpuffer C, pH 8.8 - - - 13.7 ml
30 % Bis-Acrylamid 1.2 ml 29ml 2.9 ml 23.3 ml
Glycerin 87 % - 550 pl 1.7 mi 12.9 ml
H,O 55ml 2.8 ml 1.6 ml -
Bromphenolblau 100 pl - 100 pl -
TEMED 10 7 ul 7 ul 35 ul
APS 10% 60 pl 40 pl 60 pl 200 pl

13.1.4 Anfarbung von Proteinen im Gel mit Coomassie-Blau

In der Regel erfolgt der Nachweis von Proteinen in SDS-Gelen durch Farbung mit ei-

ner 0.25%igen Coomassie-Brillant-Blau-Lésung fur 10 bis 60 min. AnschlieRend wird das
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Gel fur 30 min bis mehrere Stunden in Entfarberldsung geschiittelt, um den Farbstoff aus

dem Gel-Hintergrund zu entfernen.

Farbeldsung 0.25 % Coomassie-Blue R250
50 % Methanol
10 % Eisessig

die Lésung durch einen Faltenfilter filtrieren

Entfarbeldsung 10 % Methanol

10 % Eisessig

13.1.5 Trocknen von Gelen

Gefarbte Gele kdnnen zur Aufbewahrung getrocknet werden, indem sie 2 x 20 min in
25 % Ethanol/ 5 % Glycerin aquilibriert und Uber Nacht zwischen zwei Folien im Rahmen

eingespannt werden.

13.2 Transfer und Detektion von Proteinen

13.2.1 Transfer aus Gelen

Proteine werden mit der “Semi-Dry’-Technik aus SDS-Gelen auf Nitrocellulose-
Membranen transferiert (Towbin et al., 1979). Drei auf die GréRe des Gels zugeschnittene
Whatman-Papiere (3MM) werden mit Transferpuffer befeuchtet und auf die Graphit-Anode
der Transferkammer gelegt. Die ebenfalls mit Transferpuffer benetzte Nitrocellulose-
Membran und anschlieRend das Gel werden luftblasenfrei darauf gelegt. Den Abschluf? bil-
den weitere drei feuchte Whatman-Papiere. Die Graphitkathode wird leicht angedriickt und
mit einem Gewicht beschwert. Der Transfer erfolgt flr 2 bis 3 h bei einer Stromstarke von
0.8mA/cm’.

Transfer-Puffer 48 mM Tris

39 mM Glycin
0,04 % SDS
20 % (v/v) Methanol

13.2.2 Kolonie-Dot-Blotting von D.-discoideum-Kolonien zur Protein-Detektion

Die Protein-Kolonie-Blotting-Methode (Wallraff et al. 1986; Wallraff und Gerisch, 1991)
wurde zum Testen transformierter D.-discoideum-Klone auf Knockout-Klone durchgeflihrt.

D.-discoideum-Kolonien werden von SM-Agarplatten auf Nitrozellulose-Filter Gbertragen und
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durch Einfrieren der Filter auf eine mit Trockeneis gekulhlte Aluminiumplatte (Kolonien nach
oben) lysiert. Die Filter werden anschlieend bei RT 2 bis 4 h mit 1x NCP unter mehrmali-
gem Pufferwechsel gewaschen, zur Denaturierung der Proteine 5 min in 0,1 % SDS-L6sung
bei 80°C inkubiert und nochmals mit 1XNCP gewaschen. Fir Immunmarkierungen werden

die Filter wie unter 13.2.4 beschrieben weiterbehandelt.

13.2.3 Farben von Protein-Blots

Nach dem Blotten aus Gelen oder als Dot-Blot lassen sich die auf die Nitrozellulose-
Membran transferierten Proteine vor der Antikdrperinkubation direkt und reversibel mit Pon-
ceau-Rot (Sigma) anfarben. Dazu werden die Blots ca. 5 min in der Farbelésung ge-
schwenkt und der schwach gebundene Farbstoff mit H,O wieder abgesplilt, bis Protein-
Banden sichtbar werden. Zur vollstdndigen Entfarbung werden die Filter in 1x NCP-Puffer

geschuttelt.

10x Ponceau-Rot-Farbeldsung 2 % Ponceau S
30 % TCA

13.2.4 Immundetektion im Western

Die Immunmarkierung dient dem spezifischen Nachweis von Proteinen auf einer Tra-
germembran (i.d.R. Nitrozellulose), die darauf durch Transfer aus Gelen (13.2.1) oder durch
direktes Abklatschen von Dictyostelium- (13.2.2) bzw. Bakterien-Zellen (12.1.4) immobilisiert

wurden. Die Detektion erfolgt durch Farbstoffbildung oder radioaktiv.

Puffer und Losungen

10 x NCP (TBS-Tween), pH 7.4 100 mM Tris-HCI
1,5 M NaCl
0,5 % (v/v) Tween 20
0,2 % NaN;

2x Blocking-Puffer 8 % BSA
0.2 % NaN;
in 1x NCP

NCP-Antikorper-Puffer 4 % BSA
0.1 % NaN;
in 1x NCP
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1x Carbonatpuffer, pH 10.2 100 mM (10.6 g/l) Na,CO3
800 ml H,O
pH mit HCI auf 10.2 einstellen

mit H,O auf 1 | auffillen

BCIP-(Alk.-Phosphatase-Substrat)-Loésung 0.2 mg/ml BCIP in Carbonatpuffer

NBT- Nachfarbe-Lésung 0.33mg/ml in Carbonatpuffer

10x TBS,pH 7.4 60.6 g/l Tris-HCI
87.6 g/l NaCl, ohne NaN; !

TBS-Antikérperpuffer, pH 7.4 5 % BSA
in 1x TBS

Peroxidase-Substrat-Lésung (frisch!) Substrat: 4-Chlor-1-Naphtol (Sigma)
2 ml 0.3 % (3mg/ml) Substrat in Methanol
10 ml 1x TBS

10 pl HoO,, (direkt vor Gebrauch)

Nachweis durch Alkalische Phosphatase-Reaktion mit BCIP/NBT

Die Membran wird 3x 10min in 1x NCP gewaschen und flr mindestens weitere 30 min
in 1x Blocking-Puffer abgeblockt. AnschlieRend wird die Membran mit dem Primar-
Antikoérper (unverdiinnter Hybridoma-Kulturmedium-Uberstand oder aufgereinigter Antikor-
per in 4% BSA/NCP, ca. 10 bis 20 pg/ml) 2 h bis Uber Nacht auf einem Schattler bei RT in-
kubiert. Ungebundene Antikoérper werden durch 3x 10 min Waschen in 1x NCP entfernt. Der
an Alkalische-Phosphatase-gekoppelte Sekundar-Antikérper (Verdinnung in Antikdrperpuf-
fer gemaf Herstellervorschrift) wird mindestens 2 h bei RT unter Schitteln zugegeben. Nach
3x 10 min Waschen in 1x NCP wird mit 5 min mit 1x Carbonat-Puffer umgepuffert, um das
fur die Enzymaktivitat der Alkalischen Phosphatase notwendige alkalische Millieu zu schaf-
fen. Das Substrat BCIP wird bis zur Bildung des Farbkomplexes (5,5-Dibrom-4,4"-
dichlorindigo) 15 bis 60 min umgesetzt. Die Farbreaktion wird mit H,O gestoppt. Falls das
Signal zu schwach ist, kann mit NBT 30 bis 60 min nachgefarbt werden. Die Blots werden

getrocknet und lichtgeschitzt gelagert.
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Nachweis durch Peroxidase-Reaktion

Die Membran wird nach dem Blotten und 15 min Waschen in 1x NCP fur 15 min in 1x
TBS umgepuffert und mit 5% BSA in 1x TBS mindestens 1 h blockiert. Der Primarantikorper
(direkter Kulturtiberstand oder Verdiinnung in TBS-Ak-Puffer) wird fur 2 h bis Gber Nacht in-
kubiert. Uberschiissige Lésung wird anschlieBend durch 3x Waschen in 1x TBS entfernt. Die
Membran wird mindestens 2 h mit Meerettich-Peroxidase-gekoppeltem Sekundar-Antikorper
(1:1000 verdunnt) inkubiert und danach 6x 5 min mit 1x TBS gewaschen. Die Entwicklung

des Farbstoffs erfolgt mit frisch angesetzter Substrat-Lésung.

Radioaktiver Nachweis

Zum radioaktiven Nachweis mit hdherer Sensitivitdt wurden aufgereinigte Primar-
Antikérper (14.5) mit '*°I-Nal -Markierung verwendet. Die Markierung des mAk 236-173-2
wurde freundlicherweise von Gerhard Rahn/MPI mittels Chloramin T durchgefihrt.

Die Inkubation von NCP-aquilibrierten und geblockten Membranen mit diesem Ak er-
folgte fiur 2 h, anschliefend wurden die Blots in NCP gewaschen und in Folie eingeschweil3t.
In Filmkassetten mit Verstarkerfolie wurden die Signale bei —80°C auf Réntgenfilmen (X-
omat AR-5) detektiert.

Anstelle von Enzym-gekoppelten Sekundar-Antikdrpern stand ein ebenfalls mit '*°I r.

a-
dioaktiv markierter Schaf-anti-Maus-Ak (SAM) zur Verfligung. Nach einer Inkubation der
Membranen mit SAM fur 2 h und nachfolgenden Waschschritten in NCP erfolgte die Auswer-

tung ebenso autoradiographisch.

13.3 Expression rekombinanter Proteine in Bakterien und Aufreinigung

13.3.1 Expression von B-Gal-Fusionsproteinen in E.coli RY1090™

Bei der Konstruktion der Agt11-Phagenbank wurden die ,fremden® Dictyostelium-
Sequenzen in das lacZ-Gen kloniert, so dal} die ,Fremdproteine®, in dem vorliegenden Fall
DMIF1, als Teil eines B-Galactosidase-Fusionsproteins in RY1090™ exprimiert werden. Die
Induktion erfolgt durch die Aktivierung des lac-Promotors mit IPTG bei 37°C Uber Nacht (vgl.
Kapitel 12.1).

13.3.2 Praparation von GST- DMIF1 — Das Fusionsprotein als Antigen zur Immunisie-

rung von Mausen

13.3.2.1 Induktionstest in E.coli der JM-Serie

Nahrmedium Starterkultur 3 ml LB-Medium
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100 pug/ml Ampicillin

Nahrmedium Hauptkultur 10 ml LB-Medium

100 pug/ml Ampicillin

2 % Glucose

Sowohl das GST-DMIF1-Fusionsprotein als auch das verkulrzte Protein GST-DMIF1A3
wurden in E.coli JM 83 und JM109 exprimiert. FlUr die Expression des Voll-Lange-
Fusionsproteins wurden kompetente E.coli-JM109- bzw. JM83-Zellen nach der Hitzeschock-
Methode (12.6) mit dem Plasmid pGEX-GST-DMIF1 transformiert und mit Ampicillin
(50ug/ml) und a-Komplementation selektioniert. Fir den Expressionstest wurden 7 Klone (je
3 aus F68-7 und F68-8 in JM109 und einer aus F68-8 in JM83) ausgewahlt. Die richtige Ba-
senfolge wurde durch DNA-Sequenzierung mit den Primern pgexfw und pgexrev ermittelt.

Zum Animpfen einer Starterkultur wurde ein steriler Zahnstocher in den gefrorenen
E.coli- Zellkuchen einer bei —80°C gelagerten Glycerin-Kultur (12.6.3.1) eingestochen, in ein
Reagenzglas mit vorgelegtem Nahrmedium Uberflhrt und im Rollerinkubator bei 37 °C Uber
Nacht kultiviert. 500 ul der Starterkultur wurden in ein Erlenmeyerkélbchen in Hauptkultur-
Medium verdinnt und mit 260 Upm bei 37 °C amplifiziert. Das Wachstum wurde tGber OD-
Messungen (A = 600nm) kontrolliert und solllte bei 0.8 bis 0.9 liegen.

Die Induktion erfolgte mit IPTG in einer Endkonzentration von 0.1 mM bei 30°C und
37°C. Zur Analyse in der SDS-PAGE erfolgte stlindliche Probennahme von 0 bis 4 h. Je 500
Ml der Bakteriensuspension wurden 30s mit 14.000 Upm in einer Eppendorf-Tischzentrifuge
sedimentiert, der Uberstand abgesaugt, das Pellet N,"
serbad bei 100°C in 50 uyl 3x SDS-Probenpuffer denaturiert. Die Induktion von GST-
DMIF1A3 und Probennahme zum Kartieren der Antikdrper (Kapitel 14) fand analog statt.

-schockgefroren und 3 min im Was-

13.3.2.2 Expression von GST-DMIF1 zur Aufreinigung

Eine 200 ml- Vorkultur wurde von einer frischen E.coli-Agarplatte mittels Zahnstocher
beimpft und Uber Nacht bei 30°C und 270 Upm im Erlenmeyerkolben angezogen. Die Bakte-
rien der daraus angesetzten 2- Liter-Hauptkultur (in 5 Kolben a 400 ml) wurden bis zur OD
0.9 bei 30°C und 270 Upm vermehrt und anschlielend 3h mit 0.1 mM IPTG induziert. Die
Zellen wurden 20min mit 8000xg bei 4°C sedimentiert, einmal mit 1/20Vol. 1x PBS (eiskalt)
gewaschen, und das nach Absaugen des Uberstandes in N, schockgefroren und bei —

80°C gelagert.
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Ein zweiter Ansatz erfolgte mit einer 3.3- Liter-Kultur aus einer 300 ml-Startkultur und
Induktion mit 0.1 mM IPTG Uber 24h bei 30°C und 270 Upm. Die gewaschenen Pellets wur-

den ebenso in N," schockgefroren und bei —80°C gelagert.

13.3.2.3 ZellaufschluB von E.coli in der “French Pressure Cell”

Bei der “French Pressure Cell” handelt sich um eine hydraulische Presse, die mit ihrem
Kolben in einen Stahlzylinder, der mit einer sehr dichten Bakteriensuspension (ca. 2:10"
Zellen/ml) gefiillt ist, driickt und dabei einen Uberdruck von mehr als 10" Pa erzeugt. Am
gegenuberliegenden Ende des Kolbeneintritts befindet sich ein Auslal3réhrchen mit einem
Durchmesser von 3 mm. Bei dessen Offnung treten die Bakterien durch diese aus und er-
leiden dabei einen plétzlichen massiven Druckabfall, der die Zellen zum Platzen bringt.

Alle folgenden Schritte finden zum Schutz vor proteolytischen Abbau bei 4°C oder,
wenn moglich, auf Eis statt. Die Pellets werden in jeweils 110 ml 1xPBS resuspendiert und in
den vorgekulhlten Stahlzylinder gefillt, dieser wird verschlossen und der Kolben bei gedffne-
tem AuslalRventil so lange nach oben bewegt, bis die Zelle weitgehend frei von Luft ist. Nun
wird das Ventil geschlossen, der Stahlzylinder in der Hydraulikpresse fixiert und ein Druck
von 1,2 x 10" Pa (1200 psig) eingestellt. Dann wird sehr vorsichtig das AuslaBventil so weit
geoffnet, dall das Bacterienlysat langsam in ein auf Eis stehendes 50-ml-Réhrchen tropft.
Der Vorgang wird in 3 Volumen-Ansatzen je 3x wiederholt. Zur Vervollstandigung des Auf-
schlusses wird TritonX100 (1% Endkonzentration) zugegeben und 30 min bei 4°C ge-
schwenkt. Ungespaltene Zellen und Zell-Bruchstliicke werden durch 10 min Zentrifugieren
mit 12.000xg (A6.14-Rotor) bei 4°C entfernt. Der geklarte Uberstand, der die 16slichen Pro-
teine enthalt, wird weiterverarbeitet. Von Uberstand und Pellet werden Aliquots in SDS-

Probenpuffer aufgenommen und auf einem SDS-Minigel analysiert.

13.3.3 Affinitaitschromatographie an Glutathion-Sepharose

Fir die Aufreinigung des GST-DMIF1-Proteins aus dem geklarten Uberstand des
Zellaufschlusses (13.3.2.3) wird Glutathion-Sepharose 4B (Pharmacia) als Gelbett-Matrix
vorbereitet (Protokoll Pharmacia, 1993). Die 75% (v/v) Glutathion-Sepharose4B-Dispersion
wird gut gemischt, ein entsprechendes Volumen enthommen (hier 2 ml fir 3 Liter Kulturvo-
lumen: 0.5 ml Gelbettvolumen/Liter Kulturvolumen; 1.33 ml Dispersion/ml Gelbettvolumen)
und bei 500xg 5min abzentrifugiert, um den 20% Ethanol enthaltenden Konservierungspuffer
zu entfernen. Die Matrix wird einmal mit 15 ml 1x PBS gewaschen und erneut sedimentiert.
In frischem PBS resuspendiert wird eine kleine Chromatographie-Saule (Biorad) luftblasen-
frei beflllt und mit 5 bis 10 Gelbett-Volumina PBS aquilibriert.
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Der Uberstand wird mit 0.5ml/min auf die vorbereitete Glutathion-Sepharose-Séule
aufgetragen, Uber Nacht zirkulieren gelassen und mit PBS gewaschen. Das Produkt wird mit
25 mM reduziertem Glutathion in 50 mM Tris-HCI, pH 8.8 mit 0.5ml/min in 3ml-Fraktionen
eluiert. Vom geladenen Uberstand, dem Durchlauf durch die Saule, der Waschfraktion und
jeder Elutionsfraktion werden Proben zur Analyse auf einem SDS-Gel genommen.

Die GST-DMIF1- haltigen Fraktionen 2 bis 12 werden vereinigt (ca. 33ml), mit Centri-
prep 3K-Zentrifugations-Filtrierréhrchen etwa 3fach ankonzentriert und gegen physiologi-
sche Kochsalz-Losung (0.9% NaCl) Uber 3 Tage bei 4°C dialysiert. In dieser Form wurde es
zur Immunisierung von Mausen verwendet (14.1).

Das Gelbett I&Rt sich durch einen weiteren UberschuR an 25 mM reduziertem Glu-

tathion strippen und wiederverwenden.

13.3.4 Abspaltung des GST- tags

Das Reportergen GST laRt sich aus dem Fusionsprotein an der eingefiihrten Faktor-
Xa-Spaltstelle abtrennen (Protokoll Pharmacia, 1993). Als Ausgangsmaterial dient dialysier-
tes aufgereinigtes GST-DMIF1-Protein (13.3.3). Dabei sind zwischen 1/50 bis 1/100 der zu

spaltenden Proteinmenge an FaktorXa einzusetzen, d.h. etwa 10ug FaktorXa/mg Protein.

FaktorXa-Spaltpuffer, pH 7.5 50 mM Tris-HCI
150 mM NaCl
Reaktionsansatz 5 ml 3.5 ml GST-DMIF1 (4.9 mg)

5 pl FaktorXa in Spaltpuffer (50 pg)
1.5 ml Spaltpuffer
0.5 mg CaCl,-2H,0

Der Ansatz wird in eine 5 ml-Spritze aufgezogen und bei 4°C langsam rotieren gelas-
sen. Wesentliche Mengen des Fusionsproteins sind nach 19 h nahezu, und nach 43h voll-

standig gespalten.

13.4 Konzentrationsbestimmung von Proteinen

13.4.1 Mit BSA-Standard

Die Protein-Konzentration wird anhand einer BSA-Verdinnungsreihe im Coomassie-
gefarbten Gel bestimmt. Dazu werden die Bandenintensitdten nach Augenmal} verglichen.

Allerdings handelt es sich um eine sehr grobe Methode, die einerseits das unterschiedliche
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Farbeverhalten des Coomassie-Blau-Farbstoffs von verschiedenen Proteinen und die eben-
so subjektive Wahrnehmung des Beobachters einschlie3t, andererseits nur auf gereinigte

Proteinproben anwendbar ist.

13.4.2 Nach Bradford

Die Konzentration von Proteinen in Loésung wurde mit dem Bradford-Reagens (BioRad)
bestimmt. Das Prinzip beruht auf der Verschiebung des Absorbtionsmaximums von Coo-
massie-Brillant-Blau G-250 von 465 nm nach 595 nm nach dessen Bindung an die basi-
schen und aromatischen Aminosauren eines Proteins (Bradford, 1976). Das Signal (OD)
wird mit einer Eichgeraden verglichen. Dazu werden Verdlinnungsreihen eines Standards
pipettiert und je 800ul mit 200 ul Bradford-Reagenz gemischt. Der lineare MeRbereich liegt
zwischen 1 und 20ug Protein. Entsprechend werden die MeRproben, i.d.R. 10-50 pl auf
800ul verdinnt und mit 200ul Bradford-Reagenz grundlich gemischt. Nach 5 min Inkubation
wird die ODsgs in Einmal-Plastikkivetten im Photometer gemessen. Detergenz-
Konzentrationen Uber 0.1% stéren die Messung. Mit der Methode wurden Konzentrationen

von aufgereinigten Antikérperldsungen bestimmt.

13.4.3 BCA- Protein- Assay

Beim BCA-Protein-Assay (Pierce) wird die Reduktion von Cu®**— Cu'" in alkalischem
Millieu und die anschliefliende cholorimetrisch mefRbare Umsetzung mit Bicinchoninic-Saure
(BCA) zu einem rot gefarbten (BCA),-Cu*'-Chelat-Komplex ausgenutzt (Smith et al 1985). Er
zeigt bei 562 nm starke Absorbtion. Auch hier dient BSA als Standard zur Bildung einer
Eichgeraden. Der Mel3bereich liegt zwischen 5-2000ug/ml.

Arbeitsverdiinnung 50Vol. Reagenz A

1 Vol. Reagenz B

Reaktionsansatz 100 pl Proteinprobe (z.B. Lysat aus 10° Zellen,

oder Standardverdiinnung, Puffer)
2 ml Arbeitsverdiinnung (50:1)
Nach dem Mischen werden die Proben und Standards 30 min bei 37°C inkubiert, dann

auf RT gekuhlt und im Photometer bei 562nm gegen eine Wasser-Referenz vermessen.

13.5 Aufreinigung von Mitochondrien und Praparation von Vesikeln

Zunachst werden Mitochondrien aus einer Dictyostelium-Zellkultur prapariert (Troll, et

al., 1992) und anschlielend einer Ultraschallbehandlung unterzogen (Owen und Kaback,
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1978). Letztere fuhrt zum Zerreillen der Organellen in Membranteile, die zu Vesikeln reas-
soziieren kénnen. Dabei entstehen Vesikel mit Doppel- und Einzelmembranen, die sich in
der urspriinglichen Orientierung (RSV: "right side" Vesikel) oder umgekehrt dazu, d. h. mit
der urspriinglichen inneren Membran auf3erhalb und der urspriinglichen aufieren Membran
innerhalb (IOV: "inside-out" Vesikel) anordnen. Auch Einzelmembranen kénnen derart um-
gestilpt vorliegen.

Alle Schritte finden bei 4°C bzw. auf Eis statt. 2500ml Zellen einer exponentiell ge-
wachsenen axenischen AX2-Kultur werden bei einer Dichte von 5-10° Zellen/ml geerntet und
nach 2x Waschen in Soerensen-Phosphatpuffer durch Resuspension in S-Puffer (s.u.) zu
2:10° Zellen/ml verdichtet. In der Parr-Bombe werden die Zellen durch plétzliche Entspan-
nung eines zuvor angelegten Uberdruckes (1000 psi) lysiert. Fraktionierende Zentrifugatio-
nen bei 4°C ermoglichen die Praparation der Mitochondrien aus dem Zell-Lysat nach folgen-
dem Schema:

1. Schritt: Zellpartikel und Bruchstlicke werden durch 20 min Zentrifugation mit
27.000xg von léslichen Bestandteilen abgetrennt. Das Pellet wird mit dem gleichen Volumen
des abgenommenen Uberstandes S-Puffer resuspendiert.

2. Schritt: Bei 400xg (5 min) werden aus dem resuspendierten Pellet ungespaltene
Zellen von kleineren Partikeln separiert. Der Uberstand wird abgenommen und enthélt ne-
ben anderen Organellen die Mitochondrien.

3. Schritt: Die Mitochondrien werden aus dem Uberstand durch 10 min Zentrifugation
bei 16.000xg sedimentiert und so von weiteren kleineren Bruchstiicken und Membranteilen,
die im Uberstand bleiben, abgetrennt.

4. Schritt: 33 ml Percoll (30% (v/v) in S-Puffer) werden in Quick Seal Réhrchen (Beck-
man) vorgelegt und 2 ml der Mitochondriensuspension auf die Oberflache gegeben. Die
Réhrchen werden zugeschweif3t und in der UZ mit 100.000xg 1h zentrifugiert (VTi-50
Ausschwenk-Rotor, 35.000Upm). Die Mitochondrien werden im Percollgradienten in einer
Dichte-Fraktion angereichert.

5. Schritt: Ultraschallbehandlung: 2 min mit Branson Standard-Mikrospitze bei Stufe 4,
Leistungsabgabe 20%, auf Eis.

Von samtlichen Fraktionen wurden Proben fir die Analyse im SDS-PAGE genommen

(13.2). Die Vesikel-Suspension wurde im TEM analysiert.
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S- Puffer 200 mM Saccharose 100x PIC 2.5 mg Bestatin
20 mM Tris-HCI pH 8.0 5 mg Pepstatin
1 mM EGTA 5 mg Antipain
10 mM Benzamidinhydrochlorid 5 mg Leupeptin
2 mM Dithiotreitol in 50 ml Methanol

0.5 mM PefablocSC®
1:100 Protease-Inhibitor-Cocktail (PIC)
1:100 Trasylol

14 Immunologische und zellbiologische Methoden

141 Hybridoma-Gewinnung

14.1.1 Prinzip

Durch die Fusion von Milzzellen (B-Lymphozyten) mit Myelomzellen werden sogenann-
te Hybridomzellen erhalten (Kéhler und Milstein, 1976). Diese vereinigen in sich die Eigen-
schaften der Ausgangszellen (Peters, 1990), namlich Antikérperproduktion (B-Lymphozyten)
und Teilungsfahigkeit (Myelomzellen). Um diese Hybridomzellen selektionieren zu kénnen,
werden Myelomzellinien zur Fusion verwendet, die keine Hypoxanthin-Guaninphospho-
ribosyltransferase (HGPRT) besitzen. Diese Zellen sterben in einem Kulturmedium ab, das
mit Hypoxanthin, Aminopterin und Thymidin supplementiert ist. Da auch Milzzellen nicht in
der Lage sind, in Kultur zu Uberleben, werden bei diesem Selektionsmedium nur Fusions-
produkte aus B-Lymphozyten und Myelomzellen wachsen kdnnen. Die Milzzelle steuert das
Enzym HGPRT bei, so daf} die Purinsynthese Uber Hypoxanthin (“salvage pathway”) ablau-
fen kann. Die de novo Biosynthese von dTMP ist durch Aminopterin, das die Dihydrofolat-
reduktase hemmt, blockiert. Die Myelomzelle bringt ihrerseits die Teilungsfahigkeit in die Fu-

sion ein, die Hybridomzelle kann sich somit vermehren.

14.1.2 Immunisierung von Balb/c-Mausen

Zur Herstellung von Antikdrpern gegen DMIF1 wurden 2 weibliche, 4-6 Wochen alte
Balb/c-Mause mit 50-150 ug GST-DMIF1 in PBS, dialysiert gegen physiologische Kochsalz-
I6sung (13.3.3) unter Zusatz verschiedener Adjuvantien (Alugel S und Pertussis-Toxin) von
C. Heizer, Dr. Gerisch und Dr. Faix (alle MPI fur Biochemie, Abt. Zellbiologie) intraperitoneal
immunisiert. Die gewahlte Antigenmenge sollte zwischen 10 pg und 500 pg pro Immunisie-

rung liegen (Baumgarten et al., 1990, Harlow und Lane, 1988).
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Immunisierungsprotokoll
Maus 1 (Fusion272) 50 ug GST-DMIF1 in 100 pl Puffer + 20 pl Alugel S [AI(OH)s]

am 1. Tag:

am 15. Tag: 75 ug GST-DMIF1 in 100 pl Puffer + 50 ul Pertussis-Toxin
am 29. Tag: 100 ug GST-DMIF1 in 100 pl Puffer + 20 pl Alugel S

am 46. Tag: 120 yg GST-DMIF1 in 143 pl Puffer + 50 ul Pertussis-Toxin
am 57. Tag: 100 ug GST-DMIF1 in 100 pl Puffer + 20 ul Alugel S

am 58. Tag: 150 yg GST-DMIF1 in 150 pl Puffer ohne Adjuvans

am 60. Tag: Milzentnahme

Maus 2 (Fusion271) 100 pyg GST-DMIF1 in 100 pl Puffer +100 pl komplettes

am 1. Tag: Freund’sches Adjuvans

am 58. Tag: 100 yg GST-DMIF1 in 100 pg Puffer + 100 pl inkomplettes
Freund’sches Adjuvans

am 60. Tag: Milzentnahme

14.1.3 Praparation von B-Lymphozyten

Fusion und Klonierung der Hybridomzellen wurden mit der freundlichen Unterstlitzung
von Alicija Baskaya und Mary Ecke (MPI fir Biochemie, Abt. Zellbiologie) durchgeflihrt. Die
Milz einer immunisierten Maus wird unter sterilen Bedingungen prapariert und in 5 ml kaltem
RPMI-1640-Medium ohne Hepes (RPMIoH) mit Skalpell und Pinzette von Fettgewebe befreit
und fein zerkleinert. GroRere Bestandteile werden mit Hilfe eines Glashomogenisators vor-
sichtig in Einzelzellen aufgeldst. Diese Zellsuspension wird anschlieend durch eine mit
Kunstfaserwolle gestopfte Spritze filtriert, um noch restliche grébere Bestandteile abzutren-
nen. Die B-Lymphozyten werden zweimal mit kaltem serumfreien RPMIoH-Medium gewa-
schen (Hettich-Zentrifuge; 1500 Upm, 5 min, 4°C), anschlieflend in 5 ml RPMloH-Medium
(RPMI ohne HEPES-Puffer) aufgenommen und auf Eis gestellt.

14.1.4 Fusion von B-Lymphozyten und Myelomzellen

Fir die Fusion mit den Milzzellen beider Mause wurde der Myelomstamm PAIB3;Ag81
verwendet. Milzzellen und Myelomzellen sollen im Verhaltnis von 2:1 fusioniert werden, d.h.
jeweils die Zellen einer Milz (entspicht etwa 10° Lymphozyten) in 5ml RPMIoH-Medium und
5-10' Myelomzellen in 5ml RPMI-Medium werden gemischt. Dieser Ansatz wird auf zwei 50-
ml-Réhrchen verteilt, zentrifugiert (1500 Upm, 5 min, 4°C) und mit 5 ml RPMI-Medium gewa-
schen. Die Zellen werden dann in ein 37°C-Wasserbad tUberflhrt, mit einer Pasteurpipette
aufgewirbelt und mit 0,5 ml einer PEG-L6sung (1 g PEG, M, = 4000 g/mol, in 5 ml 0,9%iger
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NaCl-Loésung, steril filtriert) versetzt. Die Zellsuspension wird nochmals mit einer Pasteurpi-
pette leicht gemischt und dann 1 min im Wasserbad (37°C) leicht geschdittelt. Nach der In-
kubation von 1 min bei RT werden dann innerhalb von 5 min tropfenweise und unter leich-
tem Schitteln des Réhrchens im Wasserbad 10 ml RPMIoH-Medium zupipettiert. Die Sus-
pension wird zentrifugiert, das Sediment in 125 ml Normalmedium + 5 % Bri Clone aufge-
nommen und auf 10 Costarplatten verteilt (0,5 ml pro Loch). In jedes dieser Lécher wurden
am Tag zuvor 0,5 ml einer Makrophagensuspension pipettiert.

Die Platten werden bei 37°C, 5 % CO, und 95,5 % Luftfeuchtigkeit inkubiert. 24 Stun-
den nach der Fusion werden pro Loch 0,5 ml des 3 x HAT-Selektionsmediums + 5 %
Bri Clone zugegeben. Das Medium wird dreimal wdchentlich gewechselt, wobei nach 14 Ta-
gen HAT-Medium durch HT-Medium ersetzt wird und nach einem weiteren Mediumwechsel

Normalmedium verwendet wird.

14.1.5 Herstellung der Makrophagensuspension

Zur Isolierung von Makrophagen als Feederzellen fur die frischen Hybridoma-Zellen
werden 10ml Normalmedium unter sterilen Bedingungen in die Bauchhdhle einer durch Ge-
nickdislokation getdteten Maus injiziert und zur Losung der Makrophagen in das Medium ge-
schwenkt. Das Medium wird wieder entnommen und der ganze Vorgang mit frischem Medi-
um 2x wiederholt. Die Makrophagen werden abzentrifugiert (1000Upm, 5min, 4°C, Hettich-
Zentrifuge), 2x mit Normalmedium gewaschen und in 125ml Normalmedium + 5% Bri Clone

aufgenommen. Diese Makrophagensuspension ist bei 4°C 3 Tage lang verwendbar.

14.2 Testen der Uberstinde und Klonieren der Hybridomzellen

14.2.1 Western-Test

Sobald Klone sichtbar werden und sich das Medium gelblich verfarbt (Umschlag des
zugesetzten pH-Indikators wegen Ansauerung des Mediums aufgrund von Stoffwechsel-
Produkten), werden die Uberstande der einzelnen Lécher auf Antikérper getestet. Dazu wer-
den Westernblot-Teststreifen, die AX2-Zellhomogenat einerseits und Homogenat der Trans-
formante GFP-N-DMIF1 enthalten mit den Kulturiberstanden tber Nacht inkubiert und am
folgenden Tag mit Alkalische-Phosphatase-gekoppelten Zweitantikdrper (Ziege-anti-Maus)
und anschlieRender BCIP-Reaktion detektiert (13.2.4). Hybridomzellen, die eine etwa
14kDa-Bande im AX2-Blot und eine 14kDa sowie eine etwa 40kDa-Bande im GFP-N-DMIF1-
Blot zeigen, werden kloniert. Als weiteres Auswahlkriterium dient der ELISA-Test (14.2.2).

Zur Klonierung werden die Zellen aufgewirbelt und mit Normalmedium verdunnt. Aus

dieser Suspension werden dann mit einer fein ausgezogenen Pasteurpipette kleine Tropfen
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in die Loécher einer Mikrotiterplatte (96-Loch-Platte) pipettiert. Locher, die Tropfen mit nur
einer Zelle enthalten, werden mit 2-3 Tropfen einer Makrophagensuspension und der glei-
chen Menge an Normalmedium aufgefillt. Nach 5-10 Tagen werden die klonierten Zellen,
die sich vermehrt haben, nochmals im Western und ELISA getestet. Hierzu werden die Ni-
trocellulosestreifen auf Parafilm gelegt, mit dem Hybridomiberstand Uberschichtet und in
einer feuchten Kammer inkubiert. Klone, die erneut ein positives Signal ergeben, werden
wieder auf Costarplatten tberimpft und anschlieRend in Gewebekulturflaschen (5-ml-, dann

50-ml) Gbertragen und der Mediumtberstand als antikérperhaltige L6sung gesammelt.

14.2.2 ELISA-Screening (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay)

Hybridomaulberstadnde sowohl aus den ersten Anzuchtléchern als auch aus beiden
Klonierungsrunden wurden auf die Anwesenheit anti-DMIF 1-spezifischer Antikdrper mit dem
ELISA uberpriift. Dabei wurden alle Uberstande parallel gegen GST-DMIF1- und GST-
Antigen getestet, um GST-reaktive Ak, die auch in GST-DMIF1 reagieren werden, aber

DMIF1-unspezifisch sind, herauszufiltern.

Platten 96-Loch-Mikrotiterplatten, F-Boden (Greiner)
11 Vollers Puffer, pH 9.2 zur Beschichtung von Mikrotiterplatten

1.59 g N32003

0.2 g NaN;

2.93 g NaHCO;,3

1 x PBS, pH 7.4 (fur 11) 137 mM (8 g) NaCl
2.7 mM (0.2 g) KCl
8.1 mM (1.15 g) Na,HPO,
1.5 mM (0.2 g) KH,PO,

Waschpuffer PBST, pH 7.4 0.04% (v/v) Tween 20
in 1 x PBS
Blockpuffer, pH 7.4 1% (w/v) BSA
in 1 x PBS
Sekundarer Antikorper Ziege-anti-Maus-Peroxidase (Biorad)

Substratpuffer, pH 6.8 0.02 M Na,HPO,
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Substrat 0.01% H,0,

1mg/ml 5-Aminosalicylsaure

Beim direkten (Antigen-Capture) ELISA werden die Antigene am Boden von Mikrotiter-
platten immobilisiert. Dazu werden pro Loch 100 pl einer 40ug/ml-Verdiinnung von aufgerei-
nigtem GST-DMIF1 und GST in Vollers-Puffer pipettiert und tGber Nacht bei 4°C inkubiert.
Die Platten werden 4 bis 5x mit je 100 pl PBST gewaschen und 2h bei RT mit PBS/1% BSA
geblockt. Der Puffer wurde aus den ELISA-Platten geschlagen, die nun bis zum Gebrauch
bei —20°C gelagert werden kénnen.

Alle Schritte des Assays finden bei RT statt. Von den enthommenen Hybridomauber-
stdnden werden je 100ul/Loch 90 min bei RT inkubiert. Eine Pufferprobe, die mit beiden Ak
detektiert wird, dient neben einem Ansatz ohne Hybridomaulberstand, aber mit Sekundar-Ak
als Negativkontrolle. Danach wird 4 bis 5x mit PBST gewaschen und mit je 100ul Peroxida-
se-gekoppeltem Sekundarantikdrper pro Loch fir 90 min inkubiert. Nach erneutem Waschen
werden 100ul Substrat/Loch dazugegeben, fir weitere 20 bis 30 min inkubiert und die Reak-
tion mit je 100ul 1M NaOH /Loch gestoppt. Die Extinktion wird im ELISA-Reader bei 492 nm

gemessen.

14.3 Konservierung und Auftauen von Hybridomaklonen

Zur Kryo-Konservierung der einzelnen Klone werden die Zellen einer confluent be-
wachsenen 50 ml-Kulturflasche, deren Medium einen Tag zuvor ohne Abklopfen der Zellen
gewechselt wurde, geerntet. Dazu werden die Zellen abgeklopft, und 5 min in der Hettich-
Zentrifuge mit 1500 Upm bei 4°C sedimentiert. Der Uberstand wird abgesaugt und das Pellet
in 5 ml eiskaltem Einfriermedium resuspendiert. Die Zelldichte sollte etwa 5-10° /ml betra-
gen. Die Zellsupension wird steril in 5, auf Eis gehaltene Einfrierrdhrchen (1.8 ml, Nunc)
verteilt. Die Ampullen werden in Einfrierkdpfe in die Atmospare von N, gestellt, in denen die
Temperaturabnahme um 1°C pro Minute gewahrleistet ist.

Um eingefrorene Zellen wieder anzuziehen, wird eine Ampulle im Wasserbad (37°C)
aufgetaut und der Inhalt in 10 ml Normalmedium Ubergefuhrt. Nach Zentrifugation
(1000 Upm, 10 min) wird das Medium abgegossen, die Zellen werden erneut in 10 ml Nor-

malmedium aufgenommen und auf zwei 50-ml-Kulturflaschen verteilt.

14.4 Bestimmung der AK-Klasse mit Diffusionstest

Mit dem Radialdiffusionstest (Ouchterlony, 1962) hat man eine potente Methode zur

Verfligung, die Immunglobulinklasse und die Subklasse monoklonaler Antikérper zu
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bestimmen. Das ist notwendig flr die richtige Auswahl der sekundaren Antikorper bei immu-
nologischen Verfahren wie der Immunfluoreszenz, Immunprazipitation und immunologischen
Detektion im Westernblot. Das Prinzip beruht auf der allseitigen Ausbreitung I8slicher Stoffe
in einer fluiden Umgebung durch Diffusion und auf dem Prazipitationsverhalten von Antigen-
Antikérper-Komplexen. Die zunachst 16slichen Antigene und Antikérper treffen durch Radial-
diffusion aufeinander und bilden, falls sie immunologisch zusammenpassen, solche mit dem
Auge sichtbaren Prazipitate aus.

Auf einen Objektrager wird ein Tropfen einer 2% Agaroseldésung in PBS mit einem
Pinsel zlgig verteilt. aufgetragen. Nach Erstarrung dieser Schicht wird eine weitere Schicht
Agarose (1.5% in PBS pH 7.4, 2% PEG4000) aufgetragen und nach dem Erkalten hexago-
nal Lécher von & 2mm hineingestanzt. In das zentrale Loch werden sukzessive 10 bis 30 pl
des zu testenden Serums (Hybridomalberstand), in die 6 peripheren Vertiefungen je 5 ul
Antiserum bekanner Immunglobulinklasse (IgA, 1gG1, 1gG2a, IgG2b, 1gG3, IgM) geflllt und
1 bis 3 Tage bei RT in der feuchten Kammer inkubiert. Nur das gegen die Immunglobu-
linklasse des Testserums gerichtete Antiserum bildet den als weil3e Prazipitatlinien sichtba-
ren Komplex. Die im Trockenschrank (bei 80°C mit aufgelegtem feuchten Whatman-
Papierstreifen) getrockneten Objekttrager lassen sich in Coomassie-Blau-Lésung farben und

somit die Prazipitate nachkontrastieren. Danach werden die Glaser erneut getrocknet.

14.5 Aufreinigung von monoklonalen IgM-Antikorpern

Der im Genbank-Screening verwendete mAk 236-173-2 wurde mittels Anti-Maus-IgM-
Agarose (Sigma) aus Hybridomalberstand aufgereinigt. Ein kovalent an Agarosebeads ge-
koppelter (Cyanogenbromid- Aktivierung) p-Ketten-spezifischer Maus-IgG bildet die Matrix
fur die Affinitats-Chromatographie.

Phosphatpuffer (PB), pH 7.2 100 mM Na,HPO,
500 mM NacCl

Elutionspuffer (EB), pH 2.4 100 mM Glycin
150 mM NaCl

Neutralisationspuffer, pH 9 2 M Tris

Dialysepuffer, pH 8.9 100 mM Tris
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In eine 0.7x10mm Saule (Biorad) wird PB vorgelegt, 1 ml der Agarose-Dispersion luft-
blasenfrei zugegeben, mit PB lberschichtet und die Saule mit weiteren 50 ml PB (1ml/min)
aquilibriert. 100 ml des 5 min mit 1000Upm zentrifugierten Hybridoma-Uberstandes werden
aufgetragen und 24h mit 0.5ml/min Gber die Saule zirkuliert.

Nach Waschen der Matrix mit 100ml PB (0.5ml/min) werden mit EB 30 Fraktionen von
1ml eluiert. In die Reagenzglaser wurden jeweils 50 ul Neutralisationspuffer vorgelegt, um
das sehr saure Millieu des EB méglichst schnell abzupuffern. Die gepoolte Fraktion wird mit
HCI auf pH 7 eingestellt und gegen Ulber Nacht dialysiert. Die Konzentration wird mittels OD-
Messung (280nm) und Bradford-Assay (13.4.2) bestimmt.

14.6 Bestimmung von Pinozytoseraten

Zur Quantifizierung der Pinozytoseaktivitat (Hacker et al., 1997) wurde die Aufnahme
des Flussigphasenmarkers TRITC-Dextran durch D. discoideum- Zellen fluorimetrisch er-
fakt. Axenisch gewachsene Zellen (2 bis 5-10° Zellen/ml) wurden auf eine Dichte von 5:10°
Zellen/ml in AX-Medium eingestellt. 10 ml dieser Zellsuspension wurden in silanisierten
25ml-Kdlbchen (Vorbehandlung der Kolben mit Repel-Silan und nachfolgendes Spulen mit
Ethanol und Wasser soll ein Haften der Zellen an der Glaswand verhindern) bei 150 Upm
und 22°C geschuttelt. Zum Zeitpunkt t, wurden 20 mg TRITC-Dextran (vorgeldst in AX-
Medium) zur Zellsuspension gegeben und kurz gemischt. Zu bestimmten Zeitpunkten wurde
1 ml der Zellsuspension zu 100 pl Trypanblau-Lésung pipettiert. Es wurde kurz gevortext, die
Zellen abzentrifugiert (2 min, 800xg, RT) und der Uberstand bis zum Zellpellet vorsichtig ab-
gesaugt. Das Pellet wurde einmal mit 1 ml Soerensen-Phosphatpuffer (RT) gewaschen, in 1
ml Soerensen-Phosphatpuffer (RT) resuspendiert, kurz gevortext und die Fluoreszenzinten-
sitat (574nm) in einer Fluorimeter-Quarzkuvette mit dem Fluoreszenz-Spektrometer SFM 25
(Kontron) nach Anregung (544 nm) gemessen. Die Messung erfolgte nach 0, 15, 30, 45, 60,
75, 90, 105, 120 und 135 min. Von allen Proben wurden Aliquots zur Proteinbestimmung

(13.4.3) entnommen.

Trypanblau-Lésung, pH 4.4 (Hed, 1986) 150 mM (0.087 g) NaCl
25 mM (0.058 g) Natriumcitrat
0,2 % (0.02 g) Trypanblau

in 10 ml Wasser 30 min rihren

filtrieren durch einen Faltenfilter

und einen Sterilfilter, 0.45um
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15 Mikroskopie

15.1  Fluoreszenz- und indirekte Immunfluoreszenz-Mikroskopie

15.1.1 Fixierung von D.-discoideum-Zellen in Picrinsaure- Formaldehyd

Puffer und Losungen

10x PBS,pH 7.4

PBS/Glycin

PBG

PIPES-Puffer, pH 6

Picrinsaure, gesattigt, pH 6

Picrinsdure-Paraformaldehyd-Fixativ

Einbettmedium

1370 mM NacCl

27 mM KCI

81 mM Na,HPO, oder Na,HPO,-2H,0
15 mM KH,PO,

100 mM Glycin in 1x PBS

0.5 % BSA

0.05 % Fischgelatine (Sigma, 45 %)
in 1x PBS

sterilfiltriert bei —20°C

20 mM PIPES (Sigma)

3g Picrinsaure in 11 H,O, 80°C Uber Nacht

abklhlen, pH einstellen

0.4g Paraformaldehyd

7 ml H,O, 40°C, mit 2-4 Tropfen 2M NaOH bis
zum Auflésen titrieren

10 ml 20mM PIPES

3 ml gesattigte Picrinsaure

20 g Polyvinylalkohol, M, 30000-70000 g/mol, werden in 80 ml PBS durch 16-stiindiges

Ruhren aufgelést. Nach Zugabe von 40 ml Glycerin (99,5 %) und erneutem 16-stiindigen

Rihren wird bei 15.000 g 15 min zentrifugiert, der Uberstand mit 25 ug/ml Antibleichmittel

DABCO versetzt, aliquotiert und bei -20°C eingefroren.
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Fixierungsverfahren

Fixierung der D.-discoideum-Zellen und Immunfluoreszenz werden nach einer von
Humbel und Biegelmann (1992) beschriebenen Methode durchgefiihrt. D.-discoideum-Zellen
werden geerntet (1000 Upm, 5min, 4°C) und 2 x mit Soerensen-Phosphatpuffer (PP) gewa-
schen. Von einer auf Suspension in PP mit einer Dichte von 5-10° Zellen pro ml werden je
300 ul auf ein HCI-gereinigtes Deckglaschen (& 12 mm) pipettiert. Man 14t die Zellen 15 bis
30 min absitzen, saugt den Puffer mit einem Papiertuch ab und legt das Deckglaschen mit
den Zellen nach unten auf einen 200-ul-Tropfen Pikrinsaure- Paraformaldehyd-Fixativ, der
sich auf einer mit Parafilm bedeckten Glasplatte befindet. Nach 30 min Fixieren wird das
Glaschen entnommen, nacheinander in 10 mM PIPES und PBS/Glycin gespilt und 10min

mit 70 % Ethanol nachfixiert.

15.1.2 Immunfluoreszenz-Markierung

In einer feuchten Kammer folgen Wasch- und Inkubationsschritte, bei denen die Gla-
ser mit einer Pasteurpipette mit dem entsprechenden Puffern oder Antikérperlésungen tber-
schichtet und mit einer Wasserstrahlpumpe wieder abgesaugt werden. Glaser werden 2x
5min mit PBS/Glycin und 2x 15min mit PBG gesplilt.

Die Inkubation mit dem ersten Antikorper (150 bis 300 pl Kulturiiberstand oder 10-
20 pg/ml aufgereinigter Antikérper in PBG; zentrifugiert) erfolgt fir 3h oder Uber Nacht bei
RT in der geschlossenen feuchten Kammer. Es folgen 6x 5min Waschen mit PBG und Inku-
bation mit dem Sekundarantikérper (zentrifugiert) fir 1 bis 2h. Anfarbung von DNA erfolgt
durch 15-mindtige Inkubation mit DAPI in PBG (1:1000). Dann wird 2 x 5 min mit PBG und
3 x 5 min mit PBS gewaschen, das Deckglaschen kurz in H,O gesplilt und sofort mit den
Zellen nach unten auf einen Tropfen Einbettmedium auf einem Objekttrager gelegt. Die Pra-
parate werden bei 4°C gelagert. Sie kénnen sowohl im Fluoreszenzmikroskop (Zeiss Axi-

ophot) als auch im konkokalen Laserscanningmikroskop ausgewertet werden.

15.1.3 Konfokale Fluoreszenzmikrospie

Objektive
63x/ 1.2 C-Apochromat Wasserobjektiv
100x / 1.4 Apochromat Ol
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Individuelles Scannen

Farbstoff Laser Dichroid Filter
cY3 HeNe 543 FT 560 L oR0R10
CY5 HeNe 633 NT80/20-543 RG 665

TRITC He Ne 543 FT 560 LP 570
GFP Ar 488 FT 510 BP 510-565
DAPI Ar 364 FT 395 BP 400-435

Simultanes Scannen zweier Farbstoffe

Farbstoff Laser Dichroid Zweiter Splitter Filter
LP 570
CY3 *
Ar 488 FT 488/543 FT 560 BP 575-640
GEP BP 510-525
cY5 RG 665
Ar 488 NT 80/20-543 FT 560
GEP BP 510-565
BP 510-525*
cY3 BP 575-640
HeNe 543 NT 80/20-543 FT 665
cY5 RG 665

15.2

Transmissionselektronenmikroskopie

Fur morphologische Untersuchungen und die Bestimmung der Lokalisation von Protei-

nen auf sublichtmikroskopischen Niveau werden Praparate fir die Transmissions-

Elektronen-Mikroskopie (TEM) hergestellt. Zum Studium der Feinstrukturen in Zellen werden

EPON-Praparationen (Franke et al., 1969) herangezogen, die weitgehend morphologieerhal-

tend sind. Spezifische Immunmarkierungen zur Bestimmung der Lokalisation von Proteinen

werden sowohl in Kryo- (Tokuyasu, 1973) als auch in EPON- Praparaten vorgenommen. Fi-

xierungen und Einbettungen wurden mit freundlicher Unterstiitzung von Monika Matzner

durchgeflhrt.

15.2.1

Losungen

2x Fixativ

Fixierung und Immunmarkierung von Kryopréaparaten

4% Paraformaldehyd

in Picrinsaure (siehe 15.1.1)
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Gelatine-L6sung (10%) 5% 2.3 M Saccharose
5 % 20x Soerensen- Phosphatpuffer
90 % H,0
10 % Gelatine

Saccharose-Lésung 1.8 M Saccharose (Merck)
500 ml PBS
PVP/ Saccharose Polyvinylpyrrolidon, 15% (w/v)

500 ml Saccharose-Losung
75 g PVP-10 (Sigma)
bei —20°C lagern

PBS,pH 7.4 8,1 mM Na,HPO,
1,5 mM KH2PO4
137 mM NacCl
2,7 mM KCI
PBS/Glycin (PBSG) 100mM Glycin in PBS
PBSG-Gelatine (2%) 2% Gelatine (w/v) in PBS/Glycin
Methylcellulose-Uranylacetat-Lésung 0.8 ml 2% Methylcellulose
0.2 ml 3 % Uranylacetat in H,O
0.1 ml H,O

Paraformaldehyd-Picrinsaure-Fixierung

Zellen aus Schittel- oder Plattenkulturen werden mit doppelt konzentriertem Fixativ
(Endkonzentration 2% Paraformaldehyd) unter Schitteln 15min fixiert und 5min in der Ep-
pendorf- Tischzentrifuge pelletiert. Das Zellsediment wird zweimal in 10mM PIPES (siehe
15.1.1) und einmal in PBSG gewaschen und bei 8000 Upm abzentrifugiert. Das Pellet wird
mit dem gleichen Volumen Gelatine-L6sung (Endkonzentration 2%) bei 40°C gut gemischt
und 30 min auf Eis gehartet. Es folgt eine 1 bis 2stlindige Nachfixierung mit 1% Paraformal-
dehyd (in PBS ohne Picrinsaure). Die Pellets werden in PBSG gewaschen und in kleine
Blocke geschnitten. Die Stlickchen werden uber Nacht in 15 % PVP/1.8M Saccharose ab-

sinken gelassen und am darauffolgenden Tag auf Metallstépseln in flissigem Stickstoff
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schockgefroren. Alternativ kdnnen diese Bléckchen fir den alsbaldigen Gebrauch im Kuihl-

schrank aufbewahrt werden.

Kryoprozessierung und Immunmarkierung

Von den Kryobléckchen werden mit einem Mikrotom 60 bis 70 nm dicke Schnitte ange-
fertigt und auf tragerfilmbeschichteten (Formvar) Nickelnetzen immobilisiert. Die Netze wer-
den 10 min auf PBSG schwimmend &aqulibriert, in PBSG gewaschen und 10 min auf eine
PBSG-Gelatine-Lésung (2%) gelegt. Nach erneutem Waschen mit PBSG wird der Primaran-
tikérper, verdinnt in PBSG/1% BSA, entweder Uber Nacht im Kihlschrank, oder 1h bei RT
inkubiert. Nach Waschen in PBSG wird mit 1:200 in PBSG/1% BSA verdinntem Sekunda-
rantikérper (Kaninchen-anti-Maus- 1gG) Uberschichtet und die Grids nach weiterem Wa-
schen in PBSG auf eine ProteinA-Gold-Lésung (1:50 in PBSG/1% BSA) gelegt. Es folgen
grindliche Waschschritte zuerst mit PBSG und danach mit H,O. Die Nachfixierung wird mit
einer 2% Glutaraldehyd-Lésung (in H,O) durchgefuhrt, der nach Waschen in H,O eine 15-
minUtige Behandlung mit Methylcellulose-Uranylacetat-Lésung zur Nachkontrastierung folgt.
Die Flussigkeit wird abgestreift und die Grids getrocknet.

Entgegen den Einzelmarkierungen, die mit ProtA-Gold detektiert werden, mufl} flr
Doppelmarkierungen auf Gold-konjugierte Zweitantikérper zurlickgegriffen werden. Deren
Markierungseffizienz ist zwar geringer, es werden aber auch Kreuzreaktionen zwischen den
Sekundarantikérpern mit den ,falschen® Primarantikérpern vermieden. Dabei wird zuerst der
anti-DMIF1-mAKk Uber Nacht inkubiert und dann mit Gold-konjugiertem Ziege-anti-Maus-
Sekundarantikorper abgesattigt. Danach kann mit dem nachsten Primarantikérper anti-a-
Tubulin-pAk (2h) und anschlieRend mit Gold-gekoppeltem Ziege-anti-Kaninchen-Ak markiert

werden.

15.2.2 Fixierung und Einbettung in EPON

Losungen

2x Fixativ 4% Glutaraldehyd
2% Osmiumtetroxid (OsO,)
in PBS pH 7.2

Uranylacetat-Fixativ 1% Uranylacetat in H,O
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Simultanfixierung in Glutaraldehyd-Osmiumtetroxid
Wenn nicht anders angegeben, finden alle Schritte bei RT statt. Dictyostelium- Zellen
werden entweder direkt aus Schittelkulturen oder, abgespilt von AX-Medium enthaltenden
Petrischalen, in Suspension fixiert. Dazu werden die Zellen und das doppelt- konzentrierte
Fixativ (Endkonzentration 2% Glutaraldehyd, 1% Osmiumtetroxid) zu gleichen Teilen ge-
mischt, 10 min geschwenkt und anschlieRend 1h auf Eis gestellt. Die Zellen werden 2x mit
PBS und 2x mit H,O gewaschen, 1h mit Uranylacetet nachkontrastiert und wiederum 3x mit
H,O gewaschen. Mit Ethanol- Lésungen verschiedener Konzentrationen findet eine schritt-
weise Dehydrierung der Proben wie folgt statt:
je 15 minin 30 % — 50 % — 70 % — 80 % Ethanol
30 min in 100 % Ethanol
30 min in Propylenoxid
Der Aquilibrierung in Propylenoxid folgt die Uberfiihrung des Zellsedimentes in
BEEN®-Kapseln, in denen die Praparate in einer 1:1-Mischung aus EPON (Agar Resin Kit)
und Propylenoxid tber Nacht inkubiert werden. Das verdunstende Propylenoxid wird durch
EPON ersetzt und 2 Tage bei 60°C ausgehartet. Danach werden von den EPON-Blécken
mit einem Mikrotom Schnitte angefertigt, die auf Formvar-beschichtete Nickel-Grids transfe-

riert und dort einer Uranylacetat- Nachkontrastierung unterzogen werden.

15.2.3 Immunmarkierung an EPON-Praparaten

Aus isolierten Mitochondrien praparierte Vesikel (13.5) werden immunmarkiert und an-
schlieBend in EPON-Harz eingebettet. Damit verbindet man den Vorteil der genaueren Wie-
dergabe der Strukturen durch das EPON-Verfahren (die bei gewdhnlicher Kryoeinbettung oft

diffus werden) mit der spezifischen Markierbarkeit dieser Strukturen.

15.2.3.1 ,Preembedding Labeling“ Verfahren

Je 200 ul der Vesikel-Suspension werden mit folgenden Hybridomatlberstanden 1h bei
RT inkubiert: anti-DMIF1 (mAk 272-208-1; 2ul), anti-Porin (mAk 70-100-1; 200pl) und anti-
F1F0-B-Untereinheit (mAk 238-190-11; 200ul). Die Zellen werden 2min bei RT mit
10.000Upm in der Eppendorf-Tischzentrifuge sedimentiert, mit 20mM Tris-HCI (pH 8.0) ge-
waschen und die Pellets flr 1h bei RT mit dem polyklonalen Sekundarantikérper (Kanin-
chen-anti-Maus) inkubiert. Nach einem Waschschritt mit 20mM Tris-HCI (pH 8.0) erfolgt die
Markierung mit ProtA-Gold fir eine weitere Stunde. Danach werden die Praparate mit Gluta-

raldehyd/Osmiumtetroxid analog (15.2.2) fixiert und eingebettet.
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16 Computerprogramme

16.1 Unter Windows

Word 97 und Word 2000 Microsoft

Sigma-Plot 5.0 Jandel Scientific

Corel-Draw 8 und 9 Corel

Photoshop 4.0, 5.0 Adobe Systems

iGrafx image 1.0 Micrografx

PC-Bas 2.0 (Phosphoimager) Raytest

Ovid Client (Literatursuche) Ovid Technologies

DAVS (Bildverarbeitung) Richard Albrecht (MPI fur Biochemie, Abt. Zellbiologie)

16.2  Unter UNIX

GCG Sequence Analysis Package University of Wisconsin,
Genetics Computer Group (Devereux et al., 1984)
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