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Kapitel 1

Zusammenfassung

Im Laufe der Evolution haben bakterielle Erreger und Wirtszellen zum Teil sehr
komplizierte Strategien entwickelt, die Infektion zu erleichtern bzw. zu verhin-
dern. Es war das Ziel dieser Arbeit, in einem Modellorganismus Faktoren zu
untersuchen, die in Makrophagen als ,natiirliche Resistenz-assoziierte Protei-
ne” (Nramp) beschrieben worden waren. Proteine der Nramp-Familie erfiillen
in verschiedensten, genetisch zum Teil weit von einander entfernten Organis-
men wichtige Aufgaben bei der Einstellung von intrazelluldren Ionenkonzentra-
tionen. In der vorliegenden Arbeit werden zwei Homologe der Nramp Familie
in der Amobe Dictyostelium discoideum untersucht. Das DdNrampA Gen ist
1890 Basenpaare (Bp) lang, wihrend DdNrampB 1713 Bp umfasst und ein
138 Bp langes Intron enthilt. Das Vorhandensein beider Gene wurde mittels
»oouthernblotting” verifiziert, die Expression sowie deren Regulation zu ver-
schiedenen Zeitpunkten in der Entwicklung von D. discoideum wurden durch
»,Northern”-Analysen untersucht. Unter Verwendung von computergestiitzten
Vorhersagen wurde eine phylogenetische Einordnung der D. discoideum Nramp-
Homologe in die Nramp-Familie vorgeschlagen. Ebenso wurden die Hydrophobi-
zitdtseigenschaften und damit die mogliche Lage der Transmembran-Doménen
durch Softwareanalyse untersucht. Durch Klonieren unterschiedlicher Regionen
von DdNramp-Proteinen in Expressionsvektoren wurden Teile von DdNramp in

E. coli iiberexprimiert und der Versuch unternommen, die Expression des re-
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kombinanten Proteins zu optimieren. Zur Herstellung von Antikorpern wurden
auch Regionen der DdNramp-Homologe ausgewéhlt, die in Form synthetisch
hergestellter Peptide zur Immunisierung von Kaninchen verwendet wurden. Die
erhaltenen Seren wurden durch ,,Westernblot” und Immunfluoreszenz auf das

Vorhandensein von DdNramp-Antikorpern iiberpriift.

Die Experimente zeigten eindeutig, dass D. discoideum zwei Nramp Gene
enthélt, die fiir Proteine mit 12 Transmembrandoménen kodieren. Die Nramp-
Homologe in D. discoideum sind vor allem in der Vesikelmembran angereichert,

was mit ihrer vermuteten Funktion als Ionentransporter iibereinstimmen wiirde.



Kapitel 2

Einleitung

2.1 Intrazellulire Erreger

Um den Abwehrmechanismen des Wirtsorganismus zu entgehen, haben sich
Erreger iiber die Evolution hinweg verschiedenste Strategien zugelegt. Eine
Moglichkeit ist die Produktion von Zytotoxinen, die Makrophagen und andere
Zellen der Immunantwort in ihrer Funktion beeintrichtigen. Andere Bakterien
verindern die Proteine, die auf ihrer Oberfliche exprimiert werden, um so die
gegen sie gerichteten Antikoérper und damit die humorale Immunreaktion des
Wirtes wirkungslos zu machen. Einige Erreger entziehen sich sowohl den spezi-
fischen als auch den unspezifischen Abwehrmafinahmen, indem sie die Fahigkeit
haben, intrazelluldr, zum Teil sogar innerhalb der Abwehrzellen des Wirtes zu
iiberleben. Diese Gruppe, zu der z.B. Salmonella ssp., Mycobacterium ssp., Lis-
teria ssp. und Legionella ssp. gehoren, soll hier anhand einiger Beispiele ndher

vorgestellt werden.
2.1.1 Legionellen

Allgemeines Die zu den gramnegativen, aeroben Bakterien gehtrenden Le-
gionellen wurden erstmals im Jahre 1976 beschrieben, als es bei einem Kongress
amerikanischer Berufssoldaten zum ersten Ausbruch der deshalb so benann-

ten Legionérskrankheit gekommen war. Der Erreger Legionella pneumophila
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ruft bei den fast ausschliefllich im Rahmen einer Grundkrankheit immunsup-
primierten Personen zwei bis zehn Tage nach der Ansteckung eine multifokale,
nekrotisierende Pneumonie hervor. Die Letalitéit betrigt hierbei mehr als 20%,
kann sich aber bei einer nosokomialen Infektion auf bis zu 50% steigern [51].
Zumeist kommt die Legiondrskrankheit aber als mehr oder weniger grofie Epi-
demie vor, da die Ubertragung iiber Aerosole aus keimhaltigem Wasser z.B. aus
Sprinkleranlagen, Sprudelbiddern, Klimaanlagen, Duschen oder anderen kiinst-
lichen Wassersystemen erfolgt. Daneben existiert eine weitere durch Legionellen
verursachte Krankheit, das Pontiac-Fieber, das Symptome einer nichtpneumo-
nischen, fieberhaften Erkrankung hervorruft, jedoch selbstlimitierend und sel-

tener als die Legionédrskrankheit ist [51].

Uberleben im menschlichen Wirt L. pneumophila wird im Korper zwar
von Makrophagen phagozytiert, kann aber die Reifung der Phagozytosevesikel
verhindern. Eine Fusion mit Lysosomen und die damit verbundene Absenkung
des pH-Wertes findet in diesem Stadium nicht statt, vielmehr umgeben sich die
Vesikel mit endoplasmatischem Retikulum und gehen in eine Phase der Replika-
tion {iber. Zuletzt erfolgt die Fusion der so entstandenen Vesikel mit lysosomalen
Vesikeln und die infizierte Zelle geht durch Lyse zugrunde. Dabei werden Legio-
nellen frei, die erneut andere Zellen infizieren kénnen (zusammengefasst in [34]).
Nach Bindung durch Komplement und L. pneumophila-spezifischen Antikorper
konnen die Makrophagen nur einen kleinen Teil der Erreger abtéten. Innerhalb
der Zellen sind die Bakterien dann unabhéngig vom vorausgegangenen Kon-
takt mit Komplement oder Antikoérpern in der Lage sich zu teilen [10]. Zur
Bekémpfung von oxidativem Stress, wie er durch die von Fresszellen sezernier-
ten reaktiven Sauerstoffspezies entsteht, besitzen die Legionellen verschiedene
Enzyme wie z.B. eine zytoplasmatische Eisen-Superoxid-Dismutase (FeSOD),
eine periplasmatische Kupfer-Zink-Superoxid-Dismutase und eine periplasma-

tische Katalase/Peroxidase (KatA) [84].
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Am Beginn des eigentlichen Infektionszyklus steht die Aufnahme in die Wirts-
zelle. Der Komplementfaktor C3, der an das ,,major outer membrane protein”
(MOMP) von L. pneumophila bindet, ermoglicht dabei die Aufnahme iiber den
CR1 und CR3 Rezeptor auf der Makrophagenmembran. Die Aufnahme auf die-
sem Weg scheint aber eher unbedeutend zu sein, da sich in der Lunge relativ
wenig Komplement befindet und L. pneumophila auch in der Abwesenheit von
Komplement in Makrophagen aufgenommen wird. Es wird daher angenommen,
dass ein lipid- oder kohlehydrathaltiges Protein die Bindung iiber Kohlehydrate
auf der Wirtszellmembran vermittelt. Auch tiber eine Rolle von Typ IV Pili, wie
sie auch in Neisserien oder Pseudomonas aeruginosa vorkommen, und Hsp60,
analog dem in Haemophilus ducreyi, Helicobacter pylori, Mycobacterium avi-
um und Salmonella typhimurium wird bei der Adh#sion an die Membran der
Wirtszellen diskutiert [1, 32]. Wichtig fiir das weitere Uberleben der Legionellen
innerhalb des Makrophagen ist die Verhinderung einer Fusion des Phagosoms
mit Lysosomen, die zu einer Ansduerung und damit verbundenen Lyse der Bak-
terien fithren wiirde. Die Art und Weise, wie Legionella dies erreicht, ist nicht
abschliefend geklért, doch finden sich hierfiir verschiedene Theorien:

A) Bemerkenswert ist die Bildung von kleinen Tochtervesikeln um das Legionel-
la-enthaltende Phagosom, die ihren Ursprung moglicherweise in diesem Vesikel
haben und Proteine enthalten kénnten, die fiir die Fusion des Phagosoms mit
dem lysosomalen Kompartiment notwendig sind [17].

B) L. pneumophila besitzt eine Reihe von Genen, die Ahnlichkeit mit denen ei-
nes Typ IV Sekretionssystems haben. Diese Gene werden mit dot (,,defective for
organelle trafficking”) und icm (,intracellular multiplication”) bezeichnet, da
Mutationen in diesen loci entweder die typische Isolierung des Phagosoms oder
die Vermehrung in der Wirtszelle verhindern. Urspriinglich war das Typ IV Sys-
tem fiir den Transfer von DNA in andere Zellen zusténdig [94, 50]. Der genaue
Mechanismus des dot/icm Systems ist bis jetzt ungeklért, jedoch kénnte dabei

der Export eines noch nicht bekannten Effektors eine Rolle spielen. Auflerdem
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scheinen die von dot/icm codierten membranassoziierten Proteine notwendig
zu sein, um Poren in der Membran des Phagosoms zu erzeugen, die die weitere
Reifung des Phagosoms verhindern kénnen. Das Toxin selbst, das fiir die Bil-
dung dieser Poren verantwortlich ist, ist aber ebenfalls noch nicht identifiziert
[53].

C) Trotz dieser Ergebnisse gibt es auch Hinweise auf einen von dot unabhéngi-
gen Mechanismus der Abkopplung des Legionella Phagosoms vom iiblichen Pha-
gozytoseablauf [50]. Auch die Bildung von Phospholipasen, wie sie in L. pneu-
mophila nachgewiesen werden konnten, sowie die Produktion von Lektinen und
die Sekretion einer schwachen Base wie Ammoniak kénnten die Fusion zwischen

Phagosom und lysosomalem Kompartiment blockieren [34].

Im weiteren Verlauf folgt das Legionella-Phagosom einem Weg, der interessan-
terweise dem eines Autophagosoms #hnelt. Es findet eine Assoziation mit
Mitochondrien statt und die Vakuole umgibt sich mit endoplasmatischem Re-
tikulum. In dieser Phase vermehrt sich L. pneumophila, vermutlich unter Aus-
nutzung von Nihrstoffen in diesem Kompartiment [85]. Die Expression von
Proteinen verindert sich, Proteine, die fiir den Schutz des Phagosoms verant-
wortlich waren, werden nicht mehr synthetisiert, und es findet schliefSlich doch
eine Fusion mit Lysosomen statt. Die Bakterien sind in diesem Stadium s&ure-
resistent und innerhalb dieses Phagolysosoms metabolisch aktiv [34]. Fiir die
Evasion von L. pneumophila aus Makrophagen scheint die Auslosung der Apop-
tose eine Rolle zu spielen. So finden sich experimentell bei infizierten Zellen
eine fragmentierte DNA, ein Abbau der Poly-(ADP-Ribose)polymerase sowie
das Erscheinen von Phosphatidylserin auf der Oberfliche der Zellen, Zeichen,
die fiir den Beginn der Apoptose typisch sind [28, 11]. Zu den bakteriellen To-
xinen, die fiir die eigentliche Lyse und damit Nekrose der Wirtszelle notwendig
sind, gehoren Legiolysin (kodiert von lly) sowie Msp (kodiert von mspA), eine
Zinkmetallprotease. Die Fahigkeit Poren in die Wirtszellmembran einzufiigen,

ist ebenfalls Bedingung fiir das Verlassen des Phagolysosoms [4].
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Uberleben in Amében L. pneumophila ist an den Menschen als Wirt nicht
ausreichend angepasst. Es fehlen die fiir eine Ubertragung von Mensch zu
Mensch notigen Pathogenitétsfaktoren, wie sie z.B. Haemophilus influenzae,
Bordetella pertussis oder M. tuberculosis besitzen. Eine Infektion des Menschen
ist fiir Legionella also eine Sackgasse und fiir das Uberleben der Spezies nicht
geeignet. Die Fahigkeit von L. pneumophila, in Anwesenheit von menschlichen
Monozyten zu iiberleben, deutet jedoch darauf hin, dass es innerhalb der Ent-
wicklung der Spezies einen Selektionsdruck gegeben haben muss. Da sich die
Ausbildung dieser Merkmale wegen der fehlenden F#higkeit zur Transmission
nicht innerhalb eines menschlichen Wirtes abgespielt haben kann, kommen fiir
die Ausiibung des Selektionsdrucks vor allem Amoében in Betracht. Tatséchlich
ist L. pneumophila in der Lage, verschiedene Amdben und auch andere Pro-
tozoen zu infizieren. Diese bewohnen genau wie Legionella kiinstliche Wasser-
systeme und konnen dort oftmals mit diesen zusammen nachgewiesen werden.
Namentlich ist die Vermehrung von L. pneumophila innerhalb von Acantha-
moeba, Naegleria und weiteren Amobenspezies, darunter auch D. discoideum
bestéitigt worden [12]. Neben weitgehenden Gemeinsamkeiten in der Infekti-
on von Protozoen und der von Makrophagen [29] existieren jedoch auch Un-
terschiede zwischen diesen beiden Wirtssystemen. So zeigt sich beispielsweise
eine Mutante fiir das rpoS-Gen als infektios fiir A. castellanii, nicht jedoch
fir Makrophagen. Es wurde daneben eine Gruppe von Genen, benannt mil
(,,macrophage-specific infectivity loci”) beschrieben, die ebenfalls fiir die Infek-
tion von Makrophagen notwendig ist, nicht jedoch fiir die von Amében [30].
Eine Mutation in lspGH (kodiert fiir ein Protein eines Typ II Sekretionssys-
tems) fiithrt dagegen zu abgeschwéchter Virulenz in A. castellanii, nicht aber in
Makrophagen. Weiterhin konnte bis jetzt bei der Infektion von Amében keine
Induktion des Zelluntergangs durch Apoptose beobachtet werden, wie er bei

Makrophagen auftritt [41].
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2.1.2 Listeria

Listeria monocytogenes ist ein aerob wachsendes, peritrich begeisseltes
Stabchen. Bei Infektion des Menschen ruft es bei immunkompetenten Perso-
nen entweder keine oder lediglich grippedhnliche Symptome hervor. Es kann
bei Immunsupprimierten jedoch zur Ausbildung einer Sepsis und/oder Menin-
goenzephalitis fithren. Bei Schwangeren kann eine Infektion zur Entwicklung
einer konatalen Listeriose fithren, bei der der Fetus durch Sepsis und Bildung
multipler Abszesse und Granulome gefahrdet wird und die letztlich zum Abort
fiihren kann. Listerien kommen in der Umwelt ubiquitér vor, eine Ansteckung
mit hoherer Keimzahl kann jedoch auch iiber kontaminierte Nahrungsmittel
erfolgen [51]. Wie L. pneumophila kann auch L. monocytogenes Makrophagen
infizieren und sie nutzen, um sich in ihnen zu vermehren. L. monocytogenes
ist jedoch auch in der Lage nicht-phagozytierende Zellen z.B. in Gehirn, Pla-
zenta und Leber zu infizieren und dabei epitheliale Barrieren zu iiberwinden

(zusammengefasst in [15]).

Die Infektion beginnt mit der Aufnahme durch Phagozytose im Fal-
le von Phagozyten oder induzierter Phagozytose bei normalerweise nicht-
phagozytierenden Zellen. Dieser Prozess wird durch zwei Proteine von L. mo-
nocytogenes ausgelost, Internalin A (InlA) und Internalin B (InlB). Je nach
infizierter Zelllinie sind dabei InlA, InlB oder beide zusammen zum Eindringen
in die Wirtszelle notwendig. Internalin A bindet an das Protein E-Cadherin
und ist damit in der Lage, die Phagozytose in nicht-phagozytierenden Zellen
auszultsen. E-Cadherin findet sich im basolateralen Anteil von Epithelzellen an
den sogenannten ,,Zonae adhaerentes” und spielt eine Rolle bei der Polarisation,
der Differenzierung und Interaktion von Zellen untereinander. Uber die weiteren
Signaltransduktionsschritte und Mechanismen der InlA vermittelten Aufnahme
ist jedoch wenig bekannt [61, 76]. InlB hat eine dhnliche Struktur wie InlA, bei-
de besitzen Leucin-reiche repetitive Sequenzen (,,Leucin-rich-repeats”: LRRs;

8 LRRs in InlB und 15 LRRs in InlA). InlB bindet an gClq-R/p32, den Re-
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zeptor fiir die globulére Doméne des Komplementfaktors Clq. Dieser Rezeptor
besitzt aber keine Merkmale eines Transmembran- oder Glykosyl-PI (GPI) ver-
ankerten Proteins und scheint deshalb als alleiniger Rezeptor fraglich [61, 76].
Als weiterer Rezeptor fiir InlB an Sdugetierzellen wurde Met identifiziert, der
Rezeptor fiir HGF (,hepatocyte growth factor”). Die Bindung an den Ligan-
den fiihrt zu Autophosphorylierung von Met, der Aktivierung von p85/p110
Phospholnositol-3-kinase (PI3-kinase) sowie zur Tyrosin-Phosphorylierung von
Gabl und Cbl. Die genauen Mechanismen der Aufnahme von L. monocytogenes
und die Beziehung zwischen gC1q-R/p32 und Met sind jedoch noch unklar [76].
Die Lipide PI(3,4)bisphosphat und PI(3,4,5)trisphosphat, die bei der Aktivie-
rung von p85/pl10 entstehen, sind jedoch ,,second messenger”, wie sie bei En-
dozytoseprozessen zu finden sind, und kénnten iiber weitere Zwischenschritte
zur Aufnahme von L. monocytogenes beitragen [15, 48]. Einmal innerhalb der
Zelle, verldsst L. monocytogenes das Phagosom nach ca. 30 min. Zur Lyse der
Membran des Phagosoms dient dabei Listeriolysin O (LLO), ein sezerniertes,
Poren-induzierendes Protein. Nach Erreichen des Zytosols beginnt L. mono-
cytogenes mit der intrazelluldren Teilung und vermag sich innerhalb der Zel-
le zu bewegen [11]. Verantwortlich dafiir ist vor allem das bakterielle Protein
ActA. Es induziert die Aktivierung einer Reihe von Proteinen des Wirtes, die
fiir die Regulation des Zytoskeletts notwendig sind. ActA kann an G-Aktin
binden und zusammen mit dem Arp2/3-Komplex des Wirtes F-Aktin polyme-
risieren. Damit dhnelt es in seiner Funktion und Wirkung den Proteinen der
WASP- (,,Wiscott-Aldrich Syndrom Protein”) Familie der Séduger. ActA bindet
mit seiner zentralen, Prolin-reichen Doméne auflerdem an VASP (,,vasodilator-
stimulated phosphoprotein”). VASP wird durch cGMP und ¢cAMP abhingige
Kinasen phosphoryliert und ist in der Lage, Profilin, ein G-Aktin bindendes
Protein, zu rekrutieren. Damit stellt es dem Arp2/3 Komplex indirekt G-Aktin
zur Polymerisierung zu F-Aktin zur Verfiigung. Daneben sind aber auch a-

Actinin, Cofilin/ADF, Vinculin, Villin, Talin und Fimbrin an der Bewegung
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von L. monocytogenes beteiligt [14, 56]. L. monocytogenes ist im Rahmen die-
ser Bewegung auch in der Lage Protrusionen der Zellmembran zu erzeugen, die
bis in benachbarte Zellen reichen. Das Bakterium sitzt dann innerhalb eines Zel-
lausléufers, umgeben von einer doppelten Zellmembran. Um dieses Vesikel zu
verlassen, beno6tigt L. monocytogenes genau wie beim priméren Phagozytoseve-
sikel LLO sowie zusétzlich eine Phospholipase (PLCB) [34]. LLO besitzt aber
auch die Fahigkeit, MAP-Kinasen zu stimulieren, die Apoptose und Proteine
der Zell-Zellhaftung in Wirtszellen zu induzieren, sowie NF-xB in den Zellkern
zu verlagern. Bei der Aktivierung von NF-xB ist auch InlB, das primér die

Aufnahme in Zellen reguliert, beteiligt [15, 11].

2.1.3 Mycobakterien

Zur Gattung Mycobakterium gehoren mehrere fiir den Menschen pathogene
Spezies, darunter M. tuberculosis, M. leprae, M. bovis und M. avium. Durch die
Zunahme von immunsupprimierten Patienten, die an der Immunschwéche AIDS
leiden, und dem gehéuften Auftreten von medikamenten-resistenten Stdmmen
gewinnen Infektionen mit Mycobakterien in den letzten Jahrzehnten wieder
an Bedeutung. Man geht davon aus, dass ca. ein Drittel der Erdbeviélkerung
mit M. tuberculosis infiziert ist, wenn auch nur bei ca. 5% die Krankheit Tu-
berkulose tatséchlich ausbricht [69]. Eine M. tuberculosis-Infektion dussert sich
meist in einer auf die Lunge beschrinkten granulomatosen Entziindung, die
bei geschwichter Abwehrlage aber disseminieren oder sich auf andere Organe
ausdehnen kann. M. leprae ruft vor allem Lésionen an Haut, Schleimhiuten
und Nervenscheiden hervor, die zu den typischen Hautverédnderungen und Ner-

venldhmungen fiithren [51].

Die Immunreaktion des Menschen wird charakterisiert durch die Aktivie-
rung von Natiirlichen Killerzellen, TH;-Helferzellen und Makrophagen mit
Ausschiittung der Interleukine 2, 12 und IFN~. TNF« spielt eine entscheiden-

de Rolle bei der Abwehr der Infektion und der Ausbildung der Symptome der
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Tuberkulose (Gewichtsverlust, Fieber, Gewebslisionen) [69]. Obwohl Mycobak-
terien fahig sind, praktisch alle Gewebearten zu infizieren, finden auch sie in
menschlichen Makrophagen eine Nische, die sie vor der humoralen Abwehr des
Wirtes schiitzt und in der sie sich vermehren kénnen. Ahnlich wie bei L. pneu-
mophila sind Komponenten des Komplementsystems an der Aufnahme von pa-
thogenen Mycobakterien beteiligt. Neben der im Rahmen der natiirlichen Im-
munreaktion vorkommenden Opsonierung, besitzt M. avium einen alternativen

Weg zur Bereitstellung von Komplementfaktoren:

Der aktivierte Faktor C2a lagert sich an M. avium an und bildet eine C3-
Konvertase, die den Faktor C3 in zwei Bruchstiicke, C3a und C3b spaltet. So
entstandenes C3b bindet kovalent an Molekiile an der Bakterienmembran und
ermoglicht die Phagozytose iiber CR1 Rezeptoren der Makrophagen [73, 23].
Auch eine Beteiligung von Cholesterin in der Zellmembran der Wirtsmakro-
phagen ist beschrieben worden. Am Ort der Entwicklung des Phagosoms ist
Cholesterin dabei stark angereichert, und eine pharmakologische Reduzierung
des Cholesterinanteils in der Zellmembran fiihrt zu einer bis zu 85%-igen Re-
duktion der Infektion durch M. bovis und M. tuberculosis. Die glykolipidreiche
Zellwand der Mycobakterien konnte fiir diese Reaktion verantwortlich sein. Cho-
lesterin ist zwar zur Aufnahme von Mycobakterien notwendig, jedoch ist die so
gesteuerte Aufnahme von der durch den Rezeptor fiir Komplementfaktor 3 ver-
mittelten unabhéngig [33]. Auch von Mannose-Rezeptoren, die mannosylierte
Strukturen auf der Membran binden, Fc-Rezeptoren, die IgG opsonierte Bak-
terien erkennen und Scavenger-Rezeptoren konnte gezeigt werden, dass sie bei
der Infektion von Makrophagen beteiligt sind [7, 65, 23]. Entscheidende Bedeu-
tung fiir die erfolgreiche Infektion und das Uberleben in den Fresszellen hat
flir Mycobakterien die Fahigkeit, die Ansduerung des mycobakteriellen Phago-
soms zu verhindern. Zu diesem Zweck verhindern Mycobakterien die Fusion des
Phagosoms mit dem lysosomalen Kompartiment, nachweisbar durch die fehlen-

de Anreicherung von spéit-endosomalen und lysosomalen Markern wie LAMP1
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und [-Hexoaminidase [11]. Die Aktivitdt des ATP-abhingigen Protonentrans-
porters ist in M. avium-enthaltenden Phagosomen im Vergleich zu anderen Pha-
gosomen herabgesetzt, wenn auch noch nachweisbar, was zu einer niedrigeren
Aziditdt bzw. einem entsprechend hoheren pH fiihrt [32]. Analyse der Proteine
der mycobakteriellen Phagosomen hat ergeben, dass sich hier Rab5, nicht jedoch
Rab7 befindet. Rab5 ist ein Marker fiir frithe Endosomen, wihrend Rab7 sich
auf der Membran spéter Endosomen befindet und als GTPase an der Regula-
tion von Fusionsprozessen wihrend der Entwicklung von Phagosomen beteiligt
ist. Dies spricht fiir eine Behinderung der Phagosomenreifung auf der Stufe
zwischen frithem und spiatem Endosom [92]. Die Inhibierung der Fusion von
Lysosom und Phagosom wird durch TACO (,, Tryptophan Aspartat-Containing
Protein”) vermittelt, ein Makrophagenprotein auf der Oberfliche von Phago-
somen, das mehrere WD repeats enthilt. TACO wird an die Membran des
entstehenden Phagosoms rekrutiert, wo lebende, virulente Mycobakterien in
der Lage sind, dieses Molekiil zu halten, wihrend es von Phagosomen mit to-
ten Mycobakterien abdiffundiert und die Fusion mit Lysosomen erlaubt [(5].
An der Anreicherung von TACO am entstehenden Phagosom scheint das Cho-
lesterin der Wirtszelle beteiligt zu sein, da sein Fehlen zu einer ausbleibenden
TACO-Anreicherung fiithrt [33]. Hinweise auf die Wichtigkeit von TACO bei
der Isolierung des Mycobakterienphagosoms gibt auch die Tatsache, dass die
Kupffer-Zellen der Leber, die Mycobakterien erfolgreich abtéten kénnen, kein
TACO exprimieren [65]. Wie fiir L. pneumophila konnte gezeigt werden, dass
auch Mycobakterien fihig sind, Amoben zu infizieren. M. avium gelangt in die
Zelle und kann sich innerhalb einer Vakuole, die nicht mit Lysosomen fusio-
niert, teilen. Die Infektion von A. castellanii erhoht dabei sogar die Virulenz
von M. avium sowohl in vitro fiir menschliche Makrophagen als auch im Maus-

modell [12].
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2.2 Natural Resistance Associated Protein (Nramp)

2.2.1 Nramp in Sdugetieren

Auf der Suche nach Determinanten fiir die Immunitét gegeniiber intrazelluldren
Erregern auf molekularer Ebene fand man bereits in den siebziger Jahren Orte
auf dem Genom von Mausen, die an der Abwehr von Erregern der Gattung
Leishmania, Salmonella und Mycobakterium beteiligt waren. Dieser Locus wur-
de als beg, Ity und Ish benannt und auf Chromosom 1 lokalisiert. Das Resistenz
vermittelnde Allel wird mit Beg” (,,resistant”), das fiir eine groffere Empfiang-
lichkeit fiir Erreger stehende Allel mit Beg® (,,susceptibility”) bezeichnet [37].
Als mogliches Produkt dieses Locus wurde durch ,,positional cloning” ein ca.
56 KDa grofles Protein gefunden, das Nramp1 (,,Natural Resistance-Associated
Macrophage Protein”) benannt wurde. Es besitzt voraussichtlich 12 transmem-
branale (TM) Doménen, eine glykosylierte extrazytoplasmatische Doméne zwi-
schen TM 7 und 8, ein mdogliches Phosphorylierungsmotiv und zeigt strukturelle
Merkmale eines Ionenkanals. Bei weiterer Analyse des Gens wurde auflerdem
ein sogenanntes ,, binding-protein-dependent-transport system inner membrane
component signature” Motiv beschrieben, das in bakteriellen ATPasen fiir die
Bindung des peripheren ATP-bindenden Abschnitts mit den Membrananteilen
des Transporters verantwortlich ist [ 1]. Beim Menschen wurden Polymorphis-
men von NRAMP1 mit einer gréfleren Empféanglichkeit fiir Tuberkulose- und
Leprainfektionen in Verbindung gebracht. Nrampl mRNA wird fast ausschlief3-
lich in Zellen der monozytiren und granulozytéren Linie gebildet, ist aber beim
Menschen auch in der Milz, Leber und Lunge nachweisbar [27]. In Experimenten
mit Makrophagen konnte gezeigt werden, dass IFN-y und LPS (Lipopolysac-
charid) die Expression von Nrampl induzieren [(]. Nrampl wird im Anschluss
an die Phagozytose entlang des tubuldren Netzwerkes von der Kernregion an
die Membran des Phagosoms rekrutiert. Dort ist Nrampl in Vesikeln zu fin-

den, die positiv fir LAMPI1, einem Marker fiir spite Endosomen/Lysosomen
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[74, 38], und nach Meinung einiger Autoren auch positiv fiir Kathepsin L und D
sind, beides Marker fiir Lysosomen [74]. Analyse der Sequenz des Nrampl Gens
von Méusen, die fiir die Infektion mit verschiedenen Mycobakterien empféing-
licher waren als vergleichbare Maus-Stdmme, zeigte, dass eine einzige Punkt-
mutation Gly169Asp in TM4 fiir die vermehrte Empfindlichkeit verantwortlich
war [27]. Auch auf zelluldrer Ebene konnte gezeigt werden, dass Nrampl fiir die
Fahigkeit, intrazelluldre Erreger abzutéten notwendig ist. So ist M. avium in
Nrampl~/~ Zellen in der Lage, sich um den Faktor 108 besser zu vermehren als
in Nramp1t/*-Zellen (gemessen an der Zunahme von ,colony forming units”:
CFUs). Auch wurde in Nramp1*/*-Zellen eine vermehrte Fusion von M. avium
Phagosomen mit Lysosomen beobachtet, die in Nrampl~/~ ausblieb [27]. Funk-
tionsfihiges Nrampl ist an der Ansduerung des Phagosoms beteiligt, die wichtig
fiir Erzeugung eines bakteriziden Milieus in diesen Vesikeln ist. Phagosomen aus
Nrampl~—/~ Zellen haben einen pH von 6, 640, 05, wiihrend Nramp1t/* Phago-
somen den pH bis auf 5,540, 06 absenken kénnen. Beteiligt an dieser stidrkeren
Ansduerung ist eine vermehrte Fusion mit endo-/lysosomalen Vesikeln, die in

ihrer Plasmamembran eine HT-ATPase besitzen [10].

Die strukturellen Merkmale von Nrampl weisen auf eine primére Funktion
als Tonenkanal hin (siehe Abbildung 2.1). Die genaue Bedeutung von Metallio-
nen wie Fe?* bei der Infektion konnte noch nicht abschlieBend geklirt werden.
Von Gomes et al. wird berichtet, dass ein Uberschuss an Eisen die Fihigkeit
von Beg” Méusen, eine M. avium Infektion zu beherrschen, abschwicht [35].
Dagegen fiihrt eine kiinstliche Eisenspiegelanhebung auf 0.005-0.05 4M in Ver-
suchen von Zwilling et al. zu einer verringerten intrazelluldren Vermehrung
von M. avium in Beg” Makrophagen, wihrend dieses Milieu das Wachstum
in Beg® Makrophagen eher stimuliert [100]. Uber die Richtung eines magliche
Transports von divalenten Kationen iiber eine Plasmamembran hinweg gibt es
gegensitzliche Theorien:

Finerseits wurde ein Import von Eisen in das Phagosom beschrieben, verbun-
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Abbildung 2.1: Darstellung der Struktur von Nrampl (nach [39]). Das ,consen-
sus transport motif” ist dick gedruckt, die symbolisch dargestellten Zuckerreste
entsprechen glykosylierten Aminoséuren. Die schwarz ausgefiillten Kreise geben
die Aminoséuren an, die fiir den Bcg®-Phéanotyp bzw. den Defekt der Belgrade
b rat verantwortlich sind. Die Position von N- und C-Terminus ist angegeben,
beide liegen intrazytoplasmatisch.

den mit verstiarkter Bildung von Hydroxylradikalen. Diesem Modell zufolge soll
das im Phagosom zusitzlich vorhandene Eisen iiber die Fenton/Haber-Weiss-
Reaktion zur Bildung reaktiver Os-Spezies fiihren, die zur Bekdmpfung der
intrazelluldren Erreger beitragen [35]. Andererseits konnte eine andere Gruppe
zeigen, dass Nrampl®/T Makrophagen Mn?" Tonen schneller aus einem kiinst-
lich mit Mn2t angereicherten Phagosom eliminieren kénnen als Nrampl =/~
Makrophagen. Dieser beschleunigte Efflux ist abhéingig von der Rekrutierung
und Funktion der HT-ATPase an der phagosomalen Membran [19]. Hinweise
auf eine breitere Substratspezifitdt bringt ein ebenfalls in Sdugetieren vorkom-

mendes Homolog von Nrampl, Nramp2.

Nramp2 wird im Gegensatz zu Nrampl in einer ganzen Reihe von Geweben
exprimiert, vor allem aber in Duodenum und Niere. Das Nramp2/DCT1 der

Ratte besitzt wie Nrampl die Merkmale eines lonenkanals und ist in der La-
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ge, mehrere divalente Kationen wie Zn?t, Mn?*, Co?*, Cd?*, Cu?*t, Ni?* und
Pb?* | nicht aber Mg?T oder Ca?* in die Zelle hinein zu transportieren, wobei
der Transport sowohl abhéngig von einem Protonengradienten als auch dem
Membranpotential ist. Der Transport erfolgt als Symport mit H'-Ionen und
nutzt diesen als Energiequelle [39]. Nramp2 befindet sich im Duodenum auf
dem Biirstensaum der Diinndarmzotten und existiert in zwei Isoformen, die
durch alternatives Splicing entstehen kénnen. Das C-terminale Ende der RNA
der Isoform I ist verschieden von dem der Isoform II und enthélt zusétzlich in
ihrer 3’ untranslatierten Region ein IRE (,iron response element”), das durch
Bindung an spezielle Proteine die Stabilitdt und Translation der mRNA regu-
liert. Nramp2 Isoform I wird unter Bedingungen eines Eisen-Mangels sowohl
im proximalen Duodenum als auch in der Niere verstirkt exprimiert [9]. Bei
zwel mutierten Rattenstdmmen, der ,,Belgrade” b-Ratte und der mk-Ratte, fin-
det sich eine identische Mutation des Nramp2 Kanals in Form einer ,,missense”
Mutation G185R, die zu fehlender Kanalfunktion und bei beiden Stdmmen
zu einer mikrozytéiren Anédmie fithrt. Nramp2 gilt daher als das bedeutendste
Transferrin-unabhiingige Eisenabsorptionssystem des Darms [26]. Nramp2 wird
auch in Zellen aulerhalb des Darms exprimiert und ist innerhalb dieser Zellen
sowohl auf frithen endosomalen Vesikeln zusammen mit Transferrin als auch in
geringem Mafle auf der Zellmembran lokalisiert. Aufgrund dieser Kolokalisation
wird eine Beteiligung am Export von Eisen aus Phagosomen diskutiert. Fe3*
wird im Blut gebunden an Transferrin transportiert und via eines Transferrinre-
zeptors auf der Zellmembran in die Zelle aufgenommen. Innerhalb der Phagoso-
men 16st sich Eisen von Transferrin, nachdem durch die Fusion mit Lysosomen
ein saurer pH erreicht ist. Fe3™ wird anschlieend im Phagolysosom durch Re-
duktasen zu Fe?T reduziert und aus den Vesikeln heraustransportiert [36]. Wie
Nrampl wird auch Nramp2 in mit M. avium infizierten Zellen vermehrt ex-
primiert, wogegen die Expression von mRNA fiir den Transferrin-Rezeptor bei

Infektion abnimmt [99].



KAPITEL 2. EINLEITUNG 17

2.2.2 Nramp in anderen Organismen

Neben den Nramp Homologen in verschiedenen S&ugetieren konnten auch in
anderen, zum Teil evolutorisch sehr weit entfernten Organismen Proteine der
Nramp Familie nachgewiesen werden. Der Grad der Konservierung ist dabei er-
staunlich hoch. Nramps von Oriza sativa (OsNrampl) und Drosophila melano-
gaster (Mvl) z.B. zeigen eine Identitit von 40.1% bzw. 54.9% der Aminoséuren
zu Nrampl in Séugern [11]. In der Béckerhefe Saccharomyces cerevisiae existie-
ren drei Gene der Nramp-Familie, smff, smf2 und smf3. Die Produkte dieser
drei Gene sind alle am Transport divalenter Kationen beteiligt, sind aber in-
nerhalb der Zelle unterschiedlich verteilt und werden unterschiedlich reguliert.
Smflp und Smf2p sind an der Akkumulation von intrazellulirem Mangan be-
teiligt und werden von Mn?* Ionen und dem bsd2 Genprodukt reguliert. Smflp
findet sich an der Zelloberflache, wihrend Smf2p auf intrazelluldren Vesikeln lo-
kalisiert ist. Smf3p ist bei hohen intrazelluldren Eisenspiegeln vermindert nach-
weisbar, wihrend es von Mn?* und Bsd2p unabhiingig ist. Smf3p befindet sich
unabhéingig von der Eisenkonzentration auf der Membran der Vakuole [67].
Trotz der groflien evolutorischen Entfernung der Organismen ist die Aminoséu-
renfolge der Smf Proteine der Hefe zu etwa 26% identisch mit der von huma-
nem Nramp2. Die Ahnlichkeit auf Ebene der Aminosiurenabfolge spiegelt sich
auch in einer dhnlichen Funktionalitdt wieder. So ist Nramp2 in der Lage, den
Phéinotyp einer smflp/smf2p Mutante von S. cerevisiae aufzuheben, die auf
mit Chelatoren versehenem Medium nicht wachsen kann [66]. Arabidopsis tha-
liana exprimiert sechs verschiedene Nramp Proteine, AtNrampl-6. Expression
von AtNrampl, 3 oder 4 in einem mutierten Hefestamm, der einen Eisenauf-
nahmedefekt besitzt, kann diesen beheben. Uberexpression dieser Gene fithrt
zu einer erhohten Empfindlichkeit gegeniiber Kadmium, einem Spurenelement,
das auf Pflanzen toxisch wirkt. Unter Eisenmangel wird die Produktion von At-

Nrampl, 3 und 4 erhoht, die von AtNramp2 dagegen nach unten reguliert. Ein
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IRE wie bei DCT1/Nramp2 in Sdugern wurde dagegen bei A. thaliana nicht

gefunden [89, 16].

Einen interessanten Phinotyp, nimlich die Anderung des Fress- bzw. Ge-
schmacksverhaltens zeigt die Ausschaltung des malvolio Gens (muvl) bei D. me-
lanogaster [17]. Veranderung des Fress-/ Geschmacksverhaltens von D. melano-
gaster kann Hinweise auf die Gehirn- bzw. Neuronenfunktion als Ganzes geben.
mul wird diesem Phénotyp entsprechend nicht nur auf Makrophagen, sondern
auch auf Neuronen des peripheren und zentralen Nervenssystems gefunden.
Uberexpression von menschlichem Nrampl war genau wie die Substitution von
Fe?* und Mn?* Ionen in der Lage das geéinderte Verhalten von D. melanogaster
aufzuheben. Auch diese Erkenntnisse zeigen die iiber die Evolution konservierte

Funktionalitit von Nramp als Kanal fiir divalente Kationen.

Zu Nramp homologe Proteine konnten auch in verschiedensten Prokaryonten
gefunden werden [10]. Sowohl E. coli als auch S. enterica ssp. typhimurium
besitzen ein Protein MntH (,H* coupled manganese transport”), das eine ca.
35%-ige Identitidt mit dem Nramp von Sidugetieren zeigt. P. aeruginosa be-
sitzt zwei MntH Homologe. Wie der Name impliziert, ist MntH in E. coli und
S. typhimurium fiir den Transport von Mangan in die Bakterienzelle notwen-
dig und stellt das einzige System fiir die Aufnahme dieses lons in E. coli und
S. typhimurium dar [52]. Der durch MntH vermittelte Transport ist nur durch
Kadmium in physiologischen Konzentrationen (K; = 1uM) hemmbar, wihrend
die Konzentrationen der K; von Fe, Ni, Cu, Zn oberhalb von 100uM liegen
und damit wohl in vivo keine Rolle spielen. Die Aktivitdt von MntH ist wie
die der Nramps aus Sdugetieren pH-abhéngig und steigt mit der Konzentration
an HT-Ionen im umgebenden Medium. Die Expression wird von der Konzen-
tration an Sauerstoffradikalen und der Anwesenheit von Metallionen geregelt.
Mn?* ist Kofaktor der Superoxid-Dismutase (MnSOD), die fiir die Eliminati-
on von Superoxidmolekiilen (-O5 ) notwendig ist. Das mntH-Gen besitzt eine

Konsensus Bindungstelle fiir das fur Repressor-Gen, das von Fe und Mn akti-
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viert wird und die Transkription eisenabhéngiger Proteine steuert [52]. Auch
fiir M. tuberculosis wurde ein Nramp Homolog mramp beschrieben. Injektion
von mramp mRNA erhdht die Aufnahme von Eisen und Zink in Xenopus laevis
Oozyten, ein Prozess, der wie bei anderen Nramp-Homologen von einem sauren
pH abhéngig ist. Mangan- und Kupferionen inhibieren den Transport und sind

somit auch ein mogliches Substrat fiir den Transport mittels Mramp [3].

2.3 D:ictyostelium discoideum als Modellsystem

D. discoideum ist eine Amobe, die in der Wildnis bevorzugt in den obersten
Humusschichten des Bodens lebt, wo sie sich von Bakterien und Hefezellen
ernihrt. Unter Laborbedingungen gelingt die Anzucht relativ grofler Mengen
von Amében aber auch in ndhrstoffhaltigem Medium in Schiittelkultur oder auf
mit Klebsiella aerogenes bewachsenen Nahragarplatten. Unter Nahrstoffmangel
ist D. discoideum in der Lage, sich zu einem mehrzelligen Organismus zu ent-
wickeln. Mittels eines cAMP-Signales bewegen sich etwa 100.000-150.000 Zellen
aufeinander zu und bilden ein Pseudoplasmodium, den sog. ,slug”. Innerhalb
dieses Organismus differenzieren sich die Zellen zu zwei unterschiedlichen Zellar-
ten, den Préa-Stiel- und den Pré-Sporenzellen. Dieses mehrzellige slug-Stadium
kann sich in Richtung einer Lichtquelle oder eines Temperaturgradienten be-
wegen, um z.B. bessere Nahrungsbedingungen zu finden. Alternativ kann der
Entwicklungszyklus aber fortgesetzt werden, indem sich die Zellen zu Sporen
und Stielzellen differenzieren. Es kommt zur Aufrichtung des slugs und der Aus-
bildung eines sporenhaltigen Fruchtkorpers, der nun den Stielzellen aufsitzt. Die
Sporenzellen aus dem Fruchtkorper werden freigesetzt und kénnen unter geeig-
neten Bedingungen wieder zu einzelligen Amoben auskeimen und weiterleben.
Unter Laborbedingungen dauert ein solcher Entwicklungszyklus ca. 24 h (zu-

sammengefasst in [03]).

D. discoideum ist ein haploider Organismus und besitzt ein ca. 34 Me-

gabasen umfassendens Genom auf sechs Chromosomen. Das Genom ist mit
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ca. 77% A+T sehr AT reich und mit ca. 3KB/Gen auch sehr kompakt.
Dank des Dictyostelium-Genomprojektes sind im Moment 90% der Gene
sequenziert und auf die Daten kann iiber die Internetseite des Projektes
(http://www.uni-koeln.de/dictyostelium) zugegriffen werden [22]. Da sich D.
discoideum durch Phagozytose von Bakterien erndhrt und durch sein dynami-
sches Zytoskelett hoch beweglich ist, kann es als Modellorganismus fiir mensch-
liche Leukozyten dienen [20]. Die Prozesse bei der Partikel- und Fliissigkeitsauf-
nahme sind zum Verstindnis der Pathogen-Wirtsinteraktion von besonderem
Interesse. An ihnen ist bei D. discoideum als wichtiger Faktor unter anderem
das Zytoskelett beteiligt [70]. Aktin polymerisiert in der Umgebung des sich
bildenden Phagosoms und entstehendes F-Aktin (Filamentéres Aktin) wird fiir
die Bildung von Membranprotrusionen, die den Partikel umschlielen benotigt.
Proteine, die die Polymerisation von Aktin regulieren, sind demzufolge ebenfalls
fiir korrekt ablaufende Phagozytose notwendig. Zu ihnen gehéren ABP-120 (Dd-
filamin), ein Aktin-vernetzendes Protein, Coronin, sowie das Aktin-bindende
DAipl. Eine Mutation der Profilin-Gene fiihrt in D. discoideum zwar zu einer
verminderten Makropinozytose und Fliissigkeitssezernierung, jedoch interessan-
terweise zu einer Zunahme der Phagozytose um den Faktor zwei [$8]. Scar ist als
ein Mitglied der WASp Familie ebenfalls in die Steuerung der Aktinpolymerisa-
tion involviert, indem es den Arp2/3 Komplex rekrutieren bzw. aktivieren kann.
FEine Deletion im scar-Gen fiihrt zu einem verringerten Gehalt an F-Aktin in der
Zelle sowie einer geringeren Phagozytose- und Pinozytoserate [75]. Auch Aus-
schaltung von Talin, einem Protein, das das Aktin-Zytoskelett mit der Zellmem-
bran verbindet, fithrt zu einer geringeren Phagozytoseaktivitit im Vergleich
zum Wildtyp [70]. Proteine aus der Gruppe der ,kleinen G-Proteine” spielen
eine Rolle bei der Internalisierung von Fliissigkeiten und Partikeln ebenso wie
bei der Regulierung des Weges der Vesikel innerhalb der Zelle. Dazu gehéren ne-
ben Ras und Rac auch die Familie der Rho-Proteine (zusammengefasst in [70]).

Rab7, ein Mitglied der Rab-Proteine, kontrolliert die Aufnahme und Sezernie-
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rung von Fliissigkeit, Retention lysosomaler Proteine sowie die Phagozytose.
Rab7 léasst sich in D. discoideum auf der Oberfliche sowohl friither als auch
spater Endosomen nachweisen. Wird dominant negatives Rab7 in Zellen expri-
miert, fiihrt dies zu einer fehlenden Anreicherung von lysosomalen Markern an
den Phagosomen [71]. Phospholipase C (PLC), die PIP5 in die ,,second messen-
ger” DAG und IP3 spaltet, ist ebenfalls fiir die Phagozytose in D. discoideum
notwendig. Uber die genauen Ziele dieser Signalkaskade herrscht jedoch noch
keine Klarheit. Im Unterschied zu Sdugetierzellen zeigt jedoch die Phagozy-
tose bei Dictyostelium keine Abhéngigkeit von PI3-Kinasen, die PIPy zu PIP3
phosphorylieren [70]. Sowohl die Organisation und Funktion des Zytoskeletts als
auch die Vorgéinge bei Phagozytose sind bei D. discoideum gut erforscht [63, 70].
D. discoideum ldsst sich dariiber hinaus leicht in gréleren Mengen in Schiittel-
kultur heranziehen und ist als haploider Organismus durch eine grofie Anzahl
von Techniken leicht gentechnisch zu verdndern. Dazu zdhlen: Homologe Re-
kombination, Antisense RNA-Strategien, REMI (, restriction-enzyme-mediated
integration”), ,transposon-tagging-like” Mutagenese und die Expression von
GFP-Fusionsproteinen [63]. Zusammen mit ersten Versuchen zur Infektion von
D. discoideum mit pathogenen Bakterien [12] macht dies Dictyostelium zu ei-
nem interessanten Modellorganismus fiir das Verstdndnis von Interaktionen zwi-

schen Pathogenen und ihren Wirtszellen.
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2.4 Ziel der Arbeit

Ziel der vorliegenden Arbeit sollte es sein, die Existenz von Proteinen der
Nramp-Familie in D. discoideum nachzuweisen. Die Eigenschaften der Dicty-
ostelium Nramp-Homologe sollte auf DNA- und Aminosdureebene theoretisch
iiberpriift werden. Mittels der Erzeugung von DdNramp-GFP Fusionsproteinen
sollte die genaue Lokalisierung der Nramp-Proteinen in der Dictyostelium-Zelle
nachgewiesen werden. Fiir die Herstellung von Antiképern sollten Teile von
DdNramp bzw. vollstdndige DdNramps rekombinant in Bakterienzellen tiber-

exprimiert und zur Immunisierung von Kaninchen verwendet werden.



Kapitel 3

Ergebnisse

3.1 Analyse der Nramp-Sequenzen

3.1.1 Identifikation zweier Nramp Homologe in D. discoideum

Vor vier Jahren konnte D. discoideum als Modell fiir die Infektion mit in-
trazelluldren Erregern erstmals etabliert werden [12]. Da Nramp-Proteine, die
an der Abwehr intrazelluldrer Erreger wie Leishmania, Legionella und Myco-
bakteria beteiligt sind, in einer Vielzahl von Organismen nachgewiesen wer-
den konnten, wurde das Vorhandensein eines solchen Nramp-Homolges auch in
D. discoideum untersucht. Durch Vergleich des menschlichen Nrampl mit den
Datensétzen der D. discoideum Genomdatenbank in Jena, konnten mehrere
Bruchstiicke von D. discoideum DNA identifiziert werden, die hohe Homologie
(>75%) zu HsNrampl haben (siehe Abbildung 3.1). Durch passendes Aneinan-
derfiigen der homologen D. discoideum DNA Sequenzen mittels der Program-
me GELMERGE und GELASSEMBLE des GCG (Genetics Computer Group)-
Programmpaketes wurde eine zusammenhingende Konsensussequenz geschaf-
fen. Dabei zeigte sich, dass zwei unabhéngige Gene mit hoher Homologie zu Hs-
Nrampl im Genom von D. discoideum auf Chromosom 2 vorhanden sind, die im
folgenden mit DdNrampA und DdNrampB bezeichnet werden. Zur Aufklarung
der 5’ und 3’ Enden der identifizierten Genabschnitte wurden diese erneut mit
den Datensétzen der Jena-Genomdaten durch Verwendung von BLAST ver-

glichen und die erhaltenen DNA-Abschnitte an die Konsensussequenzen an-

23
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Abbildung 3.1: Graphische Darstellung des Ergebnisses einer BLAST-Suche
(TBLASTX) mit der Nrampl-DNA Sequenz aus Homo sapiens gegen die D. dis-
coideum Datenbank des GSC Jena. Die Linge der Fragmente wird in Basen-
paaren angegeben. Die Farbwerte codieren fiir die programmintern vergebenen
S-Werte. Hohe S-Werte sprechen fiir eine hohe Signifikanz der Homologie.

gehingt. Die Lokalisation der Start- und Stopcodons des DdNrampA- und
DdNrampB-Gens wurde durch die von GSC Jena bereitgestellte Genvorher-
sage mit dem Programm GenelD vorhergesagt (siehe Abbildung 3.2 und 3.3).
In der 5’ und 3’ Richtung auflerhalb des offenen Leserahmens befinden sich
sehr AT-reiche Regionen und mehrere Stop-Codons in allen Leserahmen, was
die Vorhersage der Software zuséatzlich stiitzt. Sowohl der offene Leserahmen
von DdNrampA als auch der von DdNrampB enden mit dem bei D. discoideum
am haufigsten vorkommenden Stop-Codon TAA. Das DdNrampA-Gen hat ein
Lénge von 1890 Basenpaaren und besteht aus einem einzigen Exon. 60 Basen-
paare vor dem 3’ Ende von DdNrampA befindet sich die Konsensussequenz fiir
das eukaryontische Polyadenylierungssignal. DdNramp B ist 1713 Basenpaare
lang und besitzt ein 138 Basenpaare langes Intron am Anfang des Gens. Die
Lokalisation des Introns von DdNrampB wurde ebenfalls mit Hilfe der GenelD
Vorhersage iiber das GSC Jena festgestellt. Das Intron ist von den eukaryo-
tischen Konsensussequenzen fiir den Beginn (GT) bzw. das Ende (AG) eines
Introns flankiert. Die aus der Jenaer Genomdatenbank entnommenen Sequenz-
daten fiir DdNrampA und DdNrampB wurden durch die Sequenzierung der
Klone JC2allal2, JC2c91e01 und JC2b81d09 fiir DdNrampA bzw. JC2c77e06,
JAX4a137g04 und JC2b305f09 fiir DdNrampB nochmals bestétigt.
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Abbildung 3.2: Der DdNrampA ORF, 1890 Bp mit umgebenden Sequenzen.
Das DdNrampA Start- und Stopcodon ist grau unterlegt, das Polyadenylie-
rungssignal ist unterstrichen.
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Abbildung 3.3: Der DdNrampB ORF, 1713 Bp umfassend mit umgebenden Se-
quenzen. Das Start- und Stopcodon ist grau unterlegt, das Polyadenylierungs-
signal ist unterstrichen. Das 138 Bp lange Intron ist gestrichelt hervorgehoben.
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3.1.2 Charakterisierung der Proteinsequenzen

Aus den Daten der DNA-Struktur folgt fiir das DdNrampA-Protein theore-
tisch eine Lange von 630 Aminoséduren und eine Molekiilmasse von 69,3 KDa.
DdNrampB ist 525 Aminoséuren lang und hat eine Molekiilmasse von 57,8 KDa.
Mit Hilfe des paarweisen Vergleichs nach dem Schema von Smith and Water-
man [78] wurden die Ahnlichkeiten der Nramp-Homologe aus D. discoideum
untereinander bzw. zu denen anderer Organismen untersucht. Beim Vergleich
der beiden Nramps aus Dictyostelium ergibt sich eine Identitdt von 32% bzw.
eine Ahnlichkeit von 57% der Proteinsequenz. Im Vergleich zu den Homologen
im Menschen (60%/80% Identitit/Ahnlichkeit), den MntH1/2-Proteinen aus
P. aeruginosa (47%/66%) und Smflp und Smf2p aus S. cerevisiae (45%/69%)
zeigen DdNrampA und DdNrampB damit eher wenig Ubereinstimmung unter-

einander.

Bei der Analyse der Primérstruktur der verschiedenen Vertreter der Nramp-
Familie finden sich iiberraschend hohe Identitits- bzw. Ahnlichkeitswerte bei
genetisch sehr weit entfernten Organismen. Mus musculus Nrampl hat 28%
Identitit mit Hefe, 40% mit Oriza sativa und 55% mit Drosophila melanogaster
(bzw. 46%, 58%, 73% Ahnlichkeit). Bei DdNrampA fillt vor allem eine hohe
Homologie zu MntH-Vertretern aus P. aeruginosa mit 28% (46% Ahnlichkeit)
zu MntH1 und 31% (50% Ahnlichkeit) zu MntH2 auf (fiir weitere Werte siche
Tabelle 3.1). DdNrampB ist zu 42% identisch mit humanem Nrampl und zu
45% identisch mit humanem Nramp2 (68 bzw. 69% Ahnlichkeit) (siehe auch
Abbildung 3.4).

Wie bei Nramp aus Siaugern ist auch bei D. discoideum die Ahnlichkeit zu den
Nramp-Homologen AtNrampl& 2 mit ca. 63% sehr hoch (Identitéit ~ 36%). Be-
sonders die Bereiche, die innerhalb der vorhergesagten Transmembrandoménen
liegen (siehe Kapitel ,,Hydrophobizitétsplots”), zeigen einen hohen Grad an

Konservierung iiber die Evolution hinweg. Die N- und C-Termini der Nramp-
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Abbildung 3.4: Graphische Darstellung eines ClustalW Multiple Alignments von
D. discoideum DdNrampA und B, sowie der menschlichen Nramp-Homologe
HsNrampl und 2. Die dunkel unterlegten Aminoséuren sind in 3 der 4 Proteine
gleich, die hell unterlegten Aminoséduren besitzen in 3 von 4 Proteinen gleiche
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Eigenschaften (hydrophob/hydrophil, basisch/sauer etc.).
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Proteine sind dagegen uneinheitlich und zeigen untereinander wenig Uberein-
stimmung. Ohne Einbeziehung der N-terminalen Aminosduren bis zum Beginn
der ersten vorhergesagten Transmembranregion steigt der Anteil an identischen
Aminosiuren zwischen DdNrampA und HsNrampl auf 31%, bei zusétzlichem
Weglassen der C-terminalen Aminoséduren nach dem letzten Transmembran-
durchgang sogar auf 33%. DdNrampA und DdNrampB besitzen im Bereich
ihres N-Terminus einen Bereich mit mehreren Asparaginresten (DdNrampA: 6,
DdNrampB 2x6 unterbrochen durch ein Aspartat), der in anderen Vertretern
der Nramp-Familie nicht vorkommt. DdNrampA besitzt einen weiteren Ab-
schnitt von 17 Aminosduren am C-Terminus, der 14 Asparagine enthélt. Das
Vorkommen der asparaginreichen Abschnitte und eine Folge von 24 Glutamin-

resten N-terminal verleihen dem N- und C-Terminus eine sehr hohe Polaritét.



Tabelle 3.1: Vergleich der verschiedenen Nramp-Vertreter mit Angabe der Aminoséiuren-Identitéit (Ahnlichkeiten in Klammern). Iden-
titdtswerte > 0,30 sind fett gedruckt, Ubereinstimmung von Homologen im selben Organismus kursiv gedruckt.

Dd- Dd- Hs- Hs- Pa- Pa- Smflp Smf2p At- At-
NrampA  NrampB  Nrampl Nramp?2 MntH1 MntH2 Nrampl Nramp?2

DdNrampA 1 0,32 0,26 0,26 0,28 0,31 0,26 0,27 0,32 0,29
(0,57) (0,52) (0,57) (0,46) (0,50) (0,51) (0,50) (0,58) (0,54)
DdNrampB — 1 0,42 0,45 0,27 0,30 0,28 0,27 0,36 0,46
(0,68) (0,69) (0,48) (0,54) (0,53) (0,54) (0,65) (0,70)
HsNrampl — — 1 0,60 0,26 0,31 0,24 0,27 0,35 0,41
(0,80) (0,46) (0,54) (0,49) (0,52) (0,62) (0,65)
HsNramp?2 — — — 1 0,25 0,30 0,26 0,26 0,36 0,43
(0,47) (0,54) (0,52) (0,53) (0,62) (0,66)
PaMntH1 — — — — 1 0,47 0,25 0,29 0,30 0,27
(0,66) (0,45) (0,48) (0,51) (0,49)
PaMntH2 — — — — — 1 0,29 0,33 0,36 0,29
(0,51) (0,53) (0,59) (0,54)
Smflp — — — — — — 1 0,45 0,28 0,25
(0,69) (0,53) (0,49)
Smf2p — — — — — — — 1 0,29 0,25
(0,52) (0,51)
AtNrampl — — — — — — — — 1 0,35
(0,63)

AtNramp?2 — — — — — — — — — 1

HSSINGHOHHA "€ TALIdVM

0€
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3.1.3 Phylogenitétsanalyse

Cellier et al. [10] haben in ihrer Arbeit eine Analyse der Herkunft der
Mnth/Nramp-Homologe bei Prokaryoten durchgefiihrt und ein Modell vorge-
schlagen, nach dem eine Gruppe von bakteriellen mnth-Genen durch horizonta-
len Gentransfer von Eukaryoten auf Prokaryoten iibertragen wurde. Um die
Herkunft der beiden Nramp-Homologe in D. discoideuwm aufzukldren, wur-

de eine Phylogenitidtsanalyse mit Hilfe von PROTDIST aus dem PHYLIP-

Programmpaket [25] durchgefiihrt (siehe Abbildung 3.5).

AtNramp1

Smf1p DdNrampB

AtNramp?2

Smf2p

HsNramp1

PaMntH1 HsNramp?2

PaMntH2
DdNrampA

Abbildung 3.5: Phylogenitdtsbaum von DdNrampA bzw. B und deren Homologe
in H. sapiens (HsNrampl und HsNramp2), in A. thaliana (AtNrampl und At-
Nramp2) in S. cerevisiae (Smflp und Smf2p) sowie in P. aeruginosa (PaMntH1
und PaMntH2). Die Léngen der einzelnen Aste driicken die genetische Distanz
zwischen zwei Proteinen aus.

Zugrunde lag dabei ein Clustal W Multiple Alignment [90] der untersuchten
Proteinsequenzen. Wahrend sich die Homologe innerhalb derselben Spezies bei
S. cerevisiae und unter den Sdugern sehr dhneln und deshalb auch graphisch als
Gruppe dargestellt sind, sind DdNrampA und DdNrampB nicht einer gemein-
samen Gruppe zuzuordnen. DdNrampB steht phylogenetisch eher den Nramp-
Homologen der Siugetiere bzw. der Pflanzen nahe. DdNrampA dagegen wird
in Abbildung 3.5 in dieser Darstellung in die Nidhe der Nramp-Homologe aus

P. aeruginosa und S. cerevisiae, also der Prokaryoten und der Pilze geriickt.
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Die graphische Darstellung mittels eines Phylogenitétsbaumes ist jedoch sehr
empfindlich in Bezug auf die Auswahl und Anderungen in den untersuchten

Sequenzen.
3.1.4 Hydrophobizitiatsplots

Um Aussagen iiber die mogliche Membrantopologie eines Proteins machen zu
konnen, bedient man sich der Analyse seines Hydrophobizititsprofils. Zur Her-
stellung eines solchen Profils existiert eine Vielzahl von Methoden. Zur Analyse
der Nramp-Homologe aus D. discoideum wurde die Internet-basierende Vorher-

sage von TMpred genutzt.

DdNrampA besitzt nach dieser Vorhersage 12 transmembranale Domé&nen
(TM) mit dem N- und C-Terminus auf der zytoplasmatischen Seite der Mem-
bran (siche Abbildung 3.6). Die innerhalb der Membran gelegenen Anteile um-
fassen zwischen 17 (TM3) und 26 (TM11) Aminoséduren. Die Bereiche aufierhalb
der Membran sind teilweise nur 6 Aminosduren lang (TM3/4 und TM9/10),
konnen aber auch bis zu 30 Aminoséuren umfassen (TM7/8). Der sehr hydrophi-
le N-Terminus ist 149 Aminoséuren lang, der ebenfalls hydrophile C-Terminus
42 Aminoséuren (siehe auch das Kapitel ,,Charakterisierung der Proteinsequen-

zen”).

Fiir DdNrampB wird eine dhnliche Topologie vorhergesagt, allerdings besitzt
es nur 11 Membrandurchgénge (siche Abbildung 3.6). Der N-Terminus wiirde
bei diesem Modell innerhalb des Zytoplasmas liegen, der C-Terminus dagegen
im Extrazelluldrraum oder im Vesikellumen. Die Proteinabschnitte auflerhalb
der Transmembranregionen sind bei DdNrampB zwischen 10 (TM10/11) und 58
(TM2/3) lang und damit etwas ldnger als die von DdNrampA. Der N-Terminus
von DdNrampB besitzt zwar auch ausgeprigt hydrophile Abschnitte, ist jedoch
mit 58 Aminosduren deutlich kiirzer. Der C-Terminus ist nach der TMpred
Vorhersage 31 Aminosduren lang. Das Vorkommen von vielen geladenen Ami-

nosiuren, sowie die relativ hydrophilen Aminosiduren im Bereich von TM3/4
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Abbildung 3.6: TMpred Vorhersage fiir die Transmembrandoménen von Dd-
NrampA und DdNrampB. Auf der y-Achse stehen positive Werte fiir Hydro-
phobizitét, negative fiir Hydrophilie. Auf der x-Achse sind die Aminosduren
der DdNramp-Homologe von N- zu C-Terminus aufgetragen. Die hydrophoben
Bereiche mit Werten > 0 sind schwarz gefiarbt. Die vorhergesagten Membran-

durchgénge (TM 1-12 bzw. 1-11) sind nummeriert.
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DdNrampA

DdNrampB

HsNramp1

HsNramp2

Abbildung 3.7: Vergleich der Hydrophobizitétsprofile von DdNrampA und Dd-
NrampB aus D. discoideum und HsNrampl und 2 aus H. sapiens. Werte ober-
halb der eingezeichneten Nulllinie sprechen fiir Bereiche hoher Hydrophobizitét,
Werte unterhalb fiir solche niedriger Hydrophobizitét.

erschweren jedoch die akkurate Vorhersage der Membrandurchginge in diesem
Abschnitt von DdNrampA und B und haben so Einfluss sowohl auf die Ge-
samtanzahl an vorhergesagten TMs als auch auf die Lokalisation des N- und
C-Terminus [11]. Ausgehend von einem ClustalW Multiple Alignment [90] wur-
den die Nramp-Homologe von Mensch und D. discoideum nach der Methode
von Kyte und Doolittle [51] auch auf Ebene der Hydrophobizitéitseigenschaften

miteinander verglichen (siehe Abbildung 3.7).

Wie erwartet ergab sich dabei eine hohe Ubereinstimmung im Hydrophobi-
zitdtsprofil im Bereich der Membrandurchginge. Die bei D. discoideum sehr
auffilligen hydrophilen Bereiche am N-Terminus sind beim Menschen jedoch

nicht in dieser Ausprigung vorhanden.
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3.2 Molekularbiologische Charakterisierung von
DdNramp-Homologen

3.2.1 Northern- und Southernblotting

Um die Ergebnisse, die anhand der Datenbankeintrige des GSC Jena gefunden
wurden, zu bestétigen, wurden die DdNrampA- und DdNrampB-Gene ana-
lysiert. Als Sonde zur Detektion von DdNrampA wurde ein 1069 Bp langes
Fragment aus dem Klon JC2callal2 mit dem Restriktionsenzym Kpnl aus-
geschnitten. Dieses Fragment stellt den Bereich von Bp 387 bis Bp 1456 von
DdNrampA dar (siehe auch Abbildung 3.8).

Hybridisierung der gesamten DdNrampA-DNA ergab eine grofie Zahl von un-
spezifischen Banden, die wohl auf das Vorkommen zahlreicher AAT und CAA-
Wiederholungen zuriickzufithren sind. Diese Motive im 5 und 3’-Bereich der
DdNrampA-DNA sind im Genom von D. discoideum sehr verbreitet. Bei der
Spaltung der genomischen DNA mit EcoRI ergab sich ein einzelnes Fragment
von ca. 8 KB, bei der Spaltung mit HindIII zeigten sich die erwarteten zwei
Fragmente von 4 KB und 1,2 KB. Im kombinierten Verdau mit EcoRI und

HindIII finden sich zwei Fragmente von 2,8 KB und 1,2 KB.

Fiir die Darstellung von DdNrampB im Southern-Blot wurde die DNA des
Klons JAX4a137g04 verwendet, der dem Bereich Bp 628 bis Bp 1579 von Dd-
NrampB entspricht (Abbildung 3.8). DdNrampB besitzt keine internen EcoRI
oder HindIII Schnittstellen. Entsprechend finden sich beim Verdau mit EcoRI
und HindIII nur einzelne Banden von 5,5 KB respektive 5 KB. Im Doppelver-
dau EcoRI/HindIII stellt sich ebenfalls eine Bande von 5 KB Grofle dar. Die
Durchfiihrung der Hybridisierung unter ,,low stringency”-Bedingungen mit dem
Nachweis von jeweils nur einer einzigen Bande bei Verwendung von DdNrampA
bzw. DdNrampB-spezifischen Sonden ldsst auf die Existenz von nicht mehr als
zwei Nramp-Homologen in D. discoideum schlieffen. Dies ist konsistent mit dem

Fehlen weiterer Nramp-homologer Abschnitte in der Datenbank des GSC Jena.
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Abbildung 3.8: Southernblot mit genomischer DNA aus D. discoideum, die mit den Enzymen EcoRI, HindIII bzw. einer Kombination
aus beiden geschnitten wurde. Zum Nachweis des DdNrampA Gens wurde durch Verdau mit Kpnl eine Sonde aus dem Klon JC2callal2
hergestellt. Zum Nachweis des DdNrampB Gens wurde als Sonde das Insert des Klons JAX4al137g04 verwendet. Die Hybridisierung
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Zum Nachweis der FExpression und des Expressionsmusters von Nramp
wahrend der Entwicklung wurden Northern-Blots verwendet. Die Herstellung
der Northern-Blots erfolgte im Rahmen der Kooperation mit der Arbeitsgruppe
von Prof. Dr. Angelika N6gel in K6ln. Dabei kamen dieselben Sonden wie beim
oben beschriebenen Southern-Blot zum Einsatz. Zur Darstellung der DdNramp
mRNA wurde Gesamt-RNA von D. discoideum zu verschiedenen Zeitpunkten
nach Néhrstoffentzug und damit verschiedenen Entwicklungsstadien (siche Ein-
leitung) isoliert und fiir den Northern-Blot verwendet (Abbildung 3.9). Durch

diese Methode kénnen Gene auf ihre Entwicklungregulation hin iiberpriift wer-

den.
DdNrampA DdNrampB
h 3 9 Yo Y5 ig h 3 9 Yo Hg Ys
' - 2
- 44KB - 44KB
~2,2KB ~2,2 KB
1 1,9 KB 1.9 KB

Abbildung 3.9: Northern-Blots von DdNrampA und DdNrampB. Zur Orientie-
rung sind die Laufweiten der beiden rRNA Banden bei 4,4 KB und 1,9 KB
angegeben. Von links nach rechts sind jeweils 30 ug RNA der Entwicklungs-
zeitpunkte tg — t1g aufgetragen. Im Northernblot von DdNrampB ist durch eine
Verunreinigung der RNA mit genomischer DNA auch diese angefiarbt und als
Bande > 20 KB zu sehen.

Die DdNrampA-mRNA stellt sich als ca. 2,2 KB grofle Bande dar, die der
Grofle des translatierten und posttranslational modifizierten DdNrampA ORFs

mit 1890 Bp entspricht. Besonders stark stellt sich die Bande der mRNA aus sog.
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»To”-Zellen, also aus der Wachstumsphase dar. Die besonders starke Expres-
sion von Nramp-mRNA in diesem Stadium entspricht der Vorstellung, dass sich
DdNramp, wie Nramp-Homologe anderer Organismen, auf der Oberfléche von
Endosomen nachweisen lédsst und das Ionengleichgewicht in diesen Organellen
reguliert. In allen anderen Stadien (t2-t1g) wird die DdNrampA mRNA als
etwa gleichstarke Bande markiert und scheint daher im Laufe der Entwicklung
zum mehrzelligen Organismus ohne ausgeprigte Verdnderungen auf niedrigem

Niveau exprimiert zu werden.

Das Expressionsmuster von DdNrampB stimmt mit dem von DdNrampA
iiberein. Die Gréfle des DdNrampB Introns von 138 Bp zusammen mit der Grofle
des DdNrampB ORFs von 1713 Bp lassen auf eine erwartete Grofle der mRNA
von ca. 1,6 KB schlieen. Das Laufverhalten der mRNA in der Gelelektropho-
rese als ca. 2,2 KB grofie Nukleinsiure lasst sich auch hier am ehesten im Sinne
einer posttranslationalen Modifikation deuten (z.B. starke Polyadenylierung).
Die schwach erkennbare Bande bei 4,4 KB diirfte auf eine unspezifische Bindung
der Sonde an die ribosomale RNA aus D. discoideum zuriickzufiihren sein. Wie
bei DdNrampA ist die Expression im Stadium des phago-/pinozytierenden Ein-
zellers am deutlichsten ausgepragt. Insgesamt ist die Konzentration der Nramp
mRNA offensichtlich sehr gering. Die Banden waren nur mit grofien Schwierig-
keiten nachzuweisen und liegen weit unter den Signalen, die z.B. mit Sonden

fiir CSA mRNA erzielt werden kénnen [62].

3.2.2 Klonierung von DdNrampA und B zur Uberexpression in
E. colr

Um zu einem spéteren Zeitpunkt Antikoper gegen DdNrampA und DdNrampB
aus D. discoideum herstellen zu konnen, wurde versucht, Teile von beiden
DdNramp-Homologen in F. coli zu exprimieren. Zunéchst wurde dazu ein Frag-
ment von DdNrampB (Bp 628 - Bp 1579) in den Expressionsvektor pT7-7 ein-

gefiigt und in den E. coli Stamm BL21 LysE transformiert. Soweit im SDS-Gel
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beurteilbar, erfolgte jedoch keine Produktion des Fragments, auch wenn die
Versuche bei einer niedrigeren Inkubationstemperatur wiederholt wurden (sie-

he auch ,Material und Methoden”).

In einem weiteren Versuch wurden ca. 200 AS umfassende Stiicke von Dd-
NrampA bzw. B ausgewihlt, die hydrophile Anteile der Proteine reprasentie-
ren, die spéter als Epitope fiir mogliche Antikorper dienen kénnen. Die Bereiche
von Bp 919 bis 1575 von DdNrampA bzw. Bp 630 bis Bp 1266 von DdNrampB
wurden in den Vektor pMal-p2x sowie pMal-c2x der Firma Clontech vor das

malE Gen kloniert (Abbildung 3.10).

pMal p2 a12x pMal p2 g04x

malE..TCG AGC TCG AAC AAC AAC AAC AAT AAC
AAT AAC AAC AAC CTC GGG ATC GAG GGA AGG
ATTTCA GAATTC..Nramp

malE..TCG AGC TCG AAC AAC AAC AAC AAT AAC
AAT AAC AAC AAC CTC GGG ATC GAG GGA AGG
ATTTCA GAATTC..Nramp

EcoRlI EcoRl

( MBP J sssnxtoGleGRiser lNrampA Fragment ] ( MBP ] sssN(xI01GIEGRISER

392 AS 23AS 219AS 392AS 23AS 212A5

Abbildung 3.10: pMal-p2 Konstrukte zur Expression von DdNrampA- und
DdNrampB-Fragmenten. Die entsprechenden Abschnitte wurden mittels PCR
vervielfiltigt und durch Offnen des Vektors mit den Enzymen EcoRI und Xbal
und anschliefender Ligation in den Vektor eingefiigt. MBP:  ,Maltose Binding
Protein”, malE: fiir MBP codierender ORF, Ap: Ampicillin-Resistenz-Kassette

Die Fusion mit dem von malE kodierten Maltose-Bindeprotein (MBP) er-
laubt eine leichtere Detektion und Aufreinigung des rekombinanten Proteins.
pMal-p2x und pMal-c2x unterscheiden sich hinsichtlich der Lokalisation des
produzierten Proteins, wobei sich Fusionsprodukte von pMal-p2x im periplas-

matischen Raum, die von pMal-c2x im Cytoplasma der Bakterien befinden.
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Durch Export des Produktes in den periplasmatischen Raum soll die Expression
von stark hydrophoben Proteinen, wie dem hier untersuchten Nramp erleichtert
werden. Zunéchst wurde versucht, die optimale Induktionsdauer zu ermitteln.
Dazu wurden Bakterien vor und 1h, 2h, 3h, 4h, 5h, 7h und 21h nach Induktion
mit ImM IPTG lysiert und mittels SDS-PAGE auf die Menge des exprimier-
ten Proteins hin untersucht. Mit dieser Methode konnte jedoch keine sichtbare

Expression zu irgendeinem Zeitpunkt nach Induktion festgestellt werden.

Wegen der grolen Hydrophobizitdt von DdNramp wurde untersucht, ob sich
die Extraktion aus den pMal-c2x / pMal-p2x-Bakterienzellen durch Herauslésen
mit verschieden Konzentrationen von Harnstoff verbessern lésst (siehe auch
»Material und Methoden”). Die stirkste Konzentration an Protein der erwar-
teten Grofle konnte dabei in Zellen mit dem Vektor pMalc2 im ersten Zentrifuga-

tionsiiberstand nach Lyse der Zellen festgestellt werden (siehe Abbildung 3.11).

pMal p2 g04x pMal c2 g04x

2h Ust Ust Ust Ust Ust Ust Sed.
1 2M 2M 4M 7™M ™
gew. Urea Urea Urea Urea Urea

2h  Ust Ust USt Ust Ust Ust Sed.
i* 2M 2M 4M 7™M 7™M
gew. Urea Urea Urea Urea Urea

Abbildung 3.11: Westernblot eines Extraktionsversuches mit verschiedenen
Konzentrationen von Harnstoff (siehe auch ,,Material und Methoden”). pMal-p2
mit periplasmatischer Lokalisation des Expressionsprodukts, pMal-c2 mit zy-
toplasmatischer Anreicherung. ,-” vor Induktion, ,2h” Bakterienhomogenat 2h
nach Induktion, ,,Ust” Uberstand nach erstem Zentrifugationsschritt und weite-
ren Extraktionsschritten mit Puffer bzw. steigenden Harnstoff-Konzentrationen.
Darstellung des Fusionsproteins NrampB-Fragment +MBP (ca. 67 KDa) mit
Antikérper gegen MBP (Maltosebindeprotein). Die beste Ausbeute konnte im
Uberstand direkt nach Lyse im System mit zytoplasmatischer Expression erzielt
werden.
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Daraufthin wurden die Zentrifugationsiiberstdnde aus Lysat von pMal-c2-al12x
(fiir DdNrampA) und pMal-c2-g04x (fiir DdNrampB) durch Bindung an eine
Amylasesiule und anschliefende Elution aufgereinigt (siche auch ,,Material und
Methoden”). Die erfolgreiche Expression wurde durch SDS-PAGE und Western-
Blot mit Hilfe Antikorper gegen MBP kontrolliert (Abbildung 3.12) . Das Fu-
sionsprodukt zeigte sich dabei als ca. 67 KDa grofle Bande, wobei das Nramp-
Fragment fiir ca 24 KDa und das MBP fiir ca. 43 KDa der Gesamtmolekiilmasse
verantwortlich sind. Die Ausbeute war jedoch trotz der verwendeten Affinitéts-
reinigung so gering, dass das Eluat nicht als Grundlage fiir die Immunisierung
von Kaninchen zur Gewinnung von polyklonalen Antikérpern verwendet werden

konnte.
3.2.3 Herstellung von Antikérpern

Sowohl die Verwendung verschiedener Expressionssysteme als auch das Auspro-
bieren unterschiedlicher Versuchsbedingungen (siehe oben) fiihrten zu keiner
im SDS-Gel sichtbaren Expression. Da die Aufreinigung eines Proteins und die
spéatere Injektion in Kaninchen bei solch kleinen Proteinmengen sehr problema-
tisch ist, wurde dieser Versuchsansatz zunéchst zuriickgestellt. Stattdessen wur-
den bestimmte Bereiche von DdNrampA und DdNrampB, die zur Erzeugung
einer Antikérperantwort geeignet schienen, als synthetische Polypeptide herge-
stellt. Verwendet wurden dabei Regionen der Nramp-Homologe, die sich aufler-
halb der transmembranalen Domé#nen von Nramp befinden. Diese Polypeptide
wurden an Hamocyanin aus ,,Keyhole limpet” (KLH) gekoppelt, da sie aufgrund
ihrer GroBle allein nicht zur Erzeugung einer suffizienten Immunantwort ausrei-
chen. (Zur genauen Position der Polypeptide in den Nramp-Homologen siehe
auch das Kapitel ,Material und Methoden/ Kopplung synthetischer Peptide
an Hamocyanin”.) Das so hergestellte Kopplungsprotein wurde an die Firma
,Eurogentec S.A.”, Belgien, zur Immunisierung von Kaninchen versandt (siehe

,Material und Methoden,/ Herstellung und Uberpriifung von Antikoérpern”).
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Abbildung 3.12: Western-Blot mit Anfirbung durch Antikoper gegen MBP
(Maltose Binding Protein). Fraktionen des Eluats zweier Amylose-Séulen, die
zuvor mit DdNramp-MBP Fusionsprodukten beladen wurden. DdNrampA
wird durch das Konstrukt pMal-c2-al2x reprasentiert , DdNrampB durch
pMal-c2-g04x . Die Fusionsprodukte haben eine berechnete Gréfie von 67 KDa
(NrampA) bzw. 66 KDa (NrampB). Im den hier gezeigten Blots entspricht dies
am ehesten der starken Bande kurz unterhalb der 64 KDa Markierung. Bei den
anderen dargestellten Banden handelt es sich um Abbauprodukte des Fusions-
produktes bzw. MBP (Molekiilmasse ca. 43 KDa) alleine.



KAPITEL 3. ERGEBNISSE 43

Uberpiifung der Antiseren im Westernblot Die Seren wurden jeweils
parallel mit den Préseren vor Injektion der Antigene (Verdiinnung 1:2000 in
NCP+1% BSA) getestet. Die ersten drei gelieferten Sera wurden im Western-
blot mit Zellhomogenat aus pMal-c2x Expressionsversuchen (siehe oben) und
den Peptidkonjugaten als Positivkontrolle getestet (Abbildung 3.13). Da die
Grofle der exprimieren Fusionsprodukte bei ca. 67 KDa lag, wurde in diesen
Versuchen eine Bande dieser Grofle als Nachweis fiir das Vorliegen eines An-
tikopers gegen DdNramp A bzw. DdNrampB gewertet. Im Falle von Serum
Nr. 73 (zur Benennung siehe ,Material und Methoden/ Herstellung von An-
tikérpern) erschien eine deutliche Bande von etwa 64 KDa, die bei Inkubation
mit Praserum nicht zu sehen war. Gleichzeitig waren in der Spur mit dem zur
Injektion verwendeten Konjugat starke Banden von 64 KDa und >100 KDa
zu sehen. Da die Methode der Kopplung von Peptiden an Hiamocyanin, wie sie
hier verwendet wurde, Konjugate vollig unterschiedlicher Grofle hervorbringt,
ist bei der Auswertung dieser Banden nur das Vorhandensein im Vergleich zum
Préaserum, nicht jedoch die Gréfle von Bedeutung. Allerdings kann bei einer
Markierung der Peptidkonjugate keine Unterscheidung zwischen einer Immun-
reaktion gegen die DdNramp-Anteile und einer solchen gegen das KLH getroffen
werden. In den dargestellten Western-Blots zeigt Serum Nr. 74 eine zusétzli-
che Bande von etwa 98 KDa, sowie eine im Vergleich zum Préserum stérker
hervortretende Bande bei ca. 50 KDa. Die Positivkontrolle mit dem Peptidkon-
jugat zeigt im Serum nach Immunisierung deutliche Banden, die im Versuch mit
Praserum nicht zu sehen waren. Serum Nr. 75 zeigte ebenfalls eine starke Reak-
tion in der Positivkontrolle, die neu aufgetretenen Banden bei 36 KDa, 50 KDa
und 60 KDa wurden als Abbauprodukte des Expressionsproduktes gedeutet.
Bei Serum Nr. 76 konnten keine oder nur sehr undeutliche neu auftretende
Banden gefunden werden, die Positivkontrolle zeigte jedoch auch eine Bande

bei ca. 50 KDa.
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Serum Nr. 73 Serum Nr. 74
Praserum Postserum Praserum Postserum
98KD 5
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64KD3 K2~ GiKDa -l
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Abbildung 3.13:

Western-Blots zur Uberpriifung verschiedener Seren der dritten Blutung post
injectionem auf das Vorhandensein von Antikérpern gegen DdNrampA (Serum
73 und Serum 74) bzw. DdNrampB (Serum 75 und Serum 76). Aufgetragen
sind von links nach rechts: SeeBlue Standard (Spur 1, zur Verdeutlichung nach-
gezeichnet), Homogenat eines Expressionsversuchs mit pMalc2-al2x (fiir Serum
73 und 74) bzw. pMalc2-g04 (fiir Serum 75 und 76) (Spur 2) sowie dem Peptid-
konjugat NrampA1/A2 +KLH als Positivkontrolle fiir Serum 73 und 74 bzw.
NrampB2 +KLH als Positivkontrolle fiir Serum 75 und 76 (Spur 3). Erwartet
wurde eine Bande auf Hohe von 67 KDa entsprechend der Grofle des expri-
mierten DdNramp-MBP Fusionsproduktes. Die im Test der Seren 73 und 75
auftretenden Banden dieser Grofle wurden als positiver Antikorpernachweis ge-
wertet. In Serum 74 ist ein Signal der richtigen Gréfle in der Positivkontrolle
zu sehen, nicht jedoch in der Spalte mit dem Expressionsprodukt.
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Aufgrund dieser nicht eindeutig positiven Ergebnisse wurden weitere Boosts
der Tiere mit Antigenmaterial abgewartet, um iiber die endgiiltige Qualitit der
Seren zu entscheiden. Die darauthin gelieferten Blutungen 4-9 wurden durch
Verwendung in einem Westernblot zunichst mit Homogenat, 100.000 g Uber-
stand und einem 100.000 g Zellsediment von D. discoideum Zellen gepriift, als
Positivkontrolle diente Zellhomogenat aus pMal-c2 Expressionsversuchen. Ab
Serum der Blutung Nr. 6 wurde als Positiv-Kontrolle die Fraktion Nr. 6 des
Aufreinigungsversuchs mit pMal-c2 Nramp Konstrukten (siehe dort) verwen-
det. Nach Analyse der Seren aus Blutung Nr. 7 wurde entschieden, zwei der
Kaninchen nicht mehr weiter mit Antigenmaterial zu boosten. Wie in Abbil-
dung 3.15 und 3.14 erkennbar, zeigen nur die Seren 73 und 75 Banden einer
Grofle, die fiir eine Reaktion des Serums gegen die DdNramp-Homologe spre-
chen. Insgesamt verliefen die Analysen der polyklonalen Seren unbefriedigend,
da in keinem Fall eine eindeutige Reaktion mit endogenem Dd-NrampA oder B

nachgewiesen werden konnte.

Uberpriifung mittels Immunfluoreszenz Parallel zur Analyse im Wes-
ternblot wurden Immunfluoreszenzen mit dem aus der vierten Blutung gelie-
ferten Serum durchgefiithrt. AX2 D. discoideum Zellen wurden fixiert und mit
den zu kontrollierenden Seren in einer Verdiinnung von 1:2000 inkubiert. Die
Anfarbung erfolgte mit Cy3-markierten Ziege-anti-Kaninchen-IgG Antikérpern
(siche auch ,,Material und Methoden”). Die Seren Nr. 73 und Nr. 74 (Immu-
nisierung gg. DdNrampA) zeigten keine spezifische Bindung an Strukturen in
D. discoideum Zellen. Die Farbung war wohl durch eine schwache unspezifi-
sche Bindung iiber die gesamte Zelle verteilt und konnte in dieser Form auch
bei Verwendung der Priseren nachgewiesen werden. Wie in Abbildung 3.16 ge-
zeigt, farbten die Seren Nr. 75 und Nr. 76 (Immunisierung gegen DdNrampB)
die Zellkerne der D. discoideum Zellen sehr stark an (siehe Abbildung 3.16a).

Dieses Farbeverhalten war mit Priaserum nicht zu beobachten. In einem kon-
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Abbildung 3.14: Uberpriifung der Seren der siebten Blutung mittels Western-
Blot. Aufgetragen sind (1) D. discoideum Zellhomogenat (2) 100.000 g Uber-
stand (3) 100.000 g Sediment (4) Positivkontrolle (Aufreinigung eines rekombi-
nanten DdNrampA-Fragments). Nur Serum Nr. 73 zeigt Banden, die der erwar-
teten Grofle von nativem DdNrampA von ca. 68 KDa entsprechen, sowie eine
deutlich positive Kontrollreaktion im Serum nach Immunisierung. Bei Serum
Nr. 74 sind Banden von ca. 68 KDa Grofe bereits bei Inkubation mit Préserum
zu sehen, eine Reaktion mit der Positivkontrolle fehlt sowohl bei Préiserum als
auch bei Serum nach Immunisierung.
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Abbildung 3.15: Uberpriifung der Seren der siebten Blutung mittels Western-
Blot. Aufgetragen sind (1) D. discoideum Zellhomogenat (2) 100.000 g Uber-
stand (3) 100.000 g Sediment (4) Positvkontrolle (Aufreinigung eines rekombi-
nanten DdNrampB-Fragments). Lediglich Serum Nr. 75 zeigt im Vergleich zum
Préserum eine deutlich positive Reaktion mit der Kontrolle. Hier ist auch eine
Bande im 100.000 g Sediment zu sehen, die in etwa der Gréfie von DdNrampB
mit ca. 57 KDa entspricht. Die bei Serum Nr. 76 im Vergleich zum Préserum
neu aufgetretenen Banden sind mit >64 KDa deutlich grofer als fiir DdNrampB
erwartet. Eine Reaktion mit der Positivkontrolle fehlt bei Serum Nr. 76.
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Abbildung 3.16: (a) Immunfluoreszenzen mit Serum Nr. 75 und Nr. 76.
Anfiarbung mit Cy3 markiertem zweiten Antikorper und Gegenfirbung der Ker-
ne mit DAPI. Deutlich ist die Anfirbung der Kerne zu erkennen, die mit der
Anfirbung durch DAPI iibereinstimmt. (b) Vergroflerung einer Zelle aus der
Anfiarbung mit Serum Nr. 76. Die ausgefiillten Pfeile deuten auf die ringférmi-
gen Strukturen, die sich zusétzlich zum Zellkern in einigen Zellen darstellten.
Die nicht-ausgefiillten Pfeile zeigen ebenfalls diese Strukturen, was eine Anwe-
senheit von DNA vermuten lédsst. Es kann nicht ausgeschlossen werden, dass es
sich um Akkumulationen von Mitochondrien handelt.
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fokalen Mikroskop angefertigte Schnittbilder von Préparaten, bei denen neben
den erwihnten potentiellen DdNramp Seren Antikorper gegen Strukturen der
Zellkernmembran verwendet wurden, zeigten deutlich, dass sich die angeféirbten
Proteine innerhalb der Kernmembran befinden mussten. Die M6glichkeit, dass
es sich bei den Kern-firbenden Antikérpern um Anti-Histon Antikoérper han-
delt, wurde durch Anfertigung eines Western-Blots iiberpriift (siche Abbildung
3.17). Dabei wurde die Reaktion der Seren 75 und 76 mit einer gereinigten Zell-
kernfraktion untersucht und mit den Préseren verglichen. In diesem Versuch
zeigte sich eine deutlich positive Reaktion in Laufhthe der Histonproteine bei
<30 KDa, so dass davon ausgegangen wurde, dass die Seren die Kerne durch
FErkennung der Histone anfarben. Bei mehreren Zellen wurden auflerdem in der
Cy3-Férbung kleine ringférmige Strukturen knapp unterhalb der Zellmembran
sichtbar. Einige dieser Strukturen zeigten in der DAPI-Kernanfirbung einen
einzelnen, bldulich dargestellten, ovalen Inhalt, der die vesikelartigen Struktu-
ren ganz auszufiillen schien. Pro D. discoideum Zelle konnten etwa drei bis fiinf
solche vesikelartigen Strukturen in unmittelbarer Nachbarschaft zueinander ge-

funden werden (siehe Abbildung 3.16b).
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Abbildung 3.17: Nachweis der Anfirbung von Histonen durch Serum Nr. 75
und 76. Aufgetragen sind 5, 10, 20 ml eines Zellkernpellets aus D. discoideum
sowie die Fraktion Nr. 6 der Aufreinigung eines rekombinanten DdNrampB-
Fragmentes als Positivkontrolle (+). Deutlich zu erkennen ist die starke
Anfirbung eines ca 25 KDa grofien Fragments, das ausschlieflich im Serum
Nr. 75 und 76 nach Immunisierung zu sehen ist.
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Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurden zwei Nramp Homologe in D. discoideum
nachgewiesen und analysiert. Beide Proteinsequenzen zeigen groBe Ahnlichkeit
zu Nramp aus anderen Organismen, was sich besonders an der Topologie der
Transmembrandoménen zeigt. Da die Homologien {iber die Suche in Genom-
Datenbanken erfolgte und nicht an ¢cDNA-Bibliotheken, lag die Schwierigkeit
besonders in der korrekten Bestimmung der 5’ und 3’ Enden, sowie des Nachwei-
ses von Introns in den DdNramp-Genen. Wahrend die Lingen der abgeleiteten
DdNramp-Sequenzen gut mit denen anderer Nramp-Proteine iibereinstimmen,
ist vor allem das 5’ Ende von DdNrampA vor Beginn der Transmembranregio-
nen im Vergleich zu anderen Nramps aufféllig lang und enthélt zahlreiche AAT
und CAA-Wiederholungen. Diese Asparagin- bzw. Glutaminreste lassen sich in
anderen Organismen nicht finden. Jedoch ist die entsprechende Region, wie aus
den angefertigten Hydrophobizitidtsanalysen hervorging, auch hier relativ hy-
drophil. Generell ist die N-terminale Region der Nramps im Gegensatz zu den
Membrandurchgéngen in der Evolution nur wenig konserviert [11]. Genau dieser
Proteinabschnitt scheint aber fiir die Funktion der Nramps entscheidend und
fiir die Spezifitét fiir bestimmte Ionen zusténdig sein [$7]. Das néchste in Frage
kommende und der Poly-N und Poly-Q Region folgende Startcodon stimmt mit
dem Startcodon von MntH1 aus P. aeruginosa iiberein, liegt aber innerhalb

einer vorhergesagten Transmembranregion. Dieses ATG ist deshalb als Beginn

o1
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fiir DdNrampA (und auch mntH1) sehr unwahrscheinlich [52]. Gestiitzt wird
die Lokalisation des in dieser Arbeit postulierten Startcodons auch durch das
Fehlen eines alternativen Startcodons in 5 Richtung, und das stark geh&uf-
te Vorkommen von Thymidin- und Adenosinresten aufwérts des Startcodons,
dem Kennzeichen einer intergenischen Sequenz im D. discoideum-Genom. Das
DdNrampB Startcodon folgt ebenfalls einer solchen A und T reichen Region
und liegt kurz hinter einer Sequenz der Abfolge AATAAAA. Das Intron von
DdNrampB ist durch die flankierende Konsensussequenz fiir Introns gekenn-
zeichnet und mit seiner Linge (138 Bp) und Lage kurz hinter dem Startcodon

typisch fir D. discoideum.

Eine der hervorstechendsten FEigenschaften der Proteine aus der Nramp-
Familie ist ihr Gehalt an hydrophoben Doménen, die fiir die Bildung von bis
zu 12 Membrandurchgéngen zustdndig sind. Eine besonders starke Konzentrie-
rung der zwischen den Spezies konservierten Aminosduren findet sich in den
transmembranalen Doménen, interessanterweise vor allem auf der der Lipid-
membran abgewandten Seite. Diese Aminoséduren sind anscheinend fiir den ITo-
nentransport im engeren Sinne zusténdig, wiahrend sich die Aminosduren auf
der der Lipidmembran zugewandten Seite der Zusammensetzung der Membran
im jeweiligen Organismus angepasst haben und so stérker variabel sind [I1].
Auch in D. discoideum fallt die hohe Homologie zu anderen Arten auf, die vor
allem auf die Membrandurchgénge beschriankt ist. Die hydrophileren Regionen
zwischen diesen stark hydrophoben Bereichen sind von Spezies zu Spezies unter-
schiedlich lang. So befindet sich ein léngerer Abschnitt (bis zu 30 AS) zwischen
Transmembranregion (TM) 6 und 7, sowie ein kiirzerer zwischen TM 4 und 5
(bis zu 6 AS), der sich nur bei den Nramp Homologen von S. cerevisiae SMF1
und SMF2 findet. Auch beim Menschen existiert ein nur bei Sdugern nachzu-
weisender Abschnitt von ca. 30 AS zwischen TM 7 und 8, der eine mogliche
Glykosylierungsstelle enthélt. D. discoideum besitzt keine auffilligen Abwei-

chungen von der sonst verbreiteten Lénge der zytoplasmatischen/ vesikuldren
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Schleifen, unterscheidet sich aber wie bereits erwéhnt durch das Vorkommen
hydrophiler Asparagin- bzw. Glutaminreste in den N- und C-terminalen En-
den der DdNramp-Proteinsequenz. In ihrer Analyse sagen Cellier et al. 10 bis
12 Transmembranregionen (TM) fiir die untersuchten Nramp-Homologe voraus
[11]. Dabei fehlt der Hefe mit insgesamt 11 TMs z.B. der letzte der 12 Membran-
durchginge. Nach der hier verwendeten Vorhersage soll DdNrampB ebenfalls
nur 11 TMs bilden. Die im Vergleich zu den anderen nicht gefundene TM liegt
dabei im Bereich des dritten bzw. vierten Membrandurchgangs. Die Vorhersa-
ge nahe benachbarter Transmembran-Doménen ist allerdings schwierig, und es
ist nicht auszuschlieflen, dass auch DdNrampB 12 Membrandurchgénge besitzt.
Somit wiirde sich sowohl der N-Terminus als auch der C-Terminus, wie bei an-
deren Organismen vorhergesagt, in zytoplasmatischer Umgebung befinden. Da
dem N- und C-Terminus der Nramp-Proteine eine Beteiligung an der Regulati-
on der Nramp-Aktivitéit z.B. durch Phosphorylierung zugesprochen wird [37],
wiére eine Lokalisation im Zytoplasma auch aus funktionellen Aspekten gesehen

stimmiger als die Position im Vesikellumen.

Beim Versuch der phylogenetischen Einordnung der DdNramp-Proteine fand
sich eine Assoziation von DdNrampA mit prokaryotischen Nramp Homologen.
DdNrampB befindet sich dagegen néher an den Nramps aus Sdugetieren und
Pflanzen. Selbst bei Vernachlédssigung der in der Evolution wenig konservier-
ten N-Termini bleibt diese Zuordnung erhalten. Cellier et. al. [10] schlagen
in ihrer Arbeit ein Modell vor, in dem Nramp-Gene urspriinglich von Pro-
karyoten auf die Eukaryoten {ibergingen. Da eine Gruppe von prokaryotische
Nramps aber den eukaryotischen Nramp-Homologen verwandt zu sein scheint,
soll diese spéter in der Evolution durch horizontalen Gentransfer wieder auf
die Prokaryoten iibertragen worden sein. D. discoideum kann sich, wie Amoben
allgemein, durch Phagozytose von Bakterien erndhren, aber gleichzeitig auch
von pathogenen, intrazelluldren Erregern infiziert werden [12]. Daher bestiinde

die Moglichkeit, dass ein solcher Transfer zwischen Nramp-Genen auf Ebene
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der Amoben stattgefunden hat und so den niedrigen Grad der Verwandtschaft
der beiden Nramp Homologe in D. discoideum erklért. Wahrend die beiden
Nramp-Homologe in Caenorhabditis elegans z.B. zu 74,6% identisch sind, zei-
gen die D. discoideum Homologe nur 32% Identitéit. Zur weiteren Abklarung
dieser Hypothese wire aber eine genauere Untersuchung der Zuordnung der Dd-
Nramps zu den von Cellier et al. vorgeschlagenen Gruppen von prokaryotischen
Nramps (A-C) notwendig. Zusétzlich wire dazu die Analyse der Verwandtschaft
zu Nramp-Homologen aus anderen Amdobenspezies, iiber deren Vorhandensein

noch keine Daten vorliegen, sinnvoll.

Bei Anfertigung der Northern-Blots zum Nachweis der DdNramp mRNA fiel
auf, dass D. discoideum Zellen aus axenischer Anzucht in Nahrmedium einen
relativ geringen Gehalt an DdNramp mRNA besitzen. Lediglich in diesen ,,t¢”
Zellen, die noch als einzelne Zellen vorliegen und Nahrung durch Phagozyto-
se bzw. durch Pinozytose aufnehmen, lie8 sich eine im Vergleich zu anderen
Entwicklungszeitpunkten stédrkere Expression nachweisen. Wie aus zahlreichen
Arbeiten bekannt, ist bei Sdugern Nramp auf der Oberfliche von Phagosomen
zu finden. Nrampl wird vor allem auf Phagosomen, Nramp2 auf Endosomen und
zusammen mit Transferrin auf der Zelloberfliche gefunden [36]. Eine vermehrte
Expression in einem Stadium, in dem die D. discoideum-Zellen Nahrung aufneh-
men, wiirde fiir eine &hnliche Lokalisation und damit eventuell auch vergleich-
bare Funktion der Nramp-Homologe in D. discoideum sprechen. Wie Zhong et
al. zeigen konnten, nimmt die Menge an nachweisbarer mRNA von Nrampl
und Nramp2 in Makrophagen zu, wenn diese mit intrazelluldren Erregern der
Spezies M. avium infiziert werden [99]. Um zu untersuchen, ob DdNramp wie
bei Sdugern an der Abwehr intrazelluldrer Erreger beteiligt ist, wire es deshalb
von Interesse, den mRNA Gehalt in infizierten Zellen mit dem nicht infizierter

Zellen zu vergleichen.

Mehrere Arbeitsgruppen waren bereits in der Lage, Antikorper gegen ver-

schiedene Bereiche von Nramp-Homologen aus unterschiedlichen Organismen
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herzustellen [6, 36, 87]. Dabei wurden zumeist Regionen aus dem Bereich des
N-Terminus der Nramp-Proteine verwendet, da diese Proteinabschnitte grofie
Sperzifitdt der Antisera erwarten lassen und einen grofien Bereich auflerhalb der
unzuganglichen Membrandurchgénge darstellen. In einem ersten Versuchsan-
satz versuchten wir, grofle Teile der DdNramp-Homologe in E. coli zu expri-
mieren. Moglicherweise fithrte aber die Expression eines Protein mit so zahl-
reichen hydrophoben Abschnitten selbst bei noch nicht erfolgter Induktion zu
einer Lyse der Bakterien. Es konnen aber auch Probleme bei der Aufreinigung
bzw. Verarbeitung dazu gefiihrt haben, dass keine erfolgreiche Produktion nach-
gewiesen werden konnte. Im zweiten Versuchsansatz wurden kurze, hydrophi-
le Teile der DdNramps in Form von kiinstlich hergestellten Peptiden fiir die
Immunisierung verwendet, die allerdings ebenfalls enttduschend verliefen. Da
Nramp-Homologe zum Teil erheblich posttranslational modifiziert werden und
damit ihr Molekulargewicht veréndern, war es schwer zu ermitteln, in welchem
Groflenbereich die Reaktion gegen die DdNramp-Homologe zu erwarten ist. So
erkannte das von Gruenheid et al. [30] hergestellte anti-Nramp2 Serum eine 90-
100 KDa grofle Bande, obwohl das Molekulargewicht von Nramp2 theoretisch
bei 62300 Da liegt. Damit blieb oft unklar, ob es sich bei den im Western-Blot
beobachtbaren Banden um DdNramp, seine Abbauprodukte oder unspezifische
Reaktionen handelte. Da Nramp1 aus Sdugetieren aus der Umgebung des Kerns
zu den entstehenden Phagosomen rekrutiert wird [38], bestand zunéchst die
Moglichkeit, dass es sich bei in der Immunfluoreszenz den angefiirbten Ker-
nen um DdNrampB handelt, das sich in nicht aktivierten Zellen in Kernnéhe
aufhélt. Die Analyse der Priaparate unter einem konfokalen Mikroskop zeigte
jedoch eindeutig eine Anfarbung innerhalb der Kernmembran, was die vorge-
nannte Hypothese widerlegte. Die folgenden Experimente legten nahe, dass es
sich um eine Antikorperreaktion gegen Histone handelte, die sich ungewohnli-

cherweise in beiden Kaninchen parallel ausbildete.
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Zusétzlich zur Reaktion mit den Kernen aus D. discoideum Zellen wurde auch
eine Anfiarbung von ringférmigen Strukturen mit DAPI gefarbtem Inhalt un-
terhalb der Zellmembran beobachtet. Die Anzahl der angefiérbten Organellen
deutete nicht auf die Anfirbung von Mitochondrienmembranen im Sinne einer
unspezifischen Bindung des Antikorpers hin. Vielmehr wurde die Anfdarbung
von Vesikeln angenommen, die einzelne DAPI positive Bakterien enthielten. Da
sich HsNrampl auf der Oberfliche von Phagosomen befindet [38], die z.B. in-
korperierte Erreger enthalten, wurde spekuliert, ob es sich hier um eine Nramp-
spezifische Reaktion mit Bakterienphagosomen handelte. Sicherlich sind hier in
Zukunft noch weitere Experimente mit D. discoideum Zellen notwendig, die
zu verschiedenen Zeitpunkten nach Inkubation mit Bakterienzellen fixiert wur-
den. Vor allem die Isolation von D. discoideum mit GFP-markiertem DdNramp
wiirde hier eine detaillierte Untersuchung der Phagosomen-Prozessierung und

der Nramp-Lokalisation im Laufe der Infektion ermdoglichen.

Trotz der vermeintlich eindeutigen Strukturmerkmale eines Ionenkanals ist
die genaue Funktion von Nramp Homologen in vielen Organismen noch nicht
geklirt. So ist iiber das malvolio (mwl) Protein in Drosophila melanogaster
zwar bekannt, dass es das Geschmacksverhalten der Fruchtfliege beeinflusst,
iiber den Zusammenhang zwischen den von mwl transportierten Metallionen
und dem Geschmackssinn konnte dagegen nur spekuliert werden [17]. In Sduge-
tieren ist zwar eine Rolle von Nrampl bei der Abwehr intrazellulédrer Erreger
gezeigt worden, die genaue Wirkung der Metallionen bei diesen Infektionen
ist aber noch nicht endgiiltig bekannt [27]. Es wurde sowohl ein inhibitori-
scher Effekt von Eisen-lonen auf Erreger beschrieben, als auch umgekehrt eine
Hemmung des Wachstums der Erreger durch Entzug von Metallionen durch

Nramp-Transport [35, 19].

Uber die Funktion der Nramp Homologe aus D. discoideum kann ebenso nur
spekuliert werden. D. discoideum Zellen kénnen wie auch andere Amobenspe-

zies durch eine Vielzahl von Erregern infiziert werden, darunter auch patho-



KAPITEL 4. DISKUSSION o7

gene Bakterien wie Legionella pneumophila [12]. Da sich die Virulenz von in-
trazelluldren Erregern wie M. avium erhoht, nachdem sie erfolgreich Amodben
der Spezies A. castellanii infiziert haben [12], ist die Vermutung naheliegend,
dass sowohl Amoben als auch menschliche Makrophagen mit prinzipiell den-
selben Mechanismen versuchen, eine Infektion durch intrazellulare Erreger zu
kontrollieren. Eine mogliche Rolle von DdNramp wére die Hemmung der Ver-
mehrung intrazelluldrer Erreger in den Zellen. Dabei konnte es sich desselben
Mechanismus bedienen wie Nrampl aus Sdugetieren, das den Erregern iiber-
lebenswichtige Metallionen aus dem Phagosom entzieht. An der Beseitigung
reaktiver Sauerstoffspezies, wie sie in aerober Umgebung entstehen, sind auch
in D. discoideum-Zellen Enzyme wie Katalasen oder die Superoxid-Dismutase
beteiligt, auch wenn es daneben noch andere Mechanismen der Elimination zu
geben scheint [31]. Katalase und Superoxid-Dismutase besitzen als Kofaktor
in der Regel divalente Kationen wie Kisen, Kupfer und Zink, die unter Beteili-
gung von DdNramp in die Zelle transportiert werden kénnten. Um den genauen
Zusammenhang zwischen Infektion mit intrazellularen Erregern und der Funk-
tion von DdNramp-Homologen zu untersuchen, wéren Experimente notwendig,
in denen infizierte D. discoideum Zellen verwendet werden. Von besonderem
Interesse wéren sicherlich der Gehalt an DdNramp mRNA sowie die Lokali-
sation der DdNramp-Homologe in infizierten Zellen. Die Konstruktion von D.
discoideum Zellen mit einem , knock-out” entweder des DdNrampA-Gens, des
DdNrampB oder beider Homologe zusammen wére ebenfalls fiir die weiter Cha-
rakterisierung von Interesse. Vor allem die Auswirkung auf die Infektionsrate
durch intrazelluldre Erreger in DdNramp-minus Zellen kénnte weitere Einblicke

in die Funktionsweise der DdNramp-Homologe bieten.



Kapitel 5

Material und Methoden

5.1 Material

5.1.1 Enzyme, Antikorper, Inhibitoren und Antibiotika

Enzyme fiir die Molekularbiologie
Alkalische Phosphatase aus Kélber-
darm

DNA-Polymerase I (Klenow-Fragment)
Lysozym

Proteinase K

,, Prime-it”-Kit
Restriktionsendonukleasen

RNase A

T4 DNA-Ligase
Pfu-Polymerase
Tag-Polymerase

Antikorper

AK zum Nachweis von MBP (Maltose-
Binding-Protein)
Ziege-anti-Kaninchen IgG Antikorper,
gekoppelt an Cy3
Ziege-anti-Kaninchen IgG Antikorper,
gekoppelt an Peroxidase

Inhibitoren

Benzamidin

Diethylpyrocarbonat (DEP)
Proteaseinhibitorcocktail (#P2714)
RNasin (RNase-Inhibitor; #N251A)

58

Roche

Roche

Sigma

Roche

Stratagene

Roche Diagnostics, New England Bio-
labs, Promega

Sigma

Promega, Roche Diagnostics
Stratagene

Amersham, Eurogentec

Eigener  monoklonaler — Antikorper
(Ralph Grif)

Dianova

Dianova

Sigma
Sigma
Sigma
Promega
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Antibiotika

Ampicillin Roth

Blasticidin S ICN Biomedicals
Geneticin (G418) Sigma

Penicillin Sigma
Streptomycin Sigma

5.1.2 Reagenzien

Soweit nicht anders erwahnt, stammen die verwendeten Laborchemikalien von

Merck, Roth, Sigma und Amersham hatten den Reinheitsgrad ,,p.a.”.

Agarose (SeaKem ME) FMC Bioproducts
Bacto-Agar, -Pepton und -Trypton Difco

DE52 (Diethylaminoethyl-Cellulose) Whatman
Hefeextrakt, Pepton, Proteose-Pepton Oxoid

IPTG (Isopropyl-3-D-thiogalacto-pyranosid) Gerbu

Phenol Appligene

Triton X-100 (,surfact amps” oder ”membrane-grade”) Pierce oder Roche
,» Yeast Nitrogen Base w/o Aminoacids” (YNB) Difco

X-Gal (5-Brom-4-chlor-3-indolyl-(3-D-galactopyranosid)  Gerbu

Key Hole Limpet Hémocyanin (KLH) Sigma

5.1.3 Medien

Alle verwendeten Medien und Puffer wurden mit deionisiertem Wasser ange-
setzt, das iiber eine Ionenaustauschanlage (Millipore) gereinigt worden war. Die
Medien wurden bei 120°C autoklaviert, Antibiotika wurden nach Abkiihlen des
Mediums bei etwa 50°C zugegeben.

Medien fiir die D. discotdeum-Kultur

AX-Medium (pH 6,7) [13] SM Agarplatten (pH 6,5)
14,3 g Pepton 9,0 g Agar
7,15 g Hefeextrakt 10,0 g Pepton
50,0 mM  Glucose 50,0 mM  Glucose
3,0 mM NaoHPOy4 1,0 g Hefeextrakt
3,5 mM KH2P04 4,0 mM MgSO4

16,0 mM  KH,POy4
57mM  KyHPO,
mit HoO (bidest.) auf 1 1 auffiillen mit HoO (bidest.) auf 1 1 auffiillen
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Soerensen Phosphatpuffer (pH 6,0) [59]

14,6 mM KH2P04
2,0 mM NaQHPO4

gegebenenfalls autoklavieren

HL-5 Medium (pH 7,5)
10,0 g Hefeextrakt
20,0 g Proteose Pepton
50,0 mM  Glucose
8,5 mM KHyPOy
1,25 mM NasHPOy,
mit HoO (bidest.) auf 2 1 auffiillen

Medien fiir die E. col: Kultur

LB-Medium (pH 7,4) [72]
10,0 g Bacto-Trypton
5,0 g Hefeextrakt
86,0 mM NaCl
mit HoO (bidest.) auf 1 1 auffiillen

Phosphatagarplatten (pH 6,0)
15,0 ¢ Bacto-Agar

mit Soerensen-Puffer auf 1 1 auffiillen

Salzlésung (,,salt solution”)

10,0 mM  NaCl
10,0 mM KCI
2,7 mM CaCIQ

Der pH wurde mit NaOH eingestellt. Fiir Agarplatten wurden dem Medium

1,5% (w/v) Agar zugesetzt. Bei Bedarf wurden 50 mg/l Ampicillin und/oder 25

mg/1 Kanamycin zugesetzt. Fiir Farbindikatorplatten wurden pro Platte 70 ul

einer 0,1 M IPTG-Losung und 30 pl einer X-Gal-Losung (2% in Dimethylfor-

mamid) ausplattiert.
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5.1.4 Puffer und Lésungen

Puffer und Losungen, die hier nicht aufgefiihrt sind, finden sich im Kapitel 5.2

unter den jeweiligen Methoden.

10 x Tris/Boratpuffer (TBE) (pH 8,3) TE-Puffer (pH 8,0)

890 mM Tris 10,0 mM  Tris/HCI
890 mM Borsaure 1,0 mM EDTA
20 mM EDTA

TEDABP (pH 8,0) PBS (pH 7,0)

10,0 mM  Tris/HCI 70 mM NasHPO4
1,0 mM EGTA 30 mM KHsPOy
1,0 mM DTT 150 mM NaCl

0,02% NaNg 0,1% NaNgs

vor Gebrauch zugeben:
1,0 mM Benzamidin
0,5 mM PMSF

10 x NCP-Puffer (pH 8,0)

100,0 mM  Tris/HCI
1,5 M NaCl
5,0 ml  Tween 20
0,02% NaNj
mit HyO (bidest.) auf 1 1 auffiillen

5.1.5 Bakterienstimme

E. coli JM83 Vieira und Messing [93]
E. coli MC1061 [95]

E. coli M15 (Qiagen)

E. coli BL21 Studier und Moffat [80]
E. coli BL21 Lys E  Studier [31]

E. coli TOP10F’ Invitrogen Ltd., UK

Klebsiella aerogenes Williams und Newell [97]

5.1.6 D:ictyostelium discoideum Stamme

AX2-214 (axenisch und auf Bakterien wachsender Abkémm-
ling des Freilandisolates NC4) Raper [(5]
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5.1.7 Vektoren

pDexRH
pDexRH C-GFP
pMal

pUC18/19
pUCBsr éBam
pT7-7

PCR 2.1-TOPO

5.1.8 Radiochemikalien

[a-32P]-dATP (10 mCi/ml)

5.1.9 Geriate

Analysenwaage AC 210P

Axiophot Mikroskop

Brutschrank (Bakterien)

CCD-Kamera C5985-10

Diavert Mikroskop (inverse Anordnung)
Dounce Homogenisator

EagleEye 11

Econosystem

Elektroporationsgerét
Entwicklermaschine Curix 60
Fraktionenkollektor RediFrac
Hybridisierungsofen

Konfokale Mikroskopie DM IRBE (invers)
Kiihlaggregat Multistar

Laborwaage LC 4800P

Lumineszenz Spektrometer Aminco Bowman
Nuclepore-Filter

PCR-Thermocycler UNO

Peristaltische Pumpe P1
PosiBlot-Apparatur

pH-Meter 643

Photometer Ultrospec 111
Proteintransfer Trans-BlotSD
Quarzkiivetten Infrasil

Rithrer Combimag RET
Flachbettscanner ScanlJet 4c
Smart-System

Speed-vac-Konzentrator

Faix et al. [21]

[90]

Maina et al. [58]
Yanisch-Perron et al. |
Adachi et al. [2]
Tabor [20]

Invitrogen Ltd., UK

ICN

Sartorius
Zeiss
Memmert
Hamamatsu
Leitz

Braun
Stratagene
Biorad
Biorad

Agfa
Pharmacia
Biometra
Leica

Fryka
Sartorius
Sopra GmbH
Corning Costar
Biometra
Pharmacia
Stratagene
Knick
Pharmacia
Biorad
Hellma

Ika

Hewlett Packard
Pharmacia
Bachhofer

]
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Ultrafiltration Centricon Amicon
Vortex Merck
Wasserbéader, Schiittler GFL

5.1.10 Sonstige Materialien

3MM Filterpapier Whatman
Nitrozellulose BA85 Schleicher & Schiill
Nylonmembran Pall
Polyallomer-Réhrchen 1,5 ml Beckman
Rontgenfilm X-omat Kodak

15 ml / 50 ml Réhrchen Falkon

1,5 ml Reaktionsgefafie Eppendorf

5.1.11 Zentrifugen und Rotoren

Zentrifugen

Optima TL100 Ultrazentrifuge, L8-70M Ultra- Beckman
zentrifuge, G6-SKR, J2-21M/E, J6-HC

Tischzentrifuge 5415 Eppendorf
Rotoren

Ti 70, JA 14.1, Ti 20.1, Ti 45, JA 20, SW40, Beckman
TLA 100.3

5.1.12 Computerprogramme zur Sequenzanalyse und Daten-

darstellung
BioEdit v.4.8.8 Hall [13]
BLAST Altschul [7]
IMTRX- Textverarbeitung Leslie Lamport
Photoshop 5.5, Illustrator 8.01 Adobe Systems Inc.
Phylip Phylogeny Package 3.2 Felsenstein [25]

UWGCG-Programmpaket (University of Wis- Devereux et al. [19]
consin Genetics Computer Group)
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5.2 Methoden

5.2.1 D. discoideum Kulturen

Anzucht in Fliissigmedium Der Wildtyp-Stamm AX2 wurde mit Sporen
oder von SM-Platten in AX-Medium oder HL-5 Medium angeimpft [13]. Die
Generationszeit betrug bei 21°C und 150 UpM etwa 10 h. Zur Anzucht groferer
Zellmengen fiir die Proteinreinigung wurden Zellen in 4 x 2,5 1 Kulturen bis zu
einer Dichte von 5 x 10° bis maximal 1,2 x 107 Zellen/ml herangezogen und
durch Zentrifugation geerntet. Die Ausbeute an Zellen aus 10 1 Kulturen lag bei
etwa 100 g Nassgewicht. Fiir zellbiologische Untersuchungen wurden die Zellen
bis maximal 5 x 10% Zellen/ml angezogen, um ein Ubergehen in die stationire

Phase zu vermeiden.

Anzucht auf Agarplatten Zum Herstellen von Massenplatten wurden SM-
Agarplatten verwendet. Hierzu wurden je 0,1 ml einer dichten K. aerogenes Sus-
pension (in Salzlosung) auf SM-Platten ausgestrichen, die Dictyostelium-Zellen
ausgebracht und die Platten bei 21°C ca. 2 Tage inkubiert. Die Generationszeit
betrug hierbei 3-4 h. D. discoideum Kolonien zeigen sich als klare Fresshofe

(,plaques”) auf dem Bakterienrasen.
5.2.2 Entwicklung von D. discoideum

AX2-Zellen wurden axenisch bis zu einer Dichte von 3-5 x 10° Zellen/ml (,,log-
phase”) kultiviert, geerntet (200 g, 5 min, 4°C), dreimal mit kaltem Soerensen-
Phosphatpuffer (pH 6,0) gewaschen und auf eine Dichte von 8 x 107 Zel-
len/ml mit Phosphatpuffer eingestellt. Auf frisch gegossenen Phosphatagar-
platten (¢ 90 mm, 17 mm) wurden dann 8 x 108 Zellen/Platte ausgebracht.
Die Zellen durften 15 min absitzen, dann wurde der klare Uberstand vorsichtig
abgegossen und der Rest mit einem Tuch abgesaugt. Die Platten wurden nun
bei 21°C inkubiert. Die Zellen wurden dann zu den jeweiligen Entwicklungs-

zeitpunkten mit kaltem Soerensen-Phosphatpuffer abgespiilt.
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5.2.3 Sporenkonservierung

Axenisch gewachsene Zellen wurden durch 10 min Abzentrifugieren bei 200 g
geerntet, einmal mit kaltem Soerensen-Puffer gewaschen und auf eine Dichte von
2 x 10® Zellen/ml resuspendiert. Je 500 1 der Suspension wurden auf Phosphat-
agarplatten ausgebracht. Die Zellen entwickelten sich innerhalb von 2-3 Tagen
und bildeten Fruchtkorper. Die Sporen jeder Agarplatte wurden durch kréftiges
Abklopfen in den Deckel der Petrischale geerntet, in 10 ml kaltem Soerensen-
Puffer aufgenommen, auf 1 ml Aliquots verteilt (2,2 ml Nunc-Einfrierréhrchen)
in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei -70°C gelagert. Zum Animpfen
wurde ein Aliquot aufgetaut (bei RT) und in AX-Medium gegeben. Nach drei
Tagen bei 21°C und 150 UpM hatte diese Vorkultur eine Dichte von ca. 5 x 108

Zellen /ml.
5.2.4 Einfrieren von Dictyostelium-Zellen

Zur Konservierung von Dictyostelium-Zellen wurden axenisch gewachsene Zel-
len geerntet und mit einer Dichte von 1 x 108 Zellen/ml in eiskaltem Einfrierme-
dium (AX-Medium oder HL-5 Medium + 5% (v/v) DMSO) aufgenommen. Die
Zellsuspension wurde in 1 ml Aliquots auf vorgekiihlte Einfrierrohrchen verteilt
(Nunc: 2,2 ml). Ein Messingblock (3,25 kg) wurden auf 4°C vorgekiihlt, mit den
Ampullen beschickt und bei -70°C aufbewahrt. Die Ampullen wurden nach ca.
15 h in fliissigem Stickstoff oder bei -70°C gelagert. Zur Revitalisierung der Zel-
len wurde eine Ampulle unter flieendem, kaltem Wasser schnell aufgetaut, die
Zellen wurden sofort einmal mit 20 ml kaltem AX-Medium gewaschen und der
Inhalt in eine Petrischale mit 10 ml AX-Medium tiberfiihrt. Bei Transforman-
ten wurde nach 24 h das Medium gewechselt und das geeignete Selektionsmittel

zugegeben.
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5.3 Molekularbiologische Methoden

5.3.1 Préaparation von Plasmid-DNA

Priparation von Plasmid-DNA nach Holmes und Quigley [45] Bakte-
rienkulturen von LB-Platten oder aus Dauerkulturen wurden dazu verwendet,
ca. 2ml einer Fliissigkultur in LB-Medium mit dem gewiinschten Selektions-
marker anzuimpfen. 1,5 ml der Ubernachtkultur wurde in einer Eppendorf-
Tischzentrifuge abgeerntet (10000 UpM, 15 sec, RT), der Uberstand verworfen
und das Bakteriensediment und in 200 pl STET /Lysozym-Puffer suspendiert.
Die Suspension wurde 1 min im Wasserbad gekocht (,,boiling-prep”), danach
wurden durch Zentrifugation in einer Eppendorf-Tischzentrifuge die unlosli-
chen Bestandteile sedimentiert (13.000 UpM, 10 min, RT) und das Sediment
anschliefend mit einem sterilen Zahnstocher entfernt. Die Nukleinsduren im
Uberstand wurden mit 200 ul Isopropanol fiir 5 min bei RT gefillt und in einer
Eppendorf-Tischzentrifuge sedimentiert (13.000 UpM, 15 min, RT). Die DNA
wurde mit Ethanol (80%) gewaschen, bei RT getrocknet und in 50 ul TE-Puffer

aufgenommen.

STET-Puffer (pH 8,0)

50 mM  Tris/HCI

50 mM EDTA

0,5% Triton X-100

8% Saccharose

1 mg/ml Lysozym (vor Gebrauch zugeben)

Priparation von Plasmid-DNA nach der Qiagen-Methode Zur Pripa-
ration von Plasmid-DNA wurde je nach benétigter Plasmid-DNA Menge entwe-

der das kommerziell erhéltliche Quiagen Mini-, Midi- oder Maxi-Kit verwendet.

Quiagen Mini Spin Kit Fiir die Herstellung von Plasmid-DNA in kleine-
ren Mengen wurden 5ml Bakterienkultur fiir ,,high-copy” Plasmide bzw. 10ml
fiir ,,low-copy” Plasmide als Ausgangsmaterial verwendet. Die Kultur wurde bei

18.000g fiir 10 min geerntet und der Uberstand verworfen. Die Zellen wurden
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in 250 pul Puffer P1 resuspendiert und in ein 1,5 ml Eppendorfgefaf3 iiberfiihrt.
Durch Hinzufiigen von 250 pl Puffer P2 wurden die Zellen in einem alkalischen
Milieu lysiert. Die Proben wurden durch mehrfaches Umschiitteln gemischt und
3 min bei RT inkubiert. Nach Zugabe von 350 ul eisgekiihltem Puffer P3 wur-
den die Zellen fiir 5 min auf Eis gestellt und anschliefend bei 14.000g in einer
Eppendorf Tischzentrifuge fiir 10 min zentrifugiert. Der so erhaltene Uberstand
wurde durch kurze Zentrifugation auf ein vom Hersteller bereitgestelltes ,,Quia-
gen spin Mini” Sdulchen geladen. Die Sdulen wurde darauthin einmal mit 500 pl
Puffer QBT und einmal mit 750 pl Puffer QC gewaschen. Zum Erreichen eines
schnelleren Flusses durch die Sdule wurden die Versuchsansétze dabei jedes Mal
kurz anzentrifugiert. Zuletzt wurde die auf der Siaule gebundene Plasmid-DNA

mit Hilfe von 40 ul Puffer EB eluiert.

Quiagen Midi- und Maxi-Kit Die Angaben im Text beziehen sich auf
das Quiagen Midi Kit, die verwendeten Volumina fiir das Quiagen Maxi-Kit
befinden sich in Klammern. Gemé&fl den Anweisungen des Herstellers wurde
eine Bakterienkultur in 25 ml (400 ml) LB-Medium mit 50 pg/ml Ampicillin
iiber Nacht bei 37°C geschiittelt. Die Zellen wurden durch Zentrifugation ge-
erntet und in 4 ml (10 ml) gekiihltem Puffer P1 resuspendiert. Durch Zugabe
von 4 ml (10 ml) P2 wurden die Zellen einer alkalischen Lyse unterzogen. Die
Ansitze wurden durch Umschiitteln gemischt und fiir 3 min bei RT inkubiert.
Anschliefend wurden 4 ml (10 ml) eisgekiihlter Puffer P3 zugegeben, die Pro-
ben gemischt und fiir 15 min (20 min) auf Eis gestellt. Danach wurden die
Proben abzentrifugiert (JA20 Rotor, 17.000 UpM, 30 min, 4°C), um Proteine
und Zellbruchstiicke zu sedimentieren. Das Sediment wurde verworfen und der
Uberstand, der die Plasmid-DNA enthielt, wurde mit Hilfe von mehreren La-
gen Verbandmull von verbliebenen Proteinprézipitaten gereinigt. Der nun klare
Uberstand wurde auf eine zuvor mit 5 ml Puffer QBT &quilibrierte ,,tip 100”

(tip 500)-Saule (Qiagen) aufgetragen. AnschlieBend wurde zweimal mit 10 ml
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(30 ml) Puffer QC gewaschen und die Plasmid-DNA mit 5 ml (15 ml) Puffer
QF eluiert. Die DNA wurde mit 0,7 Vol. Isopropanol geféllt und abzentrifugiert
(JA20 Rotor, 12.000 UpM, 30 min, 4°C). Der Uberstand wurde verworfen, das
Sediment nach Waschen mit eiskaltem Ethanol (80% oder absolut) bei Raum-

temperatur getrocknet und in 200 ul (500 pl) Puffer EB aufgenommen.

Puffer P1 Puffer P2
50 mM  Tris/HCI (pH 8,5) 200mM NaOH
10mM EDTA 1% SDS

100pug/ml  RNAse A

Puffer P3
3mM K-Acetat (pH 5,5)

Puffer QBT Puffer QC
750 mM  NaCl 1M NaCl
50 mM MOPS (pH 7,0) 50 mM  MOPS (pH 7,0)
15% Isopropanol 15% Isopropanol

0,15%  TritonX-100

Puffer QF Puffer EB
1,25M NaCl 10mM  TrisCl (pH 8,5)
50 mM  Tris/HCI (pH 8,5)
15% Isopropanol

5.3.2 Préaparation chromosomaler DNA aus D. discoideum

Da D. discoideum einen hohen Gehalt an Kohlenhydraten und RNA besitzt,
die bei der Reinigung die chromosomale DNA begleiten, wird die DNA aus
angereicherten Zellkernen isoliert [61]. Um Scherkrifte zu vermindern, die ei-
ne physikalische Schidigung der DNA hervorrufen kénnen, wurde im Verlauf
der Préparation durch vorsichtiges Invertieren (nicht vortexen) gemischt. Fer-
ner wurden die Spitzen der Pipetten vorne abgeschnitten, um die Offnung zu
vergrofiern. 1-2x 10% Zellen einer axenisch gewachsenen Kultur wurden zweimal
mit eiskaltem Wasser gewaschen und das Zell-Sediment in 50 ml Kernlyse-Puffer
resuspendiert. Durch diese Behandlung lysieren die Zellen, die Zellkerne bleiben
jedoch intakt und werden bei 6000 g abzentrifugiert (JA20, 7500 UpM, 10 min,
4°C). Das weiflliche Zellkern-Sediment wurde in 500 pl SDS-Lysispuffer aufge-
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nommen, mit 100 ul Proteinase K Lésung versetzt und 2-3 h bei 60°C inkubiert.
Das Lysat wurde anschliefend 2-3 x mit je einem Volumen Phenol/Chloroform
durch vorsichtiges Mischen extrahiert. Durch Zugabe von 1/10 Vol. 2 M Na-
Acetat (pH 5,2) und 2 Volumen Ethanol zur wissrigen Phase wurde die DNA
prézipitiert und konnte mit einem Glashaken ausgedreht werden. Die DNA wur-
de in Ethanol gewaschen, kurz an der Luft getrocknet und in etwa 500 pl 1/10
TE-Puffer gelost. Anschlieend erfolgte eine Abschéitzung der gewonnen Menge
an DNA durch eine photometrische Konzentrationbestimmung (ODggo von 1,0

entspricht 50 pg DNA; ODggy/ODagp = 1,8 bis 2,0).

Kernlyse-Puffer SDS-Lysispuffer
10 mM  Mg-Acetat 0,7% SDS in TE-Puffer
10 mM NaCl

30 mM HEPES (pH 7.5)
10% Saccharose
2% Nonidet P40
auf 2 1 mit HoO (bidest.) auffiillen

Proteinase K
14,7 mg/ml
vor Gebrauch 30 min bei 37°C inkubieren

5.3.3 Verdau mit Restriktionsenzymen

Der Verdau von DNA mit Restriktionsenzymen erfolgte jeweils in dem vom
Hersteller empfohlenen Puffersystem und unter den angegebenen Temperatur-
bedingungen. In der Regel wurden pro pug DNA 2-10 Enzymeinheiten (U) ein-
gesetzt. In einem 50 pl Ansatz wurden 1-5 pug Plasmid-DNA fiir 1-5 h verdaut.
Chromosomale DNA wurde in einem 100-200 p]1 Ansatz fiir 3-12 h verdaut. Die

Vollsténdigkeit der Reaktion wurde auf einem Agarosegel kontrolliert.
5.3.4 Elektrophorese von DNA in Agarosegelen

Die elektrophoretische Auftrennung von DNA erfolgte nach Sambrook et al.
[72] in Agarosegelen mit einem Agarosegehalt von 0,7% bis 1,2% (w/v), die in

1 x Tris-Borat-Puffer (TBE) angesetzt wurden. Laufpuffer und Gelpuffer waren
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identisch. Die Gele wurden in Flachbett-Gelapparaturen verschiedener Grofien
(4 x 7 cm bis 20 x 20 cm, Eigenbau) gegossen. Die zu trennende DNA wurde
mit 0,2 Vol. DNA-Probenpuffer versetzt und geladen. Die Trennung erfolgte bei
1-5 V/cm. Nach dem Lauf wurden die Gele in einer wéssrigen Ethidiumbromid-
Losung (5 pg/ml) fiir 10-30 min gefdrbt und 30 min in Wasser entfiirbt. Die
Gele wurden mit Hilfe des EagleEye-Systems fotografiert (UV-Licht = 312 nm).

DNA-Probenpuffer

40% Saccharose

0,5% SDS
0,25% Bromphenolblau
in TE-Puffer aufnehmen

DNA-GroéBenstandards:

,»Gene Ruler Mix”: 10.000 Bp, 8000 Bp, 6000 Bp, 5000 Bp, 4000 Bp, 3000 Bp,
2500 Bp, 1500 Bp, 1500 Bp, 1031 Bp, 900 Bp

»,Mass Ruler Mix”: 10.000 Bp, 8000 Bp, 6000 Bp, 5000 Bp, 4000 Bp, 3000 Bp,
2500 Bp, 1500 Bp, 1500 Bp, 1031 Bp, 900 Bp

5.3.5 Fragment-Isolierung aus DNA-Gelen

Fragment-Isolierung mit DE-81 Ionenaustauschpapier Zur Isolierung
von DNA-Fragmenten wurde die DNA in Agarosegelen in Tris-Borat-Puffer auf-
getrennt und nach der von Dretzen et al. [21] beschriebenen Methode isoliert.
Das mit Ethidiumbromid angefirbte Gel wurde bei 312 nm betrachtet. Uber
und unter der zu isolierenden DNA-Bande wurde mit einer sterilen Skalpellklin-
ge ein Schnitt gesetzt, in den dann je ein passendes Stiick Anionenaustauschpa-
pier DE-81 (Whatman) eingesetzt wurde. Da sich wihrend der weiteren Elektro-
phorese kein Laufpuffer iiber dem Gel befinden durfte, wurde der Kontakt zwi-
schen Gel und Puffer mit einem feuchten Whatman-Filterpapier hergestellt. Die
Elektrophorese wurde so lange fortgesetzt, bis das DNA-Fragment vollstindig
an das DE-Papier gebunden hatte (30-45 min). Das Anionenaustauschpapier
wurde in ein 1,5 ml Eppendorfgefifl gelegt, dessen Boden durchbohrt und mit

Glaswolle gestopft worden war. Darunter wurde ein zweites Eppendorfgefafl ge-
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geben, um das Eluat aufzufangen. Das DE-Papier wurde viermal mit je 100ul
Waschlosung gewaschen und die Waschlosung durch kurzes Zentrifugieren ab-
getrennt. Die Elution der DNA erfolgte durch Inkubation des DE-Papiers fiir
jeweils etwa 5 min mit viermal 100 pl Elutionslésung und nachfolgender Zentri-
fugation. Die DNA in den vereinigten Eluaten wurde dann durch Zugabe von

2 Volumina Ethanol gefillt.

Waschl6sung (pH 7,5) Elutionslésung (pH 7,5)

10,0 mM  Tris/HCI 10,0 mM  Tris/HCI
1,0 mM EDTA 1,0 mM EDTA
0,1 M LiCl 1,0 M LiCl
20% Ethanol

Fragment-Isolierung aus DNA-Gelen nach der Qiagen-Methode Zur
Isolierung und Reinigung von DNA-Fragmenten in der Gréflenordnung von 70
Bp bis 10 KB aus Agarosegelen wurde ferner der QIAquick Gel Extraktionskit
(Qiagen) verwendet. Das DNA-Fragment wurde mit einem sauberen, scharfen
Skalpell aus dem Gel ausgeschnitten und das Agarosestiick in ein 1,5 ml Eppen-
dorfgefif} iiberfithrt und abgewogen. Zu einem Volumen Gel (100 mg = 100 pl)
wurden 3 Volumina Puffer QG (QIAquick Gel Extraktionskit, Qiagen) zugege-
ben. Dann wurde die Agarose bei 50°C unter kontinuierlichem Schiittlen des
Reaktionsgeféfles inkubiert, bis sie vollstdndig geschmolzen war. Die Bindung
der DNA an die QIAquick Membran ist nur im Bereich pH = 7.5 effizient. Der
korrekte pH Bereich konnte dabei leicht durch die erhaltene gelbe Farbe des
Puffer QG kontrolliert werden. Der Reaktionsansatz wurde nach dem Auflésen
des Gelstiicks mit 1 Volumen Isopropanol versetzt. Das Gemisch wurde auf die
QIAquick Spin Sédule aufgetragen, unter welche ein 1,5 ml Auffanggefiafl gegeben
wurde. Durch Zentrifugation mit einer Eppendorf-Tischzentrifuge (13.000 UpM,
1 min, RT) wurde die DNA an die Sédulenmembran gebunden. Um Agarosereste
zu entfernen, wurde die Sdule mit 0,5 ml Puffer QG gewaschen. Anschliefend

wurde die Membran mit 0,75 ml Puffer PE (QIAquick Gel Extraktionskit, Qia-
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gen) fiir ca. 3 min inkubiert und dann zentrifugiert (Eppendorf-Tischzentrifuge,
13.000 UpM, 1 min, RT). Durch nochmalige Zentrifugation wurde sichergestellt,
dass Ethanolreste aus Puffer PE von der Sdulenmembran entfernt wurden. Die

DNA wurde mit 10 bis 50 ul HoO eluiert.

5.3.6 ,,Southernblotting”

Die als ,,Southernblotting” bezeichnete Technik [79] dient dazu, die in Agarose-
gelen nach Grofle getrennte DNA auf einer Nylonmembran zu immobilisieren.
Durch Hybridisierung mit einer markierten DNA-Probe kénnen dann spezifi-
sche Fragmente identifiziert werden. Das gefidrbte und gemeinsam mit einem
angelegten Lineal bei 312 nm fotografierte Gel wurde zunéchst 20-30 min in 0,5
M NaOH denaturiert, kurz mit Wasser gespiilt und 30 min in 1 M Tris/HCI
(pH 8,0) neutralisiert. Anschlieend wurde das Gel fiir 20 min in 20x SSC dqui-

libriert.

Kapillarblot Der Transfer der DNA auf Nitrozellulose erfolgte in 20 x SSC
fiir 18 h aufgrund von Kapillarkraften. Das Agarosegel lag auf Whatman 3MM-
Papier mit Kontakt zu einem 20 x SSC Reservoir und wurde mit Nitrozellulose-
Filter, Whatman 3MM-Papier und einem ca. 5 cm dicken Stapel von Saugpapier
belegt und beschwert (ca. 0,5 kg). Nach dem Transfer wurden die Filter 10 min
in 6 x SSC gewaschen, zwischen Saugpapier kurz getrocknet und zur Fixie-
rung der Nukleinsduren auf der Membran 90 sec auf einem UV-Schirm (312nm

Wellenlénge) gelegt.

PosiBlot Eine alternative und zeitsparende Methode bestand in der Ver-
wendung einer PosiBlot-Apparatur (Stratagene). Die Gele wurden denaturiert,
neutralisiert und &quilibriert wie oben beschrieben. Zunéchst wurde die Nylon-
membran zurechtgeschnitten (auf jeder Seite 1 cm grofler als das Gel), dann die

Abdichtmaske (auf jeder Seite 0,3 cm kleiner als das Gel) und der Schwamm
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(auf jeder Seite 1,5 cm grofer als das Gel). Die Maske und der Schwamm kénnen
wiederverwendet werden. Der Schwamm wurde unmittelbar vor Beginn des
Transfers mit 1 1 20x SSC geséttigt. Die Membran lag auf einem befeuchteten
Whatman 3MM-Papier, darauf wurde die Abdichtmaske gelegt und vorhan-
dene Luftblasen vorsichtig entfernt. Auf die Offnung in der Maske wurde das
Agarosegel gelegt, darauf zwei Lagen Whatman 3MM-Papier und der vollge-
sogene Schwamm. Hierauf wurde die Apparatur luftdicht verschlossen. Durch
Anschluss einer Saugpumpe (Pressure Control Station, Stratagene) mit einer
Saugspannung von 75 mm Hg wurde ein Unterdruck erzeugt, der einen Trans-
fer innerhalb von 1 h ermdglichte. Nach Beendigung des Transfers wurden die
Rest-Gele noch einmal bei 312 nm fotografiert, um die Vollstdndigkeit des Nu-
kleinsdure-Transfers zu iiberpriifen. Trocknen und Fixation der DNA auf der

Membran erfolgte wie oben beschrieben.
5.3.7 Radioaktive Markierung von DNA-Proben

DNA-Proben zur Hybridisierung von ,,Southern-” oder , Northern-Blots” wur-
den nach der ,prime-it” Methode hergestellt. Hierbei werden Zufalls-Oligo-
nukleotidprimer an die zu markierende Einzelstrang-DNA-Sonde hybridisiert.
Mit Hilfe des Klenow-Enzyms erfolgt die Neusynthese des komplementéren
Stranges unter Einbau des radioaktiven Isotops. 25 ng DNA wurden in ein
steriles Eppendorfgefifl gegeben und mit autoklaviertem Wasser auf 24 ul auf-
gefiillt. Nach Zugabe von 10 ul ,random oligonucleotide primer” wurde die
Probe 5 min im Heizblock bei 95°C denaturiert, danach sofort fiir 1 min auf
Eis gestellt und dann kurz abzentrifugiert. Nach Zugabe von 10 ul 5 x ,,dATP
primer buffer”, 5 pl [a-32P]-dATP, 1 ul Klenow-Enzym und sorgfiltigem Mi-
schen wurde der Ansatz 2-10 min bei 37°C inkubiert. Anschliefend wurde die
Reaktion durch Zupipettieren von 2 ul ,stop-mix” beendet, und die nicht einge-
bauten Nukleotide wurden durch Zentrifugation (2000 UpM, 2 min) iiber eine

1 ml Sephadex-G50 Séule in TE-Puffer abgetrennt. Die markierte Probe wurde
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5 min bei 100°C denaturiert und in etwa 7 ml Hybridisierungspuffer aufgenom-

men.
5.3.8 Hybridisierung mit radioaktiv markierten Proben

Die Hybridisierungsbedingungen entsprachen denen von Mehdy et al. [60]. Der
Nitrozellulosefilter bzw. die Nylonmembran mit immobilisierter DNA oder RNA
wurde in einer Hybridisierungsrohre fiir 1 h bei 37°C mit Hybridisierungspuffer
vorhybridisiert. Die Vor-Hybridisierungslosung wurde entfernt, die DNA-Sonde
in Hybridisierungspuffer zugegeben und bei 37°C fiir 18 h unter Drehen inku-
biert. Die radioaktive Losung wurde abgenommen und der Filter zunéchst bei
RT zweimal 10 min in 2 x SSC + 0,1% SDS und dann 1 h bei 37°C in Hybridisie-
rungswaschpuffer gewaschen. Uberschiissige Fliissigkeit wurde mit Whatman-
Filterpapier abgesaugt, der Filter in eine Klarsichtfolie eingepackt und auf ei-

nem Rontgenfilm (X-omat AR-5) mit Verstérkerfolie bei -70°C exponiert.

Hybridisierungspuffer Hybridisierungswaschpuffer
50% Formamid 50% Formamid
1% Na-Laurylsarcosinat 1% Na-Laurylsarcosinat
0,1% SDS 0,1% SDS
4,0mM EDTA (pH 7,2) 4,0mM EDTA (pH 7,2)
0,12 M Na-Phosphatpuffer (pH 6,8) 0,12 M Na-Phosphatpuffer (pH 6,8)
2x  SSC 2x  SSC
4x Denhardts Reagenz
20 x SSC 100x Denhardts Reagenz
3,0M NaCl 3%  Ficoll400
10,3 M NaCitrat 2%  Polyvinylpyrrolidon

2%  Rinderserumalbumin

Fiir die Hybridisierung unter geringer Stringenz wurde Puffer mit 30% anstelle
von 50% Formamid verwendet. Die Waschschritte erfolgten wie oben beschrie-

ben.
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5.3.9 Isolierung von Gesamt-RNA aus D. discoideum

Zum Schutz vor RNasen wurden generell wihrend des Arbeitens Handschu-
he getragen und alle Losungen mit DEP-behandeltem Wasser angesetzt (0,1%
DEP, fiir mehrere Stunden riihren, autoklavieren). Es wurden ausschlieflich
sterile Plastikgeféfie und Pipetten verwendet. Um eine Aussage iiber die Ent-
wicklungsregulation der mRNA-Expression eines Gens machen zu kénnen, wur-
de Gesamt-RNA aus vegetativen Zellen und verschiedenen Entwicklungsstadien

isoliert.

Qiagen RNeasy Mini Kit 1-1,5 x 107 Zellen wurden geerntet, 1 x mit
kaltem, sterilem und 1 x mit DEP-behandeltem Wasser gewaschen und an-
schlieffend nach dem Qiagen RNeasy Kit Protokoll behandelt. Alle Zentrifuga-
tionsschritte erfolgten in einer Eppendorf-Tischzentrifuge. Die Zellen wurden
mit 600 pl RLT-Puffer (aus Qiagen RNAeasy Mini Kit) lysiert, zentrifugiert
(14.000 UpM, 1 min, RT) und der Uberstand danach in ein frisches Eppendorf-
Reaktionsgefdafl pipettiert. Es folgte eine weitere Zentrifugation fiir 3 min, der
resultierende Uberstand wurde wiederum in ein frisches Reaktionsgefi trans-
feriert und mit einem Volumen 70% Ethanol (in DEP-Wasser) versetzt. Diese
Losung wurde auf eine ,RNA mini spin”-Séule gegeben und bei RT mit 10.000
UpM fiir 15 sec abzentrifugiert. Die Sdulenmatrix wurde mit 700 ul RW1-Puffer
(aus Qiagen RNAeasy Mini Kit) und anschlieflend mit 500 pul RPE-Puffer (aus
Qiagen RNAeasy Mini Kit) gewaschen (10.000 UpM, 15 sec, RT), gefolgt von
einem zusétzlichen Waschschritt mit RPE fiir 2 min. Um jegliche Ethanolreste
zu entfernen, welche die folgende Elution behindern kénnten, wurde die Séule
nochmals bei maximaler Geschwindigkeit der Eppendorf-Tischzentrifuge fiir ei-
ne Minute zentrifugiert. Danach wurde unter die Sdule ein neues Reaktionsgefifl
gegeben und die RNA von der Membran mit 30-50 ]l RNase-freiem Wasser (aus
Kit) eluiert (10.000 UpM, 1 min, 4°C, 1-2 Elutionsschritte). Die Konzentration

wurde photometrisch bestimmt. Eine ODsgg von 1,0 entspricht 40 ug RNA. Das
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Verhéltnis ODogo/ODagg sollte zwischen 1,9 und 2,0 liegen. Die RNA wurde bei

-20°C gelagert.

5.3.10 Elektrophorese von RNA in Agarosegelen

Agarose in einer Endkonzentration von 1,2% wurde mit 148 ml DEP-Wasser
und 20 ml 10 x RNA-Gelpuffer aufgekocht und auf 60°C abgekiihlt. Dann wur-
den 32 ml einer 36%igen Formaldehyd-Losung zugegeben, die Mischung in eine
mit DEP-Wasser gespiilten Flachbett-Gelapparatur (20 x 20 cm) gegossen und
das Gel nach Erhérten mit RNA-Laufpuffer iiberschichtet. Die RNA wurde mit
einem Volumen RNA-Probenpuffer versetzt, 10 min bei 65°C denaturiert und
nach der Zugabe von 4 pul RNA-Farbmarker sofort auf das Gel aufgetragen. Die

RNA wurde mit ca. 2 V/cm aufgetrennt.

10 x RNA-Gelpuffer (pH 8,0) 10 x RNA-Laufpuffer (pH 7,0)

200 mM  MOPS/NaOH 200 mM MOPS/NaOH
50 mM Na-Acetat 50 mM Na-Acetat
10 mM EDTA 10 mM EDTA

Die Puffer wurden vor Benutzung autoklaviert.

RNA-Probenpuffer RNA-Farbmarker
50% Formamid 50% Saccharose (RNase frei)
6% Formaldehyd 0,25% Bromphenolblau

10 pug/ml  Ethidiumbromid in DEP-Wasser
in 1 x RNA-Gelpuffer (pH 8,0)

5.3.11 ,Northernblotting”

Nach der Elektrophorese wurden die Gele im UV-Licht (312 nm) fotografiert,
5 min in DEP-Wasser und anschlieBend 25 min in 10 x SSC &quilibriert. Der
Transfer auf Nylonmembran erfolgte in einem Zeitraum von 18 h in 20 x SSC
aufgrund von Kapillarkriften (Kapillarblot). Das Agarosegel lag auf Whatman
3 MM-Papier mit Kontakt zu einem 20 x SSC Reservoir und wurde mit einer

Nylonmembran, 3 Lagen Whatman 3MM-Papier und einem ca. 6 cm dicken Sta-
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pel von Saugpapier belegt und leicht beschwert (ca. 0,5 kg). Nach dem Transfer
wurden die Filter 10 min in 5 x SSC gewaschen, auf Whatmanpapier kurz ge-
trocknet und die ,,geblottete” RNA auf der Membran mittels ,,cross-linking”

unter UV-Licht fiir 90 sec fixiert.

5.3.12 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Zur Vermehrung eines bestimmten Abschnitts von genomischer DNA oder Plas-
mid DNA wurde die Polymerase-Kettenreaktion verwendet. Bei dieser Me-
thode werden unter Zuhilfenahme von geeigneten Oligonukleotidprimern, Des-
oxynukleotiden und DNA-Polymerase die gewiinschten DNA-Abschnitte ver-
vielfdltigt. Durch entsprechende Wahl der Oligonukleotidprimer ist es dariiber
hinaus moglich Schnittstellen fiir Restriktionsenzyme in die entstehende DNA
einzufiigen. Die Hybridisierungstemperatur (T ) eines bestimmten Oligonu-
kleotidprimers wurde anhand seiner Basenzusammensetzung folgendermafien

abgeschitzt [33]:
4. (G+C)+2 (A+T) — ].OZTHyb(OC)

oder konnte den Unterlagen des Herstellers entnommen werden. Um eine
vollstdndige Polymerisierung zu gewihrleisten wurde die erste Denaturierung
flir einen ldngeren Zeitraum durchgefiihrt als die iibrigen. Der letzte Synthe-
seschritt wurde ebenfalls linger gewéhlt, um die Fertigstellung unvollstdndiger

DNA-Syntheseschritte sicherzustellen.

10 x PCR-Puffer fiir Tag-Polymerase 10 x PCR-Puffer fiir Pfu-Turbo-
-Polymerase

100 mM  Tris/HCI (pH 8,3) 200 mM Tris/HCI (pH 8,7)
500 mM KCI 100 mM  KCI
15 mM MgCIQ 100 mM (NH4)QSO4
0,1% (w/v) Gelatine 20 mM  MgSOy4

1% Triton x-100
Img/ml BSA
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PCR-Bedingungen zur Amplifizierung von Nramp Uberexpressionskon-
strukten sowie Nramp ,,Knock-in” Konstrukten an Klonen der Jenaer D. dis-

coideum-Genombank

Reaktionsbedingungen (Bsp.) Reaktionsansatz

1. Denaturierung: 94°C, 180 sec 0,5 pg Plasmid-DNA

Denaturierung: 94°C, 30 sec 50 pmol 5’-Oligonukleotid

Hybridisierung;: 52°C, 60 sec 50 pmol 3’-Oligonukleotid dNTP-Mix
(jeweils 5 mM)

Verldngerung: 72°C, 60 sec 1 U Taqg- oder Pfu-Polymerase

Letzte Verliangerung: 72°C, 10 min 5 ul 10 x PCR-Puffer

Zyklenzahl: 25

5.3.13 Oligonukleotide

Alle Oligonukleotide wurden mit H20 zu einer Endkonzentration von 100 pmol
aufgenommen und anschliessend in Aliquots als Arbeitsloésung auf 5 pmol
verdiinnt.

Oligonukleotide fiir die Polymerase-Kettenreaktion:

A5 Eco GGG AAT TCA TGA ATA ATA ATA ATA ATA ATA AAA
AAT TAA ATA AAG GFP

A3n GGG AAT TCT TGT ATA GTT TGA TTA TTA ATT
GTA TTA CCA G

B5 Eco GGG AAT TCA TGA CAC CCA GAA TTG AAA GTG
AG

GFPBmidr  GAT GAT CAA TGC GAA TGC AG

GFPBmidl GGG GGC AGT TGT AAT GCC AC

GFP B3 GAA TTC ATA ATT AAT ATT ATT ATA AGT TTG ATT
TGA

NrampAmid GTC GAC GCG GGC CAA ATA GTT ATG G

NrampA3’ GAG CTC TTG TAT AGT TTG ATT ATT AAT TGT
ATT

NrampBmid GTC GAC GGG TTA TCA TCG GCT GC

NrampB3’ GAG CTC ATA ATT AAT ATT ATT ATA AGT TTG ATT

TG
al2xl1 GGG AAT TCA GCA AAC CAA TTG CGT CCG
al2x?2 GGT CTA GAT TAC CTA TTT TTA AAT TCA CCC AT
g04x4 GGT CTA GAT TAC CAA GGG GCG ATT TTT AA
g04x5 GGG AAT TCA TTG CCT TGCC AAA TCT TAT CGA

AT
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Oligonukleotide fiir die Sequenzierung:
Nrampal2F1 GCC ATT CAA AGA TGG GGT

Soweit nicht anders angegeben, wurden fiir die Sequenzierung Standard-Primer

der Firma TopLab verwendet.
5.3.14 Klonierung von DNA-Fragmenten in Vektor-DNA

Phosphatase Behandlung Um die Religation eines linearisierten Vektors
zu verhindern, wurden die Phosphatgruppen am 5’-Ende mit alkalischer Phos-
phatase entfernt. Die Behandlung mit Phosphatase wurde nach Sambrook et
al. [72] durchgefiihrt. In einem 50 pl Ansatz wurden 1-5 pg linearisierter Vektor
mit 1-2 U alkalischer Phosphatase in Phosphatase-Puffer bei 37°C 30 min lang
umgesetzt. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 10 ul 10 mM EDTA-Ldsung
und Hitzeinaktivierung des Enzyms bei 65°C fiir 10 min gestoppt. Anschlie-
Bend wurde der Ansatz mit Phenol/Chloroform extrahiert und die DNA mit
zwei Volumina Ethanol geféllt.

10 x Phosphatase-Puffer (pH 9,0)

500 mM  Tris/HCI
10 mM  MgCls
1mM ZnCly
10 mM  Spermidin

DNA-Ligase Reaktion DNA-Fragmente wurden mit T4-DNA-Ligase ver-
kniipft. Nach Abschéitzen der Konzentration des dephosphorylierten Vektors
und des Fragments auf einem analytischen Agarosegel und Berechnung der ein-
zusetzenden Mengen nach unten aufgefiihrter Formel, wurde die Ligation in
einem Volumen von 15 pl angesetzt. Nachdem der Vektor und das Insert fiir
die Ligation vorbereitet waren, wurden die Konzentrationen in einem Agarose-
testgel abgeschiitzt. Die in der Ligation einzusetzenden DNA-Mengen wurden

mit folgender Formel berechnet:

Vektor(ng) - Insert(KB) ... . Insert
Vektor(KB) molaresVerhaltnis Vektor

= Insert(ng)
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Fiir die Ligation von kleinen Fragmenten ( < 1000 Bp) wurde ein vier- bis
zehnfacher molarer Uberschuss an Fragment eingesetzt, grofie Fragmente wur-
den meist mit der gleichen Menge Vektor ligiert. Zur Verbindung glatter Enden
wurde 24 h, zur Verbindung {iberhéngender Enden 12-16 h bei 16 oder 21°C

inkubiert.
Reaktionsansatz 10 x Ligationspuffer (pH 7,6)
50-200 ng linearisierte Vektor-DNA 200 mM  Tris/HCI
+ DNA-Fragment 50 mM  MgCly
1,5 pl 10 x Ligationspuffer 50 mM DTT
2 U T4-Ligase 5mM ATP
mit Wasser auf 15 pl auffiillen 500 pg/ml  BSA

Klonierung mit der TOPO-Methode [77] Fiir einige Anwendungen wur-
den Klonierungen mit dem TOPO-TA Cloning Kit der Firma Invitrogen
Ltd., UK durchgefiihrt. Dazu wurden 0,5-4 pl eines frisch hergestellten PCR-
Fragment mit 1 ul der, mit dem Kit bereitgestellten Salzlésung und der pCR
2.1-TOPO Vektor Losung vermischt und mit dd HoO auf 6 ul aufgefiillt. Die-
ser Reaktionsansatz wurde je nach Grofle des verwendeten DNA-Inserts bei
Raumtemperatur fiir ca. 5-20 Minuten inkubiert. 2 ul dieses Ansatzes wurden
mit 50 pl der mitgelieferten F. coli TOP10F’ vorsichtig gemischt und zusam-
men fiir 30 Minuten auf Eis stehen gelassen. Daraufhin wurden die Zellen fiir
30 sec auf 42°C erhitzt und anschliefend sofort auf Eis gestellt. Es wurden
nun 250 pl SOC-Medium hinzugegeben und die Zellen bei ca. 200 UpM bei
37°C eine Stunde lang geschiittelt. Etwa 50ul der Zellen wurden auf eine mit
40p] TPTG (100mM) und X-Gal préparierte und auf 37°C vorgewidrmte LB-

Ampicillinplatte ausgestrichen.
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pCR 2.1-TOPO Vektor Losung Salzlésung TOPO
10ng/pl  linearisierte Vektor-DNA 1,2 M NaCl
50 % Glycerin 0,06 M MgCly
50 mM Tris-HCI (pH 7,4)
1mM EDTA
1mM DTT

0,1 % TritonX-100
100 pg/ml  BSA
Phenolrot

5.3.15 Herstellung kompetenter E. coli Zellen fiir die Elektro-
poration

1 1 LB-Medium wurde mit 5 ml Ubernachtkultur des gewiinschten E. coli-
Stammes angeimpft und bei 37°C mit 240 UpM geschiittelt, bis eine ODgog von
0,5 erreicht war. Die Zellen wurden auf Eis abgekiihlt, in sterile Falkonrchrchen
iiberfithrt, abzentrifugiert (CS-6KR Beckman, 3000 UpM, 10 min, 4°C) und
in sterilem, eiskaltem Wasser resuspendiert. Anschlieend wurden die Zellen
dreimal mit kaltem Wasser gewaschen und abzentrifugiert, wobei bei jedem
Waschschritt das Volumen um die Hélfte reduziert wurde. Schliefilich wurden
die Zellen nach dem Abdekantieren in der Restfliissigkeit (1-2 ml) resuspendiert,
in Aliquots zu je 50 ul abgefiillt, in fliissigen Stickstoff schockgefroren und bei
-70°C gelagert.

5.3.16 Transformation von E. coli Zellen durch Elektroporati-
on

Zur Transformation wurden die Zellen (50 ul) auf Eis aufgetaut und entweder
mit einem geféllten und in Wasser aufgenommenen Ligationsansatz oder ei-
ne Verdiinnung zirkuldrer Plasmid-DNA gemischt. Nach 10 min auf Eis wurde
das E. coli-Plasmid-Gemisch in eine Elektroporationskiivette (2 mm Elektro-
denabstand) gefiillt und die Zellen wurden bei 25 pF, 200 Ohm und 2,5 kV
transformiert. Anschlieend wurden der Transformationsansatz in 1 ml SOC-

Medium [72] aufgenommen, die Zellen 45 min bei 37°C regeneriert und 1, 10
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und 100 pl auf LB-Platten mit 50 pg/ml Ampicillin ausplattiert.

SOC-Medium

2 % Bacto-Trypton
0,5% Hefeextrakt
10,0 mM  NaCl
25mM KCl
10,0 mM  MgCls
10,0 mM  MgSOy4
20,0 mM  Glucose

5.3.17 FE. coli Dauerkulturen

Wichtige Transformanten wurden als Dauerkultur konserviert. Dabei wurden
800 ul der Bakterien-Kultur mit 200 ul Glycerin vermischt, auf Eis gestellt und
anschliefend in fliissigem Stickstoff schockgefroren. Die weitere Aufbewahrung

erfolgte in einer Kiihltruhe bei -70°C.
5.4 Proteinchemische Methoden
5.4.1 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Fiir die diskontinuierliche SDS-PAGE [55] wurden in der Regel 7,5%, 10%, 15%

(siehe unten) oder 18% Trenngele mit 3%-igen Sammelgelen verwendet (7,5 x

10 x 0,05 cm).
Sammelgel Trenngel
125 mM  Tris/Glycin (pH 6,8) 380 mM Tris/Glycin (pH 8,8)
0,1% SDS 0,1% SDS
3,3% Acrylamid (38:1 Bisacrylamid) 15% Acrylamid (38:1 Bisacrylamid)
pro 16 ml: pro 42 ml:
240 pl - 20%iges APS 480 pl  20%iges APS
(Ammoniumperoxodisulfat)
8 ul TEMED 12 yl TEMED
10 x SDS-PAGE-Laufpuffer 3 x SDS-Probenpuffer
250 mM  Tris 65 mM Tris/HCI (pH 6,8)
1,9 M  Glycin 10%  Glycerin
1% SDS 2,3% SDS

5%  B-Mercaptoethanol
ad.lib. Bromphenolblau
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Zu der aufzutrennenden Proteinlosung wurden 1/3 Volumen 3x SDS-
Probenpuffer gegeben und die Losung fiir 3 min gekocht. Die Auftrennung der
Proteine erfolgte bei 150 V konstanter Spannung. Als Standard wurde ein Ge-

misch von Proteinen definierter Molekiilmassen verwendet:

LMW (,,Jow molecular weight”, Biorad): 92,5 KDa, 68 KDa, 45 KDa, 33
KDa, 20 KDa, 14 KDa
»See blue” (Novex): 250 KDa, 98 KDa, 64 KDa, 50 KDa, 36 KDa, 30 KDa,
16 KDa, 6 KDa, 4 KDa

5.4.2 Coomassie-Blau-Fiarbung von Proteinen

SDS-PAGE-Gele wurden fiir mindestens 30 min in Féarbelosung geschiittelt.

Nicht gebundener Farbstoff wurde durch Schiitteln in einer Entfarbelosung aus-

gewaschen.
SDS-PAGE Gelfarbel6sung Entfarber
0,1% Coomassie Brilliant Blau R 250 10% Ethanol
50% Methanol 7% Essigsiure

12%  Essigsédure, filtrieren

5.4.3 , Westernblot”

Nach der Auftrennung der Proteinproben mittels SDS-PAGE wurden die Pro-
teine nach der modifizierten Methode von Towbin et al. [91] auf Nitrozellu-
lose (Schleicher und Schuell BA 85) transferiert. Dies erfolgte in der Regel
mit einer ,semi-dry” Elektrophorese-Apparatur (Biorad Trans-Blot SD) zwi-
schen in Transferpuffer getrinktem Whatman-Filterpapier (12 V, 60 min). Nach
dem Transfer der Proteine auf Nitrozellulose wurde diese iiber Nacht mit 5%
Milchpulver in NCP-Puffer (mit Azid) abgeséttigt. Anschlieflend wurde die Ni-
trozellulose 3 x mit NCP-Puffer gewaschen und mit dem ersten Antikorper
(1:2 bis 1:10.000 mit NCP-Puffer verdiinntes Kaninchenserum oder Hybrido-
maiiberstinde) fiir 1-4 h inkubiert. Nach mehrmaligem Waschen mit NCP-

Puffer wurde die Nitrozellulose mit dem sekundéren Antikorper (1:2000 mit
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NCP-Puffer verdiinnt) fiir 1 h inkubiert, und anschlieend wieder mehrmals

gewaschen.

Nachweis der Antigene durch Chemolumineszenz Bei Verwendung ei-
nes sekundiren Antikorpers fiir die Detektion mittels Chemoluminiszenz wurde
der Nitrozellulosefilter mit 3 ml Nachweisreagenz fiir Chemolumineszenz (ECL:
enhanced chemoluminescence) 1 min lang iiberschichtet. Die Lumineszenzreak-

tion wurde mit einem Rontgenfilmes (X-omat AR 5, Kodak) nachgewiesen.

Nachweis der Antigene mittels einer Farbreaktion Im Falle des Ein-
satzes dieser Methode wurde als sekundérer Antikorper ein Antikoérper verwen-
det, der an alkalische Phosphatase gekoppelt und somit in der Lage ist, eine
Farbreaktion bei Zugabe von BCIP auszul6sen. Die Blots wurden nach den
Waschschritten in NCP in 0,1 M NayCOgs gewaschen und durch Zugabe von
frischer 0,1 M NayCOj3 Losung , in der <lmg BCIP gelost war, entwickelt. War
eine weitere Verstirkung des Signals erwiinscht oder erforderlich, wurde in die

Losung zusétzlich <1mg NBT, gelost in 200 1 DMSO gegeben.

Transferpuffer Chemilumineszenz-Reagenz (ECL)
25 mM  Tris/HCI (pH 8,5) 200 gl Luminol (250 mM in DMSO)
190 mM  Glycin (Luminol: 3-Amino-phthalhydrazid)
20% Methanol 89 ul  p-Cumarsdure (90 mM in DMSO)
0,02% SDS 2ml Tris/HCI (1 M, pH 8,5)

mit HoO auf 20 ml auffiillen
(im Dunkeln aufbewahren)
vor Gebrauch 6,1 ul HoO2 (30%) zugeben

5.4.4 Proteinbestimmung

Proteinbestimmung nach Bradford Die Bestimmung der Proteinkonzen-
tration wurde nach der Methode von Bradford [%] durchgefiihrt. Diese beruht
auf der Bindung von Coomassie-Blau G-250 durch Proteine, wobei das Absorp-
tionsmaximum des Farbstoffes von 465 nm auf 595 nm verschoben wird. Zur

Erstellung der Eichkurve wurde Rinderserumalbumin als Standard verwendet.
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SDS stort die Reaktion stark, weshalb fiir SDS-haltige Proben die folgende
Methode verwendet wurde (bei der Kalibrierung wurde SDS in der gleichen

Konzentration zugesetzt).

Proteinbestimmung nach Lowry et al. [57] Die Methode von Lowry et
al. basiert auf der Reaktion des Folin-Ciocalteus-Phenol-Reagenz (Phosphor-
Wolfram/ Molybdéanséurekomplex) mit Proteinen, wobei sich durch die Reak-
tion mit Tyrosin-Resten eine blaue Verfarbung ergibt. Die Extinktion verhlt
sich direkt proportional zu der Proteinmenge und kann photometrisch bei 750

nm bestimmt werden. Die Reaktion wird durch DTT beeintréchtigt.
5.4.5 Herstellung von D. discoideum Proteinproben

Zur Uberpriifung der Sera nach Immuniserung mittels Western-Blot wurden
verschiedene Proteinfraktionen von D. discoideum hergestellt. Dazu wurden
1-107 AX2 Zellen mit einer Dichte von ca 1 — 3 - 105 Zellen/ml in einer Beck-
man Zentrifuge bei 1200 UpM geerntet. Die Zellen wurden zweimal gewaschen,
indem sie in 10 ml Soerensen Puffer resupendiert und erneut bei 1200 UpM
5 Minuten lang zentrifugiert wurden. Danach wurden die Zellen in insgesamt
10 ml TEDABP-Puffer aufgenommen und anschlieflend ca. zwolfmal durch zwei
Lagen eines Nuclepore Filters mit 5 um Porengrofie gepresst. Der Erfolg der so
durchgefiihrten Zelllyse wurde unter einem Lichtmikroskop iiberpriift. 1,5 ml
des gewonnenen Zellhomogenats wurden in ein Eppendorfgefafl iiberfithrt und
30 Minuten bei 10.000 g in einer Eppendorf Tischzentrifuge zentrifugiert. Das
so entstandene Sediment wurde mit 1x SDS 4 Minuten bei 100°C aufgekocht
und als ,,10.000 g” Pellet fiir weitere Versuche verwendet. Der Uberstand wur-
de in ein Spezial Eppendorf-Gefifl iiberfithrt und 30 Minuten bei 100.000 g
zentrifugiert. Der Uberstand wurde als ,100.000 g Uberstand”, das Sediment
als ,,100.000 g Sediment” fiir die weitere Verwendung mit SDS aufgekocht und

frisch verwendet.
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5.4.6 Induktion und Reinigung von rekombinanten Proteinen

Expression mit dem pT7-7 Vektorsystem Die gesamte Insert-DNA des
Klons JAX4a137g04 der D. discoideum Genomdatenbank wurde mit Hilfe der
Restriktionsstellen von EcoRI und Ndel in den Vektor pT7-7 eingefiigt. Das
pT7-7 JAX4a137g04 Konstrukt wurde daraufhin in den FE. coli Stamm BL21
LysE transformiert. Dieser Stamm enthélt ein zusétzliches Plasmid, das das
Lysozym-Gen aus dem Bakteriophagen T7 zusammen mit der Resistenzkassette
fiir Chloramphenicol enthélt. T7-Lysozym vermag intrazelluldr die basale Ak-
tivitdt von T7-RNA Polymerase zu verringern und damit die basale Expression
des transformierten Gens vor Induktion zu verhindern. Die Bakterien wurden
iiber Nacht in LB-Amp-+Cm bei 37°C bis zu einer ODggg von ca. 0,8 angezogen
und nach Entnahme eines Aliquots mit 0,5M IPTG (Endkonzentration) ver-
setzt. Nach 3h bei 37° wurden die Bakterien durch dreiminiitige Zentrifugation
bei 14.000 g geerntet und sofort in 1x SDS vier Minuten lang aufgekocht. Der
Vergleich zwischen dem Expressionsmuster vor und 3h nach Induktion erfolgte
mittels SDS-PAGE. Analog wurde der Versuch bei einer Anzucht- und Indukti-
onstemperatur von 21° wiederholt und die Induktion nach 1, 2, 4 und 6 Stunden

untersucht.

Expression mit dem pMal-c2x/pMal-p2x Vektorsystem Der Ab-
schnitt Bp 919 bis Bp 1575 des NrampA Gens wurde durch PCR mit Hilfe
der Primer al2x1 und al2x2 amplifiziert. Das entstandene Fragment wurde mit
den Enzymen EcoRI und Xbal verdaut und in den mit EcoRI/Xbal gedffneten
und dephosphorylierten Vektor pMal-c2x bzw. pMal-p2x ligiert. Analog wurde
der die Bp 630 bis Bp 1266 umfassende Abschnitt durch Verwendung der Primer
g04x5 und g04x4 in einer PCR vervielfiltigt. Nach Verdau des PCR-Produkts
mit EcoRI/Xbal wurde es ebenfalls in den mit EcoRI/Xbal getffneten und de-
phosphorylierten Vektor pMal-c2x bzw. pMal-p2x eingefiigt. E. coli Bakterien,

die das Plasmid mit dem gewiinschten Expressionskonstrukt enthielten, wurden
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iiber Nacht in einer 400 ml Kultur LB Medium (42g/1 Glucose) herangezogen.
Am néchsten Morgen wurden die Zellen mit LB Medium (+2g/1 Glucose) und
dem gewahlten Selektionsmarker auf 4 1 aufgefiillt und bei 37°C bis zu einer
optischen Dichte bei 600nm von 0,6 herangeziichtet. Die Expression des rekom-
binanten Proteins wurde mittels Zugabe von 0,5 mM IPTG induziert. Nach 2h
Inkubation bei 37° wurde die Kultur bei 3000 g fiir 10 min abzentrifugiert und
das Sediment in 5 ml TEDABP aufgenommen. AnschlieBend wurde die Bakteri-
ensuspension in fliissigem Ng schockgefroren und in einer Wasser/Eis Mischung
iiber die Dauer einer halben Stunde langsam aufgetaut. Danach wurden die
Bakterien unter fortdauernder Eiskiihlung in 5 Zyklen a 10 Sekunden mittels
Beschallung mit Ultraschall aufgebrochen. Die Proben wurden daraufhin bei
18.000 g fiir 20 Minuten zentrifugiert. Das gewiinschte Protein wurde je nach
seiner Wasserloslichkeit aus dem Uberstand weiter aufgereinigt oder mittels Ex-
traktion mit aufsteigenden Konzentrationen von Harnstoff aus dem Sediment
gelost. Dazu wurden Losungen von 2M, 4M und 7M Urea in TEDABP-Puffer
hergestellt. Nach Auflésen des Sediments in der Harnstofflosung wurden die
Proben jeweils bei 18.000 g fiir 20 Minuten zentrifugiert und der entstande-
ne Uberstand zur spéteren Analyse abgenommen. Das verbleibende Sediment
wurde in der Losung mit der néichsthéheren Harnstoffkonzentration resuspen-
diert und das Vorgehen wiederholt. Der verschiedenen Uberstiinde, sowie das
Sediment nach Behandlung mit 7M Harnstoff wurden in SDS aufgekocht und

mittels SDS-Page auf ihren Proteingehalt gepriift.

5.4.7 Reinigung von MBP-Fusionsproteinen mit Hilfe einer
Amylosesiule

Eine mit ca. 2 ml Amylose-Matrix bestiickte Sédule wurde mit dem zehnfachen
Volumen an TEDABP langsam equibriliert. Die das Fusionsprotein enthaltende
Losung wurde im Verhéltnis 1:4 mit TEDABP verdiinnt und auf die Amylo-
sesiule geladen. AnschlieBend wurde die Sdule mit dem zehnfachen Sidulenvo-

lumen an TEDABP gewaschen. Die Elution erfolgte mit einer 10mM Maltose-



KAPITEL 5. MATERIAL UND METHODEN 88

TEDABP-Losung, das Eluat wurde mittels eines Fraktionskollektors in 15 Frak-

tionen a 600 pl gesammelt.

5.4.8 Kopplung synthetischer Peptide an Haemocyanin

Es kamen folgende synthetische Polypeptide zur Anwendung;:

Name Aminosiurenabfolge Molekiilmasse
Nramp Al 346 HGSVVKSRKIPNDRRKS 362 1963 Da
Nramp A2 434 AGQSSTITGTMAGQIVMEG 452 1813 Da
Nramp B 309 HSALVQSREIDRKSETQVK 327 2192 Da

6,6 mg lyophilisiertes Keyhole Limpet Hemocyanin (KLH) wurden in 2 ml Borat
Puffer (pH10 bei 4° C) aufgenommen und 6,6 pmol des kiinstlichen Peptids
hinzugefiigt. Die Losung wurde anschliefend bei Raumtemperatur geriithrt und
1ml einer 0,3% Glutaraldehyd Losung (1,2 ml 25% Glutaraldehyd in 98,8 ml
Borat-Puffer pH10) langsam unter Riihren hinzugetropft. Nach weiteren 2h
Riihren erschien die Losung gelblich. Zum Stoppen der Reaktion wurden 0,25 ml
1M Glycin dazugegeben und die Losung 30 min weitergeriihrt. Daraufthin wurde
das Konjugat in einen Dialyseschlauch abgefiillt und dreimal gegen 3 1 Borat-

Puffer mit pH 8,5 dialysiert.
5.4.9 Herstellung und Uberpriifung von Antikérpern

Die Peptidkonjugate NrampA1l und NrampA2 wurden vereinigt und zusammen
mit dem Konjugat von NrampB2 an die Firma FEurogentec S.A., Belgien zur
Immunisierung von Kaninchen gesendet. Dort wurden zwei Kaninchen (SA8573
und SA8574) mit dem NrampA1/A2 Konjugat geimpft, zwei weitere Kaninchen
(SA8575 und SA8576) mit dem NrampB2 Konjugat. Pro Impfung/, boost” wur-
den 100 pug Antigenmaterial injiziert, die Blutentnahme fand ca. 10 Tage nach
Injektion statt. Die Nomenklatur der erhaltenen Seren bezog sich im weiteren
auf die beiden letzten Ziffern der Codes fiir die betreffenden Kaninchen (z.B.
Serum Nr. 73 aus dem Kaninchen SA8573, das mit NrampA immunisiert wur-

de).
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Die Antigen-Injektionen und Blutabnahmen fanden nach folgendem Immuni-

sierungsschema statt:

Datum der Injektion Datum der Blutabnahme
Erste Immunisierung;: 06.11.00 Pradimmunserum: 06.11.00
Erster ,boost”: 20.11.00

Zweiter ,,boost”: 04.12.01 Erstes Testblut: 14.12.01
Dritter ,,boost”: 01.01.01 Erste Blutung: 11.01.01
Vierter ,,boost”: 26.02.01 Zweite Blutung: 08.03.01
Fiinfter ,,boost”: 02.04.01 Dritte Blutung: 12.04.01
Sechster ,,boost”: 14.05.01 Vierte Blutung: 24.05.01
Siebter ,,boost”: 11.06.01 Fiinfte Blutung: 21.06.01

Letzte Blutung der Ka- 19.07.01
ninchen SA8574 wund

SA8576:
Achter ,boost” (nur 09.07.01 Sechste Blutung: 19.07.01
SA8573 und SA8575):
Neunter ,boost” (nur 13.08.01 Siebte Blutung: 23.08.01

SA8573 und SA8575):
Letzte Blutung der Ka- 06.09.01
ninchen SA8575 und
SA8575:

Die Seren wurden in standardisierten Westernblots getestet. Dazu wurde jeweils
parallel ein Blot mit dem Priserum vor Injektion des Antigens (Verdiinnung
1:2000 in NCP+1%BSA) inkubiert und mit den Seren nach Immunisierung
(Verdiinnung 1:2000 in NCP+1%BSA) verglichen. Die ersten drei gelieferten
Sera wurden im Westernblot mit Zellhomogenat aus p2Mal-c2 Expressionsver-
suchen und dem Peptidkonjugat als Positivkontrolle getestet. Die danach gelie-
ferten Sera 4-9 wurden durch Verwendung in einem Westernblot zunéchst mit
Homogenat, 100.000g Uberstand und einem 100.000g Zellsediment von D. dis-
coideum Zellen gepriift, als Positivkontrolle diente Zellhomogenat aus p2Mal-
c2 Expressionsversuchen. Spéter wurde als Positiv-Kontrolle die Fraktion Nr. 6
des Aufreinigungsversuchs mit pMal-c2 Nramp Konstrukten (siehe dort) ver-
wendet und ein 10.000 g Uberstand zur weiteren Differenzierung zwischen endo-
/lysosomalem Kompartment und sonstigen Zellorganellen in die Westernblots

miteinbezogen.
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A Adenosin

ADP Adenosindiphosphat

AK Antikorper

Amp Ampicillin

AP Alkalische Phosphatase

AS Aminoséurerest(e)

ATP Adenosintrisphosphat

Bp Basenpaar(e)

BCIP 5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl-Phosphat-p-Toluidin
Bp Basenpaar(e)

BSA Rinderserumalbumin (,,bovine serum albumin”)
C Cytosin

cAMP zyklisches Adeosinmonophosphat

cDNA komplementire DNA (,,complementary/copy DNA”)
CFU Koloniebildende Einheiten (,,colony forming units”)
cGMP zyklisches Guanosinmonophosphat

Cm Chloramphenicol

Cy3 Carboxymethylindocyanin

DAG Diacylglycerol

DAPI 4,6 Diamino-2-phenylindol

DEP Diethylpyrocarbonat

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinséure (,,deoxyribonucleic acid”)
DNase Desoxyribonuklease

DTT 1,4-Dithiothreitol

EDTA Ethylendiamintetraessigsdure

ER Enodplasmatisches Retikulum

F-Aktin Filamentéres Aktin

G Guanosin

G-Aktin Globuldres Aktin (Monomer)

GFP Griin floureszierendes Protein (,,green fluorescent protein”)
h Stunde(n)

HEPES N-2-Hdroxyethylpiperazid-N’-ethansulfonséure
IFN Interferon

IgG Immunglobulin G
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IP3 1,4,5 Inositoltrisphosphat

IPTG Isopropyl-3-D-thiogalactopyranosid

IRE Eisenabhéngiger Translationsfaktor (,iron response element”)
KLH Hamocyanin (,keyhole limpet hemocyanin”)

LPS Lipopolysaccharid

m milli-

M Molar

min Minuten

MBP Maltosebindeprotein

MOPS (Morpholino) Ethansulfonsédure

mRNA ,messenger-RNA”

NCP

OD Optische Dichte (,,optical density”)

ORF Offener Leserahmen (,,open reading frame”)

PCR Polymerase-Kettenreaktion (,,polymerase chain reaction”)
PI Phosphoinositol

PIP, Phosphatidyldiphosphat

RNA Ribonukleinséure (,,ribonucleic acid”)

RT Raumtemperatur

SDS Natriumdodecylsulfat

SDS-PAGE Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
T Thymidin

TEMED N,N,N’)N’- Tetramethylethylendiamin

Tris Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan

™ Transmembrandoméne

U Internationale Einheit (,,unit”)

UpM Umdrehungen pro Minute

v/v Volumen/Volumen

w/v Gewicht/Volumen

X mal; -fach konzentriert
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