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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Die Organisation und Dynamik des Mikrotubuli-Cytoskeletts wird von grofen Proteinkomplexen
an den plus- und minus-Enden der Mikrotubuli reguliert. Am minus-Ende befindet sich das
Centrosom, das als Mikrotubuli-organisierendes Zentrum dient. Am plus-Ende der Mikrotubuli
findet sich ein Komplex von Proteinen, der die Dynamik der Mikrotubuli reguliert sowie ihre
Verankerung am Zellcortex vermittelt. DACP224 ist ein centrosomales und Mikrotubuli-
assoziiertes Protein bei Dictyostelium discoideum, das zur ubiquitdren XMAP215-Familie gehort
und eine wichtige Rolle bei der Dynamik des Centrosoms und des Mikrotubuli-Cytoskeletts
spielt. Ziel dieser Arbeit war die Charakterisierung zuvor unbekannter Dictyostelium-Proteine,
die mit DACP224 bei diesen dynamischen Vorgéngen zusammenwirken.

Mit DdEB1, DdMoel und DdLIS1 konnten drei neue Mikrotubuli-assoziierte Proteine bei
Dictyostelium identifiziert und charakterisiert werden. Alle drei Proteine konnten gleichzeitig
auch als echte centrosomale Bestandteile nachgewiesen werden, da ihre Lokalisation am
Centrosom unabhdngig von Mikrotubuli ist. DAEBI ist aufgrund seines Molekulargewichts, das
grofite Mitglied der ubiquitiren EB1-Proteinfamilie. DAEBI1 zeigte eine cytosolische Interaktion
mit DACP224 und Dynein. Am Beispiel von DdEB1 und DdCP224 konnte in dieser Arbeit nicht
nur erstmals die Interaktion von Proteinen aus der EB1- und XMAP215-Familie, sondern auch
ihre lange vermutete Colokalisation an Mikrotubuli-plus-Enden nachgewiesen werden. Mit Hilfe
der Expression von GFP-DdEBI1-Deletionsmutanten konnte gezeigt werden, dass die DdEBI
Bindung an Mikrotubuli von einer Homo-Oligomerisierung des Proteins abhingt, die durch eine
»coiled-coil“-Doméne vermittelt wird. DdEB1-Nullmutanten zeigen in erster Linie mitotische
Defekte, d.h. Storungen der Centrosomenduplikation, Spindelbildung  und
Chromosomensegregation. Die mikroskopische Analyse lebender Zellen ergab, dass DAEB1 fiir
die Spindelbildung, nicht aber fiir die Spindelelongation oder die Mikrotubuli/Zellcortex-
Interaktion bendtigt wird.

Bei der Suche nach moglichen DAdEBI1-Interaktoren wurde mit DdMoel das Dictyostelium-
Homologe von Schizosaccharomyces pombe Moel isoliert, das dort ein Interaktionspartner des
entsprechenden EB1-Proteins ist. Eine solche Interaktion ist den durchgefiihrten Untersuchungen

zufolge bei Dictyostelium jedoch unwahrscheinlich. Dafiir konnte hier zum ersten mal ein Moel-



Zusammenfassung

homologes Protein als echte Centrosomenkomponente identifiziert werden und die Mikrotubuli-
Bindung eines solche Proteins in vivo nachgewiesen werden.

Wie EBI ist auch das humane LIS1-Protein ein Mikrotubuli-plus-End und Dynein-assoziiertes
Protein. Mutationen in diesem Gen flihren zu einer schweren Entwicklungsstorung des Gehirns
(Lissenzephalie), aufgrund eines neuronalen Migrationsdefekts. Dictyostelium LIS1 (DdLIS1)
bindet nicht nur an Dynein, sondern auch an DdCP224, womit auch erstmals die Interaktion mit
einem Protein der XMAP215-Familie nachgewiesen werden konnte. DALIS1 spielt gemeinsam
mit Dynein eine Rolle bei der Mikrotubuli/Zellcortex Verankerung, was in DdLISI-
Uberexpressionsmutanten deutlich wurde. Die Uberexpression von DALIS1 fiihrte auBerdem zur
Centrosomenamplifikation, Defekten bei der Organisation der Mitosespindel, schweren
Cytokinesedefekten und einer drastisch eingeschrankten Zellmotilitat. Letztere steht im Einklang
mit dramatischen Verdnderungen der Aktindynamik, bei der charakteristische wandernde Aktin-
Polymerisationswellen am Zellcortex auftreten. Da derselbe Aktin-Phidnotyp auch durch
Behandlung von Kontrollzellen mit der F-Aktin depolymerisierenden Droge Latrunculin A
simuliert werden konnte wurde angenommen, dass die DALIS1-Uberexpression den Aktin-Gehalt
beeinflusst. Tatsdchlich konnte in mikroskopischen und biochemischen Nachweisen bestitigt
werden, dass die Uberexpression von DALISI den F-Aktin Gehalt der Zellen vermindert. Das
Mikrotubuli-assoziierte Protein DALIS1 ist also ein mogliches Bindeglied zwischen dem

Mikrotubuli- und Aktin-Cytoskelettsystem.
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Einleitung

1. Einleitung

1.1  Dictyostelium discoideum als Modellorganismus

Dictyostelium discoideum Amoben sind seit langem ein anerkanntes experimentelles System fiir
die Erforschung molekularer und funktioneller Aspekte der Zellbiologie, wie zum Beispiel der
Zelldifferenzierung, Zellbewegung, Chemotaxis, Signaltransduktion und Cytoskelettdynamik
(Zusammenfassung bei Kessin (2001)). Dies wird durch seine kiirzliche Anerkennung als eines
von sechs Nicht-Sduger-Modellorganismen durch die National Institutes of Health in den U. S.
A. unterstrichen. Dictyostelium gehdrt zur monophyletischen Gruppe der Mycetozoa, die den
Pilzen und Tieren nahe steht (Baldauf und Doolittle, 1997). Dictyostelium Zellen (Abbildung 1)
verhalten sich dhnlich wie amdboid-bewegliche menschliche Zellen (z. B. Makrophagen), sind
aber leichter und kostengilinstiger in grolen Mengen zu kultivieren und einfacher mit
gentechnologischen Methoden zu manipulieren. Die Amodben leben unter natiirlichen
Bedingungen als Bodenorganismen, die sich vegetativ vermehren und von Bakterien erndhren.
Bei Nahrungsmangel wird ein einfacher asexueller Entwicklungszyklus induziert (Abbildung 1
A) (Loomis, 1982). Hungernde Zellen produzieren cAMP, das als chemotaktisches Signal wirkt
und die Aggregation von jeweils etwa 10° Amoben verursacht. Diese bilden zusammen ein
vielzelliges, wurmformiges Zellaggregat ,,slug™, welches sich kriechend fortbewegen kann und
nach Differenzierung in Sporen- und Stielzellen einen Fruchtkorper bildet. Die
widerstandsfahigen Sporen keimen bei giinstigen Bedingungen und entlassen einzelne Amoben.

Hinsichtlich der Erforschung der molekularen Struktur und Funktion des Centrosoms war
Dictyostelium lange Zeit ein wenig bearbeitetes Modellsystem. Dies lag in erster Linie am Fehlen
molekularer Marker und den zunédchst vorhandenen Problemen bei der Aufreinigung der
Dictyostelium Centrosomen. Inzwischen hat Dictyostelium aber aufgrund der absehbaren
Fertigstellung des Genomprojekts (im Moment liegt ca. fiinffache Sequenzabdeckung des
Genoms vor; (Kay und Williams, 1999)) und nicht zuletzt durch die in unserem Labor erzielten
Erfolge enorm an Attraktivitit als Modellorganismus fiir die Erforschung des Centrosoms
gewonnen (Daunderer et al., 1999; Grif et al., 2000a; Kay und Williams, 1999). Auch gab es vor
Beginn dieser Arbeit nur wenige Arbeiten zu Mikrotubuli-assoziierten Proteinen von

Dictyostelium.
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Migrationsstadium

Abbildung 1: Entwicklungszyklus von Dictyostelium discoideum (nach R.L. Blanton und M. Grimson).
(A) Die frei lebenden Amoében erndhren sich von Bakterien; bei Nahrungsentzug beginnen die Amdben zu
aggregieren und ein Zellaggregat auszubilden, das eine Wanderungsphase durchlaufen kann. Unter
Laborbedingungen beginnt nach 18 Stunden die Kulmination, bei der die Sporen vom wachsenden Stiel
nach oben getragen werden. Das reife Sorocarp zerféllt bei Berithrung und setzt die Sporen frei. (B, B’)
Amoben in Interphase und Mitose (Pfeil). (B) Die Fluoreszenzmikroskopie zeigt eine DAPI-Kernfarbung
(blau) und grine GFP-Fluoreszenz der Centrosomen wegen der Expression eines y-Tubulin-GFP-
Fusionsproteins. (B’) Phasenkontrastbild. Balken, 10 um. Aus Gréf et al. (2000a)

1.2  Das Mikrotubuli-Cytoskelett

1.2.1 Mikrotubulidynamik

Mikrotubuli erfiillen in eukaryotischen Zellen mannigfaltige essentielle Funktionen. So sind sie
bei zelluldiren Transportprozessen, bei der Morphogenese, Zellorganisation und Motilitdt
beteiligt. Strukturell sind Mikrotubuli hohle R6hren mit einem AuBendurchmesser von 25 nm.
Diese entstehen durch geordnete Polymerisation von Heterodimeren aus o- und B-Tubulin.
Mikrotubuli besitzen eine intrinsische Polaritit, mit einem in vitro schnell wachsenden plus- und
einem langsam wachsenden minus-Ende. In vivo ist die Mikrotubuli-Polymerisation auf die plus-
Enden beschrinkt. Die Mikrotubulidynamik wird durch einen als ,,dynamic instability*

bezeichneten Mechanismus charakterisiert, bei dem einzelne Mikrotubuli stdndig zufillig

10
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zwischen Wachstum und Abbau wechseln. Der Ubergang von Wachstum zu Deassemblierung
heiBt ,.catastrophe®, der Ubergang von Deassemblierung zu Wachstum wird ,,rescue® genannt.
Somit beschreiben vier Parameter die Mikrotubulidynamik: Wachstum (,,growth®), Abbau
(,,shrinkage rate®), ,,catastrophe-“ und ,rescue“-Frequenz. Zusammenfassung bei Desai und

Mitchison (1997).

1.2.2 Das Mikrotubuli-Cytoskelett bei Dictyostelium

Das Interphase-Mikrotubulisystem (Abbildung 2) bei Dictyostelium besteht aus 30-70
Mikrotubuli, die radial vom Centrosom ausgehen und sich zum Zellcortex hin und an diesem
entlang erstrecken (Kimble et al., 2000; Kitanishi-Yumura und Fukui, 1987). Die meisten
Mikrotubuli sind nicht gebiindelt, haben eine relativ konstante Lange (Kimble et al., 2000) und
zeigen kaum plus-End-Dynamik. Dagegen weisen sie eine hohe laterale Motilitdt mit
charakteristischen Biegungs- und Wellenbewegungen auf (Kimble et al., 2000; Neujahr et al.,
1998), die nicht auf Cytoplasma Bewegungen, sondern auf spezifische Krifte zuriickzufiihren
sind, die auf die Mikrotubuli wirken. Diese Krifte konnten durch die Aktivitidt von Mikrotubuli-
assoziierten Motorproteinen (z.B. Kinesine), durch eine direkte Verbindung zu Aktin/Myosin-
Strukturen oder durch die Aktivitdt von cortikal verankerten Motorproteinen (Dynein) entstehen.
Entlang der Mikrotubuli findet Organellentransport statt (Ma et al., 2001; Roos et al., 1987). Bei
Eintritt in die Mitose werden die Mikrotubuli sehr schnell abgebaut, indem sie vom Centrosom
freigesetzt und fragmentiert werden (Kitanishi-Yumura und Fukui, 1987) (vgl. Abbildung 29).
Die Mitosespindel wird als kompakte, balkenartige Struktur aus iiberlappenden Mikrotubuli
(Moens, 1976) zwischen den duplizierten Spindelpolen gebildet. Die Kernhiille bleibt dabei als
Kontinuum erhalten. (Ueda et al., 1999). Der Eintritt von Tubulin-Dimeren erfolgt durch
Fenestrae der, in diesem Mitosestadium, pordsen Zellkernhiille. Die Anzahl der Spindelpol-
assoziierten Mikrotubuli nimmt widhrend der friihen Mitosestadien auf etwa 140-160 in der
Metaphase und frithen Anaphase zu (Mclntosh et al., 1985). Die sechs Chromosomen werden an
den Kinetochoren, die die flir hohere Eukaryonten charakteristische Lagenstruktur aufweisen
(McIntosh et al., 1985; Moens, 1976), mit den Spindelmikrotubuli verbunden. Die

Spindelelongation geschieht hauptsichlich wéhrend der Telophase. Die Spindel wird zu diesem
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Zeitpunkt um das dreifache verldngert. Erst wahrend der Telophase entsteht eine signifikante
Anzahl astraler Mikrotubuli an den Spindelpolen, aus denen nach der erfolgten Cytokinese

wieder das Interphase-Cytoskelett gebildet wird.

GFP-g-Tubulin /TOPRO3

Abbildung 2: Das Interphase-Mikrotubuli-
Cytoskelett bei Dictyostelium. In der Abbildung
sind drei GFP-a-Tubulin exprimierende Zellen
gezeigt. Die GFP-a-Tubulin Fluoreszenz ist in gelb
und die DNA-Farbung (TOPRO3) in blau
dargestellt. Die Bilder sind Projektionen (maximale
Intensitits Modus) konfokaler Bilderstapel (Zeiss
510Meta). MaBstab, 2 um.

1.3 Stuktur und Funktion von Centrosomen

Die Organisation und Dynamik des Mikrotubuli-Cytoskeletts muss streng reguliert werden. Dies
geschieht durch Proteine, die direkt oder indirekt an Mikrotubuli binden, insbesondere an deren
plus- oder minus-Enden. Die Mikrotubuli-minus-Enden sind am Centrosom verankert, dem
grofiten Proteinkomplex einer eukaryotischen Zelle. Die fundamentale Rolle dieses Organells fiir
die Zellteilung und den Aufbau des Spindel-Apparates erkannte Theodor Boveri bereits vor mehr
als einem Jahrhundert, durch seine Beobachtungen in sich teilenden Ascaris-Eiern (Boveri,
1887). Das Centrosom organisiert in der Interphase das Mikrotubuli-Cytoskelett und, nach seiner
Verdopplung, den Spindelfaserapparat. Bei amoboid beweglichen Zellen ist seine Positionierung
relativ zum Zellkern fiir die Einhaltung der eingeschlagenen Wanderrichtung entscheidend (Ueda
et al., 1997). Neueren Arbeiten zufolge ist das Centrosom fiir den korrekten Ablauf der
Cytokinese und das Durchlaufen des G1/S-Ubergangs des nichsten Zellzyklus notwendig
(Hinchcliffe et al., 2001; Khodjakov und Rieder, 2001; Piel et al., 2001). In sich teilenden Zellen
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ist eine Kontrolle der Centrosomen-Anzahl essentiell flir eine genaue Aufteilung der
Erbinformation. Uberzihlige Centrosomen sind ein Kennzeichen von Tumorzellen, obwohl noch
nicht geklart werden konnte, ob dies eine Ursache oder eine Folge der Tumorentstehung ist
(Lingle et al., 2002; Nigg, 2002). Somit ist das Centrosom fiir alle Mikrotubuli-abhidngigen
Bewegungsvorgange und fiir den exakten Ablauf des Zellzyklus von grundlegender Bedeutung.

Obwohl die Aufgaben des Centrosoms universell sind, ist sein morphologischer Aufbau bei

tierischen Zellen, Protisten und Pilzen unterschiedlich (Gréf et al., 2000a).

Séuger-Centrosom Hefe-Spindelpolkdrper Dictyostelium-Centrosom

Abbildung 3: Centrosomentypen in verschiedenen Organismen. Abkiirzungen: C, Centriol; PCM,
pericentriolire Matrix; MT, Mikrotubuli; Kh, Kernhiille; HB, “Half-Bridge”; AP, duBerer Plaque; ZP,
zentraler Plaque; IP, innerer Plaque; Co, Corona; Kn, ”Knotchen”.

Abbildung modifiziert nach Daunderer et al. (1999).

Die Centrosomen tierischer Zellen enthalten ein Paar Centriolen, die von pericentrioldrem
Material mit Mikrotubuli-Nukleationskomplexen umgeben sind. Diesem Centrosomentyp stehen
die acentrioldren Centrosomen gegeniiber, wie der in die Kernhiille eingebettete, dreilagige
Spindelpolkorper der Hefe oder das Dictyostelium Centrosom. Letzteres befindet sich auf der
cytoplasmatischen Seite der Kernhiille und besteht aus einer dreilagigen Zentralstruktur, die von
einer Corona umgeben ist (Abbildung 3). Eingebettet im unstrukturierten Material der Corona
befinden sich elektronendichtere y-Tubulin-haltige "Knotchen”, von denen Mikrotubuli ausgehen

(Euteneuer et al., 1998). Trotz der auf den ersten Blick dhnlichen zentralen Lagenstrukturen bei
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der Béckerhefe und Dictyostelium unterscheiden sich die beiden Centrosomentypen grundlegend
hinsichtlich des Zellzyklus-Zeitpunkts ihrer Duplikation, des Duplikationsvorgangs an sich und

der vermuteten Proteinzusammensetzung (Graf et al., 2000a).

1.4 Centrosomenduplikation bei Dictyostelium

Bei Dictyostelium sind die ersten Anzeichen der Centrosomverdoppelung nicht, wie bei den
meisten anderen Organismen, am G1/S-Ubergang, sondern erst am G2/M-Ubergang zu
beobachten (Ueda et al., 1999). Der Duplikationsprozel3 (Abbildung 4) wird daher, anders als bei
tierischen Zellen und Hefe, vermutlich nicht mit der DNA-Synthese synchronisiert. In der frithen
Prophase vergroBert sich das Centrosom zunichst, danach dissoziiert die Corona und mit ihr die
Mikrotubuli ab. Im folgenden Aufspaltungsprozess verschwindet die mittlere Lage der
Zentralstruktur, die beiden duleren Doménen weichen auseinander und bilden die beiden plaque-
artigen mitotischen Centrosomen. Auf den einander zugewandten Oberflichen der beiden
Plaques werden sofort Spindelmikrotubuli nukleiert, die eine zentrale Spindel ausbilden. Die
beiden Centrosomen werden in dieser frithen Mitosephase durch die Elongation der zentralen
Spindel separiert. Spéter werden dafiir auch Interaktionen der wieder ausgewachsenen astralen
Mikrotubuli mit dem Zellcortex bendtigt. In der Telophase falten sich die mitotischen
Centrosomen schlieBlich so zusammen, dass die urspriinglich zum Cytoplasma hin orientierte

AuBenfliche dem Inneren des neuen Interphase-Centrosoms zugewandt ist (Abbildung 4).
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Telophase/Interphase

y-Tubulin-GFP
Zellen

)

K

Metaphase/Anaphase \ Prophase
) (—Af

S

Prometaphase/Metaphase Prophase/Prometaphase

Abbildung 4: Der Dictyostelium Centrosomenzyklus. In der Abbildung sind konfokalmikroskopische
Aufnahmen von y-Tubulin-GFP-Zellen (Ueda et al., 1997) dargestellt, die die morphologischen
Verinderungen des Dictyostelium Centrosoms wihrend der Mitose zeigen (Ueda et al., 1999). Die Bilder
sind durch schematische Zeichnungen ergénzt. Die mehrlagige Zentralstruktur des Interphase-Centrosoms
(graue Balken) ist von einer amorphen Corona umgeben (schwarze Kreise). Zu Beginn der Prophase wird
die Zentralstruktur vergroBert, am Ubergang von Prophase zur Prometaphase dissoziiert die Corona, in der
y-Tubulin vorliegt, von der Zentralstruktur ab. Dies geschieht zeitgleich mit der Freisetzung der
cytoplasmatischen Mikrotubuli. Die zwei dulleren Lagen der Zentralstruktur trennen sich, und y-Tubulin
reassoziiert an der Innenseite der getrennten Lagen (offene Kreise) und bildet so neue Nukleationsstellen
fiir die Spindelmikrotubuli. Die zwei Tochtercentrosomen beginnen sich wahrend der Metaphase und
Anaphase aufzufalten und schlieBlich in der Telophase eine neue innere Lage auszubilden, woraus zwei
komplette Interphase-Centrosomen resultieren. Aus Daunderer et al. (1999).

1.5  Die Rolle von Mikrotubuli-plus-End bindenden Proteinen

Fiir die Regulation der Dynamik und die Organisation des Mikrotubuli-Cytoskeletts sind plus-
End bindende Proteine essentiell. An den Mikrotubuli-plus-Enden findet Wachstum und Abbau
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statt, und iiber diese werden die Mikrotubuli am Zellcortex und den Kinetochoren verankert.
Aktuelle Arbeiten haben gezeigt, dass die Mikrotubuli-plus-Enden mit Proteinkomplexen
assoziiert sind, die diese Funktionen vermitteln. Dieser supramolekulare Komplex besteht aus
einer wachsenden Anzahl von Proteinen, die auch als “microtubule plus end tracking proteins”
bekannt sind (Schuyler und Pellman, 2001). Diese umfassen CLIP-170 (Perez et al., 1999),
CLIP-115 (Hoogenraad et al., 2000), CLIP-170-assoziierte Proteine (CLASPs) (Akhmanova et
al., 2001), LIS-1 (Coquelle et al., 2002; Faulkner et al., 2000), das Adenomatous-Polyposis-Coli-
Protein (APC) (Mimori-Kiyosue et al., 2000a), a/pB-Catenin (Ligon et al., 2001), EB1 (Mimori-
Kiyosue et al., 2000b), die XMAP215-Familie Mikrotubuli-assoziierter Proteine (Lee et al.,
2001), die intermedidre Dyneinkette (Beach und Bloom, 2001; Vaughan et al., 1999), plSOglued
(Habermann et al., 2001; Vaughan et al., 1999) und die Dynaktin-Untereinheiten Arpl, p50
(Dynamitin) und p62 (Garces et al., 1999; Valetti et al., 1999; Vaughan et al., 1999). Diese
Proteine scheinen einen hoch dynamischen Mikrotubuli-plus-End-Komplex zu bilden, dessen
Zusammensetzung vom Zellzyklus-Stadium, dem Zelltyp, der Mikrotubulidynamik und von der
Interaktion mit dem Zellcortex abhingig ist. Die Grofle dieses Komplexes iibertrifft sehr
wahrscheinlich die des Dynein/Dynaktin Komplexes (2 - 3 MDa), der eine wichtige Rolle bei
Mikrotubuli-plus-End Interaktionen spielt (Karki und Holzbaur, 1999). Durch die Verankerung
der Mikrotubuli am Zellcortex wird das radiale Mikrotubulisystem aufrechterhalten, das fiir die
Centrosomenpositionierung essentiell ist (Euteneuer und Schliwa, 1992; Koonce et al., 1999).
Die Regulation und die Bindungsabfolge der “microtubule plus end tracking proteins” an den
Mikrotubulienden und am Cortex ist nicht bekannt. Die dynamischen Interaktionen zwischen den
Mikrotubuli-plus-End-Komplex Proteinen und das Einfangen von Mikrotubuli an cortikalen
Bindestellen werden zur Zeit eingehend studiert, da diesen Mechanismen eine Schliisselrolle bei
Zellmotilitdt, Positionierung der Organellen, Orientierung der Mitosespindel und Migration des
Zellkerns zukommen.

Die cortikalen Interaktionen scheinen je nach Zelltyp und Funktion auf verschiedene Art
zustande zu kommen. So kann die plus-End/Cortex-Interaktion von den Proteinen EB1 und APC
abhingig sein (vgl. 1.6.1). Nach einem von Allan und Néthke (2001) vorgeschlagenen Modell
sind an der cortikalen Verankerung via EB1 und APC auch Dynein/Dynaktin und der Dynein
Regulator LIS1 beteiligt (Abbildung 5 A).
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Mikrotubuli-plus-Enden kdnnen auch unabhingig von APC mit dem Cortex interagieren. Diese
Interaktion wird von einem Komplex vermittelt, der aus dem minus-End gerichteten Motor
Dynein mit seinem Aktivator Dynaktin und dem “wingless”-Signaltransduktions-Effektor (-
Catenin besteht. Letzterer bindet an das Zelladhesionsmolekiil E-Cadherin (Ligon et al., 2001).
Zudem bindet [ -Catenin an o -Catenin und bildet somit eine Verbindung zwischen den Aktin-

und Mikrotubuli-Cytoskelettsystemen (Abbildung 5 B).

Plasma-Membran

=
A
[
=
T
1]
Q
w

Abbildung 5: Schematischer Uberblick der Mikrotubuli/Cortex-Interaktion und den Interaktionen
von Mikrotubuli-plus-End Proteinen. (A) APC-abhingige Interaktionen. Die exakten Bindungen
einiger Komponenten und die genaue Art und Weise der APC/Plasmamembran-Interaktion miissen noch
untersucht werden. Dies wird durch die Doppelpfeile angezeigt. (B) APC-unabhéngige Interaktionen.
o / B -Catenin ist durch o bzw. 3 abgekiirzt. Aus Hestermann et al. (2003)

1.6 Ziele dieser Arbeit

In unserem Labor wurde urspriinglich versucht, Komponenten des Dictyostelium Centrosoms zu
identifizieren. Durch die Herstellung von Antikorpern gegen isolierte Centrosomen konnte
zundchst DACP224 als neues centrosomales Protein bei Dictyostelium identifiziert werden (Graf
et al., 2000b).

DdACP224 gehort zur XMAP215-Proteinfamilie Mikrotubuli-assoziierter Proteine, die nach ihrem

Xenopus-Mitglied benannt ist. Im Gegensatz zu den meisten anderen Mikrotubuli-assoziierten
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Proteinen sind diese in allen untersuchten Organismen, einschlieBlich der Pflanzen vertreten, was
die Wichtigkeit ihrer Funktion unterstreicht (Ohkura et al., 2001). In den meisten Spezies, mit der
Ausnahme von Bickerhefe und Caenorhabditis elegans sind XMAP215-Proteine langliche,
monomere Molekiile von ca. 230 kDa (Cassimeris et al., 2001). XMAP215-Proteine sind bei der
Regulation der plus-End-Dynamik beteiligt. So fordern sie das Mikrotubuliwachstum, spielen
eine Rolle bei der Mikrotubulinukleation (Popov et al., 2002) und bei der Centrosomen-
Duplikation (Gréf et al., 2000b).

Ausgangspunkt fiir diese Arbeit war, mogliche Bindungspartner von DACP224 zu identifizieren
und deren Funktion zu charakterisieren. In einem Meeting-Abstrakt wurde eine Hefe “Two-
Hybrid”-Interaktion von Stu2p, dem Hefehomologen von DdCP224, mit Bimlp, dem EBI-
Homologen berichtet (Kosco et al., 1999). So war es meine Aufgabe zunichst nach einem EB1-
Homologen bei Dictyostelium zu suchen und eine mogliche Interaktion mit DdCP224
nachzuweisen. Mit DALIS1 wurde im Folgenden ein weiterer Bestandteil des Mikrotubuli-plus-
End-Komplexes untersucht. Zusétzlich wurde mit DdMoel ein moglicher EB1-Bindungspartner

naher charakterisiert.

1.6.1 EB1-Proteine

Der Name des Proteins EB1 steht fiir ,,end binding™ und beschreibt somit einen Teil seiner
Lokalisation. EB1 wurde sowohl an den Enden von wachsenden astralen Mikrotubuli (Mimori-
Kiyosue et al., 2000b) als auch am Centrosom und an den Kinetochoren gefunden (Pellman,
2001; Tirnauer und Bierer, 2000). Homologe des menschlichen EBI1 (Su et al., 1995) wurden in
verschiedenen Organismen gefunden und charakterisiert; bei der Backerhefe Bim1p (Schwartz et
al., 1997), Spalthefe Mal3 (Beinhauer et al., 1997), Drosophila DmEB1 (Lu et al., 2001; Rogers
et al., 2002) und Arabidopsis AtEB1 (Chan et al., 2003). Die EB1-Proteinfamilie ist damit neben
den XMAP215-Proteinen die einzige Familie von Mikrotubuli-assoziierten-Proteinen (MAP), die
in allen eukaryotischen Organismen gefunden wurde. Dies unterstreicht ihre herausragende
Bedeutung fiir die Funktion des Mikrotubuli-Cytoskeletts. EB1 wurde urspriinglich als
Bindungspartner des Tumor Suppressorproteins APC (Su et al., 1995) identifiziert. Die
EB1/APC-Interaktion ist in der Mehrzahl der humanen colorectalen Tumoren gestort. Neue

Arbeiten weisen darauf hin, dass die EB1/APC-Interaktion die Verbindung zwischen den
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wachsenden Mikrotubuli und den Kinetochoren herstellt (Fodde et al., 2001). Der Verlust der
EB1/APC-Interaktion konnte somit die chromosomale Instabilitit verursachen, die fiir
gewOhnlich mit dem Darmkrebs einhergeht (Fodde et al., 2001). APC und EBI1 haben
anscheinend vergleichbare Funktionen an cortikalen Mikrotubuli-Bindungsstellen, wo beide
Proteine essentiell fiir die Interaktion der Mikrotubulienden mit Zonulae adherentes sind. Die
cortikale Verankerung ist fiir die Orientierung der Spindel und die symmetrische Teilung von
Epithelzellen notwendig (Lu et al., 2001). Diese Funktion wird auch bei Backerhefe bim1- und
Spalthefe mal3-Nullmutanten deutlich, die zwar lebensfidhig sind, aber Defekte in der
Positionierung der Spindel und der Zellkerne aufweisen (Beinhauer et al., 1997; Schwartz et al.,
1997; Tirnauer et al., 1999). Weiterhin beeinflussen EB1-Proteine auch die Mikrotubulidynamik
(Tirnauer und Bierer, 2000; Tirnauer et al., 2002). So erhoéht Bimlp die Mikrotubuli-
Depolymerisationsrate, fordert aber die netto Polymerisation durch eine Erhohung der
Wachstumszeit und der “rescue” Haufigkeit, was schlieBlich in ldngeren, dynamischeren
Mikrotubuli resultiert (Tirnauer et al., 1999). Somit ist Bim1p ein Protein, dass die dynamische
Instabilitit fordert, dhnlich wie Xenopus XMAP215 (Gard und Kirschner, 1987; Tournebize et
al., 2000; Vasquez et al., 1994).

1.6.2 Moel-Proteine

Moel ist ein mit EB1 interagierendes Protein. In einem Hefe ,,Two-Hybrid-Screen®, in dem
Interaktionspartner von Moel gesucht wurden, wurde Mal3, das Schizosaccharomces pombe-
Homologe von EBI1, gefunden (Chen et al., 2000).

Urspriinglich wurde Moel in einem Hefe ,,Two-Hybrid-Screen” als direkter Interaktor des
Guaninnukleotid-Austauschfaktors Scdl gefunden. Scdl ist Teil des Rasl-Cdc42-G-Protein
Signaliibertragungswegs. Ras-Proteine spielen zusammen mit Rho-dhnlichen GTPasen, wie
S. pombe Cdc42, eine wichtige regulative Rolle bei der Organisation des Cytoskeletts (Lowy und
Willumsen, 1993). In S. pombe reguliert die kleine GTPase Ras1 Cdc42 durch die Interaktion mit
seinem Guaninnukleotid-Austauschfaktor Scdl. Diese Signalkaskade ist fiir die Bildung der
Mitosespindel in S. pombe essentiell, was durch eine gestorte Spindelbildung in scd1- und rasl-
Nullmutanten zum Ausdruck kommt. Die moel-Nullmutante (moelA ) weist abnormal lange

Mikrotubulibiindel auf, die unempfindlich gegen Mikrotubuli-destabilisierende Agenzien sind
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(Chen et al., 1999). Der Name Moel resultiert aus diesem Phénotyp (microtubules
overextended). Wie die scdl- und rasl- Nullmutanten weisen
moelA CIO0O0OO000O00O00000 Spindeln auf. Die jeweiligen Doppelmutanten mit
moelA sind synthethisch letal (Chen et al., 1999). Diese Daten weisen darauf hin, dass Moel eine
Komponente in der Rasl-Signalkaskade zur Spindelbildung ist. GFP-Moel lokalisiert
vorwiegend im Cytosol und findet sich konzentriert in der Zellkernperipherie. Eine Lokalisation
an den Mikrotubuli wurde nicht gezeigt.

Die Rolle des EB1-Homologen Mal3 in dieser Signalkaskade ist noch nicht vollstindig geklért.
Die in einem Hefe ,,Two-Hybrid-Screen* gefundene Interaktion zwischen Moel und Mal3 wurde
mit den bakteriell exprimierten Proteinen bestdtigt. Ein Nachweis dieser Interaktion in vivo
gelang jedoch nicht (Chen et al., 2000). Wahrend die jeweiligen Nullmutanten lebensféhig sind,
fithrt die moelmal3 Doppelmutation zum Zelltod bei verringerten Temperaturen. Unter diesen
Bedingungen weisen die Zellen starke Spindeldefekte, monopolare Spindeln und fehlerhafte
Chromosomensegregation auf. Nur einer der beiden Spindelpolkdrper enthidlt y-Tubulin. Die
Interphase-Mikrotubuli der moelmal3-Zellen sind bei verringerten Temperaturen verkiirzt und
vermehrt gebiindelt. Somit scheinen Moel und Mal3 zusammen die Mikrotubulidynamik und
Integritdt zu beeinflussen und fiir die richtige Verteilung von y-Tubulin auf die Spindelpolkdrper

verantwortlich zu sein (Chen et al., 2000).

1.6.3 LIS1-Proteine

Das LIS1-Protein ist ebenfalls ein Bestandteil des Mikrotubuli-plus-End-Komplexes, der die
Mikrotubulidynamik und Verankerung kontrolliert (Schroer, 2001). Das LIS1-Gen wurde
urspriinglich als eine Ursache fiir die Miller-Dieker-Lissenzephalie identifiziert. Das Gen kodiert
fiir eine nicht-katalytische Untereinheit der “platelet-activating factor” Acetylhydrolase (Hattori
et al., 1994; Lo Nigro et al., 1997; Reiner et al., 1993). Lissenzephalie ist eine schwere
Entwicklungsstorung des Neocortex. Der Name leitet sich aus dem griechischen ab und steht fiir
“glatte” Hirnoberfldche (gr. lissos = glatt). Das Gehirn betroffener Personen zeichnet sich durch
das Fehlen der charakteristischen Oberflichenstrukturen, Sulci und Gyri, eines normal
entwickelten Gehirns aus. Im Gehirnschnitt kann nicht zwischen grauer und weifler Substanz

differenziert werden. Dieser Phinotyp beruht auf Storungen bei der neuronalen Differenzierung
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und Zellmigration in der ersten Schwangerschaftshélfte. Lissenzephalie-Patienten sind in ihrer
geistigen Entwicklung stark retardiert, leiden an Epilepsie und sterben in der Regel in der frithen
Kindheit. Die hdufigste Form der Lissenzephalie, die Typ 1-Lissenzephalie wird durch
sporadische Mutationen im menschlichen LIS1-Gen hervorgerufen und tritt mit einer Haufigkeit
von 1:30000 auf (Pilz et al., 1998).

LIS1 ist ein 45 kDa Protein mit einer N-terminalen Doméne, die eine fiir die Dimerisierung
benoétigte “coiled-coil”’-Region beinhaltet und einer C-terminalen Domine, die sieben WD40-
Motive (Tryptophan-, Asparaginsdure) enthilt, die wahrscheinlich wie bei heterotrimeren G-
Proteinen eine B-Propellerfaltblattstruktur ausbilden (Ahn und Morris, 2001; Garcia-Higuera et
al., 1996). Diese konservierte Struktur kennzeichnet eine Familie von Proteinen, die sich durch
ihre multiplen Protein-Protein-Interaktionen auszeichnet. LIS1 wurde in den verschiedensten
Organismen wie Hefe, Aspergillus, C. elegans, Drosophila und Séugern gefunden. Mutationen
von LIS1 oder seiner Homologen fiihren haufig zu Defekten in der Spindelorientierung oder der
Migration des Zellkerns. Dies erinnert an Phénotypen, die durch Mutationen in Dynein oder
Dynaktin Genen verursacht wurden. So ist die normale Lokalisation von cortikalem Dynein in
Drosophila LIS1-Mutanten (Swan et al., 1999) und in LIS1 iiberexprimierenden Sdugerzellen
(Faulkner et al., 2000) verdndert. Somit wurde LIS1 als Regulator des cytoplasmatischen
Dyneins identifiziert. AuBerdem interagiert LIS1 direkt mit CLIP170 (Coquelle et al., 2002), der
Dynaktin-Untereinheit p50 (Dynamitin) und den cytoplasmatischen schweren und intermedidren
Dyneinketten (Tai et al., 2002). LIS1-Uberexpression fiihrt zu einem Verschwinden von p150¢"*
von den Mikrotubulienden und verhindert die Lokalisation von Dynein und Dynaktin am
Zellcortex. Dies beeintrichtigt die Interaktion der Mikrotubuli-plus-Enden mit cortikalen
Bindungsstellen, was wiederum auf eine Rolle von Dynein/Dynaktin und LIS1 in diesem Prozess
hinweist (Faulkner et al., 2000). Auch ein sehr #hnlicher Vorgang, die Interaktion von
Mikrotubuli-plus-Enden mit den Kinetochoren, wird von LIS1 vermittelt (Faulkner et al., 2000;
Tai et al., 2002).

21



Material und Methoden

2. Material und Methoden

2.1

Material

2.1.1 Reagenzien

Soweit nicht anders erwdhnt, stammten die verwendeten Laborchemikalien von Sigma-Aldrich

(Deisenhofen), Merck (Darmstadt), Carl Roth (Karlsruhe), Difco (Augsburg), Serva (Heidelberg)

und Boehringer Mannheim (Mannheim) und hatten den Reinheitsgrad “p. a.”.

2.1.2
Anti-Aktin,
Anti-Aktin,
Anti-c-myc,
Anti-Comitin,
Anti-DAEBI,
Anti-DdLIST1,
Anti-DdMoel,
Anti-DdCP224,
Anti-DdCP224,
Anti-DHC,
Anti-DIC,
Anti-y-tubulin,
Anti-GFP,
Anti-GFP,
Anti-GFP,
Anti-MBP,
Anti-Tubulin,

Antikorper

mAb Actl

mAb 224-236-1

mAb 9E10

mAb

Kaninchen Antiserum
Kaninchen Antiserum
Kaninchen Antiserum
DdACP224HIND Kaninchen Antiserum
mAbD 4-148

y7 Kaninchen Antiserum
IC144 Ratten Antiserum
Kaninchen Antiserum
Kaninchen Antiserum
mAb 264-449-2

mAb 264-236-1
Kaninchen Antiserum

YL1/2

(Simpson et al., 1984)

(Westphal et al., 1997)

(Evan et al., 1985)

(Weiner et al., 1993)

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

(Dr. Ralph Grif)

(Grifetal., 1999)

(Koonce und Samso, 1996);
(Maetal., 1999)

(Euteneuer et al., 1998)

(Faix et al., 2001)

(Weber et al., 1999)

(Chemicon, Hofheim, Deutschland)
(Gréf, 2001a)

(Chemicon, Hofheim, Deutschland)

Anti-Digoxigenin Boehringer Mannheim
Ziege-anti-Kaninchen IgG Antikorper,
gekoppelt an alkalische Phosphatase Sigma

Ziege-anti-Maus IgG Antikorper,
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gekoppelt an alkalische Phosphatase Sigma
Ziege-anti-Kaninchen IgG Antikorper,

gekoppelt an Cy3 oder FITC Dianova
Ziege-anti-Maus IgG Antikorper,

gekoppelt an Cy3 oder FITC Dianova
Ziege-anti-Kaninchen Alexa 488 oder 568 Molecular probes, Inc.
Ziege-anti-Maus Alexa 488 oder 568 Molecular probes, Inc.
Ziege-anti-Ratte Alexa 488 oder 568 Molecular probes, Inc.
2.1.3 Enzyme

Alle Restriktionsenzyme und Puffer wurden von New England Biolabs bezogen.

Andere Enzyme werden zusammen mit der jeweiligen Methode aufgefiihrt.

2.1.4 Inhibitoren

Benzamidin Sigma
Diethylpyrocarbonat (DEP) Sigma
Phenylmethylsulfonylfluorid Sigma

2.1.5 Antibiotika

Blastizidin S ICN Biochemicals
Geneticin (G418) Sigma
Penicillin/Streptomycin Sigma

Ampicillin Roth

Kanamycin Sigma

2.1.6 Medien

2.1.6.1 Medien fir die D. discoideum Kultur

AX Medium (Claviez et al., 1982)

14.3 g/l Pepton (Oxoid), 7.15 g/l Hefeextrakt (Oxoid), 50 mM Maltose, 3.5 mM Na,HPO,,
3.5 mM KH,POy, pH 6.7.
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HL-5¢ Medium
5 g/l Hefeextrakt (Difco), 2.5 g/l Bacto Trypton (Difco), 2.5 g/l Casein Pepton (Merck), 5 g/l
Proteose Pepton (Oxoid) 10 g/l Glukose, 1.2 g/l KH,PO4, 0.35 g/l Na,HPO4, pH 6.5.

Phosphat Agarplatten

15 g/l Bacto Agar in Soerensen Puffer.

SM Agarplatten
10 g/1 Pepton (Oxoid), 1 g/l Hefeextrakt (Oxoid), 10 g/l Glukose, 9 g/l Bacto Agar, 16 mM
KH,POy, 5.7 mM KH,PO4, 4 mM MgSO,, pH 6.5.

Soerensen Puffer (Malchow et al., 1972)
14.6 mM KH,POy4, 2 mM Na,HPO,, pH 6.0.

2.1.6.2 Medien fir die E. coli Kultur (Sambrook et al., 1989)
LB Agarplatten
1,5 % Agar in LB Medium.

LB/Ampicillin
LB-Medium mit 100 pg/ml Ampicillin.

LB Medium
10 g/l Trypton, 5 g/l Hefeextrakt, 5 g/l NaCl, pH 7.4.

NZYM Agarplatten
10 g/l Casein (hydrolysiert), 5 g/l NaCl, 5 g/l Hefeextrakt, 2 g/l MgSOs, 15 g/l Agar.

SM Puffer
100 mM NaCl, 8 mM MgSO,, 50 mM Tris/HCI pH 7.5, 0.01 % Gelatine.
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SOB Medium
20 g/l Trypton, 5 g/l Hefeextrakt, 10 mM NacCl, 2.55 mM KCIl.

SOB-MM Medium
SOB Medium supplementiert mit 20 mM Glukose, 10 mM MgSOs, 10 mM MgCl,.

Top Agar
10 g/l Casein (hydrolysiert), 5 g/l NaCl, 5 g/l Hefeextrakt, 2 g/l MgSQO,, 7 g/l Agarose.

2.1.7 Puffer und Lésungen

Hier nicht aufgefiihrte Puffer und Losungen finden sich unter den jeweiligen Methoden.
PHEM-Puffer (Schliwa et al., 1982)

60 mM PIPES, 25 mM HEPES, 10 mM EGTA, 2 mM MgCl,, pH 6.9.

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

20x SSC
3 M Na(Cl, 0.3 M Na-Citrat.

10x TAE
400 mM Tris, 10 % Eisessig, 10 mM EDTA, pH 8.3.

PBS
70 mM Na,HPO,, 30 mM KH,POj4, 150 mM NaCl, pH 7.0.

TBS
10 mM Tris/HCL, pH 7.4, 150 mM NaCl.

Harnstoff Probenpuffer
9 M Harnstoff, 10 % SDS, 5 % 2-Mercaptoethanol.
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5x Laemmli Probenpuffer

625 mM Tris/HCI, pH 6.8, 25 % Saccharose, 10 % SDS, 0.025 % Bromphenolblau, 10 %, 2-

Mercaptoethanol.

SDS Laufpuffer
25 mM Tris/HCI, pH 8.3, 0.1 % SDS (w/v), 192 mM Glycin.

2.1.8 Vektoren

pA6PsgGFPXN (Dr. Ralph Grif)

plABsr8 (Grafet al., 2000b)

pDiscGFPSSEB2 (Daunderer und Gréf, 2002)

pSPORT1 (Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland)
pMALc2 New England Biolabs

pUCBsrABam (Adachi et al., 1994)

GFPxamcsl (Dr. Jan Faix; Derivat von pDGFP-

MCN-Neo (Dumontier et al., 2000)

2.1.9 Bakterien und D. discoideum Stamme

E. coli XL-1 blue (Stratagene) wurde fiir Klonierungen und zum “Screening” von cDNA-
Bibliotheken verwendet.

E.coli LE392 (NEB) wurde zum “Screening” von cDNA-Bibliotheken verwendet.

Klebsiella aerogenes (Williams und Newell, 1976) wurde fiir die Kultivierung von D. discoideum
benutzt.

SOLR (Stratagene) wurde fiir die in vivo Excision benutzt.

D. discoideum Stamm AX2-214 (axenisch wachsendes Derivat des Isolats NC-1 (Raper, 1935)).

2.1.10 Computer Programme

Winword 6.0 und 8.0 (Microsoft), Adobe Photoshop 5.5, Apple Works 5.0, MacDraw Pro 1.5,
Endnote 5.0, Image J 1.29¢, NIH-Image 1.6.2, Phylip Phylogeny package version 3.5
(Felsenstein, 1993), (alle Macintosh), Zeiss LSM 510Meta Software 3.2, Leica TCS-NT
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Confocal Imaging System, Hoigens Essential 2.4.1, Imaris 3.3, Unix GCG-package (University

of Wisconsin Genetics Computer Group).

2.1.11 Andere Materialien

NHS-Sepharose 4B Pharmacia

Hybond N Nylon Membran Amersham Pharmacia Biotech
Nitrocellulose BA8S Schleicher &Schiill

Dialyse Membran Biomol

2.2 Molekularbiologische Methoden

2.2.1 Agarose-Gelelektrophorese (Sambrook et al., 1989)

Die elektrophoretische Auftrennung von DNA erfolgte in Agarosegelen mit einem Agarosegehalt
von 1 % (w/v) in TAE Puffer. Laufpuffer und Gelpuffer waren identisch. Die zu trennende DNA
wurde vor dem Beladen des Gels mit 1/5 Volumen 6x TAE Probenpuffer (10 mM Tris/HCI, pH
8.0, 50 mM Na-EDTA, pH 8.0, 1 % SDS, 30 % Glycerin, 0.1 % Bromphenolblau) vermischt. Die
Trennung erfolgte bei 5 V/em. Nach dem Lauf wurden die Gele mit 1 pg/ml Ethidiumbromid in
TAE 20 min gefarbt. Die Banden wurden durch UV-Licht sichtbar gemacht und mit dem Eagle
Eye II System (Stratagene, Heidelberg) dokumentiert.

2.2.2 DNA Extraktion aus Agarosegelen
Die Banden wurden ausgeschnitten, in sterile Eppendorf-Reaktionsgefiae transferiert, gewogen

und mit Hilfe von Qia Quick Sdulchen (Qiagen), nach Herstellerangabe gereinigt.

2.2.3 Bestimmung der DNA-Konzentration

Die Konzentration von DNA in Lésungen wurde durch Messung der Absorption bei 260 nm der
verdiinnten Probe bestimmt. Zuvor wurde das Photometer gegen eine Pufferkontrolle kalibriert.
Einer Ayso von 1.0 entsprechen 50 pg/ml DNA (Sambrook et al., 1989). Die DNA-Konzentration
von in Ethidiumbromid gefdrbten Agarosegelen wurde durch den Vergleich der

Bandenintensitdten mit einem Molekulargewichts-Marker abgeschitzt.
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2.2.4 Praparation von Plasmid-DNA
Aus 3-5 ml Ubernachtkulturen wurde die Plasmid-DNA, mit Hilfe des “Qia Spin Prep Kit”
prapariert. Das Qiagen Plasmid Midi Kit (beide Qiagen, Hilden, Deutschland) wurde fiir die

Plasmidpréparation aus Kulturen bis zu 100 ml verwendet.

2.2.5 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Zur analytischen Vervielfdltigung von DNA-Fragmenten durch die Polymerase-Kettenreaktion
wurde Taq-Polymerase (verschiedener Hersteller) benutzt. 25 pl Reaktionen enthielten 0.8 mM
dNTP (0.2 mM jedes Nukleotids), 25 pmol 5’- und 3’-Primer, 1 U Taq-Polymerase und 2.5 pl
10x PCR Puffer (100 mM Tris/HCI, pH 8.3), 500 mM KCI, 15 mM MgCl,, 0.1 % (w/v)
Gelatine). Als “Template” wurden Bakterienzellen, A—Phagen, cDNA, genomische oder Plasmid-
DNA benutzt. Vor den Amplifizierungsschritten wurde der Reaktionsansatz bei 94°C fiir 2 min
denaturiert (bzw. 5 min. fiir Bakterien oder A-Phagen als “Template”). Generell wurden
30 Vervielfdltigungs-Zyklen (Denaturierung bei 94°C fiir 30 s, Hybridisierung bei 50-55°C fiir
45 s, Elongation bei 72°C fiir 30-120 s) durchgefiihrt. Die Hybridisierungstemperatur eines
bestimmten Oligonukleotids wurde anhand der Basenzusammensetzung folgendermaf3en
abgeschitzt: 4 x (Anzahl der G/C-Nukleotide) + 2 x (Anzahl der A/T-Nukleotide) - 3.

Die Elongationszeit betrug 1 min pro 1000 bp. Fiir priparative PCRs wurde das Expand-high-
fidelity PCR System (Boehringer Mannheim) unter Befolgung der Herstellerangaben benutzt.

2.2.6 Reverse-Transkriptions-PCR (RT-PCR)

Diese Methode wurde zur Vervielfiltigung von cDNA-Fragmenten mit bekannten flankierenden
Sequenzen (Genomische DNA) verwendet. 1 ug polyadenylierte RNA wurde mit 1 pg eines
spezifischen reversen Primers in einem Gesamtvolumen von 16 pl gemischt, bei 70°C fiir 5 min
denaturiert und langsam auf 42°C abgekiihlt, um eine spezifische Hybridisierung zu ermoglichen.
Die Reverse-Transkription wurde durch Zusatz von 5 pl 5x M-MLV Puffer (Promega), 2 pl
dNTP-Mix (5 mM jedes Nukleotids), 1 pul RNasin Inhibitor (Boehringer Mannheim) und 1 pul M-
MLV Reverse-Transkriptase (Promega) gestartet und bei 42°C fiir 1h durchgefiihrt. 2.5 pl der
Reversen-Transkriptions-Reaktion wurden als “Template” fiir die folgende Vervielfdltigung

durch PCR mit einem spezifischen Oligonukleotidpaar eingesetzt.
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2.2.7 Oligonukleotide

EB1-Kpn
EBI-5-Bam
EB1-6-Hind*
EB1-7-Sal
EB1-8-Bam*
EB1-8-Nsi*
EB1-16-Hind
EB1-17-Xba
EB1-Nsi-dell
EB1-Nsi-del2
EB1-Nsi-del3
EB1-Nsi-del4
EB1-Sal-del2N

Ndel3-EB1-Bam

Bam-Moel
Sal-Moel
Moel-Eco2*
Moel-Hind6*
Lis1-4

Lis1-6
Lis1-1-Eco
Lis1-Sal
Lis1-2-Bam*
Lis-1-2Xba
Eco-Lis1-8
Eco-Lis1-95
Lis1-96-Bam*
T3+4
Mbp-Kpn
TubA-Sall

GGG GTA CCG ATT GAA CAA TTA GGT AGT GG

CGC GGA TCC ATG GAG GGA TTT GGA AGA AATG

TT CCC AAG CTT TTA ATATTC ATC TTG AAG TAA ACT ATC
ATT AAA GTC GAC TAA TGG AGG GAT TTG GAA GAA ATG
CGC GGA TCC TTA ATATTC ATC TTG AAG TAA ACT ATC

CCA ATG CAT TTA ATA TTC ATC TTG AAG TAA ACT ATC

CGG CCCAAGCTT TTG TGT TAA TGT TGG TTT TCC

GCT CTA GAA CTA AAA CAGTGA TTG TAT CAG

CCA ATG CAT TTATTC TGA TAC AAT CACTGT TTT AG

CCA ATG CAT TTA ACA AAA GAT TTC AGC TTC TCT TAA AC
CCA ATG CAT TTA GTT ATC TTG ATC TGG TGG

CCA ATG CAT TTA ATT TTG AAG TAC AGA ATT CAT AAT TTC
ATT AAA GTC GAC AAA TGA GAT CAT CAT TAA AAG GTA AGA C
CGC GGA TCC ATG CCA GTA TCA AAA CCA ACT ACA AC

CGC GGA TCC ATG TCA TTA GAG TTG AAT ACA ATT AAA GTC
ATT AAA GTC GAC CCA TGT CAT TAG AGT TGA ATA C

CGG AAT TCT TAT TCT CTT GAT TCT TCA ACCC

TT CCC AAG CTT TTA TTC TCT TGA TTC TTC AAC CCA ACC
GTG TTT CTC TGG TGG CCT TGG

GAT GGT TGC ATC CTC TGA TGC

CCG GAA TTC GAA TCA ATT TTA GAT TAT TTT GAA TCA

ATT A AAG TCG ACT GAA TCA ATT TTA GAT TAT TTT GAA TCA
CGC GGA TCC TTA TTG TAA TTT CCA AACTTT TAT TAC
GGCTCT AGA TTA TTG TAA TTT CCA AACTTT TAT TAC

CG GAA TTC ATG GTA TTA ACT TCA AAA CAA AAG G

CG GAA TTC ATG AGG CCA CCA GAG AAA CACAT

CGC GGA TCC TTA TGG TAA TGC ATCCTCTTT ACC TC

GAA ATT AAC CCT CAC TAA AGG

CGG GGT ACC AAA ATC GAA GAA GGT AAA CTG G (Gréf, 2001a)
TAC GCG TCG ACT AAT GGG TCG TGA AAT TAT TTC
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TubA-2-Bam  CGG GAT CCT TAA TAT TCT TCT TCT TGT TC

DIC1-Nhe AAC TAG CTA GCA TGG ATA GAG ATC AAA AGA AAA AAG

DIC4-myc-Bam CCG GGA TCC TTA ATT TAA ATC TTC TTC TGA TAA TAA TTT TTG
TTC TCT ATG TTT AGT CCA TCT TTC

2.2.8 DNA-Spaltung mit Restriktionsenzymen

Die Spaltung von DNA mit Restriktionsenzymen erfolgte jeweils in dem vom Hersteller
empfohlenen Puffersystem und unter den angegebenen Temperaturbedingungen. In der Regel
wurden pro pg DNA 2-10 Enzymeinheiten (U) eingesetzt. Plasmid-DNA und PCR-Fragmente
wurden zwischen 1 und 12 h gespalten. Die Vollstindigkeit der Reaktion wurde auf einem

Agarosegel iiberpriift.

2.2.9 Phosphatase Behandlung (Sambrook et al., 1989)

Um eine Religation von linearisierten Vektoren mit kompatiblen Enden zu verhindern, wurden
die 5’-Phosphat-Gruppen durch Behandlung mit alkalischer Phosphatase aus Kélberdarm
entfernt. 2.5 pg des linearisierten Vektors wurden in einem Reaktionsansatz von 25 ul in 1x
Phosphatase Puffer (50 mM Tris/HCL, pH 9.0, 1 mM MgCl,, 0.1 mM ZnCl,, 1 mM Spermidin)
oder NEB Puffer 2-4, mit 1 U alkalischer Phosphatase fiir 30 min bei 37°C inkubiert. Die
Reaktion wurde durch Phenol/Chloroform-Extraktion beendet, die DNA anschlie3end iiber ein

Agarosegel gereinigt.

2.2.10 Uberfuhrung Uberstehender Enden in glatte Enden (Sambrook et al., 1989)

Sowohl 3’ als auch 5’ iiberstechende Enden konnen mit T4 DNA-Polymerase in der Gegenwart
von Nukleotiden in glatte Enden iiberfiihrt werden. 1 pg DNA wurde in einem 20 pl
Reaktionsansatz in 1x T4 DNA-Polymerase Puffer (33 mM Tris-Acetat, 66 mM K-Acetat, 10
mM Mg-Acetat, 0.5 mM DTT, 0.1 mg/ml BSA) mit dNTPs (0.5 mM jedes Nukleotids) und 1 U
T4 DNA Polymerase bei 15°C fiir 20 min inkubiert. Die Reaktion wurde durch
Phenol/Chloroform-Extraktion gestoppt, die DNA mit Hilfe eines Superdex 200 HR

Zentrifugationssdulchens, bzw. liber ein Agarosegel gereinigt .
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2.2.11 DNA-Ligase Reaktion

DNA-Fragmente wurden mit T4 DNA-Ligase in einem Gesamtvolumen von 10 pl bei 16°C fiir
16 h in dem vom Hersteller gelieferten Puffer verkniipft. Fiir die Ligation {iberstehender Enden
betrug das molare Verhiltnis von Vektor zu Fragment etwa 1:2, fiir glatte Enden etwa 1:3. Die

Konzentrationen der eingesetzten DNA wurde auf einem analytischen Agarosegel abgeschitzt.

2.2.12 Herstellung elektrokompetenter E. coli Zellen

1 1 LB Medium wurde mit 5 ml Ubernachtkultur des gewiinschten E. coli Stammes (meist XL1-
blue) angeimpft, und bei 37° mit 240 rpm bis zu einer ODgg von 0.5 geschiittelt. Die Zellen
wurden auf Eis abgekiihlt, in sterile Rohrchen tiberfiihrt, abzentrifugiert (3000 rpm, JA 14.1
Rotor, 10 min, 4°C) und in sterilem eiskaltem Wasser resuspendiert. Nach drei Waschschritten
mit kaltem Wasser (in sterilen Falconréhrchen) wurden die Zellen mit 10 % Glycerin gewaschen
und schlieflich in 2 ml 10 % Glycerin aufgenommen. Nach Aliquotierung (50 pl) in sterile
Eppendorfrohrchen wurden die Zellen in fliissigem Stickstoff schock gefroren und bei —70°C
gelagert.

2.2.13 Elektrotransformation von E. coli Zellen

Elektrokompetente Zellen wurden auf Eis aufgetaut, mit 1-5 ul DNA vermischt und in eine vor
gekiihlte sterile Elektroporationskiivette transferiert (Abstand zwischen den Elektroden: 2 mm).
Nach Elektroporation bei 2.5 kV, 25 mF und 200 Q in einem Elektroporationsgerit (Gene Pulser,
Biorad) wurde der Transformationsansatz in 1 ml SOB-MM Medium aufgenommen, die Zellen
30 min bei 37°C regeneriert und auf LB Agarplatten, mit dem jeweiligen Selektionsantibiotikum

plattiert.

2.2.14 Identifikation transformierter Klone in E. coli
Plasmid DNA wurde aus 2 ml Ubernachtkulturen pripariert und mit den jeweiligen
Restriktionsenzymen verdaut. Die Identifizierung der erwiinschten Transformanden erfolgte

durch Analyse des Restriktionsverdaus auf einem Agarosegel.

31



Material und Methoden

2.2.15 Préaparation chromosomaler DNA aus D. discoideum

1-2 x 10® Zellen einer axenisch wachsenden Kultur wurde zweimal mit kalten H,O gewaschen,
das Zellpellet wurde in 50 ml Lysepuffer (10 mM Mg-Acetat, 10 mM NaCl, 30 mM HEPES, pH
7.5, 10% Saccharose, 2% Nonidet P40) resuspendiert. Die Zellen wurden durch diese
Behandlung lysiert. Die Zellkerne wurden bei 6000 g (JA20, 7500 rpm, 10 min, 4°C)
sedimentiert, in SDS-Lysepuffer (TE Puffer mit 0.7% SDS) resuspendiert und mit 100 pl
Proteinase K Losung (14,7 mg/ml) supplementiert. Nach 2-3 h Inkubation bei 60°C wurde das
Lysat vorsichtig mit Phenol/Chloroform (Sambrook et al., 1989) extrahiert, bis die obere Phase
klar erschien (2-4 Wiederholungen). Die DNA wurde durch Zugabe von 1/10 Volumen 2 M Na-
Acetat (pH 5,2) und 2 Volumen Ethanol prizipitiert. Die weilen DNA-Fiden wurden mit einer
Pipettenspitze aufgewickelt. Die DNA wurde in 70% Ethanol gewaschen, an der Luft getrocknet
und in 200-500 pl TE Puffer geldst.

2.2.16 Transformation und Klonierung von D. discoideum

Elektroporation

Dictyostelium Zellen wurden bis zu einer Dichte von 2-3 x 10° Zellen/ml kultiviert, geerntet und
einmal in kaltem Soerensen Puffer und zweimal in kaltem Elektroporationspuffer (50 mM
Saccharose, 10 mM KH,POs4, pH 6.1) gewaschen. Die Zellen wurden zu einer Endkonzentration
von 1 x 10® Zellen/ml in kaltem Elektroporationspuffer resuspendiert, mit 15-30 pg Plasmid
DNA vermischt und in eine vorgekiihlte sterile Elektroporationskiivette tranferiert (Abstand
zwischen den Elektroden: 4 mm). In der Elektroporationsapparatur (Gene Pulser, Biorad) wurden
die Zellen, bei einer Kondensatorkapazitit von 3 puF, einer Spannung von 1,0 kV ausgesetzt.
Danach wurden die Zellen in eine sterile Zellkulturflasche iiberfithrt und 15 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Nach Zugabe einer MgCl,/CaCl, Losung (Endkonzentration je 1 mM)
wurden die Zellen fiir weitere 15 min bei Raumtemperatur geschwenkt. Zuletzt wurden die
Zellen in 25 ml HL-5¢ Medium aufgenommen und auf eine 24-Loch-Zellkulturplatte verteilt.
Nach einer Erholungsperiode von 24 h wurde durch Zugabe des entsprechenden Antibiotikums
Selektionsdruck ausgeiibt (4 pg/ml Blastizidin S (ICN) bzw. 10 ng/ml G418 (Sigma)). Die Zellen
wurden fiir 8-14 Tage bei 21°C inkubiert bis Kolonien resistenter Zellen auftraten. Um eine
Doppelmutante zu generieren, wurde zuerst ein Stamm hergestellt, der das Konstrukt mit der

Blastizidinresistenz trug. In diesen Stamm wurde dann das G418 Konstrukt transformiert.
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Klonierung der Transformanden

Die Transformanden wurden mit einer sterilen Pipette resuspendiert und ein Tropfen der
Zellsuspension  auf einen  Objekttriger gegeben. Die Zellen wurden  durch
Immunfluoreszenzmikroskopie auf die Expression des transformierten Markers (siche Abschnitt
2.4.4) hin untersucht. Falls die gewiinschten Zellen gefunden worden waren, wurden
verschiedene Konzentrationen der verbliebenen Zellen zusammen mit einer dichten Suspension
Klebsiella aerogenes Zellen auf SM Agarplatten ausgebracht. Nach zwei bis drei tdgiger
Inkubation bei 21°C erschienen FraBhofe. Mit einem sterilen Zahnstocher wurden einzelne
Kolonien in 24-Lochplatten mit HL-5¢ Medium mit Blastizidin S (4 pg/ml) bzw. G418 (10
ug/ml) und einer Penicillin/Streptomycin Losung (Sigma) iiberfiihrt.

2.2.17 Isolierung polyadenylierter RNA aus D. discoideum

Polyadenylierte RNA (mRNA) wurde mit dem “QuickPrep mRNA Micro Kit” (Amersham-
Pharmacia) nach Herstellerangaben pripariert. Die Ausbeute betrug 7-8 pg mRNA pro
1x 10" Zellen. Die mRNA wurde in 2-4 Aliquots mit 1/10 Volumen 2 M K-Acetat und
2 Volumen Ethanol und Glykogen prézipitiert und bei —70°C gelagert. Die préizipitierte mRNA
wurde durch 15 miniitige Zentrifugation bei 14000 rpm (Beckman CS-15R Zentrifuge, F2402
Rotor) pelletiert, mit 70 % Ethanol in DEPC-behandelten Wasser gewaschen, Luft getrocknet
und in DEPC-behandelten Wasser gelost.

2.2.18 Digoxygenin-Markierung von DNA-Sonden, Hybridisierung und Detektion

Zur Digoxygenin-Markierung von DNA-Sonden wurde das DIG DNA-Markierungs- und
Detektions-System (Boehringer Mannheim) benutzt. DIG-markierte DNA-Sonden wurden durch
PCR synthetisiert. Dazu wurde eine 20x dNTP-Mischung, supplementiert mit einem gleichen
Volumen 10x DIG DNA-Markierungsmixtur (gleiche absolute ANTP-Konzentration), eingesetzt.
Die markierte Sonde, die im Vergleich mit dem nicht markierten entsprechenden PCR-Fragment
langsamer wandert, wurde auf einem Agarosegel aufgereinigt. Die Sonde wurde entweder aus
dem Gel eluiert, oder das geschmolzene Gelstiickchen wurde direkt fiir die Hybridisierung
verwendet. Die Nylon Filter mit immobilisierter DNA wurden mit Easy Hyb-Losung (Boehringer
Mannheim) in einer Hybridisierungsrohre bei 37°C fiir 1 h vorhybridisiert. Danach wurde die

frisch denaturierte DIG-markierte Sonde zugegeben (mindestens 50 ng/100 cm® Filter
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Oberfldche, die Konzentration wurde aus der Bandenintensitit auf Ethidiumbromid gefarbten
Agarosegelen abgeschitzt). Die Hybridisierung wurde bei 37°C {iber Nacht durchgefiihrt. Die
Filter wurden zweimal mit Hochsalzpuffer (2x SSC, 0.1 % SDS) fiir 5 min bei Raumtemperatur
und zweimal mit Niedrigsalzpuffer (0.1x SSC, 0.1 % SDS) 15 min bei 65°C gewaschen. Die
Filter wurden mit Maleinséure Puffer (100 mM Maleinsédure, 150 mM NaCl, pH 7.5) fiir 5 min
dquilibriert und mit anti-Digoxigenin Antikorper, gekoppelt mit alkalischer Phosphatase (1:5000
Verdiinnung in Maleinsdurepuffer mit 1 % Blockreagenz (Boehringer Mannheim)), fiir 30-60
min bei Raumtemperatur inkubiert. Nicht gebundene Antikérper wurden durch drei zehnminiitige
Waschschritte in Maleinsdure Puffer entfernt. Die Sonde wurde durch NBT/BCIP-Féarbung
sichtbar gemacht (Abschnitt 2.3.5).

2.2.19 “Screening” von cDNA- und genomischen Bibliotheken

Fiir das Durchsuchen der AZAP D. discoideum Bibliothek (Gréaf et al., 2000b) wurden XL1-blue
Zellen iiber Nacht in LB Medium (mit 10 mM MgSO4 und 0.02 % Maltose) kultiviert, geerntet
und in 10 mM MgSO; auf eine ODgy von 1.0 eingestellt. 600 pl der Bakteriensuspension wurden
mit 60000-70000 pfu der A-Phagen Bibliothek infiziert und 20 min bei 37°C geschiittelt. Die
Suspension wurde dann mit 12-13 ml aufgeschmolzenem 50°C warmen Topagar gemischt und
sofort auf vorgewdrmte NZYM Agarplatten (0 9 cm) gegossen. Die Platten wurden bei 37°C fiir
4-6 h inkubiert, bis die Plaques einen Durchmesser von ca. 1 mm erreicht hatten. Die Platten
wurden bei 4°C abgekiihlt, bevor auf Plattengrof3e zurecht geschnittene Nylonmembranen kurz
auf die Plaques aufgelegt wurden. Die Orientierung der Membran wurde mit einer Nadel markiert
und die Membran vorsichtig abgezogen. Die Membran wurde fiir ca. 5 min mit der Phagenseite
nach oben auf ein mit Denaturierungspuffer (1.5 M NaCl, 0.5 M NaOH) getrianktes Whatman
3mm Filterpapier gelegt, so dass die Phagen lysierten und die DNA denaturiert wurde. Die
Membranen wurden dann auf die gleiche Weise mit Neutralisierungspuffer (1 M Tris/HCI, pH
7.4, 1.5 M NaCl) und zuletzt mit 2x SSC behandelt. Nach Lufttrocknung der Membran wurde die
DNA mit UV-Licht immobilisiert. AnschlieBend wurden die Membranen mit DIG-markierten
Sonden hybridisiert und die Férbereaktion wie in Abschnitt 2.3.5 beschrieben, durchgefiihrt.
Positive Plaques wurden mit einer abgeschnittenen Pipettenspitze ausgestochen, und fiir
wenigstens 15 min bei 37°C mit 500 pl SM Puffer/10 pul Chloroform vermischt. Danach wurde

die Suspension iiber Nacht bei 4°C stehengelassen, so dass die Mehrzahl der Phagen aus dem
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Agar in das Medium diffundiert waren. Das Screening wurde mit den isolierten Phagen
wiederholt, wobei jedes mal die Anzahl der Phagen reduziert wurde (pfu) bis Klone isoliert
werden konnten (3-4 Wiederholungen).

Die pBluescript-Plasmide, die die gewiinschte cDNA als Teil der AZAP Sequenz enthielten,
wurden durch in vivo-Excision isoliert (Short et al., 1988). Dazu wurden 200 pl einer
Ubernachtkultur XL-1 blue Zellen, die in 10 mM MgSO, auf eine ODggy von 1.0 eingestellt
worden waren, mit 250ul Phagenlosung und 1ul ExAssist-Helferphage (Stratagene) vermischt
und bei 37°C fiir 15 min geschiittelt. Danach wurden 3 ml LB Medium zugegeben und die
Losung fiir weitere 2.5 - 3 h bei 37°C und 200 rpm geschiittelt. Die R6hrchen wurden fiir 20 min
auf 65°C erhitzt und danach 15 min bei 1000 g zentrifugiert. 10-100 pl des Uberstands wurde mit
200 pl frisch gewachsenen SOLR-Zellen (auf eine ODgpp von 1.0 in 10 mM MgSOy eingestellt)
bei 37°C fiir 15 min inkubiert und auf LB/Amp Agarplatten plattiert. Kolonien der SOLR-Zellen,
die die excisierten pBlueskript-Phagemide enthielten, wurden aus Kolonien der SOLR-Zellen

prapariert und analysiert.

2.2.20 Vektor-Konstruktionen

Alle Vektoren zur Herstellung von Fusionsproteinen mit dem griin-fluoreszierenden-Protein
(GFP) und dem Maltose-bindenen-Protein (MBP) bzw. der Gendisruptionen wurden durch PCR
unter Verwendung von Oligonukleotiden mit Restriktionsenzym-Erkennungssequenzen
hergestellt. Die angegebenen Basenpositionen beziehen sich auf die kompletten cDNA-

Sequenzen.

2.2.20.1 Konstruktion der MBP-DdEB1 Expressionsvektoren

Zur Expression der MBP-DdEB1-Fusionsproteine in E.coli wurden die PCR-Fragmente MBP-
DdJEB1 (17-1537; EB1-5-Bam/EB1-6-Hind*), MBP-DdEB1A1[1[IN (404-1537; Ndel3-EB1-
Bam/EB1-6-Hind*), MBP-DdEB1A281C (17-860; EB1-5-Bam / EB1-16-Hind) in die BamHI /
HindIII Restriktionsschnittstellen des Vektors pMALc2 ligiert.

Fiir die Expression von MBP-DdEBI in D. discoideum wurde die komplette MBP-DJEBI1
Sequenz mit den Primern MBP-Kpn und EB1-8-Nsi* unter Benutzung des entsprechenden E.coli
Expressionsvektors amplifiziert und in die KpnI/Nsil Restriktionsschnittstellen des Vektors
plABsr8 kloniert.
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2.2.20.2 Konstruktion der GFP-DdEB1 Expressionsvektoren

Die PCR-Konstrukte zur Expression von N-terminalen GFP-DdEBI1-Fusionsproteinen in D.
discoideum waren GFP-DdEB1 (17-1537; EB1-7-Sal / EB1-8-Nsi*), GFP-DdEB1A1[ 1[N (404-
1537; EB1-Sal-del2N / EB1-8-Nsi*), GFP-DdEB1A482C (17-1517; EB1-7-Sal / EB1-Nsi-dell),
GFP-DJdEB1A431C (17-1364; EB1-7-Sal / EB1-Nsi-del 2); GFP-DdEB1A328C (17-1055; EB1-
7-Sal / EBI-Nsi-del3), GFP-DdEB1A281C (17-860; EB1-7-Sal / EB1-Nsidel4). Alle PCR-
Konstrukte wurden in die Sall/Nsil Restriktionsschnittstellen des Vektors pA6PsgGFPXN ligiert.

2.2.20.3 Konstruktion des DdEB1-Gendisruptionsvektors und Herstellung einer DAEB1-
Nullmutante

Die DdEBI1 Sequenz wurde von den Basenpositionen 85-1537 mit den Primern EB1-Kpn und
EBI-8-Bam durch PCR amplifiziert und in die Kpnl/BamHI Restriktionsschnittstellen des
pSPORTI1-Vektors kloniert. Nachdem die pSPORT1 HindIll  Schnittstelle durch
Restriktionsverdau und Auffiillen der iiberstehenden Enden und Religation zerstért worden war,
wurde die gesamte pSPORT1 Sequenz sowie die N- und C-terminale DdEB1 Sequenz durch
Inverse-PCR (Primer EB1-17-Xba und EB1-16-Hind) amplifiziert. Dadurch wurde die Sequenz
zwischen den Basen 767-835 deletiert. Das resultierende PCR-Produkt wurde mit der Blastizidin-
Resistenzkassette ligiert, die durch Xbal/HindIII Restriktionsverdau des Vektors pUCBsrABam
erhalten wurde.

Vor der Transformation in D. discoideum wurde das DdEB1-Gendisruptionsplasmid mit Xbal /
HindIII verdaut, was die Effizienz der homologen Rekombination auf ca. 80 % erhohte. Die
DdEBI1-Nullmutanten wurden durch Immunfluoreszenzmikroskopie unter Verwendung des anti-

DdEB1 Antikdrpers identifiziert.

2.2.20.4 Konstruktion des MBP-DdMoel E. coli Expressionsvektors

Zur Expression von MBP-DdMoel-Fusionsprotein in E.coli wurde die gesamte DdMoel
Sequenz mit den Primern Bam-Moel und Moe-Hind6* (Position 13-1597 auf dem cDNA-Klon
slg776,  Universitdit  Tsukuba, Japan) amplifiziert und in die BamHI/HindIIl
Restriktionsschnittstellen des Vektors pMALc2 ligiert.
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2.2.20.5 Konstruktion des GFP-DdMoel Expressionsvektors

Zur Konstruktion des GFP-DdMoel Expressionsvektors wurde die komplette DdMoel Sequenz
mit den Primern Sal-Moel und Moel-Eco2* (13-1597) mittels PCR amplifiziert und in die
Sall/EcoRI Restriktionsschnittstellen des Vektors GFPxamcs|1 kloniert.

2.2.20.6 Klonierung der kompletten DALIS1 Sequenz

Der Klon SLE 307 (Universitit Tsukuba, Japan) enthélt die partielle genomische DNA Sequenz
von DALISI. Der fehlende 5°-Bereich der kodierenden Sequenz wurde mit Hilfe der PCR mit den
Primern T3+4 und Lis1-6 aus einer cDNA-Bank (Grif et al., 2000b) (Oligo dT Bank, Fraktion
mit 1-2 kb Inserts) gewonnen und mit den Primern T3 und Lisl-4 nachamplifiziert. Das so
erhaltene DNA-Stiick wurde iiber seine internen ECORI/Nsil Schnittstellen in die ECORI/Nsil
Schnittstellen des Klons SLE 307 eingebaut, so dass nun ein Plasmidklon mit der kompletten
kodierenden DdALIS1 Sequenz zur Verfiigung stand (,,psportLIS1*) (EMBL Genbank
Zugriffsnummer AJ512794 Position 276-1535).

2.2.20.7 Konstruktion der MBP-DdLIS1 Expressionsvektoren

Zur Konstruktion des volllingen MBP-DdLIS1-Fusionsproteins wurde die kodierende DALIS1
Sequenz mit den Primern EcoRI-Lis1-8 und Lisl-2-Xba (278-1535) amplifiziert und in die
EcoRI/Xbal Restriktionsschnittstellen des E. coli Expressionsvektors pMALc2 ligiert. Fiir das C-
terminal deletierte MBP-DdLISAC Konstrukt wurde die DALIS1 Sequenz von den Positionen
278 bis 559 mit den Primern EcoRI-Lis1-8 und Lis1-96-Bam™ amplifiziert. Fiir das MBP-
DdLISAN Konstrukt wurde die Sequenz von Position 560 bis 1535 mit den Primern Eco-Lis1-95
und Lisl-2-Bam* amplifiziert. Beide PCR-Fragmente wurden ebenfalls in die EcoRI/Xbal
Restriktionsschnittstellen des E. coli Expressionsvektors pMALc?2 ligiert.

Fir die Expression von MBP-DALIS1 und MBP-DdLISAN in D. discoideum wurden die
jeweiligen MBP-DdLIS1 Sequenzen mit den Primern MBP-Kpn und LIS1-2-Bam* amplifiziert;
MBP-DALISAC wurde mit den Primern MBP-Kpn und Lis-96-Bam* amplifiziert. Als Template
dienten die entsprechenden E.coli Expressionsvektoren. Die resultierenden PCR-Produkte

wurden in die Kpnl/BamHI Restriktionsschnittstellen des Vektors pl ABsr8 kloniert.
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2.2.20.8 Konstruktion des GFP-DdLIS1 Expressionsvektors

Zur Konstruktion des N-terminalen GFP-DdLIS1 Expressionsvektors wurde die kodierende
DdLIS1 Sequenz mit den Primern Lis1-Sal und Lis1-2-Bam* (315-1535) amplifiziert und in die
Sall/BamHI Restriktionsschnittstellen des Vektor pA15GFP V18 ligiert.

2.2.20.9 Konstruktion des DICAC-myc Expressionsvektors

Zur Konstruktion von DICAC-myc wurde die DIC Sequenz von Position 1 (entspricht dem
Startcodon) bis Basenposition 883 mit den Primern DICI-Nhe und DIC4-myc-Bam aus dem
Plasmid GFP-DIC amplifiziert (Arbeit von Ralph Grif; GFP-DIC enthélt die gesamte kodierende
DIC-Sequenz) und in die Nhel/BamHI Restriktionsschnittstellen von pA15pGFPV18Sac ligiert.

2.2.20.10 Konstruktion des GFP-a-Tubulin Expressionsvektors

Zur Konstruktion des GFP-a-Tubulin Expressionsvektors wurde die komplette D. discoideum o.-
Tubulin Sequenz (EMBL Genbank, Zugriffsnummer L13999) mit den Primern TubA-Sall und
TubA-2-Bam mittels RT-PCR aus mRNA amplifiziert. Das PCR-Fragment wurde in die
Sall/BamHI Restriktionsschnittstellen des Vektors pDiscGFPSSEB2 kloniert.

2.3 Biochemische und Immunologische Methoden

2.3.1 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Proteine wurden wie bei Bollag et al. (1996) beschrieben auf diskontinuierlichen SDS-
Polyacrylamid Gelen aufgetrennt. Um Partikel zu entfernen, wurden die Stammldsungen durch
ein 0.4 um Polykarbonat Filter filtriert. Die Gele wurden aus frischen Stammldsungen gefertigt.
Die Elektrophorese wurde in Biorad Minigel System Gelkammern bei 15 mA pro Gel fiir 15 min
und anschliefend bei 30 mA pro Gel fiir 45 min durchgefiihrt.

Die Proteinproben wurden entweder mit gleichem Volumen Harnstoff Probenpuffer oder 1/4

Volumen 5x Laemmli Probenpuffer versetzt und 2-5 min gekocht.
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Tab. 1 Zusammensetzung der SDS-Polyacrylamidgele mit verschiedenen Acrylamid Konzentrationen

Stammldsung 3 % Sammelgel 12.5 % Trenngel
30 % Acrylamid 0.68 ml 3.70 ml

1 % Bis-Acrylamid 0.50 ml 0.93 ml
Trenngelpuffer - 2.5ml

(2M Tris/HCI, pH 8.7, 0.4 % SDS)

Sammelgelpuffer 1.0 ml 1.8 ml
(0.25M Tris/HCI, pH 6.8, 0.4 % SDS)

H,0 1.78 ml 1.80 ml
10 % APS 35 ul 45 pl
TEMED 7 ul 9 pl

Als Standard wurde ein Proteingemisch definierter Molekiilmasse verwendet:
LMW (Sigma): 92.5, 67, 45, 30, 20, 14 kDa
HMW (Sigma): 205, 116, 97, 66, 45, 29 kDa

2.3.2 Native Gradientengelelektrophorese
Die Auftrennung nativer Proteine wurde auf vorgefertigten Gradientengelen (Ready Gel; Bio-

Rad, Miinchen, Deutschland) mit 4 bis 20 % Acrylamid durchgefiihrt.

2.3.3 Coomassie-Blau-Farbung von Proteinen
SDS-PAGE-Gele wurden 1 h in der Coomassie-Féarbelosung (0,1 % Coomassie Brilliant Blue
R250) geférbt. Nicht gebundener Farbstoff wurde durch Schiitteln in einer Entfarbelosung (10 %

Ethanol, 7 % Essigsdure) ausgewaschen.

2.3.4 Methanol/Chloroform Proteinprazipitation

Diese Methode, beschrieben von (Wessel und Fliigge, 1984) eignet sich fiir verdiinnte
Proteinlosungen, die Detergenzien, Phospholipide oder Salz enthalten. Die Proteinlosung wurde
mit 5 Volumen einer Methanol/Chloroform-Mixtur (4:1) vermischt, dann wurden 3 Volumen
H,O zugesetzt und kriftig gemischt. Die obere fliissige Phase wurde nach Zentrifugation

(10000 g, 1 min) entfernt. Das Chloroform-Kissen mit dem prézipitierten Protein wurde mit
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3 Volumen Methanol vermischt und zentrifugiert (10000 g, 2 min). Der Uberstand wurde
vorsichtig abgenommen, das Proteinpellet getrocknet und in 0.5x Harnstoff Probenpuffer

aufgenommen.

2.3.5 Immunoblot (Western Blot), Immunfarbung und Chemolumineszenz

Nach der Auftrennung der Proteinproben mittels SDS-PAGE wurden die Proteine auf
Nitrocellulose transferiert. Dazu wurde eine ,,semi-dry” Elektrophorese-Apparatur (BioRad
Trans-Blot SD) und das Puffersystem nach Kyhse-Anderson (1984) benutzt; modifiziert durch
die Zugabe von 20 % Methanol. Puffer 1 (300 mM Tris, 0.01 % SDS), Puffer 2 (30 mM Tris,
0.01 % SDS), Puffer 3 (30 mM Tris, 40 mM e-Amino-n-Capron-Séure).

Der Transfer wurde bei 1 mA/cm?® fiir 1 h durchgefiihrt, die Membran reversibel mit 0,25 %
Ponceau S (Sigma) in 40 % Methanol/15 % Essigsdure, gefarbt. Der Grofenstandard wurde vor
Absittigung in TBST (20 mM Tris/HCI, pH 7.4, 150 mM NaCl, 0.05 % Tween-200) /3 %
Fischgelatine gekennzeichnet. Die Inkubation mit dem primédren Antikérper verdiinnt in
TBST/1 % Fischgelatine erfolgte fiir 1 h bei Raumtemperatur. Danach wurde die Membran in
TBST (3 x 5 min) gewaschen und mit dem sekundidren Antikdrper (1:10000 Verdiinnung in
TBST/1 % Fischgelatine von anti-Kaninchen oder anti-Maus Antikorper, alkalische Phosphatase-
Konjugat) fiir 1 h bei Raumtemperatur inkubiert. Die Membran wurde 3 x 5 min mit TBST
gewaschen, kurz in AP-Reaktionspuffer (100 mM Tris/HCI pH 9.5, 100 mM NaCl, 50 mM
MgCl,) geschwenkt. Durch 5-20 min Inkubation in AP-Reaktionspuffer supplementiert mit
4.5ul/ml NBT (75 mg/ml Stammldsung in 70 % Dimethylformamid) und 3ul/ml BCIP (50 mg/ml
in Dimethylformamid) erfolgte die Férbereaktion fiir alle in dieser Arbeit gezeigten

Immunfarbungen.

2.3.6 Bestimmung der Proteinkonzentration

Zur anndhernden Bestimmung der Proteinkonzentration wurde die ODygy einer Proteinlésung
gemessen, wobei 0.7 mg Protein pro 1 OD,gy zugrunde gelegt wurde (dieser Wert ist fiir
Immunoglobuline am genauesten). Exakte Konzentrationsmessungen wurden nach der Methode
von Bradford durchgefiihrt (Bradford, 1976). Fiir jede Messung wurde eine BSA-Referenzkurve

erstellt.
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2.3.7 Aufreinigung von bakteriell exprimierten MBP-Fusionsproteinen durch Amylose-
Affinitdschromatographie
Diese Aufreinigung wurde fiir die jeweiligen Fusionsproteine aus dem Maltose-bindenden-
Protein und den DdEB1, DdMoel und DdLIS1 Konstrukten durchgefiihrt. 0.5 1 der
entsprechenden E.coli Kultur wurde in LB/Amp Medium, supplementiert mit 10 mM Glukose,
bei 37°C bis zu einer ODygg von 1.0 kultiviert. Nach Induktion mit 0.3 mM IPTG wurden die
Zellen fiir weitere 4-12h bei 21°C geschiittelt. Die Zellen wurden abzentrifugiert (5000 rpm,
10 min, Sorvall-Rotor GSA, 4°C), in einem kleinen Volumen TE Puffer resuspendiert und
anschlieBend bei —20°C eingefroren. Nach Auftauen wurden die Zellen durch sonifizieren lysiert
und dann fiir 20 min bei 20000 rpm (Sorvall SS34-Rotor) zentrifugiert. Der Uberstand wurde mit
NaCl auf 100 mM supplementiert. Die Losung wurde langsam auf eine Sdule mit 1 ml
Amyloseharz (ca. 10 s pro Tropfen) aufgetragen. Das Harz wurde griindlich mit Saulenpuffer
(200 mM NaCl, 10 mM Tris/HCL, pH 7.5, 1 mM EDTA) oder Lyse-Puffer (150 mM KCI, 2 mM
MgCl,, 50 mM HEPES/K, pH7.4) gewaschen. Das MBP-Fusionsprotein wurde mit Séulen- bzw.
Lyse-Puffer, beide mit 10 mM Maltose versetzt, eluiert. Die Reinheit der Priparation wurde

durch SDS-PAGE untersucht.

2.3.8 Gewinnung von cytosolischen Extrakten, Kernen und Centrosomen aus D.
discoideum

Ca 5 x 10’ axenisch gewachsene Dictyostelium discoideum Zellen wurden bei einer Zelldichte

von 4-5 x 10° Zellen/ml geerntet und dreimal in Soerensen Puffer gewaschen. Dieser und alle

folgenden Reinigungsschritte wurden bei 4°C durchgefiihrt. Beim letzten Waschschritt wurden

2 uM Cytochalasin A (Sigma) zugegeben.

Zur Gewinnung von Rohextrakten fiir SDS-PAGE wurden die Zellen an dieser Stelle

entnommen, in 0.5x Harnstoff Probenpuffer/Trenngelpuffer resuspendiert und 3 min gekocht.

Zur Gewinnung von Zellkernen wurde das Zellpellet in 5 Volumen Lysepuffer (50 mM Na-

Hepes pH 7.4, 100 mM NacCl, 10 % Saccharose, 2 mM MgCl,, 1 mM ATP, 2 uM Cytochalasin

A, Protease Inhibitor Cocktail) resuspendiert, und die Zellen durch Filtration durch einen 5 um

Polycarbonat Filter (Nuclepore, Costar GmbH, Bodenheim, Deutschland) lysiert. Die Kerne

wurden durch Zentrifugation (2500 g, 10 min) pelletiert.
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Fiir cytosolische Extrakte fiir SDS-PAGE wurde der Kerniiberstand verwendet, in 0.5x Harnstoff
Probenpuffer resuspendiert und fiir 3 min gekocht.

Die Centrosomen wurden aus den isolierten Zellkernen wie bei Graf et al. (1998) beschrieben
isoliert. Dazu wurde das Kernpellet in 30 ml Pyrophosphat Puffer (100 mM Na-PIPES, pH 6.9,
2 mM MgCl,, 30 % (w/v) Saccharose, 40 mM Tetranatriumdiphosphat, 1 mM DTT, 1 % Triton-
X-100, 1 mM Na-ATP, 1x Protease Inhibitor Cocktail) aufgenommen, 1 min gevortext und
zentrifugiert (2500 g, 10 min). Der Uberstand wurde mit 0.6 ml einer Heparin Losung (10 mg/ml)
supplementiert und fiir 5 min auf Eis inkubiert. Die Losung wurde dann zweimal durch einen
5 um Polycarbonat Filter filtriert und auf den ersten Saccharose Gradienten geladen (zwei
Beckman SW40 Roéhrchen mit 0.5 ml 80 % und 1.5 ml 50 % Saccharose in Gradientenpuffer: 10
mM Na-PIPES, pH 6.9, 2 mM MgCl,, 0.1 % Triton-X-100, 0.1 % 2-Mercaptoethanol, I mM Na-
ATP, 1x Protease Inhibitor Cocktail). Nach Zentrifugation (55000 g, 1 h) wurden die
Centrosomen, die sich an der Grenze der zwei Fraktionen befanden, abgesaugt (1 ml pro
Gradient). Die gesammelte Fraktion wurde mit 1.5 ml Gradientenpuffer verdiinnt und abermals
durch einen 5 um Polycarbonat Filter filtriert. Danach wurde sie auf einen zweiten Saccharose
Gradienten geladen (zwei Beckman SW50.1 Réhrchen mit 0.5 ml 80 % ,0.5 ml 70 %, 1 ml 55 %
und 1 ml 50 % Saccharose Losung). Nach Zentrifugation (40000 g, 1 h) wurde die Centrosomen
enthaltende Losung in zwei Fraktionen (0.6 ml und 0.8 ml) vom Boden des Rohrchens
abgenommen. Die zweite Fraktion enthielt dabei weniger kontaminierende Vesikel und DNA.
Fiir die Immunfluoreszenzmikroskopie wurden 2 pl Centrosomen in 0.5 ml PBS verdiinnt und
durch Zentrifugation (2500 g, 10 min) auf unbehandelte runde Deckglédschen sedimentiert. Die

Centrosomen wurden, wie in Abschnitt 2.4.4 beschrieben, fixiert und geférbt.

2.3.9 Gelfiltration

Aufgereinigtes bakteriell exprimiertes MBP-DdEB1 wurde auf eine Superdex 200HR10/30
Gelfiltrationsséule geladen (Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg, Deutschland). Die
Gelfiltration wurde in 50 mM Hepes, pH 7.4, 150 mM KCl, 2 mM MgCl,, 1 mM Maltose bei
einer Flussrate von 0.3 ml/min durchgefiihrt. 0.75 ml Fraktionen wurden gesammelt, mit
Methanol/Chloroform prézipitiert, und mittels SDS-PAGE und Immunoblot analysiert. Das

Molekulargewicht wurde durch Vergleich mit globuldren Standardproteinen bestimmt.
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(Boehringer Combithek, Calibration kit II, Cytochrom C 12.5 kDa, Ovalbumin 45.0 kDa, BSA
68.0 kDa, Aldolase 158.0 kDa, Ferritin 450 kDa).

2.3.10 Herstellung von polyklonalen Antiseren aus Kaninchen

Die durch Amylose-Affinitdtschromatographie gereinigten MBP-Fusionsproteine MBP-DdEBI,
MBP-DdLIS1 und MBP-DdMoel waren fiir die direkte Immunisierung geeignet. Es wurden
jeweils zwei Kaninchen mit ca. 1 mg Protein immunisiert. Die Immunisierungen wurden von
Pineda Antikdrper Service (Berlin, Deutschland) unter Benutzung eines Standardprotokolls von
fiinf Immunisierungen iiber einen Zeitraum von 60 Tagen durchgefiihrt.

Zur Affinitdtsreinigung der Antiseren wurden diese mit einem gleichen Volumen PBS gemischt
und, um Partikel zu entfernen, durch einen 0.8 pm Polycarbonat Filter filtriert. Danach wurde das
Antiserum auf eine Sepharosesdule mit dem kovalent gebundenen Antigen (vgl. Abschnitt
2.3.11) gegeben. Die Saule wurde griindlich mit PBS gewaschen. Danach wurden die
spezifischen Antikorper mit 100 mM Glycerin, pH 2.7 eluiert und sofort mit 1 M Tris/HCI, pH
8.7 neutralisiert. Zur Lagerung wurde den affinititsgereinigten Antikorpern 0.5 % BSA und
0.02 % NaN; zugesetzt.

2.3.11 Kovalente Kopplung von Antikdrpern und Proteinen an NHS-aktivierte Sepharose

Der fiir die kovalente Kopplung benutzte monoklonale anti-DdCP224 Antikorper 4/148 (Graf et
al., 1999) wurde aus dem Zellkulturiiberstand von Maus-Hybridomazellen, die in serumfreiem
Medium (Evan et al., 1985) gewachsen waren, gewonnen. Polyklonale anti-DdEB1 und anti-y-
Tubulin (Euteneuer et al., 1998) Antikorper wurden aus Kaninchen Antiseren gewonnen. Die
Antikdrper wurden aus dem Zellkulturiiberstand bzw. aus den Antiseren durch langsame Zugabe
eines gleichen Volumens gesdttigter Ammoniumsulfat-Lésung prézipitiert (unter stdndigen
riihren, 1 h auf Eis). Das nach Zentrifugation (14000 rpm, 20 min, 4°C, Sorvall Rotor GSA)
erhaltene Pellet, wurde in 1 ml Kopplungspuffer (0.2 M NaHCOs;, 0.5 M NaCl, pH 8.3)
aufgenommen und tliber Nacht gegen 3 x 0.5 1 Kopplungspuffer dialysiert. Vor der Kopplung
wurde der Antikorper fiir 10 min bei 10000 g zentrifugiert, der Uberstand wurde in YM30

Centriconrohrchen auf 1 ml konzentriert.
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Das zur Kopplung vorgesehene aufgereinigte MBP-Fusionsprotein (zur Affinititsreinigung der
Antikorper) wurde direkt mit Kopplungspuffer, dem 100 mM NaCl zugefiigt war, gewaschen,
von der Sdule eluiert und ebenfalls auf ein Endvolumen von 1 ml konzentriert.

Fir die Kopplung wurden 0.5 ml NHS (N-Hydroxyl-Succinimid)-aktivierte Sepharose
(Amersham Biosciences) mit eiskaltem 1 mM HCI gewaschen und sofort mit 1 ml der
Proteinlosung (ca. 0.5-5 mg Protein) gemischt. Das Protein-Sepharose-Gemisch wurde in einem
Eppendorf-Reaktionsgefdll 2-4 h bei Raumtemperatur rotiert. Die Sepharose Kiigelchen wurden
mehrmals alternierend mit zwei Puffern gewaschen: Puffer A (0.5 M Ethanolamin, 0.5 M NaCl,
pH 8.3) und Puffer B (0.1 M Essigsdure, 0.5 M NaCl, pH 4.0), mit einer einmaligen 20 miniitigen
Inkubationszeit in Puffer A, um nicht okkupierte Bindungsstellen abzusittigen. Die gekoppelten
Sepharose Kiigelchen wurden in 50 mM Phophatpuffer (pH 7.0, 0.02 % NaN3) auftbewahrt.

2.3.12 Immunprazipitation

Immunprizipitation mittels NHS Sepharose gekoppelter Antikorper

Fir die Immunprézipitation wurde 1 ml cytosolischer Extrakt (sieche Abschnitt 2.3.8) in
Lysepuffer (50 mM Na-Hepes, pH 7.4, 150 mM KCI, 10 % Saccharose, 2 mM MgCl, 1 mM
ATP, 2 uM Cytochalasin A, Protease Inhibitor Cocktail) mit 1/10 Volumen Sepharose-Harz mit
den immobilisierten Antikorpern (sieche Abschnitt 2.3.11) bei Raumtemperatur fiir 20 min auf
einem Rotor inkubiert. Das Sepharose-Harz wurden fiinfmal mit Lysepuffer gewaschen, in 0.5x
Harnstoff Probenpuffer resuspendiert und aufgekocht; danach gelelektrophoretisch aufgetrennt

und durch Immunoblot analysiert.

Immunprizipitation mittels Protein-G Sepharose

500 pl cytosolischer Extrakt in Lysepuffer wurde fiir 10 min bei 4°C mit 14000 rpm (Beckman-
Zentrifuge CS-15R, F2402 Rotor) zentrifugiert. Der Uberstand wurde mit dem jeweiligen
Antikorper (aus Antiserum 2 pl; gereinigter Antikorper 2 pg) fiir 1 h bei 4°C inkubiert. Danach
wurden dem Ansatz 20 pl mit PBS / 0,5 % BSA abgesittigtes Protein-G Sepharose-Harz
(Amersham Biosiences) und NP40 (Endkonzentration 0.5 %; Sigma) zugefiigt. Der Ansatz wurde
fiir 1 h bei 4°C auf einem Rotor inkubiert. Das Protein-G Sepharose-Harz wurde flinfmal mit
Lysepuffer (0.5 % NP40) gewaschen, in 0.5x Harnstoff Probenpuffer resuspendiert und

aufgekocht, danach gelelektrophoretisch aufgetrennt und durch Immunoblot analysiert.
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2.3.13 Bestimmung des F-Aktin Gehalts

Zur Quantifizierung des F-Aktin Gehalts wurden exponentiell wachsende Zellen geerntet und
zweimal mit Phosphatpuffer gewaschen. Je 2 x 107 Zellen wurden in Phosphatpuffer (teils unter
Zugabe von Latrunculin A) in 10 cm Petrischalen fiir eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert.
Danach wurde der Phosphatpuffer entfernt, und die adherenten Zellen mit 10 ml eiskaltem
Lysepuftfer (80 mM Pipes, pH 6.8, 5 mM EGTA, 30 % Glycerin, 5 mM MgCl12, I mM DTT, 1 %
Triton-X-100, Protease Inhibitor Cocktail) lysiert.

Die Aktin Konzentration der Lysate betrug etwa 0.3 uM. Je 200 pl Zelllysat wurden 40 min bei
50000 rpm (TLA100.3 Rotor, Beckman), 4°C zentrifugiert, die Pellets und Uberstiinde wurden zu

gleichen Volumina in SDS Probenpuffer resuspendiert.

2.4 Zellbiologische Methoden

2.4.1 Kultivierung und Konservierung von E. coli

E. coli Zellen wurden bei 37°C auf Agarplatten oder in Schiittelkultur bei 240 rpm in LB
Medium unter Zusatz des jeweiligen Antibiotikums kultiviert (Sambrook et al., 1989). Fiir die
dauerhafte Lagerung wurden 430 pl einer Bakterienkultur mit 70 pl sterilem Glycerin vermischt,

in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei —70°C gelagert.

2.4.2 Kultivierung und Sporenkonservierung von D. discoideum

Dictyostelium Zellen wurden in Schiittelkultur bei 150 rpm und 21°C in AX2 oder in HLSc
Medium kultiviert. Bei Mutanten wurde BlastizidinS und/oder G418 zugesetzt. Die
Generationszeit betrug unter diesen Bedingungen etwa 9 h. Alternativ wurden adherierte Zellen
fiir laingere Aufbewahrung in Zellkulturflaschen kultiviert. Das Medium wurde zweimal pro
Woche gewechselt.

Zur dauerhaften Lagerung wurden die Zellen gehungert, was die Bildung von Sporen zur Folge
hat, welche leicht bei —70°C gelagert werden konnen. Dazu wurden axenisch wachsende Zellen
zweimal mit Soerensen Phosphatpuffer gewaschen und auf eine Dichte von 2-3 x 10° Zellen/ml
eingestellt. 500 pl der Suspension wurde auf frische Phosphat Agarplatten plattiert. Innerhalb von
2-3 Tagen bildeten sich Fruchtkdrper. Diese wurden mit sterilen Phosphatpuffer (ca. 5 ml pro
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Platte) abgewaschen und in 1 ml Aliquots (Nunc 2.2 ml Roéhrchen) in fliissigem Stickstoff
schockgefroren und bei —70°C gelagert. Zur Inoculation einer Schiittelkultur wurden die Sporen
bei Raumtemperatur aufgetaut, in 30 ml HL5¢ Medium resuspendiert und bei 150 rpm und 21°C
geschiittelt. Nach drei Tagen erreichte die Kultur normalerweise eine Dichte von ca. 5 x 10°

Zellen/ml.

2.4.3 Nocodazolbehandlung und Latrunculin A Behandlung

Adherente Dictyostelium Zellen wurden auf Deckgldschen mit 10 pg/ml Nocodazol (Sigma) fiir 3
Stunden in Phosphatpuffer inkubiert. Danach wurden die Zellen mit Glutaraldehyd fixiert.

Die Latrunculin A (Biomol) Behandlung zur Lebendzellbeobachtung der GFP-Aktin-Zellen
wurde mit 0.2 pM Latrunculin A in Plastikschdlchen mit Deckgldschenboden (World Precision
Instruments, Sarasota, U.S.A.) durchgefiihrt.

2.4.4 Indirekte Immunfluoreszenzmikroskopie von D. discoideum und isolierten
Centrosomen

Logarithmisch wachsende Zellen einer D. discoideum Kultur wurden auf 1 x 10° Zellen/ml mit

HL5¢ Medium verdiinnt und zum Absetzen auf runde Deckgldschen transferiert. Nach ca. 20 min

wurde das Medium entfernt und die Zellen mit der jeweiligen Methode fixiert.

Isolierte Centrosomen wurden auf runde Deckgldschen zentrifugiert (siche Abschnitt 2.3.8) und

wie ganze Zellen fixiert.

In dieser Arbeit wurden folgende Fixierungen verwendet:

Formaldehyd-Fixierung: 3.7% (v/v) Formaldehyd, 0.5% Triton-X-100 in 50% PHEM-
Puffer, 5 min Fixierung

Formaldehyd-Aceton-Fixierung: 3.7% (v/v) Formaldehyd in PBS, 5 min Fixierung,
anschlieend 1 min in —20°C kaltem Aceton

Methanol-Fixierung: 100% Methanol (-20°C), 5 min Fixierung

Glutaraldehyd-Fixierung: 0.5% (v/v) Glutaraldehyd, 0.5% Triton-X-100 in 50% PHEM-
Puffer, 5 min Fixierung, dann 2 x 5 min waschen in
Soerensenpuffer und 1 x 10 min waschen in 1 mg/ml

Borhydrid
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Fiir die Immunfarbung wurden die fixierten Préparate mit einem bzw. einer Mischung aus zwei
verschiedenen (fiir Doppelfirbungen) primiren Antikdrpern, verdiinnt in PBS (mit 1% BSA,
0.1% NaNj3,1 h) bei Raumtemperatur inkubiert. Nicht gebundene Antikdrper wurden durch drei
fiinfmintitige Waschschritte mit PBS entfernt. AnschlieBend wurden die Priparate mit den
sekundédren Antikorper (Alexa 488-, Alexa 568- oder Cy3-Konjungate, nach Hersteller-Angaben
verdiinnt) eine Stunde im Dunklen inkubiert. Die Praparate wurden zuletzt dreimal gewaschen,
zur Visualisierung der Kerne und der mitochondrialen DNA wurde im zweiten Waschschritt
DAPI (1 mg/ml) zugegeben bzw. 20 min mit TOPRO3 (1:1000 Verdiinnung; Molecular Probes)
mit 100 pg/ml RNase A (AppliChem, Darmstadt) inkubiert. Die Priparate wurden auf einem
Objekttrager mit 5 ul “anti-Bleach” (10 % PBS, 1 % Phenyldiamin, 89 % Glycerin) eingebettet
und mit Nagellack versiegelt. Alternativ wurde als Einbettmittel das “Pro Long Antifade Kit”
(Molecular Probes) verwendet. Die Fluoreszenzpriparate wurden entweder an einem Zeiss
Axiophot Mikroskop mit DAPI-, Rhodamin- und Fluorescein-Filtern betrachtet, wobei die Bilder
mit einer Hamamatsu CCD Kamera C5985 mit einem “frame-grabber” und einem Macintosh
Computer aufgezeichnet wurden. Alternativ erfolgte die Mikroskopie und Bildaufzeichnung an
einem Zeiss Axiovert 200M Mikroskop mit einer “AxioCam Mrm” Kamera und der Axiovision-
Software.

Lebendzellbeobachtungen wurden in Plastikpetrischidlchen mit Deckgldschenboden (World
Precision Instruments, Sarasota, U.S.A.) in HL5¢c-Medium oder Phosphatpuffer durchgefiihrt.

2.4.5 Konfokale Mikroskopie

Konfokale Mikroskopie an Standard-Immunfluoreszenzpriparaten wurde an einem inversen
Mikroskop (Leica DM IRBE; Leica Mikroskopie und System GmbH, Wetzlar, Germany)
ausgeriistet mit dem Leica TCS NT System mit einem 63x/1.3 Objektiv bzw. an einem Zeiss
Axiovert 200M/510Meta Laser Scanning System, mit einem 63x/1.4 Objektiv durchgefiihrt.
Lebendbeobachtungen wurden entweder anm Zeiss Axiovert 200M/510Meta Konfokal-
Mikroskop mit einem 63x/1.3 bzw. 40x/1.3 Objektiv oder an einem Perkin-Elmer-Wallac
Ultraview “spinning disk” Konfokalsystem mit einem 100x/1.3 Objektiv und einer 12-bit CCD
Kamera durchgefiihrt.

Lebende Zellen wurden bei sehr niedriger Laserintensitdt, zum Teil unter Agar-Auflage (Fukui,

1987) betrachtet. An dem Ultraview Mikroskop wurden Z-Stapel mit einer Bildrate von
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1.4 Bildern pro Sekunde mit einem 2x2 binning aufgenommen. Mit dem 510Meta Mikroskop
wurden die Bilder mit einer Bildrate von etwa 2 Bildern pro Sekunde und einer Auflésung von
meist 512x256 Pixel aufgenommen.

Konfokale Bilderstapel wurden zum Teil mit der Huygens 2.2 Dekonvolutions-Software
(Bitplane AG, Ziirich, Schweiz) unter Benutzung einer berechneten theoretischen ,,Point Spread
Function® und des ,,Maximum Likelihood Estimation Algorithmus* prozessiert. Z-Projektionen
wurden entweder mit dem Programm ImageJ (National Institute of Health, Bethesda, MD) oder

mit der Zeiss 510Meta Software berechnet.
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3. Ergebnisse
3.1  Untersuchung von D. discoideum EB1
3.1.1 Klonierung von DdEB1

Eine partielle DNA Sequenz, die das Dictyostelium-Homologe von EB1 kodiert (Position 641-
1287 der genomischen DAEB1 Sequenz auf Klon JAX4a75d11) wurde nach einer BLASTN-
Suche des Dictyostelium-Genomprojekts wegen seiner Homologie zum menschlichen Protein
identifiziert (Kay und Williams, 1999). Dieses Fragment wurde als DIG-markierte Sonde zum
,»screening* einer groBenfraktionierten cDNA-Bibliothek (Grif et al., 2000b), die Fragmente von
1-2 kb enthielt, benutzt. Es wurden sieben identische Klone isoliert, die die gesamte kodierende
DdEB1 Sequenz enthielten (EMBL Genbank Zugriffsnummer AJ426053). Die bislang
identifizierten EB1-Proteine weisen ein Molekulargewicht von 35-38 kD auf. Mit einem
berechneten Molekulargewicht von 57 kDa und einer Lange von 506 Aminoséduren ist DdEB1
somit das groBte bekannte Mitglied der EBI1-Proteinfamilie. Zum humanen und Maus-
Homologen weist DdEB1 mit 43 % Identitit auf Aminosdurenebene den grofiten
Verwandtschaftsgrad auf. Die auBlergewOhnliche Gréfe des Proteins ist auf mehrere

Sequenzinsertionen und eine C-terminale Extension zuriickzufiihren (Abbildung 6).
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Abbildung 6: Vergleich der DAEB1 und der humanen EB1 Aminosiuresequenzen. Paarweiser
Sequenzvergleich von DAEB1 (Dd) mit seinem humanen Homolog EB1 (Hs), durchgefiihrt mit dem ,,gap
alignment Programm (GCG). Identische Aminosduren sind schwarz, dhnliche grau hinterlegt. Die
,coiled-coil“-Domiéne, wurde mit dem ,,Coilscan* Programm (Lupas et al., 1991) vorhergesagt und ist in
beiden Sequenzen kursiv und unterstrichen dargestellt.
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3.1.2 Untersuchung der subzellularen Lokalisation

3.1.2.1Untersuchung der Lokalisation von DAEB1 mit Hilfe polyklonaler Antikdrper und

einer GFP-Mutante

Uberlagerung

DdCP224

ca-Tubulin

DdCP224
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Abbildung 7. Zellzyklus-abhangige
Lokalisation von DAEB1. DJdEBI (A), das mit
einem  anti-Dictyostelium-Aktin ~ Antikérper
(Simpson et al, 1984) markiert wurde,
colokalisierte mit Aktin an Pseudopodien (A’). In
(A”’) ist die Doppelfarbung dargestellt. Die
abgebildeten Zellzyklusstadien sind Interphase
(B), Prophase (C), Metaphase (D) und der
Ubergang zwischen Anaphase und Telophase (E).
Die Gegenfarbung wurde mit dem monoklonalen
anti-DACP224 Antikérper 4/148 (Graf et al.,
1999) (B’, D’, E’) bzw. mit dem monoklonalen
anti-o-Tubulin Antikorper YL1/2 )
durchgefiihrt. Die Pfeile in (D) und (D’)
markieren die Kinetochoren, die durch die
DdCP224-Féarbung charakterisiert sind. DNA
(blau) wurde mit TOPRO3 gefarbt. Alle Bilder
sind maximale Intensitdtsprojektionen konfokaler
Bilderstapel (Leica TCS NT) nach Dekonvolution
mit der Ausnahme von (A-A’’) und den “Insets”
in (B, B’), die eine einzelne konfokale Ebene
zeigen. Die “Insets” zeigen die Ringform von
Interphase-Centrosomen.

Methanol-Fixierung; Mafistab, 2 um.
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Zur Untersuchung der subzelluldren Lokalisation durch Immunfluoreszenzmikroskopie wurden
polyklonale Antikorper gegen DAEBI1 hergestellt. Zur Immunisierung wurde ein bakteriell
exprimiertes Fusionsprotein aus DdEB1 und dem Maltose-bindenden-Protein (MBP) verwendet
(Zur Anitkorperspezifitit vgl. Abbildungen 13 A und 16 C). In Interphase-Zellen war die
DdEB1-Markierung an den Mikrotubulienden und am Centrosom am deutlichsten (Abbildung 7
A und B). Dartiber hinaus lokalisierte DAEB1 auch entlang der Mikrotubuli und am Zellcortex
von Pseudopodien, wo eine Colokalisation mit Aktin auftrat (Abbildung 7 A). In mitotischen
Zellen konnte DAEB1 entlang der Spindel, an den Spindelpolen und in der Kinetochorenregion
lokalisiert werden (Abbildung 7 C-E). Diese Lokalisationen konnten in Mutanten, die ein GFP-

DdEB1-Fusionsprotein exprimierten, bestitigt werden (Abbildung 8 und 11 A).

GFP-DdEB1

Abbildung 8 und Film_Abb8.mov: Lokalisation
von GFP-DdEB1. Konfokale Aufnahme (Perkin-
Elmer Ultraview) einer Zelle wéahrend der
Cytokinese, die die Lokalisation von GFP-DdEB1
am Centrosom, entlang der Mikrotubuli und an den
Réndern wachsender Pseudopodien (Pfeile) zeigt.
Malfistab, 2 um.

3.1.2.2 DAEBL1 ist ein integraler Bestandteil der centrosomalen Corona

Das Centrosom wurde von den anti-DdEB1 bzw. den anti-DdCP224 Antikorpern als ringformige
Struktur gefarbt. Dies zeigte die konfokale Immunfluoreszenzmikroskopie an AX2-
Kontrollzellen (Abbildung 7 B). Die dreilagige Zentralstruktur des Dictyostelium Centrosoms ist
von einer Matrix (Corona) mit den Mikrotubuli-Nukleationszentren umgeben (Moens, 1976).
Wird die Corona mit spezifischen Antikdrpern geférbt, erscheint sie in konfokalen Schnitten als
ringférmige Struktur (Graf et al., 1998) (Abbildung 7, B und B’; Abbildung 9, A und A’). Die

Colokalisation von DAdEB1 mit DdCP224, einem bekannten Bestandteil der centrosomalen

51



Ergebnisse

Corona (Graf et al., 2000b), wurde in einem Fluoreszenz-Intensitatsprofil genauer analysiert
(Abbildung 9). Der Auftrag der Fluoreszenzintensititen entlang einer Linie durch das Zentrum
des Centrosoms ergab zwei Maxima, deren Abstand mit dem Durchmesser der Corona
iibereinstimmt (Abbildung 9 A’’). Die Position der Maxima zeigte, dass DdEB1 etwas weiter
distal als DACP224 lokalisiert ist. Diese Ergebnisse legten den Schluss nahe, dass auch DAEBI1
ein integraler Bestandteil des Dictyostelium Centrosoms ist. Um eine durch Mikrotubuli-
vermittelte Lokalisation am Centrosom auszuschlieBen wurden Wildtypzellen mit 30 uM
Nocodazol behandelt. Diese Behandlung fiihrte zu einer nahezu vollstindigen Deassemblierung
des Mikrotubuli-Cytoskeletts, hatte aber keinen Einfluss auf die centrosomale Lokalisation von
DdEBI (Abbildung 10 A). Damit konnte ausgeschlossen werden, dass DdAEB1 permanent iiber
Mikrotubuli-minus-End-gerichtete Transportprozesse aus der Peripherie zum Centrosom gebracht
wird. Da die Nocodazolbehandlung in Dictyostelium nicht zu einer vollstindigen
Deassemblierung des Mikrotubuli-Cytoskeletts fiihrt, wurde die DdEBI-Lokalisation an
isolierten Centrosomen, die aufgrund der Priparationsmethode frei von[ | [J[ 1L sind
(Grif et al., 1998), analysiert. DdEBI1 findet sich an isolierten Centrosomen (Abbildung 10 B).
Somit konnte gezeigt werden, dass DAEBI ein integraler Bestandteil der centrosomalen Corona

ist.

N

¥ LA

relative Fluoreszenzintensitat

DdcP224 K O Spistanz[pm] = >

Abbildung 9: DdEBL1 ist ein Bestandteil der centrosomalen Corona. Konfokale Aufnahme (Zeiss
510Meta) einer Zelle markiert mit dem anti-DdEB1 Antikdrper (A) und dem anti-DdCP224Antikorper
4/148 (A’). (A”’) Ein Fluoreszenz-Intensitétsprofil entlang einer Linie durch das Zentrum des Centrosoms
ergab zwei Maxima mit einer Distanz, die dem Durchmesser der Corona, welche die centrosomale
Zentralstruktur umgibt, entspricht (Inset). Der Plot zeigt, dass DAEB1 (obere Linie) etwas weiter distal
von der bekannten Corona-Komponente DdCP224 (untere Linie) lokalisiert ist. Methanol-Fixierung.
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Nocodazol Behandlung
A DdEB1

DdCP224

Abbildung 10: Die centrosomale Lokalisation
von DdEBL1 ist unabhangig von Mikrotubuli.
(A)2 h Inkubation mit 30 pM Nocodazol hat
keinen FEinfluss auf die centrosomale Farbung
durch DdEBI1 Antikdrper. (B), DdEBI ist ein
Bestandteil isolierter Centrosomen. Die

Isolierte Centrosomen

Centrosomen wurden mit dem monoklonalen anti-
DdCP224 Antikorper 4/148 (A’, B’) gegengefarbt.
Die DNA wurde mit DAPI gefarbt (blau).
Methanol-Fixierung; Maf3stab 2um.

DdCP224 | B" . Uberlagerung

3.1.3 Die DdEB1 Mikrotubuli-Bindung bendétigt die ,,coiled-coil*“-Domane

3.1.3.1 Analyse der Domanenstruktur von DAEB1 durch Expression von GFP-DJEB1-

Deletionsmutanten

Die strukturellen Determinanten, die fiir die Mikrotubuli-Bindung von DdEB1 verantwortlich
sind, wurden durch Expression von GFP-DAdEB1 Deletionskonstrukten in Dictyostelium
Mutanten untersucht. Zwei strukturelle Komponenten wurden analysiert, eine N-terminale
Mikrotubuli-Bindungsstelle und eine C-terminale ,coiled-coil“~-Domine. Die Mikrotubuli-
Bindungsstelle wurde von Juwana et al. (1999) fiir die hoch konservierte N-terminale Region des
humanen EB1 vorgeschlagen. Aufgrund von Sequenzvergleichen zwischen verschiedenen EB1-
Homologen und der Analyse von Deletionskonstrukten konnte die Mikrotubuli-Bindungsstelle
auf den Bereich zwischen Aminosdure 79-134 eingeengt werden. Die Prisenz dieser
Mikrotubuli-Bindungsstelle bei DdEB1 wurde mit Hilfe der N-terminalen DdEBI-
Deletionsmutante (DdEB1A129N), der die ersten 128 Aminosduren fehlen, bestitigt. Das GFP-
DAEB1A129N-Protein konnte nicht an den Mikrotubuli oder Mikrotubuli-plus-Enden
nachgewiesen werden, die centrosomale Lokalisation blieb jedoch unverdndert bestehen

(Abbildung 11 B).
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) wre ] o [T MBP-DAEB1

Grp) MBP-DJEB1A129N

MBP-DJEB1A328C

Abbildung 11: Die DdEB1 Mikrotubuli-
Bindung hédngt von der Anwesenheit der
,»coiled-coil*“-Doméane ab. DdEBI und seine
Deletionsmutanten wurden als GFP-
Fusionsproteine ~ exprimiert.  (A-D)  GFP
Fluoreszenz; ein Schema der jeweiligen Mutante
ist Uiber jedem Bild dargestellt. (A’-D’) Die
Centrosomen wurden mit dem monoklonalen
anti-DACP224 Antikorper 4/148 gegengefarbt.
Die Zelle in (D) besitzt zwei Zellkerne. Solche
mehrkernigen Zellen finden sich mit der gleichen
Héaufigkeit bei den Mutanten und in axenisch
wachsenden Dictyostelium Kulturen.
Abkiirzungen: MTB, Mikrotubuli-
Bindungsdomine; CC, “Coiled-coil”.

Methanol-Fixierung; Maf3stab 2um.

MBP-DAEB1A281C

Im Gegensatz dazu hatten C-terminale Deletionen jenseits der fiir alle bekannten EB1-Proteine

vorhergesagten “coiled-coil”’-Domidne (DdEB1A328C) keinen Einfluss auf die DdEBI-
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Lokalisation (Abbildung 11 C). Zusitzlich wurden die ldngeren GFP-Fusionsproteine GFP-
DJEB1A482C und GFP-DdEB1A431C exprimiert, die ebenfalls keine verdnderte Lokalisation
aufwiesen (Daten nicht gezeigt). Die Expression einer Mutante, bei der zusitzlich die “coiled-
coil”-Domine deletiert war (DdEB1A281C), zeigte jedoch eine interessante Anderung der
Lokalisation. Das GFP-Fusionsprotein war weder entlang der Mikrotubuli noch an den
Mikrotubulienden zu finden, wihrend die Lokalisation am Centrosom und am Zellcortex erhalten
blieb (Abbildung 11 D). Somit trdgt die “coiled-coil”’-Doméne ebenfalls zur Assoziation von
DdEBI mit den Mikrotubuli bei. Da “coiled-coil”’-Doménen intermolekulare Wechselwirkungen
vermitteln, deuten die Ergebnisse darauf hin, dass die Mikrotubuli-Bindung von DdEB1 von der
Assoziation mit einem zweiten DdEB1 Molekiil, bzw. einem anderen Bindungspartner abhingt.
Da von EB1-Proteinen bekannt ist, dass diese direkt an Mikrotubuli binden (Juwana et al., 1999;

Schwartz et al., 1997), erschien die zweite Hypothese sehr unwahrscheinlich.

3.1.3.2 Analyse der ,,coiled-coil*“~-Doméne durch Expression von MBP-DdEB1 Deletionen

Um die Notwendigkeit der “coiled-coil’-Domine fiir eine Homo-Oligomerisierung zu

untersuchen, wurden einige der oben beschriebenen GFP-DdEB1-Deletionsmutanten als
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Abbildung 12: Die “coiled-coil”-Doméne ist fur
die Homo-Oligomerisierung notwendig.
(A), GroBenbestimmung von MBP-DdEBI und
—67 seiner Deletionsmutanten durch native
_— Polyacrylamid-Gradientengelelektrophorese.
(B), GroBenbestimmung von MBP-DdEB1 durch
B ' Gelfiltration. Die Zahlen entsprechen den
s B o 3 Molekulargewichten von Standardproteinen in kDa.
A A
450 232
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entsprechende MBP-Fusionsproteine in E. coli exprimiert. Die Groenanalyse der aufgereinigten
MBP-DdEBI1-Deletionsmutanten ~ wurde  mittels  nativer  Gradientengelelektrophorese
durchgefiihrt. Diese zeigte, dass Volllingen-MBP-DdEB1 (~100 kDa) und die N-terminal
verkiirzte Mutante MBP-DdEB1A129N (~85 kDa) ein Wanderungsverhalten aufwiesen, das dem
eines Homotetramers entsprach. Die beiden Fusionsproteine wiesen Molekulargewichte von
~400 kDa bzw. ~340 kDa auf (Abbildung 12A). Im Gegensatz dazu wies die C-terminal
verkiirzte Mutante MBP-DdEB1A281C, der die C-terminale Region einschlieflich der “coiled-
coil”’-Doméne fehlte, mit einem Molekulargewicht von ~73 kDa, die elektrophoretische Mobilitét
eines Monomers auf (Abbildung 12 A). Diese Resultate wurden durch eine GréBenbestimmung
mittels Gelfiltration bestitigt. MBP-DdEB1 wurde in den Fraktionen gefunden, die einem
Molekulargewicht von ~450 kDa entsprachen (Abbildung 12 B). Damit konnte gezeigt werden,
dass die “coild-coil”’-Doméne fiir eine Homotetramerisierung und fiir die Mikrotubuli-Bindung

von DAEB1 notwendig ist.

A B
117 - B st - MBP-DAEBT anti MBP / DAPI
97 - -
—— - DJEB1
67-
43 -

!

1 2'3

Abbildung 13: MBP-DdEB1 wird funktionsfahig exprimiert. (A; Spur 1,2) Immundetektion;
Cytosolische Dictyostelium Zellextrakte wurden aus Wildtypzellen (Spur 1) und den MBP-DdJEBI-
Mutanten (Spur 2) prapariert und mit dem polyklonalen anti-DAEB1 Serum geférbt. Das endogene DdEBI1
ist in Spur 1 bei ca. 75 kDa sichtbar. In Spur 2 ist zusétzlich bei ca. 115 kDa das MBP-DdEBI-
Fusionsprotein sichtbar. (A; Spur 3) Coomassie-Farbung; Das MBP-DdEB1-Fusionsprotein konnte {iber
Amyloseharz aus cytosolischen Extrakten aufgereinigt werden. In jeder Spur wurden ca. 20 pg Protein
aufgetragen. Die Zahlen entsprechen den Molekulargewichten in kDa. (B) Das MBP-DdJEBI-
Fusionsprotein zeigt dieselbe Lokalisation wie endogenes DAdEB1 (vgl. Abbildung 7). Die MBP-DdEB1-
Mutanten wurden mit einem affinititsgereinigten polyklonalen anti-MBP Antikorper (Gréf, 2001a) gefarbt
(gelb); DNA-Farbung mit DAPI (blau). Methanol-Fixierung; MaBstab, 2 um.
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3.1.4 DdEBL1 interagiert mit DACP224 und Dynein

3.1.4.1DdEB1 und DdCP224 colokalisieren an Mikrotubulienden und sind Bestandteil

desselben cytosolischen Komplexes

Von EBI1-Proteinen als auch XMAP215-Homologen, zu denen DdCP224 zihlt, wird
angenommen, dass sie die Mikrotubulidynamik durch ihre Bindung an Mikrotubuli-plus-Enden
regulieren. Im Gegensatz zu EB1 konnte jedoch bisher fiir kein XMAP215-Homologes eine
Mikrotubuli-plus-End-Lokalisation nachgewiesen werden. In fixierten Dictyostelium Priparaten,
die mit den Antikorpern gegen DdEB1 und dem monoklonalen anti-DdCP224 Antikorper 4/148
(Graf et al., 1999) gefirbt wurden, konnte eine klare Colokalisation beider Proteine gezeigt
werden, bei der DACP224 etwas weiter distal als DdEBI1 lokalisiert war (Abbildung 14 A-A”’).
DdEBI1 und DdCP224 colokalisierten nicht nur, sie sind auch Bestandteil desselben cytosolischen
Komplexes. DdCP224 konnte aus cytosolischen Extrakten von MBP-DdEBI1-Mutanten
(Abbildung 13) zusammen mit an Amyloseharz gebundenem MBP-DdEBI spezifisch
coimmunprazipitiert werden (Abbildung 14 B). Das Maltose-bindende-Protein ist bei
Dictyostelium ein geeignetes Fusions-“Tag” fiir mikroskopische und biochemische Analysen
(Abbildung 13) (Grdaf, 200la). Diese so gefundene Interaktion konnte durch
Coimmunprézipitation von DAEB1 mit DdCP224 bestdtigt werden. Dabei wurde das endogene
DdEB1-Protein mit dem an NHS-Sepharose immobilisierten monoklonalen anti-DdCP224
Antikdrper 4/148 aus cytosolischen Extrakten von Wildtypzellen coimmunprizipitiert
(Abbildung 14 B).

Zu einem spateren Zeitpunkt stand ein polyklonaler anti-DdCP224 Antikorper, der den N-
Terminus von DdCP224 erkennt (anti-DdCP224Hind, unpublizierte Arbeit von Ralph Grif) zur
Verfiigung.  Dieser  polyklonale  Antikorper  eignete  sich  besser  fir  die
Immunprézipitationsexperimente. So konnte mit Hilfe dieses Antikorpers und Protein G
Sepharose als Matrix DdEB1 aus cytosolischen Dictyostelium Wildtyp-Zellextrakten prézipitiert
werden. Auch das reverse Experiment, die Coimmunprizipitation von DdCP224 und DAEB1 mit

Hilfe von anti-DdEB1 Antikorpern, wurde erfolgreich durchgefiihrt (Abbildung 15).
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DdCP224
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Abbildung 14 und Film_Abbl4.mov: DdEB1
interagiert und colokalisiert mit DACP224.
(A-A’’) Colokalisation von DAEB1 und DdCP224
an den Mikrotubulienden. Wildtyp (AX2)
Dictyostelium Zellen wurden mit dem anti-DdEB1
Antikorper (A) und dem monoklonalen anti-
DdCP224 Antikorper 4/148 (A’) gefarbt. Das
“Inset” in der Doppelfarbungsdarstellung (A’”) ist
eine VergroBerung des Ausschnitts aus dem
markierten oberen rechten Bildteil. Die Bilder sind
Projektionen (max. Int. Modus) konfokaler
Bilderstapel (Leica TCS NT) nach Dekonvolution.
Methanol-Fixierung. (B) Coimmunpréizipitation
von DdEB1 und DdCP224 aus -cytosolischen
Dictyostelium  Extrakten von MBP-DdJEBI-
AX2-Kontrollzellen. Die
Coprézipitate wurden auf 12.5 % Acrylamidgele
geladen und nach der Elektrophorese geblottet. Die
Matrix
Immundetektion

Mutanten bzw.

zur Prézipitation benutzte ist oben
angegeben; die fir die
verwendeten Antikorper sind unter der Abbildung
angegeben. Bei dem Kontrollantikérper-Harz
handelt es sich um kovalent gekoppelte anti-y-

Tubulin Antikorper (Euteneuer et al., 1998).
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3.1.4.2DdEB1 interagiert mit der intermedidaren Dyneinkette (DIC) und der schweren
Dyneinkette (DHC)

DdEBI1 wurde auch auf eine mogliche Interaktion mit der intermedidren Dyneinkette und der
schweren Dyneinkette hin untersucht, da die intermedidre Dyneinkette aufgrund ihrer
Lokalisation am Centrosom (diese Arbeit; Abbildung 28) und an den Mikrotubulienden (Ma und
Chisholm, 2002) eine Komplexbildung mit DdEB1 wahrscheinlich erscheinen lieB. Auch die
Rolle von Dynein (DIC und DHC) bei der rdumlichen Organisation der Interphase-Mikrotubuli
und der Centrosomenseparation (Koonce et al., 1999; Koonce und Samso, 1996; Ma et al., 1999)
lieBen diese Annahme zu. Tatséchlich konnte an DIC bzw. DHC gebundenes DdEB1 mit dem
anti-DIC Antikorper IC144 (Ma et al., 1999) bzw. dem anti-DHC Antikorper y7 (Koonce und
Samso, 1996) aus cytosolischen Dictyostelium Zellextrakten spezifisch coprézipitiert werden
(Abbildung 15). Ebenso konnte an DAEB1 gebundene DHC mit dem anti-DdEB1 Antikorper
coimmunprazipitiert werden (Abbildung 15).

IP mit
Antikorper Nonimmun- Nonimmun- Nonimmun-
gegen: DH DIC DdCP224 DAEB1 gerym DdCP224 DAEB1 gerym  DAEB1  serum
e . |
gi:?l:g:pr::t anti-DdEB1 anti-DdCP224 anti-DHC

Abbildung 15: DdEBL1 interagiert mit DACP224, der intermedidren Dyneinkette (DIC) und der
schweren Dyneinkette (DHC). Coimmunprézipitation von DdEB1 mit DdCP224, DIC und DHC aus
cytosolischen Dictyostelium Wildtyp-Zellextrakten. Die Coprézipitate wurden auf 12.5 % Acrylamidgele
geladen und nach Elektrophorese geblottet. Zur Prézipitation wurde Protein-G Sepharose als
Affinitdtsmatrix benutzt. Die zur Immunprézipitation verwendeten Antikdrper, polyklonaler anti-DIC
Antikorper 1C144 (Ma et al., 1999), polyklonaler anti-DHC Antikérper y7 (Koonce und Samso, 1996),
polyklonaler anti-DdCP224 Antikérper DACP224HIND (Ralph Grif) und der polyklonale anti-DdEBI
Antikorper, sind oben angegeben. Die fiir die Immundetektion verwendeten Antikdrper sind unter der
Abbildung angegeben. Als Kontrolle wurde Nonimmunserum verwendet.
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3.1.5 Untersuchung der Funktion von DdEB1

3.1.5.1 Herstellung einer DAEB1-Nullmutante

Zur Analyse der zelluldren Funktion von DAEB1 wurde eine DdEBI-Nullmutante (DdEB1A)
hergestellt. Dazu wurde ein Vektor konstruiert, in dem die DdEB1 Sequenz durch eine
Blastizidin-Kassette disrumpiert war (Abbildung 16 A). Die DdEB1-Gendisruption geschah auf
genomischer Ebene sehr effizient, mit einer homologen Rekombinationsrate von ca. 80%. Die
DdEB1-Nullmutanten konnten sehr einfach durch ihre fehlende DdEBI1-Fiarbung in der
Immunfluoreszenzmikroskopie identifiziert werden (Abbildung 16 B). Nach Klonierung der
Zellen wurde das Fehlen von DdEBI durch Immunfirbung von cytosolischen Extrakten im

Western Blot nachgewiesen (Abbildung 16 C).

205-

117
96—

——

67~

Blastizidin-Kassette

43—

28—

wt k/o

Abbildung 16: Herstellung einer DAEB1A Mutante. (A) Schema des DdEB1-Gendisruptionskonstrukts
und des Zustands nach erfolgter homologer Rekombination. Das DdEB1-Gen ist schematisch in rot
dargestellt, die Mikrotubuli-Bindungsdomine ist weill und die ,,coiled-coil“-Doméine gelb markiert. (B)
Die DdEBI-Nullmutanten konnten in der Immunfluoreszenzmikroskopie durch die fehlende DAEBI-
Farbung, nach Behandlung mit dem anti-DdEB1 Antikorper, identifiziert werden (Pfeil). Die DAEBI-
Fluoreszenz ist in gelb, die DNA (DAPI) in blau dargestellt. (C) Die Abwesenheit von DdEBI1 in den
Nullmutanten ist aus dem Immunoblot ersichtlich. Dabei wurden cytosolische Extrakte aus Wildtypzellen
(wt) und DdEB14-Mutanten (k/0) aufgetragen und mit dem anti-DdEB1 Antik6rper geférbt.
Methanol-Fixierung; Maf3stab, 2 um.
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3.1.5.2 DAEB1 wird zur korrekten Ausbildung der Mitosespindel bendétigt

Die DdEBI1-Nullmutanten waren lebensfihig und die Ausbildung von Fruchtkorpern verlief
normal. Hingegen zeigten die DdEB1A-Mutanten kurz nach erfolgter Transformation schwere
mitotische Defekte. Viele der mitotischen Zellen befanden sich in Prophase- oder Prometaphase-
dhnlichen Zellzyklusstadien, die durch kondensierte aber nicht segregierte Chromosomen
charakterisiert waren (Abbildung 17). In den meisten Féllen war die Mitosespindel deformiert
(Abbildung 17 A) oder fehlte ganz (Abbildung 17 C). Oft waren die Zellkerne mit mehr als
einem duplizierten Centrosom assoziiert (Abbildung 17 B und C). Das Auftreten von
zusdtzlichen kleinen DNA-Massen wies darauf hin, dass die Mutanten nicht zur korrekten

Segregation der Chromosomen in der Lage, d.h. aneuploid, waren.

Abbildung 17 und Film_Abbl7.mov:
DdEB1-Nullmutanten  weisen schwere
Spindeldefekte auf. (A), (B), und (C) sind
Bilder der DAEB1A/GFP-a-Tubulin-Mutanten
ca. zwei Wochen nach Transformation mit dem
DdEB1-Gendisruptions-Konstrukt. In jedem
Bild sind die Zellkerne einer einzigen Zelle
abgebildet. Die GFP-Fluoreszenz ist in griin,
die anti-DdCP224 Centrosomenfirbung in rot
und die DNA-Firbung, durch TOPRO3, ist in
blau dargestellt. Die Bilder sind Projektionen
(max. Int. Modus) konfokaler Bilderstapel
(Leica TCS NT) nach Dekonvolution.

Methanol-Fixierung; Maf3stab, 2 um.

Mit zunehmender Anzahl an Passagen sank die Anzahl von Zellen mit schweren Mitosedefekten.
Dies wurde in drei unabhéngigen Transformationen beobachtet. Nach ungefahr 8 Wochen war
der DJEB14-Phénotyp stabil und im wesentlichen durch eine signifikante Zunahme des

prozentualen Anteils der Prometaphase-Zellen unter allen mitotischen Zellen, um den Faktor drei,
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ausgezeichnet (Tabelle 2). Wie erwartet war auch die Generationszeit in den DAEB1A4-Mutanten

von ca. 8 auf etwa 12 Stunden verldngert.

Tabelle 2. Der Anteil der Prometaphase-Zellen ist in den DdEB1A4-Mutanten erhoht.

Prophase | Prometaphase | Metaphase | Anaphase Telophase
DJEB1A (n=109) 3% 37 % 27 % 7% 27 %
Wildtyp (n=120) 3% 13 % 43 % 4 % 38%

Prozentsatz der Zellen in den einzelnen mitotischen Stadien unter allen mitotischen Zellen einer
logarithmisch wachsenden DAEB1A Kultur 8 Wochen nach Transformation und einer Kultur von AX2-
Kontrollzellen. Die Verteilung war beim Vergleich von DJEB14-/GFP-o-Tubulin-Mutanten praktisch
identisch (Daten nicht gezeigt).

Der verzdgerte oder defekte Ubergang von der Prophase zur Prometaphase zeigte sich auch bei
der Beobachtung lebender Zellen. Dazu wurden DAEB1A4-Zellen benutzt, die zusétzlich GFP-a.-
Tubulin exprimierten. Die Expression von GFP-o-Tubulin in Dictyostelium Wildtypzellen hat
keinen Einfluss auf den Ablauf der Mitose (Kimble et al., 2000; Neujahr et al., 1998). In den
GFP-a-Tubulin-/DdEB1A-Mutanten dauerte die Prometaphase oft lianger als 8 min verglichen
mit 2 min bei Kontrollzellen (Ueda et al., 1999), bis es zur Trennung der Spindelpole und
Ausbildung der Spindel kam (Abbildung 18 A). Auch ein Fehlschlag der Spindelbildung konnte
beobachtet werden (Abbildung 18 B). In diesem Beispiel wurde zwischen den duplizierten
Centrosomen keine Spindel ausgebildet. Als Folge konnte daraus die Ausbildung von
vergroBerten Zellkernen, die mit mehr als einem Centrosom assoziiert sind, resultieren (vgl.
Abbildung 17). Im Gegensatz dazu ist die Spindelelongation in DAEB1A-Mutanten nicht
betroffen. Falls eine Spindel aufgebaut wurde, verlief ihre Elongation stets normal

(Abbildung 18 A).
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Abbildung 18 und Film_Abb18.mov: DJdEB14-Mutanten weisen einen defekten oder verzdgerten
Prometaphase-Ubergang auf. 4D-konfokalmikroskopische Lebendzellbeobachtung zweier zweikerniger
DdJEB1A/GFP-a-Tubulin-Mutanten unter Agaroverlay (Fukui, 1987). (A) Die Prometaphase dauerte
bereits mehr als 8 min an, bevor die Spindelbildung begann (0550 sec). (B) Die Prometaphase ist durch
die gerade verdoppelten Centrosomen gekennzeichnet, die noch nicht von einer Spindel getrennt wurden.
Die Sequenz zeigt das Fehlschlagen einer Spindelbildung an den beiden verdoppelten Centrosomen.
Sichtbar sind einzig kurze astrale Mikrotubuli, die von den Centrosomen auswachsen. Die frisch
duplizierten Centrosomen entfernen sich ohne eine dazwischen liegende Spindel etwas voneinander. Die
Zeitrafferaufnahmen sind Animationen von z-Stapeln, die aus drei konfokalen Schnitten mit einem
Abstand von je 0.5 pm projiziert wurden (max. Int. Modus). Die z-Stapel wurden an einem Perkin Elmer
Ultraview Mikroskop mit einem 2 x 2 binning, einer Pause von 2.5 Sekunden zwischen den Stapeln und
einer Aufnahmedauer von 500 ms pro Bild aufgenommen.
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3.2 Untersuchung von D. discoideum Moel

3.2.1 Klonierung und Sequenzvergleich von DdMoel

Das Dictyostelium-Homologe von S. pombe Moel (DdMoel) wurde als potentieller Interaktor
von DAEBI1 durch eine BLASTN-Suche in der Datenbank des Dictyostelium-cDNA-Projekts

DAMOE1 ———MSHELNT[IKVNPTCIERVGKLEKF T - [BYAPESHCHA ERCERINS - — - - - -——— - 46

MOE1 -MATGEKLPEAPVKSATIE=PETEQ 1 GG [=/APESHG:1ME < 1 "BIISVDOPKDGREQR 58

HSMOE1 ——MAKEMTPV[|QDNPSGIERCAVPEQFRD - | [s/QPESGY NV AN TG-—~AT--YQ- 51

CeMOE1 MALPK[ZELLSEADNTVG{EgL ASSSSADEPY 50 ENAN: 6 VAN 1G---VDRFYRR 57

DAMOEL ~  ———-—- NVEINYE-RONYGSNAFNPETEKLEDBEDSETIEBY - -~ TRVONKLENKGKTYEK 97

MOE1 GRQGAFAGFRBQYQTYGYGASS 156 (QHSENESSES A BRGSVNRTRTSAGNGGTLLAY 118
HSMOEL ~  ——--—- DK{EY T\-KYSSQFGGGSQUAYFHEERES SRR T-ARTQKTAYQRNRMRFAGR 103
CeMOEL [cH— NEFYN[ERVYGSAANAGSQEDN 1 HGMBEHNFOEY B T-SKPMARNPQN-FRVREM 110
DAMOE1 QFY-———- QKR ek — NAGGRGGEGG--——---- MR-———- GGEFESNNEYWND 133
MOE1 RGR----GE)\VO[RGGR--—-GGRYGSSGGHGAGDTVVSRSSGAGGARGRFE--W4-DYD 167
HsSMOE1 NLR--——RBIADENML-—QFNLQ I LPKSAXQKERER IRLQKK---F-QKEFEVRQ{-WDQ 152
CeMOE1 HLRKMMQK(=) ELEEMVNQSTNLRMKRS 1 AYEQORAFKMWQRRGGNARQGEREQGGE-FGG 169
DAMOE1 RROENEESTIIENGSSYESKEBFIES TEKEY TVEQLPEPETIIG--TYEONK YRRV 191
MOE1 KHQEILEN GDDJQLL SHESHLNLAAAAP—- - TVDSYEY IYPRLISFREIH 224
HsSMOE1 KSQUPRDSHVEY/RSDYEVKEEMB=PQEMEMRY LEVSEPQD||--ECCE 210
CeMOE1 DRP{ERL PSYQYRPENVVLIEEMNESAZSALALPN 1 PGGDDL|GDHQY[ES 229
DAMOE1 NEKKESKTENSVPL I P EKMIZISE YMN--G NeKSVYEWDI 249
MOE1 SEKPSALDRVHYNPTRI=BPY e KLALNSD, AL MRSV Y[EWD I 284
HSMOE1 SEKPIES KR IFHTVI RPY L KLAKT-QG) SRSV YEWD I 269
CeMOE1 NS 1 PORCAGVEYNVTLEEBPM O EL AQGGAG WARSVYEWD I 289
DAMOE1 QRVEATEEELRPGTS-——-- HIEYNENL TAHHQDDKE--PINTTSSESQEATOYRLEY 302
MOE1 QSGl{RE=s KINEGGP-———Fb YIRAYNENAYDSPMDADNREGVYSPG ATviNoNz 340
HSMOE1 QRVGS M= KRDNSD - - -~ Fio L IRYSETANEPPQDEG] - -SENSPRNIEMEATY INHNE 323
CeMOEL YivGeD AMgRe KRN TRD ILNP SETSAEPPSFDGY -G IINAKDEATEAFYINONE 347
DAMOE1 WQEVESQNVE-PEKEDNELP--EGDEFE-CVDVE KWDEGDD IV---—— ARTEI 353
MOE1 CVOABRRETEEE PEPNPFYNSKEQS=PLAAHGN 114z DVDSLETDEKPVKEVVERTIEY 400
HsSMOE1 SQECERMGKE -RYN PN PNPFV=DDMDK{E 1 ASVANRN:RWKGDD 1D-- - - - RCEH 377
CeMOE1 RREVIIKRNDA-G ARAPFEDEETG/E--SGT, KWNEGNGVDGKPVERCHTEL 404
DAMOE1 BEVIVEGLPGQPPKFISIIYINEHESNRF - - -G-[TE:EK I SRR AN TISE [ONE TRFA 409
MOE1 DOV YIS 1 KALNEN D RVAICSVOWREK L EEOREAVEATEMKNN SO/ TARIPEE]
HsSMOE1 Do cMEYS=1(Y 1 KTENE D oMM\ Ie\/DIR e K L DEOREAVIATELKNNSYKIARIEEE]
CeMOE1 eV IHGLGN-ETQTE T ZNE RS TOS- - -GGl 460
DAMOE1 KWSlQﬁ WX CEMITIEYERDS 1 EONNNEVINGTQFYPV. 469
MOE1 RWTYEAT L AGYDEMKVGE Y SRENERDINGT He 1 LIGYYNTG 519
HsSMOE1 eiaiccAL e s = v [EdEe WEERY VDS SREMINGTQQFKPN 493
CeMOE1 Lo L ME sk T e WRIRNN A S TONES[TIL TOYVKP 520
DAMOE1 Q 528
MOE1 567
HSMOE1 10 548
CeMOE1 VDS 570

Abbildung 19: Paarweiser Sequenzvergleich von DdMoel mit seinen Homologen aus S. pombe
(Moel), Mensch (HsMoel) und C. elegans (CeMoel), durchgefiihrt mit dem ,,gap alignment* Programm
(GCQG). Identische Aminoséuren sind schwarz, dhnliche dunkelgrau bzw. hellgrau hinterlegt.
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identifiziert (Universitdit Tsukuba, Japan; Klon SLG776). Dieser ¢cDNA-Klon enthielt die
komplette kodierende DdMoel Sequenz mit 1584 bp, die fiir ein Protein mit einem berechneten
Molekulargewicht von 60,2 kDa kodiert. Der paarweise Sequenzvergleich von DdMoel mit den
bisher bekannten Moe1-Proteinen aus S. pombe, Mensch und C. elegans zeigte einen sehr hohen
Konservierungsgrad mit einer Aminosédure-Identitidt von 39,7 %, 42,2 % bzw. 39,5 % zu den
jeweiligen Homologen (Abbildung 19). Sowohl die C. elegans, als auch die menschliche Sequenz
sind identisch zu der jeweiligen Sequenz der Untereinheit 7 des eukaryotischen Translations-
Initiationsfaktors 3 (elF-3 zeta). Fiir beide Proteine wurde gezeigt, dass sie Moel in einer Moel-

Nullmutante funktionell ersetzen kénnen (Chen et al., 1999).
3.2.2 Untersuchung der subzellularen Lokalisation von DdMoel
3.2.2.1 Herstellung eines MBP-DdMoel-Fusionsproteins und polyklonaler Antikérper

Zur Expression in E. coli wurde die gesamte DdMoel Sequenz in den pMALc2 Vektor kloniert.
Das resultierende N-terminale MBP-DdMoel-Fusionsprotein wurde nach seiner Aufreinigung
(Abbildung 20 A) zur Immunisierung und Erzeugung polyklonaler Antikorper benutzt. Diese
erkannten in cytosolischen Dictyostelium Extrakten spezifisch eine Bande bei ca. 73 kDa
(Abbildung 20 B).

117 Abbildung 20: MBP-DdMoel wurde in E. coli exprimiert, aufgereinigt und
96—_ zur Herstellung von polyklonalen Antikdrpern verwendet. (A) Das
affinitdtschromatographisch an Amyloseharz aufgereinigte MBP-DdMoel-

67 - Fusionsprotein weist ein Molekulargewicht von ca. 116 kDa auf (Coomassie-
Farbung; MBP = 43 kDa, DdMoel = ca. 73 kDa). Das Protein wurde zur
43 - Immunisierung von zwei Kaninchen verwendet. (B) Polyklonale Antikdrper
gegen rekombinantes MBP-DdMoel erkennen spezifisch eine Bande von ca.
73 kDa in cytosolischen Dictyostelium Extrakten. Die Zahlen entsprechen den
28— Molekulargewichten in kDa.
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3.2.2.2 DdMoel lokalisiert entlang von Mikrotubuli und ist ein Bestandteil des Centrosoms

Zur Untersuchung der subzelluldren Lokalisation wurden die polyklonalen anti-DdMoel
Antikorper fiir die Immunfluoreszenzmikroskopie verwendet.

Die DdMoel-Markierung befand sich in Interphase-Zellen entlang der Mikrotubuli und am
Centrosom (Abbildung 21 A). In mitotischen Zellen war DdMoel entlang der Spindel und an den

Uberlagerung [A” DdMoet - o-Tubulin

Abbildung 21: Zellzyklus-abhangige Lokalisation von DdMoel. DdMoel colokalisierte wihrend aller
Zellzyklusstadien mit a-Tubulin, das mit dem monoklonalen anti-o-Tubulin Antikérper YL1/2 markiert
wurde. Die abgebildeten Zellzyklusstadien sind Interphase (A), Prometaphase (B) und Telophase (C). In
(B) sind beide Metaphasespindeln einer dinukleéren Zelle gezeigt. In der Uberlagerung ist DdMoel rot, a.-
Tubulin griin, DNA blau (TOPRO3-Farbung) dargestellt. Alle Bilder sind Projektionen (max. Int. Modus)
konfokaler Bilderstapel (Zeiss LSM510Meta). Glutaraldehyd-Fixierung; Mafistab, 2 um.

66



Ergebnisse

Spindelpolen lokalisiert (Abbildung 21 B und C). DdMoel ist also wihrend des gesamten
Zellzyklus an den Mikrotubuli und dem Centrosom bzw. den Spindelpolen zu finden.

Um die in Ganzzellpraparaten gefundene centrosomale Lokalisation von DdMoel ndher zu
untersuchen, wurden isolierte Centrosomen, die aufgrund der Prdparationsmethode frei von
Mikrotubuli sind (Gréf et al., 1998), mit dem polyklonalen anti-DdMoel Antikorper gefarbt.
Aufgrund der centrosomalen DdMoel-Farbung an diesem Prédparat (Abbildung 22) kann eine
Mikrotubuli-vermittelte centrosomale Lokalisation von DdMoel ausgeschlossen werden. Somit
ist DdMoel ein echter Bestandteil des Dictyostelium Centrosoms. Die DdMoel-Farbung war
heterogen, entweder ringformig, was auf eine Lokalisation in der centrosomalen Corona hinweist,
oder diffus punkt-, hantel- oder kleeblattformig, innerhalb der DACP224 gegen gefarbten Corona
sichtbar. Letzteres deutet auf eine Lokalisation von DdMoel auch innerhalb der centrosomalen
Zentralstruktur hin. Die heterogene Markierung konnte auch auf eine unterschiedliche
Zugénglichkeit des Antigens zuriickzufiihren sein. Bei den punktformigen DdMoel-
Fluoreszenzsignalen, die nicht von einer DACP224 gegen gefarbten Corona umschlossen waren,
konnte es sich um centrosomale Zentralstrukturen handeln. Die zur Klarung dieser Frage notige
elektronenmikroskopische Analyse konnte nicht durchgefiihrt werden, da sich dafiir der

polyklonale anti-DdMoel Antikdrper als ungeeignet erwies.

DdMoe1 | DACP224

Abbildung 22: DdMoel ist ein Bestandteil des Centrosoms. Konfokale Aufnahme (Zeiss 510Meta)
isolierter Centrosomen, die mit dem anti-DdMoel Antikérper (A’) und dem anti-DdCP224 Antikorper
4/148 (A’’) markiert wurden. Die DdMoel-Férbung ist innerhalb jedes DACP224 markierten Centrosoms
als ringférmige oder diffus strukturierte Form vorhanden. Formaldehyd-Fixierung; MaBstab, 2 um.
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3.2.2.3 Lokalisation von GFP-DdMoel

Zur weiteren Analyse der subzelluldren Lokalisation und um Aufschluss tiber die zelluldre
Funktion von DdMoel zu gewinnen, wurde eine GFP-DdMoel Mutante hergestellt, die ein N-
terminales GFP-DdMoel-Fusionsprotein exprimiert. Die Immunférbungen eines Western Blots
von aus GFP-DdMoel-Mutanten gewonnenen cytosolischen Extrakten mit dem anti-DdMoel
Antikorper (Abbildung 23 A) bzw. dem monoklonalen anti-GFP Antikorper 264-449-2 (Weber et
al., 1999) (Abbildung 23 B) bestitigten die Spezifitit des anti-DdMoel Serums. In beiden Spuren
wird eine bei ca. 100 kDa laufende Bande stark geférbt, bei der es sich um das GFP-DdMoel-
Fusionsprotein handelt. In Abbildung 23 A ist bei ca. 73 kDa das endogene DdMoel-Protein
schwach sichtbar. Bei den iibrigen Banden handelt es sich um Abbauprodukte. Das GFP-

DdMoel-Protein wurde also sehr stark iiberexprimiert.

_ Abbildung 23: GFP-DdMoel wird stark exprimiert und bestatigt die

17 - _‘ﬂ Spezifitat des anti-DdMoel Serums. Cytosolische Dictyostelium Zellextrakte

96 - il wurden aus den GFP-DdMoel-Mutanten prépariert und mit dem polyklonalen

anti-DdMoel Antikorper (A) und dem monoklonalen anti-GFP Antikorper 264-

67 449-2 (Weber et al., 1999) (B) gefarbt. Die Zahlen entsprechen den
) Molekulargewichten in kDa.

A B

GFP-DdMoel befand sich in Interphase-Zellen am Centrosom, an der Kernhiille und als
kompakte Strukturen innerhalb der Kernhiille. Bei diesen konnte es sich um die Nucleoli handeln
(Sameshima, 1985). Aullerdem lokalisiert GFP-DdMoel als diffus strukturiertes Netzwerk im
Cytoplasma (Abbildung 24 A und C). Das centrosomale GFP-DdMoel zeigte die typische
ringformige Struktur eines Bestandteils der centrosomalen Corona und befand sich innerhalb der
o/B-Tubulin-Markierung am Centrosom, von der die Mikrotubuli speichenformig ausgehen
(Abbildung 24 A, Inset).

In mitotischen Zellen findet sich GFP-DdMoel an den Spindelpolen, im Mittelbereich der
Spindel und an astralen Mikrotubuli. Ebenfalls sichtbar ist hier die strukturierte cytoplasmatische

Féarbung (Abbildung 24 B).
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Uberlagerung|A” GFP-DdMoe1|A” o-Tubulin

GFP-DdMoe1|B™"

f=]

Abbildung 24: Lokalisation von GFP-DdMoel. GFP-DdMoel-Mutanten wurden mit dem
monoklonalen anti-o-Tubulin Antikérper YL1/2 (A’, B’) oder mit dem anti-DdEB1 Serum (C’) markiert.
In der Uberlagerung ist GFP-DdMoel griin, a-Tubulin bzw. DdEBI rot und die DNA (TOPRO3-
Féarbung) blau dargestellt. Die Zellen in (A) und (C) befinden sich in der Interphase, die in (B) in der
Telophase. (A, B) zeigen einzelne konfokale Ebenen, das Hauptbild in (C) eine einzelne Ebene eines
konfokalen Bilderstapels (Zeiss 510Meta) darunter ist die Ansicht entlang der Z-Achse und rechts davon
entlang der Y-Achse dargestellt. Dies zeigt deutlich, dass DdMoel an der Kernhiille lokalisiert. Die
“Insets” zeigen die Ringform von Interphase-Centrosomen. Glutaraldehyd-Fixierung; MaBstab, 2 um.

69



Ergebnisse

3.2.2.4 Die Lokalisation von DdMoel an Mikrotubuli ist nicht von DAEB1 abhéngig

Aufgrund des Einflusses von Moel auf die Mikrotubulidynamik und Struktur untersuchten Chen
et al. (2000) die Mikrotubuli-Bindungsaktivitdt von Moel. Dabei fanden sie, dass bakteriell
exprimiertes S. pombe Moel in einem aus mal34moelA-Zellen praparierten Hefelysat zwar nicht
direkt an prdassemblierte Mikrotubuli bindet, aber bei Zugabe von rekombinantem Mal3
zusammen mit den Mikrotubuli pelletiert. Daraus zogen die Autoren die Schlussfolgerung, dass
Moel iiber Mal3 an Mikrotubuli binden kann, obwohl eine Mikrotubuli-Lokalisation von Moel
in vivo nicht gezeigt werden konnte (Chen et al., 2000).

Bei Dictyostelium ist die in situ Lokalisation von DdMoel an Mikrotubuli nicht von DdEB1
abhingig. Dies wurde durch Immunfluoreszenzmikroskopie an DdEB1-Nullmutanten gezeigt, die
mit dem anti-DdMoel Antikorper gefdarbt wurden (Abbildung 25). Die Lokalisation von DdMoel

ist durch die Abwesenheit von DAEBI1 in keiner Weise veridndert.

DdMoe1

Abbildung 25: Die Mikrotubuli-Lokalisation von
DdMoel ist nicht von DAEB1 abhangig. Fixierte DdEB1-
Nullmutanten wurden mit dem anti-DdMoel Antikdrper
gefdarbt. Die DdMoel-Fluoreszenz ist gelb dargestellt.
Glutaraldehyd-Fixierung; MaBstab, 2 pm.

DdEB1A-Zelle

3.2.3 Untersuchungen zur Funktion von DdMoel

Um Aufschluss tiber die zelluldre Funktion von DdMoel zu gewinnen, wurden die GFP-
DdMoel-Uberexpressionsmutanten niiher analysiert. Diese zeigten zwar eine normale
Entwicklung, die Generationszeit der GFP-DdMoel-Mutanten war aber um etwa 30 %

verlangert. Das Mikrotubuli-Cytoskelett dieser Zellen wies keine sichtbaren Verdnderungen auf.
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Auch war in den GFP-DdMoel-Mutanten keine Verdnderung der Mikrotubulistabilitit bei
Analysen mit den Mikrotubuli destabilisierenden Drogen Nocodazol bzw. Thiabendazol
feststellbar. Der Versuch, analog der Vorgehensweise bei der DAEB1-Gendisruption, DdMoel -
Deletionsmutanten zu erzeugen, ergab keine lebensfahigen Transformanden. Somit kann keine
Aussage iliber die zelluldre Funktion von DdMoel getroffen werden. Auch konnte trotz

verschiedenster Ansitze keine Interaktion von DdMoel mit DAEB1 nachgewiesen werden.
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3.3 Untersuchung von D. discoideum LIS1
3.3.1 Klonierung von DdLIS1

Mittels einer BLASTN-Suche des Dictyostelium-cDNA-Projekts wurde der Klon SLE 307
(Universitdt Tsukuba, Japan) durch seine Homologie zum humanen LIS1-Gen identifiziert.
Dieser enthielt eine partielle genomische DNA Sequenz von DALIS1. Der fehlende 5’-Bereich
der kodierenden Sequenz wurde mit Hilfe der PCR aus einer cDNA-Bank (Gréf et al., 2000b)
gewonnen. Das so erhaltene DNA-Stiick wurde in den Klon SLE 307 eingebaut, so dass nun ein
Plasmidklon mit der kompletten kodierenden DALIS1 Sequenz zur Verfiigung stand (EMBL
Genbank Zugriffsnummer AJ512794, Position 276-1535).

DdLIS1 UA4E T SKOKESBMNGSLIL BMFESSOMKSSFEE R e | DYKISNGL L EKKWTSV IRLQKKV|EBLEM& 67
LI1S1 WWIRSORORDHABRNRALIABN{L RENGYEEAYS ISEIVINE | DISKMAGL LEKKWTSVIRLOQKKV|IIELES 71
cC
DALIS1  VAQLUSEE[SSL NS[EECRCCERCRNCKEDAL [MNGSNH I[N T| \of INSVISFHPRFS{EMVSASEDAT I KVWD[ZE] 136
LIS1 LN. .[SAKESFTSEEPL . . [€OKEDPKEW I [gi{dgd=l{YARS SPVTRYI MVSASEDAT I KVWDME 136
wD1
DdLIS1 NIGEFERTLKGHT\IAVQD 1 BFDQIGINL LASCSAD[ET 1 KLWDFQLIE,C\UN CYRFTgSE®OL I 208
LIS1 LGBFERTLKGHTREVQD ISFDESIGNL LASCSADT I KLWDFQEF=CLINTIY ISWA IMENEBHI 208
D2 WwD3

W
DdLIS1 RISRDKT 1 KIYWERATGY CLIK TIRYGH[=\WV R NAYSI=DGRI® | ASCSNDQTLIMIWN A NEECIRAIRIREHN 277
LIS1 aSRDKT IKEWENETGY CYK TIRIGHR=WV RN ENODGLIE I ASCSNDQT \ARYWATLYILNE CIVA =R E 277
WD5

WwD4
DdLIS1 LAFSTANI IDIPGSLLSTPEEKSKV[QEPGENLVGQCGY[RATERZ QR I EL R Yl 347
LIS1 ISWAPESSY. . . .SSISEATESETKISSEKPE. . . . .. a5 [(BSGSRDKT I KIWRAS TGUCLLY T(® 337
WD6
DdLIS1 RIgalPC WeDDKTHRVWDLES[ERCUKTLINE 1 SC{HMECLHNEH TAIEGYYDV I KLQ 422
LIS1 GNYL{ERISG 1{(RSCADRBIGIL RIS Y KNKROMQILN - g ElalaV T SIHBEHKTARYVVIIESUQT ECR 411
WD7

Abbildung 26: Vergleich der Dictyostelium LIS1 und der humanen LIS1 Aminosduresequenzen.
Paarweiser Sequenzvergleich von DdLIS1, mit seinem humanen Homolog LIS1 (,,gap alignment®
Programm (GCGQG)). Identische Aminosduren sind schwarz, dhnliche grau hinterlegt. Die ,,coiled-coil*-
(CC) Domine (Cardoso et al., 2000) ist kursiv und mit einer unterbrochenen Linie markiert; die sieben
WD40 (WD) Doménen (Pilz et al., 1998) sind kursiv gedruckt und durchgéngig unterstrichen.

Das DALIS1-Protein besitzt eine berechnete molekulare Masse von 47 kDa und eine Lange von
422 Aminosduren. DALIS1 ist im Vergleich zu humanem LIS1 ein iiber die gesamte Sequenz

hochkonserviertes Protein (Abbildung 26). So sind 53 % der Aminosduren im Vergleich zu dem
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humanen Homologen identisch. Es weist damit auch die typischen Strukturmerkmale von LIS1-
Proteinen auf, eine N-terminale ,,coiled-coil“~-Doméne und darauf folgend sieben WD40-Motive

(Cardoso et al., 2000; Pilz et al., 1998).

3.3.2 Untersuchung der subzellularen Lokalisation von DdL1S1

3.3.2.1 Untersuchung der Lokalisation von DdLIS1 mit Hilfe polyklonaler Antikorper

Die subzellulire Lokalisation von DALIS1 wurde mit Hilfe spezifischer polyklonaler Antikorper

analysiert. Diese wurden gegen ein bakteriell exprimiertes Fusionsprotein aus dem Maltose-

bindenden-Protein (MBP) und DALIS1 hergestellt. Die polyklonalen anti-DALIS1 Antikorper

o-Tubulin

117 -
96 -

67 -

43-

28~

Abbildung 27: Zellzyklus-abhangige Lokalisation von DdLIS1. DALIS1 (A’) colokalisierte wihrend
aller Zellzyklusstadien mit o-Tubulin (A’”), das mit dem monoklonalen anti-o-Tubulin Antikorper YL1/2
markiert wurde. Abgebildet ist eine Interphase-Zelle (A), in der Uberlagerung ist DALIS1 griin und o-
Tubulin rot dargestellt. In (B) ist eine Metaphasespindel gezeigt. DALIS1 (B’) lokalisierte entlang der
Spindel und an den Spindelpolen. Die Gegenfarbung (B’’) wurde mit dem monoklonalen anti-DdCP224
Antikorper 4/148 (Grif et al., 1999) durchgefiihrt. In der Uberlagerung (B) ist DALIS1 griin und DdCP224
rot dargestellt. Alle Bilder sind Projektionen (max. Int. Modus) konfokaler Bilderstapel (Zeiss LSM
510Meta). Methanol-Fixierung; Malstab, 2 um. (C) ,,Western Blot“-Farbung; Ein cytosolischer
Dictyostelium Zellextrakt wurde aus AX2-Zellen pripariert und mit dem polyklonalen anti-DdLIS1 Serum
gefarbt. Die Bande bei ca. 50 kDa repriasentiert DALIS1. Die Zahlen entsprechen den relativen
molekularen Massen in kDa.
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Erkennen, wie erwartet, spezifisch eine Bande von ca. 50 kDa in ,,Blots* von cytosolischen
Dictyostelium Zellextrakten (Abbildung 27 C).

In der Immunfluoreszenzmikroskopie wurde die DdALIS1-Markierung der polyklonalen anti-
DdLIS1 Antikorper in Interphase-Zellen entlang der Mikrotubuli und am Centrosom beobachtet
(Abbildung 27 A, A’). In mitotischen Zellen lokalisierte DALIS1 entlang der Spindel und an den
Spindelpolen (Abbildung 27 B, B’).

DdLIS1 lokalisiert also widhrend des gesamten Zellzyklus entlang der Mikrotubuli und am

Centrosom.

3.3.2.2 DdLIS1 und DHC sind integrale Bestandteile der centrosomalen Corona

Um nachzuweisen, ob DALIS1 tatsdchlich ein integraler Bestandteil des Centrosoms ist, wurde
die in der konfokalen Immunfluoreszenzmikroskopie an Wildtypzellen (Abbildung 27 A’)
beobachtete ringformige Markierung des Centrosoms an isolierten Centrosomen genauer
untersucht. Tatsdchlich colokalisiert DALIS1 mit DdCP224, einem bekannten Bestandteil der
centrosomalen Corona (Gréf et al., 2000b), an isolierten Centrosomen (Abbildung 28 A, A’, A”’).
Damit ist DALIS1 ein Bestandteil des Centrosoms, dessen Lokalisation nicht von Mikrotubuli
vermittelt wird (vgl. Abbildung 10 und 22). Die Analyse eines Fluoreszenz-Intensitédtsprofils
entlang einer Linie durch das Zentrum des Centrosoms ergab zwei Maxima, deren Abstand mit
dem Durchmesser der centrosomalen Corona iibereinstimmt. Die Position der Maxima zeigt, dass
DdCP224 etwas weiter distal als DdLIS1 Ilokalisiert, DdLIS1 sich also ndher an der
centrosomalen Zentralstruktur befindet (Abbildung 28 A’*’).

Auch Dynein wurde an isolierten Centrosomen gefunden. Immunfiarbungen mit dem anti-DHC
Antikorper y7 (Koonce und Samso, 1996) ergaben eine exakte Colokalisation mit DdCP224 in
der centrosomalen Corona (Abbildung 28 B, B’, B’"). Die Positionen der Maxima der DHC und
DdCP224-Markierungen im Fluoreszenzprofil waren identisch (Abbildung 28 B*””).
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o DdLIS1 |A” ¢ DdCP224
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Abbildung 28: DdLIS1 und DHC sind Bestandteile der centrosomalen Corona. Konfokale
Aufnahmen (Zeiss 510Meta) isolierter Centrosomen, die mit dem anti-DdLIS1 Antikorper (A’), dem anti-
DHC Antikorper y7 (B’) (Koonce und Samso, 1996) und dem anti-DdCP224 Antikdrper 4/148 (A, B””)
markiert wurden. In der Uberlagerung sind DALIS1 (A) und DHC (B) griin dargestellt; DACP224 ist in rot
gezeigt (A und B). (A””’ und B’”’) Fluoreszenz-Intensitétsprofile entlang einer Linie durch das Zentrum
des Centrosoms ergaben jeweils zwei Maxima mit einer Distanz, die dem Durchmesser der centrosomalen
Corona entsprach. (A’’”) Der Plot zeigt, dass DdCP224 (rote Linie) etwas weiter distal von DALIS1 (griine
Linie) lokalisiert. (B*’”) Die Positionen der Maxima von DdCP224 (rote Linie) und DHC (griine Linie)
sind identisch. Formaldehyd-Fixierung; Malstab, 2 pm.

3.3.3 Fur die Untersuchung von DdLIS1 erzeugte Mutanten

Zur weiteren Analyse der Lokalisation und Aufkldrung der Funktion von DdALIS1 wurden
Mutanten erzeugt, die ein GFP-DALIS1 bzw. ein MBP-DdLIS1-Fusionsprotein exprimieren.
Ebenfalls wurden Deletionsmutanten hergestellt, denen die N-terminale ,,coiled-coil“-Doméne
fehlte (MBP-DALISIAN) bzw. die C-terminal gelegenen WD40-Motive fehlten (MBP-
DALIS1AC). Der Versuch einer Gendisruption (vgl. 3.1.5.1) ergab keine lebensfiahigen

Transformanden.
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3.3.4 Analyse der Lokalisation von GFP-DdLIS1 vom Beginn bis zum Ende einer Mitose

Der Ablauf eines gesamten Zellzyklus einer GFP-DALIS1 Mutante konnte durch konfokale 4D-
Mikroskopie aufgenommen werden. Dieses Ereignis zu beobachten ist sehr schwierig, da die
Auswahl der Zellen am Konfokalmikroskop ohne Phasenkontrast fast zufillig ist. Die
Beobachtung eines gesamten Zellzyklus lieferte genaue Informationen iiber die Lokalisation von
DdLIS1 und dariiber hinaus iiber die Dynamik des Mikrotubuli-Cytoskeletts beim Ubergang von
der Interphase in die Mitose.

GFP-DALIS1 lokalisierte wie das endogene Protein wihrend des ganzen Zellzyklus entlang der
Mikrotubuli und am Centrosom (Abbildung 29). Der Abbau der Interphase-Mikrotubuli geschieht
durch Fragmentierung der Mikrotubuli vor und nach der Freisetzung vom Centrosom. Die
Freisetzung der Mikrotubuli vom Centrosom ist ein sehr schneller Prozess, der innerhalb von 10
Sekunden vonstatten geht (Abbildung 29; geschlossene Pfeilspitzen). Die von ihrer
centrosomalen Verankerung befreiten Mikrotubuli und Mikrotubulifragmente werden zum
Zellcortex hin und daran entlang gezogen (Abbildung 29; offene Pfeilspitzen), dies geschieht
wahrscheinlich durch die Aktivitit eines zum Mikrotubuli-minus-Ende hin gerichteten
Motorproteins, also z.B. cortikalem Dynein. Die centrosomale GFP-DdALIS1-Farbung ist auch
nach Freisetzung der Mikrotubuli vom Centrosom (Abbildung 29; Bilder 110-140 sec) als Ring
sichtbar. Mit Einsetzen der Prophase (Abbildung 29; Bilder ab 150 sec) wird mehr GFP-DdLIS1
an das Centrosom rekrutiert. Nach ca. 330 Sekunden ist die Centrosomenduplikation
abgeschlossen (Abbildung 29; Bild 480 sec) und die Mitosespindel wird gebildet. Der Abbau der
freigesetzen Mikrotubuli ist kurz nach Einsetzen der Prophase beendet (Abbildung 29; Bild
180 sec). Die Mitosespindel wird verldngert, die Zelle durchlduft Metaphase und Telophase, bis
die Spindel reiflit und das Interphase-Cytoskelett wieder aufgebaut wird (Abbildung 29; Bild
sec 1120).
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Abbildung 29 und Film_Abb29.mov: 4D-konfokalmikroskopische (Zeiss 510Meta)
Lebendzellbeobachtung einer GFP-DdL1S1-Zelle unter Agaroverlay (Fukui, 1987) beim Durchlaufen
einer Mitose von der Interphase bis zum Einsetzen der Cytokinese. Entlang des Zellcortex bewegte
Mikrotubuli sind mit offenen Pfeilspitzen gekennzeichnet (90/100 sec, 120/130 sec, 160/170 sec). Die
Freisetzung der Mikrotubuli vom Centrosom ist mit geschlossenen Pfeilspitzen markiert (110/120 sec).
Die Zeitrafferaufnahmen sind Bilder von z-Stapeln, die aus fiinf konfokalen Schnitten mit einem Abstand
von je 1,6 um projiziert worden sind. Am Zeitpunkt 600 sec wurde die Aufnahme-Empfindlichkeit
reduziert, um die Details der Spindel besser erkennen zu konnen. Mal3stab, 2 um.
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3.3.5 DdLIS1 spielt eine Rolle bei der Cytokinese und dem Spindelaufbau

GFP-DdLIS1 wurde - ebenso wie die MBP-DdLIS1 Konstrukte - kurz nach der Transformation
etwa 8-10 fach iiberexprimiert. Dieser Uberexpressionsgrad gilt fiir die ganze Zellpopulation und
kann in den individuellen Zellen abweichend sein. In ca. 25 % der frisch transformierten GFP-

DdLIS1-Uberexpressions-Mutanten fanden sich multinukleére Zellen mit iiberzéhligen

GFP-DdLIS1E™

Abbildung 30: DALIS1 spielt eine Rolle bei der Cytokinese und dem Spindelaufbau. (A) und (B) sind
Bilder von multinukledren GFP-DdLIS1-Mutanten mit {iberzidhligen Centrosomen in der Interphase; (C),
(D) und (E) von mitotischen Zellen mit schweren Spindeldefekten. In der Uberlagerung ist die GFP-
Fluoreszenz griin dargestellt, die Gegenfarbung mit dem anti-DdEB1 Antikorper ist in rot; die DNA
(TOPRO?3) in blau dargestellt. Die Bilder sind Projektionen (max. Int. Modus) konfokaler Bilderstapel
(Zeiss 510Meta). Formaldehyd-Aceton-Fixierung; Malistab, 2 um.
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Centrosomen (Abbildung 30). Etwa die Hélfte dieser Zellen zeigte eine extreme Haufung der
Kern- und Centrosomenzahl. Die in Abbildung 30 B gezeigte Zelle besitzt 35 Kerne und 85
Centrosomen. Solche Zellen zeigten auch hiufig schwere Mitosedefekte. So wurden neben
reguldren Mitosespindeln mit assoziierter DNA auch unduplizierte Centrosomen mit assoziierter
DNA und Centrosomen mit Interphase-Cytoskelett beobachtet (Abbildung 30 C). In Abbildung
30 D und E sind mitotische Zellen abgebildet, deren Kerne mit mehr als einem Centrosom
assoziiert sind und deformierte Mitosespindeln, teilweise mit drei Spindelpolen, aufweisen. Das
Auftreten von zusitzlichen kleinen DNA-Massen lief3 darauf schlielen, dass die Mutanten zur

korrekten Segregation der Chromosomen nicht in der Lage waren.

3.3.6 DdLIS1 spielt eine Rolle bei der Mikrotubuli/Zellcortex Verankerung

3.3.6.1 DAL IS1-Uberexpression fiihrt zu Disorganisation des Mikrotubuli-Cytoskeletts

Die Uberexpression von DALIS1, sowohl als GFP- und MBP-Fusionsprotein als auch in Form
von N- bzw. C-terminal deletierten MBP-DdLIS1 Fragmenten (MBP-DdLISIAN und MBP-

DdLIS1AC; Daten nicht gezeigt), storte die Organisation des Interphase-Mikrotubuli-Cytoskeletts
(Abbildung 31).

GFP-DdLIS1| B GFP-DdLIS1 & o=Tubulin

<&

| mBP-DdLIS1 Zellen

Abbildung 31: DALIS1-Uberexpression fiihrt zu Mikrotubulibiindelung und Elongation. (A) ist ein
Ubersichtsbild einer reprisentativen Population von GFP-DdLIS1-Mutanten; (B) zeigt ein typisches Bild
der verinderten Mikrotubuliorganisation in einer GFP-DdLIS1-Mutante. (C) Auch Uberexpression von
MBP-DALIS1 fithrt zu gestorter Organisation des Mikrotubuli-Cytoskeletts. Hier ist die
Mikrotubulimarkierung mit dem monoklonalen anti-o-Tubulin Antikdrper YL1/2 dargestellt. Die Bilder
sind Projektionen (max. Intens. Modus) konfokaler Bilderstapel (Zeiss 510Meta). Glutaraldehyd-
Fixierung; MaBstab 2 pm.
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Sowohl in AX2-Zellen als auch in GFP-a-Tubulin-Zellen gehen alle Interphase-Mikrotubuli
radidar vom Centrosom aus, wobei sich die plus-Enden nahe am Zellcortex befinden. Im
Gegensatz dazu war in DdLIS1-liberexprimierenden Zellen das normale radidre Interphase-
Mikrotubulisystem héufig kollabiert. Die Mikrotubuli-plus-Enden schienen den Kontakt mit dem
Zellcortex verloren zu haben. Die Mikrotubuli erschienen oft gebiindelt, waren lénger als iiblich
und wellten sich durch die Zelle.

Um die Dynamik des kollabierten Mikrotubulisystems in lebenden Zellen néher zu untersuchen,
wurden GFP-DALIS1-Zellen mittels vierdimensionaler Konfokalmikroskopie aufgenommen
(Abbildung 32 A). Dabei erwiesen sich die kollabierten Mikrotubuli als auflerordentlich motil.
Die Mikrotubuli dhnelten oft einem mit dem Centrosom verbundenen Kometenschweif. Die
gebilindelten Mikrotubuli entfalteten sich von Zeit zu Zeit, um dann erneut zu einem dichten
Biindel zu kollabieren. Das Centrosom selbst kreiste schnell und kontinuierlich, oft auch nahe am
Zellcortex durch die Zelle und schien von den Mikrotubuli durch die Zelle geschoben zu werden.
In Wildtypzellen bzw. in GFP-a-Tubulin-Zellen wird das Centrosom im Gegensatz dazu immer
im Zellzentrum gehalten (Abbildung 32 B). Dieser Phinotyp der DALIS1-Uberexpression gleicht
demjenigen, der durch die Uberexpression der Motordoméne der schweren Dyneinkette (Koonce
et al., 1999) bzw. durch die Uberexpression von entweder N-terminal oder C-terminal verkiirzten
Fragmenten der intermedidren Dyneinkette (Ma et al., 1999) verursacht wird. In letzterer Mutante
ist der cortikale Dynein/Dynaktin Komplex disrumpiert. Dies scheint auch die Verankerung der
Mikrotubuli-plus-Enden via Dynein/Dynaktin zu verhindern (Ma et al., 1999). Auch DdCP224
spielt eine Rolle bei der Mikrotubuli/Zellcortex Interaktion. Uberexpression eines N-terminalen
Fragments von DdCP224 fiihrt zum Kollaps der Interphase-Mikrotubuli (unpublizierte Arbeit

von Andrea Hestermann).
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A. GFP-DdLIS1 Mutante
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Abbildung 32 und Film_Abb32.mov: 4D-konfokalmikroskopische Lebendbeobachtung der
Mikrotubuliorganisation und Centrosomenmotilitét in einer typischen GFP-DdLIS1 Mutante (A)
und der Wildtypsituation in einer GFP-a-Tubulin exprimierenden Zelle (B). Die Aufnahmen wurden unter
Agaroverlay (Fukui, 1987) angefertigt (Zeiss 510Meta). Die Bilder wurden aus sechs konfokalen
Schnitten des jeweiligen z-Stapels (Abstand von je 5,1 um) projiziert. Mafistab 2 um.
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3.3.6.2 DALIS1 interagiert mit DACP224 und der schweren Dyneinkette

Da die Ahnlichkeit der Phiinotypen der Dynein-, DdCP224- und DdLISI-Mutanten ein
Zusammenwirken dieser drei Proteine bei der Verankerung der Mikrotubuli am Zellcortex
wahrscheinlich erscheinen lassen, wurde durch Coimmunprézipitationsexperimente untersucht,
ob diese Proteine auch direkt interagieren. Tatsdchlich konnte an DdLIS1 bzw. an die
intermedidre Dyneinkette gebundenes DACP224 mit anti-DdLIS1 Antikdrpern bzw. dem anti-
DHC Antikorper y7 (Koonce und Samso, 1996) spezifisch aus cytosolischen Dictyostelium
Zellextrakten prazipitiert werden (Abbildung 33). Umgekehrt konnte auch MBP-DALIST mit
anti-DdCP224 Antikorpern aus Zellextrakten von MBP-DdALIS1-Mutanten prézipitiert werden
(Abbildung 33). Die Verwendung der MBP-DdALIS-Mutanten zum Nachweis der
Coimmunprézipitation war notwendig, da die endogene DALIS1 Bande im Western Blot durch
die gleichgrofle IgG-HC Bande tiberdeckt wird. Ebenso prézipitierte die schwere Dyneinkette aus
Wildtyp-Zellextrakten mit an anti-DALIS1 Antikdrper gebundenem DdLIS1 (Abbildung 33).
Somit liegen DALIS1, DdCP224 und DHC in einem cytosolischen Komplex vor.

Zellextrakt
aus: MBP-DdLIS1 Zellen Wildtyp-Zellen Wildtyp-Zellen
[ (8
A av LN A
1P mit & © L & Vo ©
N v & DI & B A g
Antikérper  ® R" @ 2 R D o KNP o 09 o P RS
gegen: & & W L M P L & P L
— . ieam .
-
gefarbt mit anti-MBP anti-DACP224 anti-DHC
Antikorper:

Abbildung 33: DdLIS1 interagiert mit DdCP224 und der schweren Dyneinkette (DHC).
Coimmunprazipitation von DdLIS1 mit DdCP224 und DHC aus cytosolischen Dictyostelium
Zellextrakten (MBP-DdLIS1-Mutanten oder AX2-Wildtypzellen; wie zuoberst angegeben). Die
Coprézipitate wurden auf 12.5 % Acrylamidgele geladen und nach Elektrophorese geblottet. Zur
Prézipitation wurde Protein-G Sepharose als Matrix benutzt. Die zur Immunprézipitation verwendeten
Antikorper, polyklonaler anti-DHC Antikdrper y7 (Koonce und Samso, 1996), polyklonaler anti-
DdCP224 Antikorper DACP224HIND (Ralph Grif), polyklonaler anti-MBP Antikorper (Gréf, 2001a) und
polyklonaler anti-DdLIS1 Antikdrper, sind oben angegeben; die fiir die ,,Western Blot“-Féarbung
verwendeten Antikorper sind unter der Abbildung angegeben. Als Kontroll-Antikérper wurden die
DdLIS1 und DdCP224Hind Prdimmunseren und der polyklonale anti-GFP Antikorper (Faix et al., 2001)
verwendet.
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3.3.6.3 Uberexpression von DALIS1 verursacht einen Zerfall des Golgi-Apparates

Mehrere Studien haben die Notwendigkeit eines intakten Dynein/Dynaktin Komplexes bei der
korrekten Positionierung des Golgi-Apparates gezeigt (Burkhardt et al., 1997; Corthesy Theulaz
et al., 1992; Ma et al., 1999). Die Golgi-Vesikel werden mittels Dynein zum Centrosom hin
transportiert und am Centrosom gehalten. Verlust der Motorfunktion oder Storung des
,Verbindungskomplexes® fithrt zu einer Dispersion des Golgi-Apparates. Somit ist die
Lokalisation des Golgi-Apparates ein guter Indikator fiir die Funktion des Dynein/Dynaktin

Komplexes in vivo.

Comitin

Comitin

Comitin

Abbildung 34: DdLIS1-Uberexpression verursacht Golgi-Dispersion. AX2-Wildtypzellen (A) und
GFP-DdLIS1-Mutanten (B und C) wurden mit dem anti-Comitin Antikdrper (Weiner et al., 1993) zur
Darstellung des Golgi-Apparates gefarbt (A’’; B’’; C”). Die Mikrotubuli-Gegenfarbung erfolgte in (A)
mit dem anti-DdEB1 Antikorper. In der Uberlagerung ist die DdEB1-Firbung (A) bzw. die GFP-DdLIS]-
Fluoreszenz griin (B und C) und die Comitin/Golgi-Farbung in rot dargestellt. In Dictyostelium
Wildtypzellen liegt der Golgi-Komplex als kompaktes Aggregat am Centrosom vor (A), wéhrend die
Uberexpression von GFP-DALIS1 zur Dispersion des Golgi-Apparates fithrte (B und C). Die Bilder sind
Projektionen (max. Int. Modus) konfokaler Bilderstapel (Zeiss 510Meta).

Methanol-Fixierung; Maflstab 2 um.
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Die Lokalisation des Golgi-Apparates wurde durch Immunfluoreszenzmikroskopie unter
Verwendung eines monoklonalen Antikdrpers gegen Comitin (Weiner et al., 1993) untersucht. In
Dictyostelium Zellen liegt der Golgi-Komplex als kompaktes perinukledres Aggregat am
Centrosom vor (Abbildung 34 A). Im Gegensatz dazu sind die Golgi-Vesikel in den GFP-
DdLIS1-Mutanten im ganzen Cytoplasma verteilt (Abbildung 34 B und C). Moglicherweise
besteht auch ein Zusammenhang mit dem Grad der DdALIS1-Uberexpression und der
Funktionsféhigkeit des Dynein/Dynaktin Komplexes. So ist in GFP-DdLIS1-Zellen mit intaktem
radidrem Mikrotubulisystem haufig dennoch eine partielle Stérung der Golgiorganisation
festzustellen (Abbildung 34 B), wihrend bei Zellen mit gestorter Mikrotubuli/Cortex Interaktion
eine vollstindige Desorganisation des Golgi-Apparates vorliegt (Abbildung 34 C). Der klare
Einfluss der DALIS1-Uberexpression auf die Organisation des Golgi-Apparates stiitzt die These,
dass durch DALIS1-Uberexpression die Funktion des Dynein/Dynaktin Komplexes gestort wird.

3.3.7 DdLIS1-Uberexpression verringert Zellmotilitdt und verandert die Aktindynamik

3.3.7.1 DAL IS1-Uberexpression fiihrt zu verringerter Zellmotilitat

In Neuronen sind die schweren Zellmotilititsdefekte aufgrund von Mutationen im LIS1-Gen die
Ursache fiir die dramatische Storung der Gehirnentwicklung bei der Lissenzephalie (Lo Nigro et
al., 1997; Reiner et al., 1993). In diesem Kontext lag es nahe, dic Motilitdt der DdLISI
liberexprimierenden Dictyostelium Mutanten zu untersuchen. Dazu wurde die Motilitit der GFP-
DdLIS1-Zellen mit denen von GFP-a-Tubulin-Zellen verglichen. Um sicherzustellen, dass jede
der beobachteten Zellen das GFP-DdLIS1-Fusionsprotein exprimierte, wurde der GFP-Kanal
wiahrend der Zeitrafferaufnahme am Konfokalmikroskop parallel zum Hellfeldkanal
aufgezeichnet (Abbildung 35). Die Beobachtung {iber einen Zeitraum von 40 Minuten zeigte eine
dramatische Reduktion der Zellmotilitit der GFP-DdLIS1-Mutanten (Abbildung 35). In
Abbildung 35 A’ und B’’ reprisentiert jede Linie das Wanderungsverhalten einer einzelnen
Amobe wihrend 40 Minuten. Alle analysierten GFP-DdLIS1-Mutanten zeigten iiber den
Beobachtungszeitraum Zellbewegungen, die aber bei den meisten Zellen nicht in Raumgewinn

resultierten (Film Abb35.mov). Auch die Uberexpression von MBP-DALIS1 fiihrte zu einem
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schweren Migrationsdefekt (Daten nicht gezeigt). Das Erscheinungsbild der Zellen im Hellfeld
(Abbildung 35 B’) - runde Zellen mit vielen lappig zerkliifteten Pseudopodien — unterschied sich
deutlich von dem Erscheinungsbild der GFP-a-Tubulin-Kontrollzellen, welche lang gestreckter

waren und deutlich weniger Pseudopodien aufwiesen (Abbildung 35 A”).

GFP-DdLIS1 Zellen

66

1 1 1 1 1
22 66 [um]

-

[wm] L

GFP-DdLIS1 ; - Phasenkontrast

Abbildung 35 und Film_Abb35.mov: GFP-DdLIS1-Mutanten zeigen verringerte Zellmotilitat. 4D-
konfokalmikroskopische (Zeiss 510Meta) Lebendbeobachtung der Motilitit von GFP-a-Tubulin-
Kontrollzellen (A) und GFP-DALIS1-Mutanten (B) in Medium. Gezeigt ist jeweils das Startbild der
Lebendbeobachtung; der Fluoreszenzkanal (A und B) ist eine Projektion aus 5 konfokalen Schnitten des
jeweiligen z-Stapels; der Phasenkontrast (A’ und B’) zeigt nur eine Schirfenebene. In A’” und B”’
repréisentiert jede Linie das Wanderungsverhalten einer einzelnen Amdbe im Zeitraum von 40 Minuten.
Die Daten wurden aus je drei unterschiedlichen Experimenten erhoben. Die Motilititsspuren wurden zur
besseren Vergleichbarkeit in einen gemeinsamen Startpunkt projiziert. MaBstab 2 pm.
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3.3.7.2 Dictyostelium Zellmotilitat bendtigt kein intaktes Mikrotubuli-Cytoskelett

Um festzustellen, ob die Storung der Mikrotubuli/Zellcortex Interaktion die Ursache fiir die
dramatisch reduzierte Zellmotilitit der DdLIS1-Mutanten darstellt, wurden GFP-o-Tubulin-
Kontrollzellen mit Nocodazol behandelt. Die daraus resultierende Depolymerisation des
Mikrotubuli-Cytoskeletts, bei der die Mikrotubuli zu kurz sind um noch mit dem Zellcortex
interagieren zu konnen, sollte die DALIS1 induzierte Storung des Interphase-Mikrotubulisystems
nachahmen. Verglichen mit unbehandelten Zellen (Abbildung 35 A’’), fiihrte diese Behandlung
nur zu einer relativ geringen Einschrinkung der Zellmotilitit (Abbildung 36 A). Die
durchschnittlich zuriickgelegte Strecke von unbehandelten GFP-a-Tubulin-Zellen von 5,15 +/-
0,35 pum/min (n=8) sank nach Nocodazolbehandlung (300uM) nur leicht auf 4,23 +/-
0,68 pm/min (n=12). Die Persistenz der Zellbewegungen war allerdings deutlich beeintrachtigt
(Abbildung 35 A’ und 35 A). Die fiir die Direktionalitit der Dictyostelium Migration
notwendige Centrosomenreorientierung (Ueda et al., 1997) kann, wohl bedingt durch das

fehlende Mikrotubuli-Cytoskelett, nicht erfolgen.

A Nocodazol-Behandlung B Latrunkulin-Behhandlung
66 66 r

GFP-u-Tubulin Zellen n=11 GFP-w-Tubulin Zellen n=12

Pl BPEPET TS EPEE ST A B
22 66 [um]

Abbildung 36: Dictyostelium Zellmotilitdt bendtigt kein intaktes Mikrotubuli-Cytoskelett.
Lebendbeobachtung der Motilitdt von GFP-o-Tubulin-Kontrollzellen in Medium, nach vorangegangener 1
stiindiger und wahrend des Beobachtungszeitraums (40 min) anhaltender Inkubation mit (A) 300 uM
Nocodazol bzw. (B) mit 0,2 uM Latrunculin A. Die Aufnahme und Auswertung wurde wie unter
Abbildung 35 beschrieben durchgefiihrt.
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Da die Simulation der DALIS1-bedingten Defekte der Interphase-Mikrotubuliorganisation durch
die Nocodazolbehandlung den dramatischen Motilitdtsdefekt der DdLIS1-Mutanten nicht
zufrieden stellend erklarte, wurde die Notwendigkeit eines intakten Aktin-Cytoskeletts fiir die
Dictyostelium Zellmotilitdt untersucht. Dazu wurde das F-Aktin Netzwerk in GFP-a-Tubulin-
Kontrollzellen durch Behandlung mit geringen Konzentrationen von Latrunculin A (0,2 uM)
partiell depolymerisiert. Latrunculin A inhibiert die Aktin-Polymerisation durch die Bildung
eines nicht polymerisationsfahigen Komplexes mit G-Aktin (Spector et al., 1989). Daraus
resultierte eine deutliche Verringerung der Motilitdt, die vergleichbar mit der in DdLISI-
Mutanten war (Abbildung 36 B und 34 B’’). Die durchschnittlich zuriickgelegte Strecke von
Latrunculin A behandelten GFP-o-Tubulin-Zellen betrug nur noch 1,90 +/- 0,61 pm/min (n=12).
Dies ist aber noch etwas mehr als im Falle der GFP-DdLIS1-Mutanten, die nur 1,31 +/- 0,46
um/min (n=10) zuriicklegten. Dictyostelium Amdben benétigen also zur Zellbewegung ein
intaktes Aktin-Cytoskelettsystem, die Mikrotubuli scheinen dagegen nur fiir die Direktionalitit

der Bewegung notwendig zu sein.

3.3.7.3DdLIS1 exprimierende GFP-Aktin-Zellen zeigen eine veranderte Aktindynamik

Die aus der Uberexpression von DALISI resultierenden Motilititsdefekte sind also nicht durch
die beobachtete Mikrotubulidisorganisation erklirbar. Gleichzeitig zeigten mit Latrunculin A
behandelte Zellen eine dramatische Reduktion der Zellmotilitit. Es lag daher nahe, dass die
Uberexpression von DALISI die Aktindynamik verindert. Zur Analyse der Aktindynamik
wurden GFP-Aktin-Zellen (Westphal et al., 1997) mit dem MBP-DALIS1 Expressionsvektor
transformiert. Die Aktindynamik wurde durch 4D-Konfokalmikroskopie unmittelbar an der
Zell/Glas-Kontaktfliche in den resultierenden GFP-Aktin/MBP-DdLIS1-Doppelmutanten
visualisiert. Entsprechend der Wildtypsituation ist in den sich frei auf einer Glasoberfldche
bewegenden GFP-Aktin-Kontrollzellen das GFP-Aktin an der Zellperipherie in Filopodien und
Lamellipodien konzentriert (Westphal et al., 1997) (Abbildung 37 A). Im Gegensatz dazu ist in
den GFP-Aktin/MBP-DdLIS1-Mutanten eine verdnderte Aktindynamik festzustellen (Abbildung
37 B). Wellen von F-Aktin ziehen iiber den gesamten Beobachtungszeitraum von 24 Minuten

iiber die Zellunterseite. Diese dynamische Organisation von Aktin an den Stellen des
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Zell/Substrat-Kontakts reflektiert die Anderungen in der GroBe und Art dieser Kontaktstellen.
Die Wellenmuster entstehen typischerweise aus punktformigen Proteinaggregaten auf der
Unterseite der Zellen, die im ersten Bild der Zeitserie (Abbildung 37 B) deutlich sichtbar sind.
Sobald gebildet, konnen sich die Wellen ausdehnen, wieder abnehmen, zusammenziehen oder
von neuem vergrofern. Die gleiche verdnderte Aktindynamik wurde auch in GFP-Aktin-
Mutanten beobachtet die ein N- bzw. C-terminal verkiirztes MBP-DdLIS1-Fusionsprotein
exprimierten (MBP-DALIS1AN und MBP-DdLIS1AC; Daten nicht gezeigt).

In AX2-Zellen ist diese pulsartige Aktindynamik ein sehr seltenes Ereignis, das im Rahmen
dieser Arbeit nie beobachtet werden konnte, obwohl dieses Phidnomen in der Literatur auch an
AX2-Zellen beschriecben wurde (Bretschneider et al., 2002; Vicker, 2002b). Durch eine
Verringerung des F-Aktin Gehalts der Zellen aufgrund der Behandlung mit geringen Mengen von
Latrunculin A (0,2 uM), die ausreichend war, um die Motilitdt von Kontrollzellen nahezu zum
Erliegen zu bringen (Abbildung 36 B), konnte die wellenférmige Aktindynamik zuverldssig
induziert werden (Abbildung 37 C). Die durch Latrunculin A Behandlung induzierte verénderte
Aktindynamik war nicht von der in den GFP-Aktin/MBP-DdLIS1-Zellen beobachteten zu
unterscheiden (Abbildung 37 B und C).
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A. GFP-Aktin-Kontrollzelle
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Abbildung 37 und Film_Abb37: GFP-Aktin/MBP-DdLIS1-Mutanten zeigen eine veranderte,
wellenformige Aktindynamik. 4D-konfokalmikroskopische (Zeiss 510Meta) Lebendbeobachtung der
Aktindynamik von (A) GFP-Aktin-Kontrollzellen, (B) GFP-Aktin/MBP-DdLIS1-Mutanten und (C)
Latrunculin A (0,2 uM) behandelten GFP-Aktin-Zellen, in Medium. Die Ebene der Konfokalaufnahme
war unmittelbar oberhalb der Glasoberfliche, so dass in Zellarealen nahe der Glasoberfliche
zweidimensionale Muster der Aktinorganisation erhalten wurden.
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3.3.7.4 F-Aktin Verteilung und Gehalt sind in GFP-DdLIS1-Mutanten verandert

Zu einer genauen Analyse des F-Aktin Gehalts wurden GFP-DdLIS1-Mutanten mit TRITC-
Phalloidin gefdrbt und Fluoreszenz-Intensititsprofile von konfokalmikroskopischen Aufnahmen

der Zellen angefertigt.
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Abbildung 38: Die Verteilung und der Gehalt von F-Aktin sind in GFP-DdLIS1-Mutanten
verandert. Gezeigt ist eine konfokale Aufnahme (Zeiss 510Meta) von TRITC-Phalloidin gefarbten AX2-
Kontrollzellen (A) und GFP-DdALIS1-Mutanten (B). (A’ und B’) sind die korrespondierenden
Hellfeldaufnahmen. Die Ebene der Konfokalaufnahme ist unmittelbar oberhalb der Glasoberfldche. Der
Gehalt an F-Aktin wurde durch Fluoreszenz-Intensitétsprofile entlang einer Linie in 12 (A’’) bzw. 13
(B’’) Féllen in 2 unabhéngigen Experimenten ermittelt (ImageJ Programm). Die erhaltenen Werte der
jeweiligen Zellpopulation wurden gemittelt. In (A) und (B) sind beispielhaft sieben Zellen mit den Linien
gezeigt, entlang derer die Fluoreszenz-Intensititsprofile ermittelt wurden. Im Falle der AX2-
Wildtypzellen (A’’) ergibt dies zwei Maxima, die mit den Zellrdndern iibereinstimmen. In den GFP-
DdLIS1-Mutanten (B’’) ist das Fluoreszenzprofil flacher, mit sehr schwachen Maxima an den
Zellrandern. Formaldehyd-Aceton-Fixierung; MaBstab, 2 pm.
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Die Daten von mehreren Kurven wurden gemittelt und mit denen von AX2-Kontrollzellen
verglichen (Abbildung 38). Dabei zeigten sich grofle Unterschiede im Gehalt und der Verteilung
von F-Aktin. GFP-DdLISI-Mutanten wiesen einen deutlich reduzierten F-Aktin Gehalt auf
(Abbildung 38 B und B’’). Zudem war das F-Aktin gleichméBiger iiber die Zellen verteilt und
nur schwach in der Zellperipherie angereichert, wihrend F-Aktin bei AX2-Kontrollzellen
deutlich in der Zellperipherie konzentriert war (Abbildung 38 A und A’’).

3.3.7.5DdLIS1 Expression verandert den F-Aktin/G-Aktin Gehalt ahnlich wie eine

Behandlung mit Latrunculin A

Der Einfluss der DALIS1-Uberexpression auf die Aktinorganisation wurde biochemisch bestitigt.
Dazu wurden adherente Zellen mit Triton-X-100 lysiert und die F-Aktin Menge in dem nach
Ultrazentrifugation erhaltenen Triton-X-100-unldslichen 100000 g-Pellet mit dem Gehalt an G-
Aktin im Uberstand verglichen. Aktin wurde auf einem Immunoblot mit dem monoklonalen anti-
Aktin Antikorper 224-236-1 (Westphal et al., 1997) nachgewiesen. Im Wildtypzustand lag der
Grofteil des Aktins als F-Aktin im Pellet vor, wéihrend sich nur wenig Aktin als G-Aktin oder
kurze F-Aktin Filamente im Uberstand befand (Abbildung 39). Eine Behandlung mit 2 pM
Latrunculin A fiihrte zu einer fast vollstindigen Deassemblierung des F-Aktins (Abbildung 39).
Die Inkubation der Zellen mit 0,2 uM Latrunculin A, derjenigen Konzentration, die auch die
Motilitdit von AX2-Wildtypzellen nahezu zum Erliegen brachte (Abbildung 36) und die
veranderte wellenformige Aktindynamik in GFP-Aktin-Zellen induzierte (Abbildung 37 C),
fithrte auch zu einer deutlichen Verschiebung des F-Aktin/G-Aktin Verhéltnisses. F- und G-Aktin
lagen hier in etwa gleichen Mengen vor (Abbildung 39). Ein vergleichbares F-Aktin/G-Aktin
Verhiltnis lag auch in den MBP-DdLIS1AC- und MBP-DdLIS1-Zellen vor.

Die Uberexpression von DALIS1 oder von Fragmenten dieses Proteins fiihrt also zu einer
Verringerung des F-Aktin Gehalts, die ursdchlich fiir die beobachtete Verdnderung der

Aktindynamik und den Zellmigrationsdefekt sein kdnnte.
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Abbildung 39: Uberexpression von DALIS1 fihrt zu einer Reduktion des F-Aktin Gehalts, dhnlich
wie eine Behandlung mit Latrunculin A. Das Triton-X-100-unldsliche Cytoskelett wurde durch
Ultrazentrifugation (50000 rpm, Beckman UZ, TLA100.3) aus adherenten Zellen pripariert. Dazu wurden
unbehandelte AX2-Kontrollzellen, mit 2,0 uM bzw. 0,2 uM Latrunculin A behandelte AX2-Zellen und
MBP-DdLIS1AC bzw. MBP-DdLIS1-Mutanten verwendet. Pellet und Uberstand wurden in gleichen
Mengen auf ein 12.5 % Acrylamidgel geladen und nach Elektrophorese geblottet. Aktin wurde mit dem
monoklonalen anti-Aktin Antikorper 224-236-1 (Westphal et al., 1997) detektiert. Das so erhaltene Pellet
(P) reprisentiert den F-Aktin Gehalt, der Uberstand (U) den G-Aktin Gehalt der Zellpopulation.

3.3.8 Uberexpression der intermedidren Dyneinkette filhrt zu Stérung der

Mikrotubuli/Zellcortex Verankerung und einer Veranderung des Aktin-Cytoskelett

Die Ahnlichkeiten der Phénotypen der DALIS1- und der Dynein-Uberexpressionsmutanten
(Koonce et al., 1999; Ma et al., 1999) fiihrten zu der Frage, ob mdglicherweise der
Dynein/Dynaktin Komplex selbst nicht nur fiir die Mikrotubuli/Zellcortex Interaktion benétigt
wird, sondern auch an der Regulation der Aktindynamik beteiligt ist. Dazu wurden Mutanten
erzeugt, die den von Ma et al. (1999) beschriebenen entsprechen. So zeigen Zellen, die ein C-
terminal deletiertes Fragment der intermedidren Dyneinkette (DICAC-myc) exprimieren, eine
Disorganisation des Mikrotubuli-Cytoskeletts (Abbildung 40 A, A’) und weisen zusitzlich ein
verdndertes Aktin-Cytoskelett auf (Abbildung 40 B, B’; C, C’).

92



Ergebnisse

Uberlagerung | A o-Tubulin

Abbildung 40: DICAC-myc-Mutanten zeigen MT Disorganisation (A) und ein veréndertes Aktin-
Cytoskelett (B und C). In der Uberlagerung ist die Mikrotubuli-Firbung (A) mit dem monoklonalen anti-
o-Tubulin Antikérper YL1/2 und in (B) und (C) die F-Aktin-Farbung mit TRITC-Phalloidin griin
dargestellt. Die Farbung mit dem monoklonalen anti-c-myc Antikorper 9E10 (Evan et al., 1985) ist rot
abgebildet. In (A) ist die DNA-Firbung (DAPI) in blau gezeigt. Bild (A) ist eine
epifluoreszenzmikroskopische Aufnahme (Zeiss Axiovert). (B) und (C) sind Konfokalaufnahmen (Zeiss
510Meta). Formaldehyd-Aceton-Fixierung ; Malistab 2 pm.
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4. Diskussion

4.1  Untersuchung von D. discoideum EB1

4.1.1 Domanenanalyse und Bindungspartner von DdEB1

Ahnlich wie die anderen Mitglieder der EBI1-Proteinfamilie ist DdEB1 ein Mikrotubuli-
assoziiertes Protein, das hauptsichlich an den Mikrotubulienden konzentriert ist. Seine,
verglichen mit allen anderen EB1-Homologen nahezu doppelte GroBe und seine Rolle als
integraler Bestandteil des Centrosoms machen DdEBI jedoch zu einer Ausnahme. Der
Sequenzvergleich mit dem humanen EB1 zeigt, dass die ersten 122 Aminoséuren, inklusive der
darin liegenden Mikrotubuli-Bindungsstelle (Hayashi und Ikura, 2003; Juwana et al., 1999), hoch
konserviert sind (Abbildung 6). Die folgende Sequenz ist weniger gut konserviert und enthélt
Sequenzinsertionen, denen jedoch keine Funktion zugeordnet werden konnte. Die C-terminale
Sequenz enthilt eine “coiled-coil“-Doméne, die fiir alle EB1-Proteine vorhergesagt wurde.
Obwohl sowohl die Deletion der N-terminalen Mikrotubuli-Bindungsdoméne als auch die
Deletion des C-terminalen Teils, einschlieBlich der ,,coiled-coil“-Doméne, die DdEB1 Bindung
an Mikrotubuli verhinderte, waren die verkiirzten Proteine immer noch am Centrosom lokalisiert
(Abbildung 11). Somit scheint die centrosomale Bindung von DdEB1 unabhingig von der Homo-
Oligomerisierung zu sein, die von der ,,coiled-coil“~-Doméne vermittelt wird (Abbildung 12). Die
fiir die centrosomale Lokalisation verantwortliche Doméne liegt hochstwahrscheinlich in dem
Sequenzabschnitt, der sowohl in der C- als auch in der N-terminal verkiirzten Mutante vorhanden
ist (Aminosdure 129-281).

Die DdAEBI-Deletionsmutanten zeigten klar, dass die N-terminale Mikrotubuli-Bindungsstelle
nicht die einzige Determinante fiir die DdEB1-Mikrotubuli-Assoziation darstellt. Die zwei GFP-
Deletionsmutanten GFP-DdEB1A328C und GFP-DdEB1A281C, die sich nur durch die
Anwesenheit der “coiled-coil”’-Doméne unterschieden, zeigten, dass der C-terminale Teil hinter
der “coiled-coil”’-Domine fiir keine der beobachteten DdEBI-Lokalisationen bendtigt wird.
Dagegen ist die “coiled-coil”’-Doméne essentiell fiir die Bindung an Mikrotubuli (Abbildung 11).
Die Untersuchungen der bakteriell exprimierten MBP-DdEBI1-Fusionsproteine ergab, dass die

“coiled-coil”-Domine die Bildung eines DdEB1-Homo-Oligomers, hdchstwahrscheinlich eines
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Tetramers, vermittelt (Abbildung 12). Diese Oligomerisierung scheint in vivo eine Voraussetzung
fiir die Mikrotubulibindung zu sein. Die intermolekularen Wechselwirkungen zwischen den
einzelnen DAEB1 Ketten konnten dhnlich ablaufen wie fiir andere homotetramere “coiled-coil”-
Proteine, wie zum Beispiel fiir das ,,ber protein®, das ,,cartilage matrix protein” oder das virale
NSP4-Protein (Beck et al., 1997, McWhirter et al., 1993; Taylor et al., 1996) beschrieben. Die
Anwesenheit der “coiled-coil”’-Doméne in allen EB1-Proteinen spricht dafiir, dass eine Homo-
Oligomerisierung generell fiir die Bindung von EB1 an Mikrotubuli benétigt wird.

Trotz seiner Féahigkeit, direkt an Mikrotubuli zu binden (Juwana et al., 1999), ist es moglich, dass
andere Bindungspartner wie XMAP215-Proteine (Ohkura et al., 2001) die Anwesenheit von EB1
an Mikrotubulienden, an den Kinetochoren und am Centrosom vermitteln. Das XMAP215-
Homologe in Dictyostelium, DdCP224, wurde zunichst als centrosomales Protein beschrieben
(Grif et al., 2000b). In der vorliegenden Arbeit konnte zum ersten Mal eine Colokalisation von
XMAP215- und EB1-Proteinen an den Mikrotubulienden, dem Centrosom und den Kinetochoren
gezeigt werden (Abbildung 7 und 14). Diese Colokalisation ist moglicherweise auf das
Zusammenwirken beider Proteine in einem Proteinkomplex zuriickzufiihren. Tatsidchlich wurde
das Backerhefe EB1 (Bimlp) als Interaktionspartner von Stu2p (XMAP215 in Béckerhefe) in
einem “Two-hybrid-screen” gefunden (Chen et al., 1998), aber bis zu dieser Arbeit konnte diese
Interaktion nicht biochemisch bestitigt werden. Das Vorhandensein eines stabilen cytosolischen
DdEB1/DdCP224 Komplexes (Abbildung 14 und 15) kann sowohl auf einer direkten Interaktion
als auch auf einer indirekten Bindung beider Proteine beruhen. Es ist nicht auszuschlieBen, dass
weitere Bindungspartner an einer indirekten DAEB1/DdCP224 Interaktion beteiligt sind. So
interagierten beide Proteine nicht in einem Hefe “Two-hybrid”-Test (Daten nicht gezeigt). Auch
zeigen die konfokalen Bilder, dass die Lokalisation der beiden Proteine nicht exakt
tibereinstimmt. DACP224 lokalisiert an beiden Enden der Mikrotubuli etwas weiter distal von
DdEBI, also an den Mikrotubulienden weiter auflen und am Centrosom ndher an der
centrosomalen Zentralstruktur (Abbildung 14). Diese Daten lassen darauf schlieBen, dass
DdCP224 und DAEB1 zumindest durch einen zusitzlichen Bindungspartner verbunden werden.
Ein moglicher Kandidat wire Dynein, da die schwere Dyneinkette (DHC) sowohl mit DdCP224
als auch mit DdEBI interagiert (Abbildung 15 und 33). DAEBI1 interagiert zusétzlich auch mit
der intermedidren Dyneinkette (Abbildung 15). Diese EB1 Interaktionen wurden im

Sdugersystem und in der Backerhefe bestitigt. So coimmunprézipitieren Dynein- und Dynaktin-
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Untereinheiten, wie p150glued, mit EB1 (Askham et al., 2002; Berrueta et al., 1999). Mutationen
im BIM1-Gen waren zusammen mit Deletionen in bestimmten Dynein- (DHC1) und Dynaktin-
(ACT5) Genen synthetisch lethal (Muhua et al., 1998). Die Interaktionen von DdEB1 mit
Dynein/Dynaktin konnten auch die Colokalisation mit Aktin in aktiven Pseudopodien erkldren
(Abbildung 7 und vgl. auch Abbildung 8), da Dynaktin-Untereinheiten mit dem cortikalen Aktin-
Cytoskelett interagieren konnen. (Garces et al., 1999; Goode et al., 2000).

4.1.2 DdEB1 Funktion bei der Mitose

Der Phénotyp der DAEB1A-Mutanten wies darauf hin, dass DAEB1 seine Hauptfunktion wahrend
der Mitose ausiibt. Das Fehlen von DAEBI1 fiihrte zu einer signifikanten Verzogerung der
Promethaphase (Tabelle 2 und Abbildung 18). Bei Dictyostelium findet in der Prometaphase die
Ausbildung der mitoischen Spindel statt, deren Elongation am Ubergang zur Metaphase die
beiden Spindelpole trennt (Ueda et al., 1999). Die von der Abwesenheit von DdJEBI
hervorgerufene Storung der Prometaphase dhnelt dem Phanotyp von Dictyostelium Zellen, die
mit Mikrotubuli depolymerisierenden Chemikalien behandelt wurden. Diese Behandlung fiihrt zu
einer Blockade der Spindelbildung und dem Fortschreiten der Prometaphase. Die in der Prophase
ablaufende Centrosomenverdopplung ist dagegen nicht gestort (Kitanishi et al., 1984; Welker
und Williams, 1980). Wegen des Fehlens eines Spindel-,,checkpoints” in Dictyostelium (Ma et
al., 1999; Welker und Williams, 1980) durchlaufen die Zellen auch die ndchsten Zellzyklen, ohne
dass es zu einer reguliren Karyokinese und Cytokinese kommt. Daraus resultieren stark
vergroferte Zellen mit multiplen Zellkernen oder grofen, irreguldr geformten Kernen (Kitanishi
et al., 1984; Kitanishi-Yumura et al., 1985). Da Mikrotubuli nur fiir die Spindelbildung und
damit zur Trennung der duplizierten Centrosomen, nicht aber fiir die Centrosomenverdopplung
selbst bendtigt werden, sind die Kerne in solchen Zellen oft mit mehreren verdoppelten, aber
nicht voneinander getrennten Centrosomen assoziiert. Dies ist auch in den DAEB1A4-Mutanten der
Fall (Abbildung 17). Der DdEB1A4-Phénotyp war in denjenigen Zellen am schwerwiegendsten,
die sobald als moglich nach der Transformation und Selektion der Transformanden betrachtet
wurden (d.h. nach ca. 2 Wochen). In einer betrdchtlichen Anzahl der Zellen schien die
Spindelbildung vollstindig blockiert zu sein. Bei zunehmender Kultivierungsdauer der Mutanten

kam es zu einer teilweisen Kompensation dieses Phéanotyps, wahrscheinlich aufgrund eines
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starken Selektionsdrucks gegen diesen schweren Defekt. Vermutlich wurde in diesen Zellen die
Expression von Proteinen veridndert, die im selben Kontext agieren. Nach zwei Monaten war der
DdEB1A4-Phénotyp stabil. Aberrante Mitosen traten nur noch sehr selten auf und die
Spindelbildung war nur noch selten blockiert, aber stets signifikant verlangsamt. Die
Geschwindigkeit der Spindelelongation war jedoch normal (Abbildung 18). DdEB1 wird also zur
Ausbildung der Mitosespindel, nicht aber fiir deren Elongation bendtigt. Diese Rolle von DAEBI1
wurde von Resultaten bei Drosophila und Béackerhefe bestétigt. So fiihrte die Reduzierung von
Drosophila EB1 (DmEB1) durch RNAi-Behandlung von Drosophila S2 Zellen oder durch anti-
DmEBI1 Antikorperinjektion in Embryonen zu schweren Defekten bei der Spindelbildung
(Rogers et al., 2002). Die DmEB1-Depletion durch RNAI fiihrte auch zu einer Verringerung der
Mikrotubulidynamik in Interphase-Zellen. Bei Biackerhefe war bei bimlA-Mutanten die
Ausbildung der bipolaren Pri-Anaphase-Spindel verzogert, die Spindelelongation war jedoch
nicht betroffen (Muhua et al., 1998; Schwartz et al., 1997). Die bimlA-Mutanten wiesen auch
kiirzere, weniger dynamische Mikrotubuli auf (Tirnauer et al., 1999). Im Gegensatz dazu war das
Interphase-Mikrotubuli-Cytoskelett in den DdEB1A4 und in den DdEB1A/GFP-a-Tubulin-
Mutanten normal. Verglichen mit GFP-a-Tubulin-Zellen (Kimble et al., 2000) traten keine
offensichtlichen Unterschiede in der Linge, Verteilung und Dynamik der radialen Interphase-
Mikrotubuli auf. Die Interphase-Mikrotubuli haben in Dictyostelium eine relativ konstante Lange
(Kimble et al., 2000) und zeigen kaum plus-End-Dynamik. Sie werden in der Prophase abgebaut
und das spétere Interphase-Mikrotubuli-Cytoskelett der spéteren Tochterzelle beginnt sich in der
Metaphase neu auszubilden (Roos et al., 1984; Ueda et al., 1999), d.h. nach der Prometaphase
Blockade der Spindelbildung bei den DdEB1A4-Mutanten. Daher wurden keine offensichtlichen
Defekte des Interphase-Mikrotubuli-Cytoskeletts erwartet. Obwohl DdEB1 an den
Mikrotubulienden lokalisiert, spricht die Ausbildung eines normalen Mikrotubuli-Cytoskeletts in
den DAEB1A-Mutanten gegen eine essentielle Rolle von DAEB1 bei der Verankerung von
Mikrotubuli-plus-Enden am Zellcortex.

Die starke centrosomale Prasenz von DdEB1 deutet auf eine zusitzliche Funktion am Centrosom
hin. Die DJEB14-Mutanten wiesen jedoch keine centrosomalen Defekte auf, die nicht allein
durch den Defekt bei der Spindelbildung erklért werden konnten. Somit konnte das Centrosom
als DdEB1-Reservoir dienen, von dem aus die Verteilung des Proteins zu den auswachsenden

plus-Enden erfolgt. Da GFP-a-Tubulin immer an den Prometaphase-Spindelpolen vorhanden war
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(Abbildung 17 und 18), wirkt DAEB1 nach der Rekrutierung der ersten o/f-Tubulin Dimere an
die neu gebildeten Spindelpole. Zusammengenommen weisen die Daten darauf hin, dass die
Hauptfunktion von DdEBI1 in der Initiierung des Mikrotubuliwachstums und nicht in deren
Verldngerung liegt.

Um die Funktionsweise von DdEBI besser verstehen zu konnen sollten weitere DJEBI

interagierende Proteine untersucht werden. Ein guter Kandidat dafiir war DdMoel.

4.2 Untersuchung von D. discoideum Moel

Mit DdMoel wurde ein neues Mikrotubuli-assoziiertes und centrosomales Protein von
Dictyostelium untersucht. Mit einer Aminoséure-Identitét von ca. 40 % zu seinen Homologen aus
S. pombe, Mensch und C. elegans ist es ein gut konserviertes Protein (Abbildung 19). Moel
wurde bislang nur in S. pombe untersucht und es liegen bis dato keine Studien in héheren
Eukaryonten vor.

Die in den Antikorperstudien festgestellte centrosomale Lokalisation von DdMoel konnte in der
GFP-DdMoel-Mutante bestétigt werden (Abbildung 22 und 24). Auch in mitotischen Zellen
stimmt die GFP-DdMoel-Lokalisation mit der Antikorper-Markierung iiberein (Abbildung 21
und 24). In Interphase-Zellen entspricht die DdMoel-Lokalisation im Cytoplasma und an der
Kernhiille weit gehend mit der von Chen et al. (1999) beschriebenen Lokalisation von GFP-
Moel in S. pombe iiberein, wobei erwidhnt werden muss, dass in S. pombe die Lokalisation von
GFP-Moel wegen der schlechten Bildqualitét nicht vollig klar wird. GFP-DdMoel findet sich bei
Dictyostelium am Rand des Kerns in Strukturen, bei denen es sich hochstwahrscheinlich um die
Nukleoli handelt (Sameshima, 1985) und auflerhalb des Kerns, an der Kernhiille, wo das raue
endoplasmatische Retikulum lokalisiert ist (Abbildung 24). Diese Lokalisation wird anscheinend
erst durch die starke Uberexpression sichtbar und reflektiert mdglicherweise eine von
(Bandyopadhyay et al., 2002) beschriebene Rolle von Moel bei der Assemblierung von
Untereinheiten des Translationsinitiationsfaktors elF3. Die cytoplasmatische GFP-DdMoel
Fraktion konnte somit zumindest teilweise an Ribosomen gebunden sein. Anders als das
endogene DdMoel zeigt das GFP-Fusionsprotein, wie sein S. pombe-Homolog, keine

Lokalisation an Mikrotubuli (Abbildung 21 und 24). Moglicherweise liegt hier eine sterische
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Behinderung der Mikrotubulibindung durch das GFP-Protein vor. Die dazu im Widerspruch
stehende Prisenz des Fusionproteins an der Mitosespindel (Abbildung 24 B) konnte dadurch
erklart werden, dass die Bindung an Interphase-Mikrotubuli bzw. Spindelmikrotubuli iiber andere
Proteindoménen erfolgen konnte oder dass die Bindung an Interphase- und Spindelmikrotubuli
iiber unterschiedliche Mikrotubuli-assoziierte-Proteine vermittelt wird und das GFP-,,Tag® nur im
Falle der Interphase-Mikrotubuli interferiert. Die Uberexpression von GFP-DdMoel hatte keinen
Einfluss auf Stabilitit oder Organisation der Mikrotubuli oder des Centrosoms. Uber einen
Uberexpressionsphiinotyp bei S. pombe gibt es keine Berichte. Es wurden jedoch schwere
Mikrotubulidefekte fiir die entsprechende Nullmutante beschrieben (Chen et al., 1999).

In Analogie zum S. pombe System wurde mit DdMoel ein potentieller Interaktionspartner von
DdEBI kloniert. Diese Interaktion konnte jedoch unter Benutzung aller sinnvollen Assays,
einschlieBlich des Hefe-,,Two-Hybrid“-Tests nicht bestitigt werden. Auch ist die DdMoel-
Lokalisation in vivo nicht vom Vorhandensein von DAEB1 abhéngig (Abbildung 25). Chen et al.
(1999) schlugen vor, dass Moel iiber Mal3 an die Mikrotubuli lokalisiert wird, um dort einen
Einfluss auf die Mikrotubulistabilitit ausiiben zu kdonnen, obwohl eine Mikrotubuli-Lokalisation
von Moel in S. pombe nicht gezeigt werden konnte. Unsere Ergebnisse lassen den Schluss zu,
dass DAEB1 und DdMoel nicht oder nur sehr transient interagieren. Bei Dictyostelium scheint
DdMoel ein essentielles Protein zu sein, da trotz zahlreicher Versuche keine Nullmutanten
erzeugt werden konnten. Dies konnte sowohl mit seinem mdglichen Einfluss auf die Stabilitét
und Organisation der Mikrotubuli als auch mit seiner Rolle als Bestandteil des
Translationsinitiationskomplexes (Bandyopadhyay et al., 2002) erklart werden. Auch eine
kiirzlich gefundene mogliche Rolle von Moel fiir die Funktion des Proteasoms (Yen et al., 2003)
bei der fiir das Durchlaufen des Zellzyklus notwendigen Degradierung mitotischer Regulatoren,
wiirde eine essentielle Rolle von DdMoel erkldren. Alle drei Funktionen konnten auch die

beobachtete verlingerte Generationszeit der GFP-DdMoe1-Uberexpressionsmutanten erkliren.
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4.3  Untersuchung von D. discoideum LIS1

4.3.1 DdLIS1 ist ein integraler Bestandteil des Centrosoms

Wie DdMoel und DAEBI1 sind auch DACP224, DALIS1 und Dynein (DHC) echte centrosomale
Proteine (Abbildung 28). Sowohl die Uberexpression von DdCP224 und Dynein (Grif et al.,
2000b; Ma et al., 1999) als auch die von DALIS1 fiihrt zur Centrosomenamplifikation und zu
centrosomalen Aberrationen (Abbildung 30). Diese Proteine haben also eine wichtige Funktion
bei der Biogenese des Centrosoms inne. Dies wird in Abschnitt 4.3.3 genauer diskutiert.

Die bei der Lebendzellbeobachtung einer GFP-DdLIS1-Mutante gewonnenen Informationen iiber
die centrosomale Lokalisation von DdLIS1 sind bemerkenswert (Abbildung 29). So legten
Studien mit y-Tubulin exprimierenden Zellen und elektronenmikroskopische Aufnahmen eine
vollstindige Dissoziation der centrosomalen Corona von der Zentralstruktur in der frithen
Prophase, gleichzeitig mit der Freisetzung der Mikrotubuli, nahe (Euteneuer et al., 1998; Ueda et
al,, 1999) (vgl. Abschnitt 1.4). GFP-DALIS1 ist jedoch auch wéhrend der Prophase als
ringformige Markierung am Centrosom sichtbar. Zusammen mit dem Resultat, dass sich DALIS1
weiter innerhalb der centrosomalen Corona als DACP224 und Dynein befindet (Abbildung 28),
deutet dies auf eine Assoziation von DALIS1 mit der centrosomalen Zentralstruktur hin. LISI
wurde zwar in verschiedenen Zelltypen am Centrosom lokalisiert, bis jetzt wurde aber nicht
gezeigt, dass LIS eine integrale centrosomale Komponente darstellt (Feng et al., 2000;
Niethammer et al., 2000; Sasaki et al., 2000).

4.3.2 DdLIS1 Funktion bei der Mikrotubuli/Zellcortex Verankerung

Der Phinotyp der DALISI iiberexprimierenden Zellen (Abbildung 31 und 32 A) war nicht von
Dictyostelium Mutanten zu unterscheiden, die die Motordomdne der schweren Dyneinkette
iiberexprimieren (Koonce et al., 1999; Koonce und Samso, 1996). Diese Mutanten wiesen
ebenfalls ein kollabiertes Interphase-Mikrotubuli-Cytoskelett auf  und die
Centrosomenbewegungen waren in exakt der gleichen Weise verdndert. Derselbe Phinotyp
wurde auch nach Uberexpression von N- bzw. C-terminalen Fragmenten der intermediiren

Dyneinkette beobachtet (Ma et al., 1999). Hierbei tritt, wie auch bei Uberexpression von
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DdLIS1, eine Dispersion des Golgi-Apparates auf (Abbildung 34), der fiir seine korrekte
centrosomale Lokalisation einen funktionellen Dynein/Dynaktin Komplex benétig (Burkhardt et
al., 1997; Corthesy Theulaz et al., 1992; Ma et al., 1999). Normalerweise verbindet die

intermedidre Dyneinkette die schwere Dyneinkette mit der p150¢"*

-Dynaktin Untereinheit. Die
Uberexpression von DIC interferiert mit dieser Bindung (Ma et al., 1999). Dynein, das vor
kurzem in Dictyostelium Zellen am Zellcortex lokalisiert werden konnte (Koonce und
Khodjakov, 2003), iibt die zum Mikrotubuli-minus-Ende gerichteten Zugkréfte aus, die in
Wildtypzellen zur Aufrechterhaltung des radialen Mikrotubuli-Netzwerks mit einem zentral
positionierten Centrosom bendtigt wird. Aufgrund der GleichméBigkeit der radialen, vom Cortex
tiber die Mikrotubuli auf das Centrosom wirkenden Zugkrifte bewegt sich das Centrosom nur
wenig aus seiner zentralen Position heraus. Der bei DALIS1- bzw. Dynein- Uberexpression
beobachtete Phénotyp beruht vermutlich auf einer Stérung der Wechselwirkung von cortikalem
Dynein mit den Mikrotubuli, zum Beispiel durch Verlust der cortikalen Dynein-Assoziation
aufgrund einer Storung der Dynein/Dynaktin Wechselwirkung (Ma et al., 1999). Dies fiihrt zu
einem Kontaktverlust der Mikrotubuli am Zellcortex und verringerten bzw. ungleichmifBigen
Zugkriften, die nur noch auf einzelne Mikrotubuli wirken. Dadurch wird das Centrosom schnell
in eine Richtung zum Cortex hingezogen, wéhrend die iibrigen nicht am Cortex verankerten
Mikrotubuli wie ein Kometenschweif hinterher gezogen werden (Abbildung 32 A). Wenn in der
Folge an anderen Stellen vorhandene, noch funktionelle cortikale Dyneinmolekiile zufillig
Kontakt mit einzelnen Mikrotubuli herstellen, kommt es zZu erneuter
Centrosomenrepositionierung und in der Summe zu den beobachteten schnellen erratischen und
kreisenden Bewegungen des Centrosoms. Es kann nicht ausgeschlossen werden, dass bei diesen
Bewegungsvorgidngen auch cortikale Schubkrifte von plus-End gerichteten Motoren beteiligt
sind, auch wenn die dafiir notwendigen cortikalen Kinesine bisher nicht nachgewiesen worden
sind. Zusétzlich konnten Verdanderungen der Polymerisationsdynamik zu ldngeren Mikrotubuli
fiihren, woraus auch die augenscheinlich flexibleren “wellenféormigen” Mikrotubuli der Mutanten
resultieren konnten (Abbildung 31 und 32 A). So fanden Sapir et al. (1997), dass LIS1 in vitro
die Anzahl der Mikrotubuli ,catastrophe events®, d.h. das spontane Depolymerisieren von
Mikrotubuli reduziert. Daraus resultierten verlangerte Mikrotubuli. Auch Faulkner et al. (2000)

fanden in vivo nach Uberexpression von LIS1 oft stark verlingerte astrale Mikrotubuli.
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Die Uberexpression von p50, einer weiteren Untereinheit des Dynaktin Komplexes, fiihrt
ebenfalls zu einer Disruption der Dynein/Dynaktin Funktion (Burkhardt et al., 1997). Bei
Dictyostelium Zellen fiihrt dies, wie erwartet, ebenfalls zu einer Delokalisation des Golgi-
Apparates und zu dem typisch kollabierten Interphase-Mikrotubuli-Cytoskelett (unpublizierte
Arbeit von Julia Kleylein-Sohn und Ralph Grif). DALIS1 bindet neben DIC, DHC und DdCP224
(Abbildung 33) auch an p50 (unpublizierte Arbeit von Julia Kleylein-Sohn und Ralph Grif). Da
auch die Uberexpression eines C-terminal deletierten DACP224 Fragments (DdCPAC;
unpublizierte Arbeit von Andrea Hestermann und Ralph Grédf) zu einem Verlust der
Mikrotubuli/Zellcortex Interaktion fiihrt, liegt es nahe, dass diese Proteine zusammen einen
funktionellen Komplex bilden. Die beobachteten Phinotypen der DALIS1-Uberexpression, also
der Verlust der Mikrotubuli/Zellcortex Interaktion und Golgi-Dispersion kdnnen befriedigend mit
einer Storung des Dynein/Dynaktin Komplexes erkldrt werden, dem zumindest tempordr auch
DdCP224 und DALIS1 angehoren. Uber die Art der DALIS1 bedingten Storung des Komplexes
kann nur spekuliert werden. Méglich ist, dass die Uberexpression von DALIS1 einen dominant-
negativen Phinotyp hervorruft. Dies wiirde jedoch voraussetzen, dass das GFP-Fusionsprotein
nicht funktionell ist. Dagegen spricht die korrekte Lokalisation sowohl des GFP-DdLIS1 als auch
des MBP-DdALIS1-Fusionsproteins. Mdglicherweise werden durch die Uberexpression auch
andere, DALIS1 bindende Proteine weg gefangen und stehen nicht mehr an ihrem Wirkungsort
zur Verfiigung. Alternativ konnte auch ein zu hoher Spiegel an DALIS1 die Assemblierung des
Dynein/Dynaktin  Komplexes selbst storen. Moglicherweise interferiert die DdLISI-
Uberexpression auch mit einer Rolle von DALIS1 bei der Signalvermittlung iiber kleine GTPasen

(vgl. Abschnitt 4.3.6) oder der Regulation der Motoraktivitit von Dynein.

4.3.3 Spindelaberrationen und Cytokinesedefekte

Neben der gestorten Mikrotubuliorganisation wiesen frisch transformierte GFP-DALIS1 auch
iiberzdhlige Centrosomen und schwere Spindeldefekte auf (Abbildung 30). Das Auftreten von
riesigen multinukledren Zellen lief auch auf einen dramatischen Cytokinesedefekt schlieen.

Fiir die beobachtete Centrosomenamplifikation bei DALIS1-Uberexpression gibt es mehrere
Erklarungsmoglichkeiten. So konnte das Auftreten von zusétzlichen Centrosomen ein sekundérer

Effekt der Storung der Chromosomensegregation sein. Wie auch das humane Protein lokalisiert
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DdLIS1 an den Kinetochoren und spielt dort, wie in Sdugerzellen gezeigt wurde, eine wichtige
Rolle beim Einfangen der Mikrotubulienden an den Kinetochoren (Faulkner et al., 2000). So
konnte die DALIS1-Uberexpression eine funktionelle Verankerung der Mikrotubuli an den
Kinetochoren, dhnlich wie am Zellcortex, verhindern. Da Dictyostelium Zellen keinen Spindel-
,checkpoint” aufweisen (Ma et al., 1999), konnten Zellen ohne erfolgte Karyokinese, aber mit
duplizierten Centrosomen wieder in die Interphase eintreten. Daraus sollte eine Erhdhung des
DNA-Gehalts der Zellen iiber den normalen haploiden Chromosomensatz hinaus resultieren. In
der Tat finden sich in den DALIS1-Mutanten vermehrt vergroBerte Zellkerne sowie auch kleinere
DNA-Massen (Abbildung 30). Dies spricht dafiir, dass tatsdchlich eine Stérung der
Chromosomensegregation vorliegt. Eine zweite Erklarungsmoglichkeit fiir das Auftreten von
iiberzdhligen Centrosomen besteht darin, dass iiberschiissiges DALIS1 als Akkumulationspunkt
fiir “vorgefertigte” cytosolische Centrosomenbausteine, wie z.B. y-Tubulin Komplexe dient
(Griaf, 2001b). Fiir diese These konnte das Auftreten vieler kleinerer Centrosomen sprechen
(Abbildung 30), deren Ultrastruktur jedoch nicht untersucht worden ist. Eine de novo Bildung
von Centrosomen im Cytosol wurde bisher von keiner Gruppe beobachtet.

Des weiteren konnen iiberzahlige Centrosomen auch bei der Spindelbildung selbst entstehen. So
konnte die Uberexpression von DALIS1 die Spindelpole destabilisieren und ein Spindelpol-
“Splitting” induzieren. Wenn nur einer der beiden resultierenden Spindelpolteile an der
Spindelbildung beteiligt war, konnte der zweite als tiberzédhliges Centrosom ins Cytosol
freigesetzt werden. Tatsdchlich wurden in mitotischen GFP-DdLIS1-Mutanten sehr hiufig
multipolare Spindeln beobachtet (Abbildung 30). Meist schienen diese zusitzlichen Spindelpole
durch eine normal dicke Spindel verbunden. Dies kdnnte auf einem Auseinanderbrechen der
Mitosespindel entlang der Léangsachse beruhen. Moglicherweise werden aber auch
Mitosespindeln zwischen mehreren nahe beieinander liegenden bzw. aus einer Mehrfachteilung
resultierenden Centrosomen ausgebildet. So ist DALIS1 eventuell auch bei der Spindelbildung
selbst beteiligt. Fiir diese These spricht die Lokalisation entlang der Mikrotubuli und der Einfluss
von humanem LIS1 auf die Mikrotubulidynamik, die in stabileren Mikrotubuli resultiert (Sapir et
al., 1997). Zusitzlich konnte DALIS1 die Mitosespindel durch einen Biindeleffekt stabilisieren.
Zusammengenommen konnten diese beiden Effekte, vermehrte Spindelbildung und Stabilisation
von zusiétzlichen bzw. gespaltenen Spindeln, fiir das Auftreten von multipolaren Mitosespindeln

sorgen. Auch in Siugerzellen fiihrte LIS1-Uberexpression bzw. Antisense Expression zu einer
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Zunahme von multipolaren Spindeln und dem Auftreten von iiberzdhligen Centrosomen
(Faulkner et al., 2000). Das Auftreten multipolarer Spindeln war auffallig hdufig im Gegensatz
zu den DACP224-Mutanten, in denen multipolare Spindeln nur sehr vereinzelt beobachtet wurden
(Graf et al., 2003). Dies spricht dafiir, dass DALIS1 eine von DdCP224 unterschiedliche bzw.
zusitzliche Rolle bei der Centrosomen Biogenese spielt. Dafiir kommt die Notwendigkeit von
LIS1 fiir die richtige Funktionsweise des Dynein/Dynaktin Komplexes in Betracht. Bereits seit
langerem ist bekannt, dass Dynein und Dynaktin bei der Centrosomenseparation beteiligt sind
(Gaglio et al., 1996). Auch bei Dictyostelium ist die richtige Funktion von cytoplasmatischem
Dynein fiir die Centrosomenduplikation essentiell. Dies belegten die Deletionsmutanten der
intermedidren Dyneinkette von Ma et al. (1999), in denen Defekte in der Centrosomenreplikation
und Separation gefunden worden sind. Eine essentielle Rolle von Dynein/Dynaktin fiir die
Centrosomendynamik wurde auch kiirzlich in einer Studie an Drosophila Eiern gefunden (Belecz
etal., 2001).

Der dramatische Cytokinesedefekt, der in den GFP-DdALIS1-Mutanten beobachtet wurde, konnte
ebenfalls aus einer aktiven Rolle von DALISI bei der Interaktion von Mikrotubuli-plus-Enden
mit cortikalen Verankerungspunkten resultieren. Astrale Mikrotubuli, die von den mitotischen
Centrosomen aus organisiert werden, sind fiir die Spindelpositionierung und die Determination
der Teilungsfurche essentiell (Rieder et al., 2001). Dies wird durch die Interaktion der
Mikrotubulienden mit cortikalem Dynein/Dynaktin vermittelt (Busson et al., 1998). In
Dictyostelium Zellen ist die Stelle der Teilungsfurchen-Bildung wiahrend der Cytokinese durch
die Interaktion der von den beiden Spindelpolen ausgehenden astralen Mikrotubuli und deren
Interaktion mit dem Zellcortex vorbestimmt (Neujahr et al., 1998). Daher kann das Auftreten
groBBer multinukledrer GFP-DdLIS1-Mutanten durch den nachgewiesenen Defekt in der
Mikrotubuli-plus-End/Cortex Wechselwirkung erkldrt werden. Zusitzlich konnte die unter
DdLIS1-Uberexpression verinderte Organisation des Aktin-Cytoskeletts (Abschnitt 3.3.7) einen

weiteren Beitrag zu diesem Cytokinesedefekt leisten.

4.3.4 Das Mikrotubuli-Cytoskelett ermdglicht gerichtete Zellbewegung

Die Storung der Aktin Organisation scheint auch die Ursache fiir den Motilitdtsdefekt der
DdLIS1 iiberexprimierenden Mutanten zu sein (Abbildung 35 B und 36 B). Das Mikrotubuli-
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Cytoskelett ist hingegen fiir die Direktionalitit der Zellbewegung wichtig (Abbildung 36 A). Zur
Einhaltung der eingeschlagenen Bewegungsrichtung muss in Dictyostelium Amdben eine
Repositionierung des Centrosoms vor den Kern erfolgen (Ueda et al., 1997). Auch die
Centrosomenrepositionierung wihrend der Wundheilung in Epithelzellschichten in vitro benétigt
Mikrotubuli (Euteneuer und Schliwa, 1992). Die Repositionierung der Centrosomen und die neu
einwachsenden Mikrotubuli werden fiir die Stabilisierung neu gebildeter Pseudopodien bendtigt.
Dazu existieren mehrere Hypothesen (Zusammenfassung bei Small et al. (2002)). So héngt die
Bildung von Lamellipodien nicht nur von der Aktin-Polymerisation ab, sondern es wird auch
neues Membranmaterial benétigt, das vom trans-Golgi-Netzwerk her entlang der Mikrotubuli
transportiert und eingefiigt wird. Eine zweite Hypothese besteht darin, dass Mikrotubuli die
Aktin-Assemblierung in den Lamellipodien durch das Liefern, oder die lokale Aktivierung von

regulatorischen Komponenten beeinflussen (Waterman-Storer et al., 1999) (vgl. Abschnitt 4.3.6).

435 DdLIS1-Uberexpression beeinflult die Aktindynamik

Ein funktionelles Aktin-Cytoskelett ist bei verschiedenen zelluliren Prozessen, wie der
Zellmotilitit, der Phagozytose, der Makropinozytose und der Cytokinese von grundlegender
Bedeutung (Bretschneider et al., 2002). Um diese Funktionen erfiillen zu konnen, muss einerseits
die mechanische Stabilitét der Zellen aufrechterhalten werden und andererseits miissen schnelle
lokale Verdnderungen ermdglicht werden, die zu komplexen Verdnderungen der Zellmorphologie
fiihren. Um diese mechanischen Notwendigkeiten zu erfiillen, wird monomeres Aktin reversibel
polymerisiert und die resultierenden Aktin-Filamente zusammen mit Proteinen, welche die
Dynamik des Netzwerks regulieren bzw. strukturieren, an Membranen, vor allem an der
Plasmamembran, verankert. Dabei unterliegt das Aktin-Netzwerk Kontrollmechanismen, die
dessen schnelle Assemblierung und Deassemblierung erlauben, wihrend die mechanische
Integritét erhalten bleibt. Diese Dynamik wird von verschiedenen regulatorischen Proteinen, wie
zum Beispiel einer groen Anzahl von kleinen GTPasen des Rac Typs kontrolliert (Rivero et al.,
2001). Des weiteren sind Proteine beteiligt, die die Aktin-Polymerisation und Depolymerisation
direkt beeinflussen, oder die Verzweigung, Quervernetzung und Biindelung von Aktin-

Filamenten vermitteln (de Hostos et al., 1993; Faix et al., 1996; Machesky et al., 1994).
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Sowohl die Uberexpression von DALIS1 als auch die Inkubation mit geringen Konzentrationen
der Aktin-depolymerisierenden Droge Latrunculin A (Spector et al., 1989) fithren zum Auftreten
veranderter, wellenformiger Aktindynamik (Abbildung 37). Wie von Vicker et al. (1997) und
Vicker (2002a und 2002b) beschrieben, kann filamentdses Aktin spontan wellenférmige,
oszillierende Strukturen bilden, die sich physikalisch wie selbst organisierte Aktin-Filament-
Assemblierungs- und Deassemblierungswellen ausbreiten und die Bildung der Pseudopodien
beeinflussen.

In diesen Aktinstrukturen sind auch Aktin-bindende Proteine, wie Arp3 (GFP-Arp3) und Coronin
(Coronin-GFP) enthalten, wie von Bretschneider et al. (2002) gezeigt werden konnte. Diese
Wellenbewegungen sind unabhéngig von der Interaktion von Aktin mit Myosin II, da diese auch
in Myosin II-Nullmutanten beobachtet werden konnten. Bei diesen Untersuchungen wurden die
Aktinwellen ebenfalls durch Latrunculin A Behandlung induziert (Giinther Gerisch, personliche
Mitteilung). Die beobachteten Muster zeigen klar die Schnelligkeit der F-Aktin Assemblierung
und Deassemblierung, als mogliches Resultat interner Kontrollmechanismen bzw. durch die

Verianderung des G-/F-Aktin Gleichgewichts nach Behandlung mit Latrunculin A.

4.3.6 DdLIS1 ist bei der Kontrolle der Aktindynamik durch kleine GTPasen beteiligt

Die Aktindynamik, zum Beispiel wahrend der Cytokinese, wird in eukaryotischen Organismen
von kleinen GTP-bindenden Proteinen der Ras und Rho Familien kontrolliert.
(Zusammenfassungen bei Field et al. (1999), Glotzer (1997) und Prokopenko et al. (2000)). Wie
andere GTPasen fungieren diese Proteine als molekulare Schalter, die vom inaktiven GDP-
gebundenen in den aktiven GTP-gebundenen Zustand wechseln konnen (Boguski und
McCormick, 1993). Die Aktivierung erfolgt durch GEFs (,,guanine nucleotide exchange
factors), die Inaktivierung wird durch die Aktivitit von GAPs (,,GTPase activating proteins®)
vermittelt. RhoGTPasen sind die Hauptregulatoren von F-Aktin, abhidngig von extrazelluldren
Stimuli (Bishop und Hall, 2000). Die GTPasen Racl und Cdc42 fordern die Aktin-
Polymerisation am vorderen, aktiven Ende der Zellen (,leading edge®), wobei RhoA als
Antagonist fungiert und das Zuriickziehen des ,,leading edge* sowie die Assemblierung von
Stressfasern fordert (Schmitz et al.,, 2000). Diese GTPasen sind in einer linearen

Reaktionskaskade angeordnet (Chant und Stowers, 1995). Aktivierung von Cdc42 fiihrt zu einer
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Stimulation der Rac-Aktivitét, die wiederum die Aktivierung von Rho fordert (Nobes und Hall,
1995). Die ,upstream* Ereignisse, die zu einer Aktivierung der GTPasen fiihren, sind gut
verstanden. Weniger ist jedoch iiber die molekularen Ereignisse bekannt, die zur tatsichlichen
Modulation des Aktin-Cytoskeletts fiihren.

Bei Dictyostelium wurden bisher keine Cdc42- oder Rho-Homologen identifiziert, dafiir finden
sich eine groBe Anzahl Rac-dhnlicher Proteine (Bush et al., 1993; Larochelle et al., 1996; Rivero
et al., 1999). Die Racl1-GTPasen bei Dictyostelium sind zu mehr als 90 % miteinander identisch
und weisen zum menschlichen Rac1 die groBte Ahnlichkeit auf (Bush et al., 1993).

Vor kurzem wurde von Jan Faix (Adolf-Butenandt-Institut/Zellbiologie, LMU Miinchen) ein
neues RacGEF gefunden. RacGEF-Nullmutanten zeigen wie die DdLISI-Mutanten schwere
Cytokinesedefekte (Faix, 2002) und das Auftreten von dynamischen Aktinwellen (personliche
Mitteilung Jan Faix). Dies war, neben der offensichtlichen Deregulation der Aktindynamik in den
DdLIS1-Mutanten, Anlass fiir uns, nach Abschluss des experimentellen Teils dieser Arbeit in
Zusammenarbeit mit Jan Faix eine Beteiligung von DALIS1 an einem Signaltransduktionsweg zu
untersuchen. Dabei konnte tatséchlich eine starke direkte Interaktion von DALIS1 mit RaclA
gezeigt werden (Gréf, Rehberg und Faix, unpublizierte Daten).

Zeitgleich zur vorliegenden Arbeit wurde in neuronalen Zellkulturen gezeigt, dass der
Migrationsdefekt von LIS1-haploinsuffizienten Neuronen ebenfalls auf einer Storung der Aktin-
Polymerisation beruht (Kholmanskikh et al., 2003). In diesen Neuronen ist der F-Aktin Gehalt an
den wachsenden Enden bei einer gleichzeitig reduzierten GTP-Racl und GTP-Cdc42 Aktivitit
und einer erh6hten RhoA Aktivitdt vermindert. Der Zellmigrationsdefekt, der reduzierte F-Aktin
Gehalt am ,leading edge” und ein Defekt im Auswachsen des Axons konnten durch
pharmakologische Hemmung der RhoA-Aktivitit und daraus resultierenden erhdhten Racl und
Cdc42 Aktivititen aufgehoben werden. Es wurde aber bisher kein direkter Nachweis gefiihrt,
dass LIS1 direkte Bindungspartner in einer GTPase abhingigen Signaltransduktionskaskade hat.
Kholmanskikh et al. (2003) folgern, dass LIS1 die Aktin-Polymerisation normalerweise dadurch
fordert, indem es aktivierend in den Signalweg eingreift, welcher die RhoA Aktivitit suprimiert.
Generell fiihrten Uber- bzw. Unterexpression von LIS1 zu &hnlichen Phiinotypen (Faulkner et al.,
2000). Unsere Ergebnisse lassen die Hypothese zu, dass die RaclA vermittelte F-Aktin
Polymerisation durch DALIS1-Uberexpression gestdrt wird. Mdglicherweise ist DALIS1 bei der

Lokalisation von RaclA beteiligt, dies muss jedoch noch experimentell tiberpriift werden.
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Anders als das regulatorische Aktin-Bindeprotein Coronin, das - wie DALIS1 - ein Protein der
WD40-Familie ist (de Hostos et al., 1991), bindet rekombinantes DALIS1 nicht direkt an Aktin
(Daten nicht gezeigt). Es ist aber moglich, dass DALIS1 im Zusammenspiel mit cortikalem
Dynein/Racl A am Zellcortex lokalisiert und dort seine Aktivierung unterstiitzt, da die DICAC-
myc-Mutanten ebenfalls ein disorganisiertes Aktin-Cytoskelett zeigten (Abbildung 40). Dieser
Komplex kann méglicherweise auch durch den Kontakt mit Mikrotubuli-plus-Enden modifiziert
werden. Natiirlich konnte auch DALIS1 durch seine Lokalisation entlang der Mikrotubuli am
Transport bestimmter Komponenten der Signalmaschinerie beteiligt sein. Gegen eine
ausschliefllich Mikrotubuli-vermittelte DALIS1 Funktion bei der Aktin-Polymerisation spricht
jedoch, dass in Nocodazol behandelten Zellen keine verdnderte Aktindynamik beobachtet werden
konnte (Daten nicht gezeigt).

Somit scheint DALISI in einem dynamischen Komplex am Zellcortex bzw. an den Mikrotubuli-
plus-Enden eine Rolle bei der Mikrotubuli Verankerung und bei der Regulation der
Aktindynamik zu spielen. Moglicherweise vermittelt dieser Komplex, zu dem auch DdCP224,
Dynein und Dynaktin (u.a. p50) gehoren, zwischen dem Mikrotubuli- und dem Aktin-
Cytoskelettsystem. Offensichtlich spielt DAEB1 im Gegensatz zu DALIS1, DdCP224 und Dynein
keine Rolle bei der Verankerung der Mikrotubuli am Zellcortex, obwohl Interaktionen zu all
diesen Proteinen bestehen. Diese Interaktionen sind moglicherweise bei den mitotischen
Funktionen dieser Proteine wichtig. DdEB1 konnte z.B. klar eine wesentliche Funktion bei der
Spindelbildung zugewiesen werden. Dabei konnte die Interaktion mit Dynein und DdLIS1 eine
wichtige Rolle spielen, da auch Mutanten dieser beiden Proteine Spindeldefekte aufweisen (diese
Arbeit und Ma et al. (1999)). Fiir DACP224 liegen zwar keine Daten fiir eine Beteiligung bei der
Spindelbildung vor, da bei DdCP224-Unterexpressionsmutanten aufgrund einer Interphase-
Arretierung keine mitotischen Zellen beobachtet werden konnten (Graf et al., 2003). Da
DdACP224 in diesen Zellen aber fiir das Auswachsen von Interphase-Mikrotubuli benétigt wird,
liegt eine Beteiligung von DdCP224 am Auswachsen mitotischer Mikrotubuli, also der
Spindelbildung, dennoch nahe (Gréf et al., 2003).

Die unterschiedlichen Funktionen von DdEB1, DdLISI, DdCP224 und Dynein/Dynaktin an
Mikrotubuli-plus- und minus-Enden sind ohne die Interaktion mit weiteren plus- und minus-End-
spezifischen Proteinen nur schwer vorstellbar. Die Identifizierung dieser bisher unbekannten

Proteinkomponenten werden Gegenstand der zukiinftigen Forschung sein.
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