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Zusammenfassung v

Zusammenfassung

Auf der Suche nach bislang unbekannten Proteinen des Centrosoms von Dictyostelium wurde
zundchst auf der Ebene des Dictyostelium-Genomprojekts, basierend auf Ahnlichkeiten zu
bekannten centrosomalen Proteinen anderer Spezies, nach moglichen Kandidaten gesucht. Zu
den ca. 120 wahrscheinlich centrosomalen Proteinen in Tieren konnten hier nur 38 Homologe
gefunden werden. Allerdings besteht das Dictyostelium-Centrosom wahrscheinlich aus
dhnlich vielen verschiedenen Proteinen, sodass mit dieser Methode ein Grof3teil unentdeckt
blieb. In einem Proteomics-Ansatz mit verschiedenen Auftrennungsmethoden wurde das
Dictyostelium-Centrosom systematisch untersucht. Hierfiir wurde zunichst ein Verfahren
erarbeitet, Centrosomen in hinreichender Reinheit fiir massenspektrometrische Analysen zu
praparieren. Am Ende der Bemiihungen wurden 33 neue mogliche centrosomale Proteine
gefunden, von denen bereits drei bestitigt werden konnten.

Parallel wurde im Dictyostelium-System die Krankheit Lissenzephalie untersucht, eine
Migrationsstorung von Neuronen bei der Gehirnentwicklung, bei der Centrosom-assozierte
Proteine eine wichtige Rolle spielen. Zellmotilitit und Entwicklung sind in Dictyostelium
besonders gut zu beobachten, auBerdem existieren hier Homologe zu den miteinander
interagierenden Proteinen LIS1 und DCX, deren Mutationen beim Menschen Lissenzephalie
auslosen. Mit DADCX wurde ein Homologes (29 % Identitdt) zum humanen DCX gefunden
und unter Einsatz von Fusionsproteinen und eines Antikorpers umfangreich charakterisiert.
DdDCX bindet an Mikrotubuli und wird hauptsichlich in der Aggregationsphase exprimiert.
Die generierte Nullmutante zeigte jedoch keinen Phéanotyp. Das centrosomale Protein DALIS1
hat zahlreiche wichtige Dynein-assoziierte Funkionen in vegetativ wachsenden Zellen. Hier
konnte in durch gezielte Mutationen gezeigt werden, dass DdLIS1 eine Rolle bei der
Entwicklung spielt, auch wenn es selbst nicht entwicklungsreguliert ist.

Eine klare Aussage wurde erst durch die Generierung einer Doppelmutante mdglich: Bei
dieser ist die Aggregation in der Entwicklung gestort, also die Phase, in der wie bei Neuronen
Zellbewegung und die Kommunikation zwischen den Zellen besonders wichtig sind. Da
gezeigt werden konnte, dass Mikrotubuli dafiir nicht essentiell sind, sind Spekulationen {iber
gestorte Mikrotubuli-Dynamik als Ursache fiir die Migrationsstérung in Dictyostelium nicht
haltbar. Mogliche Erklarungen bieten dagegen die nachgewiesene Interaktion mit Aktin oder
die Beteiligung von LIS1 an der Regulation von PAF, einem intrazelluldren Botenstoff, der

auch in Neuronen eine Rolle spielt.
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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Dictyostelium discoideum als Modellorganismus

Dictyostelium discoideum ist im vegetativen Zustand ein amoboider Einzeller, der im
Erdboden vorkommt. Die taxonomische Einordnung von Dictyostelium ist bis heute
kontrovers. Einige seiner Merkmale wie Chemotaxis, Phagocytose oder die Produktion von
Glycogen als Speicherform fiir Kohlenhydrate gleichen denen der Tiere, wéhrend die
Produktion von Zellulose eigentlich charakteristisch fiir Pflanzen ist. Die neuesten
Untersuchungen, die auf einem Vergleich ganzer Genome beruhen, zeigen eine Abzweigung
vom eukaryotischen Stammbaum nach den Pflanzen, aber noch vor der Auseinander-
entwicklung der Tiere und der Pilze (Eichinger et al., 2005).

In der vegetativen, einzelligen Form erndhren sich die Amdben durch Phagocytose von
Mikroorganismen und vermehren sich durch Teilung der Zellen. Bei Nahrungsmangel werden
DNA-Synthese und Zellteilung eingestellt und cyclisches Adenosinmonophosphat (cAMP)
pulsartig sezerniert. Durch die cAMP-Ausschiittung einer Einzelzelle beginnen Nachbarzellen
chemotaktisch auf diese Zelle zuzuwandern und ebenfalls cAMP auszuschiitten; es entstehen
Aggregationszentren aus etwa 10° Zellen. Etwa nach 14 Stunden kann sich eine vertikale

konusformige Struktur bilden, der so genannte ,,Slug“, welcher phototaktisch zu wandern

Abbildung 1: Der Entwicklungszyklus von Dictyostelium discoideum.
REM-Aufnahmen von M. J. Grimson und R. L. Blanton (Biological Sciences
Electron Microscopy Laboratory, Texas Tech University).
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vermag. Nun setzt die Differenzierung der Zellen zu Stiel- und Sporenzellen ein. Der
Entwicklungsprozess endet etwa nach 24 Stunden mit Bildung des Fruchtkorpers. Bei
giinstigen Umweltbedingungen und ausreichendem Nahrungsangebot keimen die Sporen aus
(Kessin, 2001).

Dictyostelium verfligt als Modellorganismus {iber spezielle Vorteile gegeniiber anderen
eukaryotischen Zellsystemen. Dictyostelium besitzt nur sechs Chromosomen, das Genom ist
mit 3,5 x 10’ bp etwa hundertmal kleiner und enthilt weniger und kleinere Introns als das von
Saugerzellen. Im parasexuellen Zyklus liegt das Genom im haploiden Zustand vor, so dass
sich jede Mutation sich direkt auf den Phéanotyp des Organismus auswirkt. Dadurch wird die
Isolation von Mutanten im Vergleich zu anderen gentechnisch manipulierbaren, eukaryo-
tischen Systemen sehr erleichtert. Eine weitere Moglichkeit stellt die gezielte Unterbrechung
und Deletion von Genen durch homologe Rekombination dar, die in Dictyostelium mit relativ
hoher Effizienz durchgefiihrt werden kann (Kuspa et al., 1995). AuBlerdem eignet sich der
Einzeller auch gut fiir biochemische Ansitze, da er einfach und billig in groen Mengen
kultiviert werden kann. Ein weiterer Pluspunkt fiir Dictyostelium als Modellorganismus ist die
Fertigstellung des Genomprojektes (Eichinger ef al., 2005). Die Anzahl der vorhergesagten
Gene betriagt ca. 12.500 und viele davon weisen eine hohe Sequenziibereinstimmung mit
Homologen von Vertebraten auf.

Dictyostelium wurde in den letzten Jahrzehnten als Modellsystem fiir die Untersuchung vieler
verschiedener Gebiete der Zellbiologie herangezogen. Einen besonderen Vorteil bietet
Dictyostelium fir das Studium von Entwicklungsprozessen, da hier, im Gegensatz zu den
meisten vielzelligen Organismen, das Wachstum unabhingig von der Differenzierung ist
(Devreotes, 1989). Im Vergleich zu S. cervisiae, dem linger genutzten und weiter verbreiteten
Modellorganismus, hebt sich Dictyostelium gerade durch seine Ahnlichkeit zu phagocytischen
Zellen von Sdugern beziiglich Morphologie, Beweglichkeit, phagocytotischer und chemo-
taktischer Fahigkeiten ab und wird deshalb auch oft als ,,Mini-Makrophage* bezeichnet.
Aufgrund seines duflerst dynamischen Cytoskeletts ist Dictyostelium zum Studium der
Zellmotilitdt besonders geeignet (Noegel und Luna, 1995). AuBlerdem ist Dictyostelium sehr
zuginglich fiir zellbiologische Methoden, vor allem die Mikroskopie ist gut etabliert.

Auch als Modell fiir die Erforschung von Krankheiten eignet sich Dictyostelium durch seine
Gemeinsamkeiten mit menschlichen Zellen hervorragend. Es wurden bereits mindestens 33
Gene identifiziert, deren Homologe im Menschen mit Krankheiten in Verbindung gebracht
werden und im komplexen Sdugersystem haufig schwer zugénglich sind (Williams et al.,
2006). Ein gutes Beispiel fiir den Nutzen, den Dictyostelium bringen kann, ist die Erforschung

der Resistenz von Tumorzellen gegen Chemotherapiereagenzien, die ein schwerwiegendes
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Problem in der Krebsbekdmpfung darstellt. Durch Mutageneseexperimente konnten in
Dictyostelium sechs Gene identifiziert werden, die an der Resistenz gegen Cisplatin beteiligt

sind (Li et al., 2000).

1.2 Funktion und Aufbau von Centrosomen

Das Centrosom ist das Mikrotubuli-organisierende Zentrum (MTOC) und wird bendtigt, um
die instabileren Minus-Enden der Filamente zu nukleieren und zu stabilisieren. Es ist damit in
der Zelle fiir alle Mikrotubuli-abhédngigen Prozesse wie den Organelltransport, die Erhaltung
der Zellstruktur sowie die Kontrolle der Zellmigration von grundlegender Bedeutung
(Bornens und Moudjou, 1999; Doxsey, 2001; Kellogg et al., 1994; Rieder et al., 2001). Seit
dem spéten 19. Jahrhundert wird dem Centrosom eine wichtige Funktion in der Mitose und
bei der Organisation der mitotischen Spindel zugesprochen (Boveri, 1887). Allerdings ist
inzwischen gezeigt worden, dass unter bestimmten Umstéinden auch ohne Centrosomen eine
Spindel gebildet werden kann (Rieder et al., 2001). Entfernt man z. B. vor der Mitose eines
der zwei Centrosomen, so kann eine normale, bipolare Spindel entstehen und die Chromoso-
men werden korrekt auf die beiden Tochterzellen aufgeteilt. Die Tochterzelle ohne Centrosom
bleibt dann allerdings in der Gl-Phase des Zellzyklus stehen (Hinchcliffe et al, 2001,
Khodjakov und Rieder, 2001). Dies besagt, dass das Centrosom neben seinen Aufgaben als
MTOC auch eine wichtige Rolle bei der Regulation des Zellzyklus spielt.

Abbildung 2: Centrosomentypen verschiedener Organismen. Abkiirzungen: C, Centriol; PCM, peri-
centrioldre Matrix; MT, Mikrotubuli; Kh, Kernhiille; HB, “Half-Bridge”; AP, duBerer Plaque; ZP, zentraler
Plaque; IP, innerer Plaque; Co, Corona; Kn, "Knotchen”. Modifiziert nach Daunderer ef al. (1999).
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In der Interphase ist jeder Zellkern der meisten Tier- oder Pilzzellen mit einem Centrosom
assoziiert (Mazia, 1987). Pflanzenzellen hingegen besitzen kein Centrosom, die Mikrotubuli
sind parallel am Cortex entlang angeordnet und werden von einzelnen Mikrotubuli-assozi-
ierten Proteinen stabilisiert und organisiert (Murata et al, 2005; Wasteneys, 2002).
Centrosomen von tierischen Zellen enthalten ein Paar rechtwinklig zueinander angeordneter,
aus Tubulin aufgebauter Hohlzylinder, die Centriolen (Abbildung 2). Diese sind von
pericentriolarem Material umgeben, das Mikrotubuli-nukleierende Komplexe enthélt (Raff
und Glover, 1989).

Das MTOC in Hefe und generell in Pilzen wird als Spindelpolkorper bezeichnet (Snyder,
1994). Es erfiillt zwar dhnliche Aufgaben wie das Centrosom der Sdugerzellen, unterscheidet
sich von diesem aber sehr deutlich im Aufbau. Der Hefe-Spindelpolkorper enthdlt keine
Centriolen, sondern besteht aus einer dreilagigen Struktur, die in die Kernhiille eingebaut ist
(Abbildung 2). Die duflere und die innere Schicht enthalten die Proteine y-Tubulin, Spc97 und
Spc98, welche fiir die Nukleation der Mikrotubuli verantwortlich sind.

Auch in der Duplikation des Centrosoms gibt es deutliche Unterschiede zwischen den
verschiedenen Organismen. Wihrend in Sdugerzellen die Centriolen am Ende der G1-Phase
voneinander getrennt werden, und im Laufe der S-Phase je ein zweites Centriol dazugebaut
wird, wird bei der Hefe in der Gl1-Phase ein zweiter Spindelpolkdrper vollstindig neu
synthetisiert (Stearns, 2001; Winsor und Schiebel, 1997).

Die Regulation der Centrososomenduplikation ist erstaunlicherweise unabhingig vom
Stadium des Zellkerns. Wird die DNA-Replikation inhibiert oder sogar der gesamte Zellkern
entfernt, verdoppelt sich dennoch das Centrosom iiber mehrere Zyklen weiter (Gard et al.,
1990; Sluder et al., 1986). Eine Hauptrolle bei der Regulation des Centrosomenzyklus spielen
Mitglieder der Familie der Polo-Kinasen, welche auch an vielen anderen Prozessen des
Zellzyklus beteiligt sind (Barr et al., 2004). Wie wichtig die korrekte Verdopplung des
Centrosoms ist, zeigt sich in den schwerwiegenden Konsequenzen, zu denen Stérungen
fithren konnen. In Anwesenheit von tiberzahligen Centrosomen steigt die Wahrscheinlichkeit,
dass es zur Bildung von multipolaren Spindeln kommt, was zur fehlerhaften Aufteilung der
Chromosomen fiihrt (Brinkley, 2001). In vielen humanen Tumoren wurden Abnormitéten
beziiglich Anzahl, Grofe und Morphologie der Centrosomen entdeckt (Fukasawa et al., 1996;
Nigg, 2004; Pihan et al., 1998). Vor allem das Phinomen der iiberzdhligen Centrosomen in
einer Zelle ist daher Gegenstand vieler Forschungsarbeiten (Gréf et al., 2000; Hinchcliffe und

Sluder, 2001).
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1.3 Das Centrosom von Dictyostelium discoideum

Wie der Spindelpolkdrper von Hefe enthélt auch das Centrosom von Dictyostelium keine
Centriolen, sondern eine ebenfalls dreilagige Zentralstruktur (Abbildung 2). Diese ist von
einer y-Tubulin-haltigen, Mikrotubuli-nukleierenden Matrix umgeben, die in Dictyostelium
als Corona bezeichnet wird. Das Organell ist nicht wie bei Hefezellen in die Kernhiille
eingebettet, sondern auf bisher unbekannte Weise aullen am Zellkern angeheftet. Diese
Verbindung ist sehr stark und machte es schwierig, Centrosomen bei einer Aufreinigung vom
Zellkern abzutrennen, ohne sie dabei zu zerstdren. Mechanische Einwirkungen und die
Behandlung mit KI, welches Proteinkomplexe auflésen kann, zeigten kaum Wirkung (Omura
und Fukui, 1985). Erst durch die Entdeckung, dass Pyrophosphat diese Verbindung auflésen
kann, war es moglich geworden, kernfreie Centrosomen aus Dictyostelium zu priparieren
(Gréf et al., 1998).

Ein weiterer Unterschied zum Spindelpolkdrper der Hefe zeigt sich bei der Verdopplung des
Organells. In Dictyostelium findet dhnlich wie bei Sdugercentrosomen eine semikonservative
Duplikation statt. Nach der Auflosung der Corona werden die beiden &uBeren Schichten
voneinander getrennt. Diese klappen dann zusammen, akkumulieren eine Zwischenschicht
und eine Corona, so dass erneut eine mehrlagige Struktur entsteht (Ueda et al., 1999). Der
Prozess lauft nicht wie bei Sdugern und Hefe bereits in der Interphase ab, sondern beginnt erst
wihrend der Mitose.

Auf molekularer Ebene gibt es derzeit noch wenige Erkenntnisse: Fiir das menschliche
Centrosom sind in einer Massenspektrometrie-Analyse 111 wahrscheinliche centrosomale
Proteine identifiziert worden (Andersen et al., 2003). Zusammen mit weiteren bekannten
centrosomalen Proteinen wire das Sdugercentrosom damit aus iiber 120 verschiedenen
Proteinen aufgebaut. Bisher sind in Dictyostelium allerdings nur 10 Proteine bekannt (Gréaf et
al., 2004). Es ist daher wichtig, weitere centrosomale Proteine zu identifizieren, um unser

Verstindnis fiir die Funktionsweise dieser in der Zelle so wichtigen Struktur zu verbessern.

1.4 Erforschung des Centrosoms von Dictyostelium discoideum

Ein generelles Problem bei der Erforschung des Centrosoms ist, dass es keine klaren Grenzen
aufweist. Dadurch ist der Ubergang zwischen Centrosom und Cytoplasma flieBend. Es ist da-
her wichtig, das Centrosom zu definieren. Die hdufigste und allgemein akzeptierte Definition
besagt, dass echte Bestandteile des Centrosoms keine Mikrotubuli fiir ihre Lokalisation am

Centrosom bendtigen. Das bedeutet, dass alle Proteine, die an isolierten, Mikrotubuli-freien
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Centrosomen nachweisbar sind, als centrosomale Proteine bezeichnet werden. Proteine, die
mit Mikrotubuli am Centrosom lokalisieren, aber bei der Prdparation verloren gehen, sind
demnach Centrosom-assoziiert.

Zur Erforschung eines Organells wie des Centrosoms in Dictyostelium konnen unterschied-
liche genetische oder biochemische Herangehensweisen gewidhlt werden. Eine wegen der
guten Transformierbarkeit von Dictyostelium sehr beliebte Methode ist eine Mutagenese
mittels REMI (restriction enzyme mediated integration) (Adachi et al., 1994). Hierbei wird
unter Anwesenheit eines Restriktionsenzymes ein Plasmid in das Genom eingebaut, was zum
Ausfall von beliebigen Genen fiihren kann. Vorteil dieser Methode ist, dass man nach der
Riickgewinnung des Plasmids sehr schnell an die Sequenz von flankierenden Genen gelangen
kann. Allerdings ist diese Methode fiir die Untersuchung des Centrosoms nicht gut geeignet,
da die meisten centrosomalen Proteine essentiell sein diirften, und man dadurch wegen des
haploiden Genoms keine interessanten Mutanten erhalten wiirde.

Ein groBler Fortschritt fiir die Erforschung von Dictyostelium war die Fertigstellung des
Genomprojektes, wodurch nun das gesamte Erbgut zuginglich ist (Eichinger et al., 2005). Mit
Hilfe dieser Daten kann man nun leicht an Sequenzen von Proteinen gelangen, welche
entweder interessante Dominen oder Ahnlichkeiten zu bekannten Proteinen aufweisen. Auf
diese Weise wurden in Dictyostelium bereits mehrere centrosomale Proteine gefunden, z. B.
die urspriinglich in Hefe identifizierten Spindelpolkomponenten DdSpc97 und DdSpc98
(Daunderer und Grif, 2002), y-Tubulin (Euteneuer et al., 1998), das Centrin-Homologe CenA
(Daunderer ef al., 2001), oder das Mikrotubuli-bindende Protein DdEB1 (Rehberg und Grif,
2002).

Fiir biochemische Analysen des Centrosoms war es notwendig, ein Isolationsprotokoll zu
entwickeln (Graf et al., 1999). Hierbei wird in den ersten Schritten ausgenutzt, dass das
Centrosom fest am Kern verankert ist. Nach einer Anreicherung der Kerne werden die
Centrosomen mit Hilfe von Pyrophosphat und Scherkréften abgeldst und anschlieBend durch
Dichtegradientenzentrifugation aufgereinigt. So konnten Centrosomen gewonnen werden, die
voll funktionsfahig und damit in der Lage waren, als Nukleationskern fiir Mikrotubuli zu
dienen (Gréaf et al., 1998). Diese Centrosomen wurden fiir die Immunisierung von Méusen
und somit zur Erzeugung von monoklonalen Antikdrpern verwendet. Mit diesen Antikdrpern
wiederum war es moglich, weitere centrosomale Proteine zu finden, wie z.B. das Mikrotubuli-
assoziierte Protein DACP224 (Grif et al., 1999).

Die Sequenzdaten des Genomprojektes bieten die Moglichkeit, die aufgereinigten Centro-
somen fiir einen noch umfangreicheren Ansatz zu nutzen. Die Kombination von hoch

entwickelten Auftrennungsmethoden mit Techniken der Massenspektrometrie macht es
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theoretisch mdglich, alle Proteine eines Organells zu ermitteln. Dieser Ansatz ist bei anderen
Organismen bereits mehrfach angewendet worden, um neue Proteine des Centro-
soms/Centriols bzw. Spindelpolkérpers zu identifizieren (Andersen et al., 2003; Keller et al.,
2005; Lange et al., 2000; Li et al., 2004; Pazour et al., 2005; Wigge et al., 1998). Fiir das
menschliche Centrosom konnten so 23 neue centrosomale Proteine sowie 41 weitere
Kandidaten gefunden werden (Andersen et al., 2003).

Um ein umfassenderes Wissen iiber das Centrosom und seine Funktion zu sammeln, ist es
aber nicht nur interessant, Proteine zu kennen, die direkt am Aufbau des Centrosoms beteiligt
sind, sondern auch Interaktionspartner von centrosomalen Proteinen zu identifizieren. Mit
Hilfe der ,,Tandemaffinititsaufreinigung® (TAP-Methode) wurde bereits nach Interaktoren
von DAEB1 und DdCP224 gesucht und so z. B. das ebenfalls centrosomale Protein DATACC
gefunden (Koch et al., 2006). Aber auch hier kann auf bekanntes Wissen aus anderen
Organismen zuriickgegriffen werden, indem man das Genom nach Homologen zu bekannten
Interaktoren von centrosomalen Proteinen durchsucht. Beispielsweise ist bei Sdugern bekannt,
dass die beiden an der Krankheit Lissenzephalie beteiligten Proteine Doublecortin (DCX) und
LIS1 miteinander interagieren (Caspi et al., 2000). Da LISI in Dictyostelium ebenfalls am
Centrosom nachgewiesen werden konnte (Rehberg et al., 2005), ist es auch interessant, das

homologe Protein zu DCX zu identifizieren und zu untersuchen.

1.5 Lissenzephalie, LIS1 und Doublecortin (DCX)

Lissenzephalie ist der Oberbegriff fiir eine Reihe von Entwicklungsstorungen des Gehirns, die
zu schweren Behinderungen bei Neugeborenen fithren. Allen Arten gemeinsam ist eine
Wanderungsstorung der Nervenzellen des Gehirns in den ersten 1-4 Monaten der Entwicklung
des Fotus. Die Folge dieser Storung ist der fehlende Aufbau der sieben cortikalen Zell-
schichten und dadurch eine glatte (gr.: lissos) Auspriagung der Oberfliche der GroBhirnrinde.
Die meisten betroffenen Kinder sind entweder durch mangelnde GroBhirnaktivitit gar nicht
lebensfihig oder bleiben auf der Entwicklungsstufe eines Sduglings stehen. Ihre Lebens-
erwartung ist trotz intensiver Betreuung deutlich reduziert. Sie bleiben lebenslang schwere
Pflegefille mit starken intellektuellen und korperlichen Defiziten (Dobyns et al., 1993).

Die héufigste Ursache fiir Lissenzephalie sind Mutationen in den zwei Genen /is/ und dcx
(Leventer et al., 2000; Pilz et al., 1998). Da letzteres sich auf dem X-Chromosom befindet,
kann es bei Mutationen des dcx-Gens bei Frauen zu einer Sonderform der Lissenzephalie
kommen. Durch unterschiedliche X-Inaktivierung kommt es zur Ausbildung eines Mosaik-

phénotyps, des so genannten ,,Doppel-Cortex* Syndroms, wodurch das Protein seinen Namen
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erhielt (des Portes et al., 1998). Dabei sind einige Neuronen, bei denen das X-Chromosom mit
dem mutierten Allel deaktiviert ist, in der Lage, ihre Wanderung zu vollziehen und sorgen so
fiir eine gefurchte und gelappte Oberflache der GroBhirnrinde. Die anderen Neuronen kdnnen
durch das Fehlen des funktionellen DCX-Proteins nicht bis zur Oberfliche des Gehirns
vordringen und bilden so eine weiter innen liegende, zweite Schicht mit Zellkorpern, also
einen zweiten Cortex. In MRT-Aufnahmen des Gehirns ist dieses Phinomen an zwei

Schichten aus grauer Substanz zu erkennen (Hashimoto ef al., 1993).

Abbildung 3: Erscheinungsbild von
Lissenzephalie in MRT-Aufnahmen
des Gehirns. Normal: Aufnahme
eines gesunden Menschen; DCX-
Female: Doppelcortex-Syndrom, weib
licher Patient mit Mutation in dcx auf
einem X-Chromosom, LIS1 und DCX-
Male: Volle Auspridgung von Liss-
enzephalie durch Mutation in LIS1
bzw. DCX. Abbildung aus (Feng und
Walsh, 2001)

Die beiden Proteine LIS1 und DCX sind Mikrotubuli-bindende Proteine und bewirken eine
Stabilisierung der Filamente (Horesh et al., 1999; Sapir et al., 1999a). LIS hat neben der
Bedeutung wihrend der Gehirnentwicklung auch noch wichtige Funktionen in anderen
Zelltypen. Es ist ein Bestandteil des Mikrotubuli-plus-End-Komplexes (Xiang, 2003). Dieser
sorgt fiir eine Verankerung der Mikrotubuli am Zellcortex und ist notwendig fiir
Transportprozesse wie auch die Positionierung des Zellkerns und der Spindel (Vaughan,
2005). Andere wichtige Proteine in diesem Komplex sind XMAP215-Homologe, Dynein,
Komponenten des Dynaktin-Komplexes und EB1.
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Als erstes wurde LIS1 als die regulative 3-Untereinheit des PAF-Acetylhydrolase-Komplexes
(PAF-AH) identifiziert (Hattori et al., 1994). Dieser Enzymkomplex dhnelt in der Struktur
einem heterotrimeren G-Protein und sorgt fiir die Regulation des ,,Plédttchen-aktivierenden
Faktors* (PAF). PAF ist ein bioaktives Phospholipid und erfiillt zahlreiche Funktionen; unter
anderem dient es als intrazelluldrer Botenstoff, der neuronale Differenzierungsvorginge
beeinflusst.

DCX ist im Gegensatz zu LIS1 bisher nur in Vertebraten bekannt und untersucht. Charak-
teristisch fiir das Protein sind zwei Mikrotubuli-bindende Bereiche, die so genannten DC-
Doménen (Sapir et al., 2000). Zwar existieren Proteine mit DC-Dominen auch in niederen
Organismen, diese enthalten aber entweder nur eine DC-Doméne oder zusitzlich
Kinasedominen (Gonczy et al., 2001).

In Sdugerzellen interagieren die beiden Mikrotubuli-assoziierten Proteine DCX und LIS1
miteinander (Caspi et al., 2000). Zusitzlich scheinen sie dhnliche Funktionen zu erfiillen, da
Uberexpression des Einen zur Schwichung des Phinotyps einer Mutation des Anderen fiihrt
(Tanaka et al., 2004). Wie diese beiden Proteine genau zusammenarbeiten, ist allerdings nicht
bekannt. Es ist auch recht schwer, die Funktion von Doublecortin zu erforschen, da dieses nur
in Nervenzellen wéhrend einer frithen Phase der Gehirnentwicklung im ein bis vier Monate
alten Fotus exprimiert wird. Es ist daher sinnvoll, fiir die Untersuchung dieses Proteins einen

Organismus zu wihlen, der in der Expressionsphase des Proteins besser zugéinglich ist.

1.6 LIS1 in Dictyostelium discoideum

In Dictyostelium discoideum konnte ein Protein identifiziert werden, welches in 55 % seiner
Aminosduren mit dem menschlichen LIS1 {ibereinstimmt. Die Eigenschaften und Funktionen
von DALIS1 wurden in vegetativen Zellen bereits recht genau untersucht (Rehberg et al.,
2005). Das Protein lokalisiert entlang von Mikrotubuli wéahrend Interphase und Mitose, und
ist ferner ein echtes centrosomales Protein, da es an isolierten Centrosomen nachgewiesen
werden konnte. DALIS1 interagiert mit einer Reihe von Proteinen, darunter das centrosomale
Protein DACP224, das Dictyostelium-Homolog zu den Mikrotubuli-assoziierten Proteinen
XMAP215 aus Xenopus, Msps aus Drosophila und dem menschlichen TOG1 Protein. Es
konnte auch eine direkte Bindung an die kleine GTPase RaclA gezeigt werden. Zusétzlich
interagiert DALIS1 mit Komponenten des Dynein/Dynaktin-Komplexes. Dieser befindet sich
am Zellcortex und verankert dort Mikrotubuli mit dem Cortex. Dadurch wird die radiale
Mikrotubuliorganisation aufrechterhalten und das Centrosom und mit ihm der Zellkern in der

Mitte der Zelle positioniert (Euteneuer und Schliwa, 1992; Koonce et al., 1999). Dieser
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Zusammenhang zwischen LIS1 und Dynein erklért, warum eine Punktmutation im DdLIS1-
Gen (DdLIS1-D327H) zu Phinotypen fiihrt, die teilweise bereits flir Dynein-Mutanten
beschrieben sind (Koonce et al., 1999; Koonce und Samso, 1996). Dazu zdhlen eine
Fehlorganisation des Golgi-Apparates, die Ablosung des Centrosoms vom Kern und eine
massive Storung des Mikrotubuli-Cytoskeletts (Abbildung 4). Die Mikrotubuli scheinen den
Kontakt zum Zellkortex zu verlieren, sind ldnger und gebiindelt. Das Centrosom ist hiufig
nicht wie im Normalfall im Zellschwerpunkt (Centroid) zu finden, sondern bewegt sich
schnell kreisformig durch die Zelle und zieht dabei die Mikrotubuli wie einen
Kometenschweif hinter sich her. Erklart wird dieses Phdnomen mit einer Stérung des
Dynein/Dynaktin-Komplexes, welcher dann nicht mehr in der Lage ist, die Mikrotubuli-

Enden am Zellcortex zu fixieren.

Abbildung 4: Die Punktmutation in DdLIS1 bewirkt eine deutliche Storung des Mikrotubuli- und Aktin-
Cytoskeletts und des Golgi-Apparates. Immunfluoreszenz-Mikroskopie von vegetativen Zellen des Stamms
DdLIS1-D327H (B) im Vergleich zum Wildtyp (A). Gezeigt sind die Farbung von Mikrotubuli (A und B),
Centrosomen (A' und B'), Golgi-Apparat (A" und B") und F-Aktin (A" und B").

Neben diesen Mikrotubuli-assoziierten Defekten wurde flir die Mutante DALIS1-D327H eine
Verringerung des F-Aktin-Gehalts gemessen. Dies fithrt zu Wellen von Aktin-Polymerisation,
die mit Hilfe von GFP-Aktin beobachtet werden konnen (Rehberg et al., 2005). Ahnliches
sieht man in Zellen, die mit einer geringen Menge der Aktin-depolymerisierenden Substanz
Latrunculin A behandelt wurden. Eine mogliche Erklérung fiir diese Verdnderung des Aktin-
Cytoskeletts ist die Interaktion von DALIS1 mit RaclA, welches an der Regulation der Aktin-
Dynamik beteiligt ist (Dumontier et al., 2000).
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1.7 Die Rolle von Mikrotubuli in Dictyostelium discoideum

Die essentielle Rolle von Mikrotubuli in der Mitose ist unumstritten. In Dictyostelium wie in
allen anderen eukaryotischen Zellen werden diese Filamente benétigt, um eine Mitosespindel
aufzubauen und damit fiir eine korrekte Aufteilung des Erbguts zu sorgen (Inoue, 1997). Auch
in der Interphase sind Mikrotubuli wichtig. Sie dienen als Transportschienen und sind an der
Polarisierung einer Zelle beteiligt (Schliwa, 1984; Small et al., 2002; Steinberg und Fuchs,
2004). Dies ist vor allem in groBBen Zellen, wie z. B. Saugetierzellen, besonders wichtig. In
kleineren Zellen, wie Hefezellen, reicht dagegen der Aktin-basierte Transport aus (Hoyt et al.,
1991; Yokoyama et al., 1990). Eine Stérung der Mikrotubuli bewirkt hier hauptséchlich eine
Blockade der Mitose.

Auch in den kleinen Dictyostelium-Zellen scheinen Mikrotubuli in der Interphase keine so
grofle Bedeutung zu haben. Ein Beispiel hierfiir ist die oben beschriebene DdLIS1-Punkt-
mutante. Diese Zellen zeigen in der Interphase ein stark gestortes Mikrotubuli-Cytoskelett.
Dennoch wachsen die Zellen auf Bakterien wie auch in Fliissigmedium normal, was auf
funktionierende Phago- bzw. Pinocytose schlieen ldsst. Es ist auBerdem keine Hemmung
ihrer Beweglichkeit zu erkennen (Rehberg et al., 2005).

Uber die Rolle der Mikrotubuli und des Centrosom wihrend der Entwicklung von Dictyo-
stelium ist dagegen weniger bekannt. Es gibt zahlreiche Untersuchungen, die zeigen, dass fiir
die gerichtete Zellbewegung in der Aggregationsphase wie auch in spiteren Phasen Aktin-
Polymerisation essentiell ist (Affolter und Weijer, 2005; Bretschneider et al., 2002; Kimmel
und Parent, 2003; Van Haastert und Devreotes, 2004). In manchen Saugerzelltypen werden
fiir die gerichtete Zellbewegung zusitzlich noch Mikrotubuli bendtigt, die fiir eine Polari-
sierung der Zelle und die Fortbewegung des Zellkerns sorgen (Lin et al., 1994; Schliwa et al.,
1999). Vor allem fiir grof3e Zellen, die sich langsam bewegen, scheinen Mikrotubuli essentiell
zu sein. Kleinere und sehr mobile Zelltypen weisen dagegen auch unter Mikrotubuli-
depolymerisierenden Bedingungen eine Polarisierung auf und kénnen sich gerichtet bewegen
(Schliwa und Héner, 1993). Inwieweit das auch fiir die kleinen und flinken Dictyostelium-

Amoben zutrifft, ist weitgehend unbekannt.
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1.8 Ziele der Arbeit

Das wichtigste Ziel dieser Arbeit war es, neue centrosomale Proteine zu identifizieren, um
damit ein umfassenderes Wissen iiber das Dictyostelium-Centrosom zu sammeln. Als erste
Moglichkeit sollte hierfiir im Genom der Amobe nach Homologen zu bekannten centro-
somalen Proteinen aus anderen Organismen gesucht werden. Um auch unbekannte Proteine
zu identifizieren, wurde zusétzlich ein ,,Proteomics“-Ansatz gewéhlt. Hierflir sollte die
Préparation von Centrosomen aus Dictyostelium optimiert werden, um so Verunreinigungen
durch DNA und nicht-centrosomale Proteine zu reduzieren. Die so gewonnenen Centrosomen
sollten dann in Zusammenarbeit mit Dr. Albert Sickmann und Dr. Yvonne Reinders am
Rudolf-Virchow-Institut in Wiirzburg mit Hilfe verschiedener Auftrennungsmethoden und
anschlieBender Massenspektrometrie analysiert werden.

Ein weiteres Ziel war es, das DCX-Protein von Dictyostelium zu untersuchen und zu
ermitteln, welche Rolle das in Vertebraten nur in Neuronen exprimierte Protein in der
geselligen Amdbe spielt. Insbesondere schien hier die Interaktion und Zusammenarbeit mit
dem centrosomalen Protein DALIS1 interessant zu sein. Fiir die Erforschung dieser Zusam-
menhinge eignet sich Dictyostelium sehr gut, da dieser Modellorganismus gut zugénglich ist
und als einziges nicht-Sdugersystem alle bekannten an Lissenzephalie beteiligten Proteine

vorweisen kann (Williams et al., 2006).
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Reagenzien

Soweit nicht anders erwihnt, stammten die verwendeten Laborchemikalien von Merck,

Sigma-Aldrich, Carl Roth, Difco, AppliChem und Boehringer Mannheim und hatten den

3

Reinheitsgrad ,.p. a..

2.1.2 Antikorper

Primére Antikorper

Anti-DdDCX, Kaninchen Antiserum
Anti-DdLIS1, Kaninchen Antiserum
Anti-DdCP224, DACP224HIND, Kaninchen Antiserum
Anti-DACP224, mAb 2/165
Anti-DdEB1, Kaninchen Antiserum
Anti-y-Tubulin, Kaninchen Antiserum
Anti-Dd14-3-3, Kaninchen Antiserum
Anit-CABP1, mAb

Anti-Aktin, mAb 224-236-1
Anti-GFP, Kaninchen Antiserum
Anti-GFP, mAb 264-236-1
Anti-MBP, Kaninchen Antiserum
Anti-P0O, mAb

Anti-Tubulin, mAb YL1/2
Anti-FLAG, mAb M2
Anti-Digoxigenin

Sekundire Antikorper

Ziege-anti-Maus IgG Antikorper, Peroxidasekonjugat

Ziege-anti-Kaninchen IgG Antikorper, Peroxidasekonjugat

Ziege-anti-Ratte [gG Antikorper, Peroxidasekonjugat
Ziege-anti-Maus IgG Antikorper, alkalische Phosphatase
Ziege-anti-Maus IgG Antikdrper, gekoppelt an Cy3
Ziege-anti-Kaninchen IgG Antikorper, gekoppelt an Cy3
Ziege-anti-Maus Alexa 488 oder 568
Ziege-anti-Kaninchen Alexa 488 oder 568
Ziege-anti-Ratte Alexa 488 oder 568

diese Arbeit

Rehberg et al., 2005
Hestermann und Gréf, 2004
Grif et al., 1999

Rehberg und Grif, 2002
Euteneuer et al., 1998

Dr. A. Miiller-Taubenberger
Bain et al., 1991

Westphal et al., 1997

Faix et al., 2001

Chemicon

Grif, 2001b

Dr. Markus Maniak
Chemicon

Sigma-Aldrich

Boehringer Mannheim

Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Dianova

Dianova

Molecular Probes, Inc.
Molecular Probes, Inc.

Molecular Probes, Inc.
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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 Antibiotika

Blastizidin S ICN Biochemicals
Geneticin (G418) Sigma-Aldrich
Penicillin/Streptomycin Sigma-Aldrich
Ampicillin Carl Roth
Kanamycin Sigma-Aldrich
2.1.5 Medien

2.1.5.1 Medien fiir die Dictyostelium discoideum-Kultur
AX-Medium (Claviez et al., 1982)

14,3 g/1 Pepton (Oxoid); 7,15 g/l Hefeextrakt (Oxoid); 18 g/l Glukose; 3,5 mM Na,HPOy;
3,5 mM KH,POy4; pH 6,7.

HL5c-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,POys; 0,35 g/l Na,HPO4; pH 6,5.

Phosphatpuffer (Soerensen) (Malchow ef al., 1972)
14,6 mM KH,PO4; 2 mM Na,HPOy; pH 6,0.

Phosphatagarplatten
15 g/l Bacto Agar in Phosphatpuffer.

SM-Agarplatten
10 g/l Pepton (Oxoid); 1 g/l Hefeextrakt (Oxoid); 10 g/l Glukose; 9 g/l Bacto Agar;
16 mM K,HPOy; 5,7 mM KH,PO4; 4 mM MgSOy; pH 6,5.

Elektroporationspuffer
50 mM Saccharose; 10 mM KH,PO4; pH 6,1.

2.1.5.2 Medien fiir die E. coli-Kultur (Sambrook et al., 1989)
LB-Medium
10 g/l Trypton; 5 g/l Hefeextrakt; 5 g/l NaCl; pH 7.,4.

LB-Agarplatten
1,5 % Agar in LB-Medium.

LB/Ampicillin
LB-Medium mit 100 pg/ml Ampicillin.
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SM-Puffer
100 mM NaCl; 8 mM MgSQOy4; 50 mM Tris/HCI; pH 7,5; 0,01 % Gelatine.

SOB-Medium
20 g/l Trypton; 5 g/l Hefeextrakt; 10 mM NaCl; 2,55 mM KCIl.

SOB-MM-Medium
SOB-Medium supplementiert mit 20 mM Glukose; 10 mM MgSO4; 10 mM MgCl,.

Einfriermedium
16 g/l Trypton; 10 g/l Hefeextrakt; 5 g/l NaCl; 70 % Glycerin.

2.1.6 Puffer und Losungen

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.

20 x SSC
3 M NaCl; 0,3 M Na-Citrat; pH 7.

10 x TAE
400 mM Tris; 10 % Eisessig; 10 mM EDTA; pH 8,3.

6 x TAE-Probenpuffer
10 mM Tris/HCI, pH 8,0; 50 mM Na-EDTA; pH 8,0; 1 % SDS; 30 % Glycerin;
0,025 % Bromphenolblau.

PBS
70 mM Na,HPOy4; 30 mM KH,POy4; 150 mM NaCl; pH 7,0.

TBS
10 mM Tris/HCI; pH 7,4; 150 mM NacCl.

TBST
10 mM Tris/HCI; pH 7,4; 150 mM NacCl; 0,05 % Tween-20.

Harnstoff-Probenpuffer
9 M Harnstoff; 10 % SDS; 5 % 2-Mercaptoethanol.

6 x Laemmli-Probenpuffer
300 mM Tris/HCI; pH 6,8; 30 % Glycerin; 20 % SDS; 0,025 % Bromphenolblau;
15 % 2-Mercaptoethanol.

SDS-Laufpuffer
25 mM Tris/HCI; pH 8,3; 0,1 % SDS (w/v); 192 mM Glycin.
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5 x Fish-Puffer fiir GST-Pulldown
25 % Glycerin; 200 mM Tris/HCI; pH 7,4; 250 mM NacCl; 5 % NP40; 10 mM MgCl,.

Einbettmedium "Moviol" fiir Immunfluoreszenz-Mikroskopie
120 mg/ml Polyvinylalkohol 4-88; 30 % Glycerin; 0,2 M Tris-HCI; pH 8,8.

50 x PC (Proteaseinhibitormischung)
50 mM Pefabloc SC; 1,25 mg/ml Leupeptin; 0,5 mg/ml Tosyl-arginin-methylester;
0,5 mg/ml Soybean trypsin inhibitor; 0,05 mg/ml Aprotinin; 0,05 mg/ml Pepstatin.

2.1.7 Puffer und Losungen fiir die Priparation von Centrosomen (Schulz et al., 2006)

Lysepuffer
100 mM Na-PIPES; pH 6,9; 2 mM MgCl,, 10 % (w/v) Saccharose.
frisch dazu: 1 mM ATP; 1 x PC; 0,3 % Triton X-100; 2 mM Benzamidin; 1 mM DTT;
2 uM Cytochalasin A.

Saccharoseldsung fiir Kernaufreinigung
100 mM Na-PIPES; pH 6,9; 2 mM MgCl,; 55 % (w/v) Saccharose.
frisch dazu: 1 mM ATP; 1 x PC; 0,3 % Triton X-100; 2 mM Benzamidin; 1 mM DTT.

Pyrophosphatpuffer
100 mM Na-PIPES; pH 6.9; 2 mM MgCl,, 30 % (w/v) Saccharose.
frisch dazu: 40 mM tetra-Natriumdiphosphat; 1 mM ATP; 1 x PC, 1 % Triton X-100;
2 mM Benzamidin; 1 mM DTT; 2 uM Cytochalasin A.

Gradientenpuffer
10 mM Na-PIPES ; pH 6,9; 2 mM MgCl,
frisch dazu: 0,1 % Triton X-100; 2 mM DTT.

Saccharoseldsungen fiir Gardienten
10 mM Na-PIPES; pH 6,9; 2 mM MgCl,; Saccharose (50, 55 oder 80 %).
frisch dazu: 1 mM ATP; 1 x PC; 0,1 % Triton X-100; 2 mM Benzamidin; 2 mM DTT.

2.1.8 Vektoren

pA6PGFP-SSEB Grif et al., 2003
pA15PGFPV18 Rehberg et al., 2005
pDisc-Flag-SSEB Gréf et al., 2000

pMALc2 New England Biolabs
pGex-4T-2 GE Healthcare
pLPBLP Faix et al., 2004

pDEX-NLS-cre Faix et al., 2004
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2.1.9 Bakterien und Dictyostelium discoideum-Staimme

E. coli XL-1 blue (Stratagene) wurde fiir Klonierungen verwendet.

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

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

Dictyostelium Stamm Clathrin-GFP: NC4A2 transformiert mit pTX-GFP-CLC
(Damer und O'Halloran, 2000).

Dictyostelium Stamm DALIS1-D327H (Rehberg et al., 2005)

Dictyostelium Stamm GFP-Tubulin (Rehberg und Gréf, 2002)

Dictyostelium Stamm GFP-DdCP224AN (Gréf et al., 2000)

2.1.10 Computerprogramme

Microsoft Office 2003, Adobe Photoshop 5.5, Endnote 8.0.1, CorelDraw 12, DNA-Strider
1.416, Zeiss LSM 510Meta Software 3.2, Zeiss Axiovision 4.5, Compix SimplePCI 5.2,
Image J 1.341, Quicktime Pro 7.1.1, Huygens Essential 3.0.4pl.

2.1.11 Andere Materialien

0,45 um Polycarbonat Filter Nuclepore, Costar GmbH
5 um Polycarbonat Filter Nuclepore, Costar GmbH
Amyloseharz GE Healthcare
NHS-Sepharose 4B GE Healthcare
Glutathione-SepharoseTM 4 fast flow  GE Healthcare

Hybond N Nylon Membran GE Healthcare
Nitrocellulose BA85 Schleicher & Schiill
Dialyse-Membran Biomol

2.2 Molekularbiologische Methoden

2.2.1 Agarose-Gelelektrophorese (Sambrook ez 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 6 x TAE-Probenpuffer
vermischt. Die Trennung erfolgte bei 5 V/em. Nach dem Lauf wurden die Gele mit 1 pg/ml
Ethidiumbromid in TAE 20 min gefdrbt. Die Banden wurden durch UV-Licht sichtbar
gemacht und mit dem Eagle Eye II System (Stratagene) kombiniert mit einer Gel-

dokumentationssoftware (Intas) dokumentiert.
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2.2.2 DNA Extraktion aus Agarosegelen

Die Banden wurden ausgeschnitten, in sterile Eppendorf-Reaktionsgefdfie transferiert,

gewogen und mit Hilfe von Qia Quick Saulchen (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 OD569 von 1,0 entsprechen 50 pg/ml DNA (Sambrook et al., 1989). Héufig
wurde die DNA-Konzentration auch durch den Vergleich der Bandenintensititen mit einem
Molekulargewichts-Marker in Ethidiumbromid gefarbten Agarosegelen abgeschitzt.

2.2.4 Préaparation 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) 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-Ketten-
reaktion wurde Taq-Polymerase (verschiedene Hersteller) benutzt. 25 pl Reaktionen ent-
hielten 0,8 mM dNTP (0,2 mM jedes Nukleotids), 25 pmol 5’- und 3’-Primer, 1 U Tag-
Polymerase und 2,5 ul 10 x PCR-Puffer (100 mM Tris/HCI; pH 8,3), 500 mM KClI,
15 mM MgCl,, 0,1 % (w/v) Gelatine). Als ,,Template” wurden cDNA, genomische oder
Plasmid-DNA eingesetzt. Vor den Amplifizierungsschritten wurde der Reaktionsansatz bei
94°C fiir 3 min denaturiert. Generell wurden 33 Vervielfaltigungs-Zyklen (Denaturierung bei
94°C fiir 30 s, Hybridisierung bei 48-55°C fiir 45 s, Elongation bei 68 oder 72°C fiir 30-120 s)
durchgefiihrt. Die Hybridisierungstemperatur eines bestimmten Oligonukleotids wurde
anhand der Basenzusammensetzung folgendermalen 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 priaparative PCRs wurde das Expand-high-
fidelity (Boehringer Mannheim) oder das ReproFast PCR System (Genaxxon) unter
Befolgung der Herstellerangaben benutzt.

2.2.6 Reverse-Transkriptions-PCR (RT-PCR)

Diese Methode wurde zur Vervielfdltigung von unspezifischen oder spezifischen cDNA-
Fragmenten mit bekannten flankierenden Sequenzen verwendet. 1 ug polyadenylierte RNA
(Abschnitt 2.2.18) wurde mit 1 pg eines unspezifischen Oligo-dT-Primers oder 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 ul 5 x M-MLV-Puffer
(Promega), 2 ul ANTP-Mix (5 mM jedes Nukleotids), 1 ul RNasin Inhibitor (Boehringer
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Mannheim) und 1 pl M-MLV Reverse-Transkriptase (Promega) gestartet und bei 42°C fiir 1 h
durchgefiihrt. 2,5 pul der Reversen-Transkriptions-Reaktion wurden als , Template” flir die

folgende Vervielfaltigung durch PCR mit einem spezifischen Oligonukleotidpaar eingesetzt.

2.2.7 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 2 und 12 h gespalten. Die Vollstindigkeit der Reaktion wurde auf einem
Agarosegel iiberpriift.

2.2.8 Phosphatase Behandlung (Sambrook et al., 1989)

Um eine Religation von linearisierten Vektoren mit kompatiblen Enden zu verhindern,
wurden die 5’-Phosphatgruppen durch Behandlung mit alkalischer Phosphatase aus Kélber-
darm entfernt. 2,5 ug des linearisierten Vektors wurden in einem Reaktionsansatz von 25 pl
in 1 x Phosphatase-Puffer (50 mM Tris/HCI, pH 9,0; 1 mM MgCly; 0,1 mM ZnCly; 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
anschlieend iiber ein Agarosegel gereinigt.

2.2.9 Uberfiihrung iiberstehender Enden in glatte Enden (Sambrook ef al., 1989)

Sowohl 3’ als auch 5’ tiberstehende Enden konnen mit T4-DNA-Polymerase in der
Gegenwart von Nukleotiden in glatte Enden tiberfiihrt werden. 1 pg DNA wurde in einem
20 ul Reaktionsansatz in 1 x 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
Zentrifugationssaulchens, bzw. {iber ein Agarosegel gereinigt.

2.2.10 DNA-Ligase Reaktion

DNA-Fragmente wurden mit T4 DNA-Ligase (NEB) in einem Gesamtvolumen von 10 pul bei
16°C fiir 16 h in dem vom Hersteller gelieferten Puffer verkniipft. Fiir die Ligation
tiberstehender Enden betrug das molare Verhéltnis von Vektor zu Fragment etwa 1:2, fiir
glatte Enden etwa 1:3. Die Konzentrationen der eingesetzten DNA wurden auf einem

analytischen Agarosegel abgeschétzt.

2.2.11 Phenol/ Chloroform-Extraktion und Ethanolfillung

Wissrige DNA-Losung wurde mit 0,5 fachem Volumen TE-equilibriertem Phenol
(AppliChem) und mit 0,5 fachem Volumen einer 24:1 Mischung von Chloroform und

Isoamylalkohol versetzt. Nach griindlichem Vermischen wurde fiir 10 min bei maximaler



Material und Methoden 20

Geschwindigkeit in einer Eppendorf-Zentrifuge zentrifugiert. Die wéssrige Phase wurde
abgenommen und noch einmal gleiches Volumen der Chloroform/ Isoamylalkohol-Mischung
zugegeben und erneut Phasentrennung durch 5 min Zentrifugation beschleunigt. Der
Uberstand wurde dann durch Zugabe von 2,5 fachem Volumen kaltem Ethanol gefillt und das
Sediment nach der Zentrifugation mit 70 % kaltem Ethanol gewaschen.

2.2.12 Herstellung elektrokompetenter E. coli-Zellen

11 LB-Medium wurde mit 5 ml Ubernachtkultur des gewiinschten E. coli Stammes (meist
XL1- blue) angeimpft, und bei 37°C mit 240 rpm bis zu einer ODgoo von 0,5 geschiittelt. Die
Zellen wurden auf Eis abgekiihlt, in sterile R6hrchen iiberfiihrt, abzentrifugiert (3000 rpm, JA
14.1 Rotor, 10 min, 4°C) und in sterilem eiskaltem Wasser resuspendiert. Nach drei Wasch-
schritten mit kaltem Wasser (in sterilen 50 ml Rohrchen) wurden die Zellen mit 10 %
Glycerin gewaschen und schlieBlich in 2ml 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 pl 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 Elektroporationsgerét
(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.

2.2.15 Préparation chromosomaler DNA aus Dictyostelium 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
100 pl Proteinase K-Losung (14,7 mg/ml) zugesetzt. 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 prézipitiert. Die weilen DNA-Fiden wurden
mit einer Pipettenspitze aufgewickelt. Die DNA wurde in 70 % Ethanol gewaschen, an der
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Luft getrocknet und in 200-500 ul TE-Puffer gelost. Kleinere Mengen genomischer DNA fiir
die Analyse von Klonen mittels PCR wurden aus 1-5 ml einer axenisch wachsenden Kultur
mit dem "high pure PCR template preparation" Kit (Roche) pripariert.

2.2.16 Transformation und Klonierung von Dictyostelium discoideum

Elektroporation

Dictyostelium-Zellen wurden bis zu einer Dichte von 2-3 x 10° Zellen/ml kultiviert, geerntet
und einmal in kaltem Phosphatpuffer und zweimal in kaltem Elektroporationspuffer (50 mM
Saccharose; 10 mM KH,PO4; pH 6,1) gewaschen. Die Zellen wurden zu einer End-
konzentration von 1 x 10® Zellen/ml in kaltem Elektroporationspuffer resuspendiert, mit 15-
30 pg Plasmid DNA vermischt und in eine vorgekiihlte sterile Elektroporationskiivette
transferiert (Abstand zwischen den Elektroden: 4 mm). In der Elektroporationsapparatur
(Gene Pulser, Biorad) wurden die Zellen, bei einer Kondensatorkapazitit von 3 pF, einer
Spannung von 1,0 kV ausgesetzt. Danach wurden die Zellen in eine sterile Zellkulturflasche
iiberfiihrt 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 und anschlieend in 25 ml HL5c-Medium aufgenommen. Fiir eine Selektion in
Flissigmedium wurden die Zellen auf eine 24-Lochzellkulturplatte verteilt. Nach einer
Erholungsperiode von 24 Stunden wurde durch Zugabe des entsprechenden Antibiotikums
Selektionsdruck ausgeiibt (4 pg/ml Blastizidin S bzw. 10 pg/ml G418). Die Zellen wurden fiir
8-14 Tage bei 21°C inkubiert bis Kolonien resistenter Zellen auftraten.

Alternativ wurden Zellen, in die ein Konstrukt mit V18 Promotor vor der G418-
Resistenzkassette transformiert worden war, auf Platte ausgestrichen. Hierflir wurde eine gut
mit Klebsiella aerogenes bewachsene Platte mit 5 ml Phosphatpuffer mit 10 pg/ml G418 und
Penicillin/Streptomycin abgewaschen. Mit 2,5 ml dieser Suspension wurden die Zellen 24
Stunden nach der Transformation aufgenommen und auf fiinf Phosphatagarplatten mit
100 pg/ml G418 ausplattiert. Innerhalb einer Woche konnten Klone beobachtet werden, die
dann fiir die Untersuchungen in 24-Loch-Kulturplatten iiberfiihrt werden konnten.

Klonierung der Transformanden

Die Transformanden wurden mit einer sterilen Pipette resuspendiert und ein Tropfen der
Zellsuspension auf einen Objekttrager gegeben. Die Zellen wurden durch Immunfluoreszenz-
Mikroskopie 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 HL5c-Medium mit Blastizidin S (4 pg/ml) bzw. G418 (10 pug/ml) und einer

Penicillin/Streptomycin Losung iiberfiihrt.
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2.2.17 Transformation von Dictyostelium discoideum mit pDEX-NLS-cre

Um bei Anwendung des ,,Cre-loxP* Systems die Blastizidin-Resistenzkassette zu entfernen
wurde das Plasmid pDEX-NLS-cre (Faix et al., 2004) in die Zellen transformiert. Dabei
wurde zuerst wie bei einer gewohnlichen Transformation (siehe 2.2.16) vorgegangen. Nach
der 24 stiindiger Erholungsphase wurden die Zellen in einer Kulturflasche fiir 3 Tage mit
10 mg/ml G418 kultiviert. Nach dem Absterben der nicht transformierten Zellen wurden die
Zellen in frisches Medium ohne G418 iiberfithrt, damit sie das Plasmid wieder verlieren.
Nachdem Klone zu erkennen waren, wurden die Transformanden wie in 2.2.16 beschrieben
vereinzelt. Nun mussten Stimme selektiert werden, die die Blastizidin-Resistenz verloren
hatte. Hierfiir wurden die Klone auf Blastizidin-haltige (4 pg/ml) und -freie Platten zusammen
mit Klebsiella aerogenes gegeben und nach ca. einer Woche Klone gewéhlt, die nur auf der
Platte ohne Antibiotikum wuchsen. AnschlieBend wurde die genomische Struktur des
betreffenden Gens durch PCR untersucht.

2.2.18 Isolierung polyadenylierter RNA aus Dictyostelium discoideum
Polyadenylierte RNA (mRNA) wurde mit dem “QuickPrep mRNA Micro Kit” (GE

Healthcare) nach Herstellerangaben prépariert. Um fiir die Herstellung von ¢cDNA auch
mRNA von entwicklungsregulierten Gene zu erhalten, wurden Zellen aller Entwicklungs-
stufen eingesetzt. Die Ausbeute betrug 7-8 pg mRNA pro 1 x 107 Zellen. Die mRNA wurde
in 2-4 Aliquots mit 1/10 Volumen 2 M K-Acetat und 2 Volumen Ethanol und Glykogen
prazipitiert und bei —70°C gelagert. Die prézipitierte mRNA wurde durch 15 miniitige
Zentrifugation bei 14.000 rpm (Beckman CS-15R Zentrifuge, F2402 Rotor) sedimeniert, mit
70 % Ethanol in DEPC-behandelten Wasser gewaschen, Luft getrocknet und in DEPC-

behandelten Wasser gelost.

2.2.19 Southernblot-Analyse

Fiir jede Spur wurde 6 pg genomische DNA (pripariert wie in 2.2.15 beschrieben) mit je 40 U
Enzym in einem Volumen von 250 pl fiir 3 Stunden verdaut. Nach erneuter Zugabe des
Enzyms wurde noch mal fiir 3 Stunden inkubiert. Es schloss sich eine Phenol/Chloro-
formextraktion und eine Ethanolfdllung an. Das Pellet wurde in 15 pl Auftragspuffer
aufgenommen und kurz auf 94°C erhitzt.

Die Fragmente wurden auf einem 0,8 %igem Agarosegel fiir 30 min bei 25 V und weiter bei
50 V aufgetrennt. Nach Ethidiumbromid-Farbung wurde das Gel fiir 15 min mit 0,25 M HCI
behandelt und anschlieBend mit Wasser kurz gewaschen. Es folgte die Denaturierung fiir
drei mal 15 min in 0,5 M NaOH mit 1,5 M NaCl. Nach erneutem Waschen des Gels wurde
dann dreimal fiir 15 min mit 1 M Tris/HCI, pH 7 mit 1,5 M NaCl neutralisiert.

Der Transfer der DNA erfolgte mit 10 x SSC auf eine HybondN Nylon-Membran (GE
Healthcare) mittels Kapillarkrifte tiber Nacht. AnschlieBend wurde die Membran getrocknet
und fiir 1,5 min mit UV-Licht bestrahlt.
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2.2.20 Digoxygenin-Markierung von DNA-Sonden, Hybridisierung und Detektion

Zur Digoxygenin-Markierung von DNA-Sonden wurde das DIG DNA-Markierungs- und
Detektions-System (Boehringer Mannheim) verwendet. DIG-markierte DNA-Sonden wurden
durch PCR synthetisiert. Dazu wurde eine 20 x ANTP-Mischung, supplementiert mit einem
gleichen Volumen 10 X DIG DNA-Markierungsmixtur (gleiche absolute dNTP-Konzentra-
tion), 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 Oberfliche, die Konzentration wurde aus der Banden-
intensitdt auf Ethidiumbromid gefarbten Agarosegelen abgeschitzt). Die Hybridisierung
wurde bei 37°C iiber Nacht durchgefiihrt. Die Filter wurden zweimal mit Hochsalzpuffer
(2 x SSC; 0,1 % SDS) fiir 5 min bei Raumtemperatur und zweimal mit Niedrigsalzpuffer
(0,1 x SSC; 0,1 % SDS) 15 min bei 65°C gewaschen. Die Filter wurden mit Malein-
saurepuffer (100 mM Maleinsdure; 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 Raum-
temperatur inkubiert. Nicht gebundene Antikorper wurden durch drei zehnminiitige Wasch-
schritte in Maleinsaurepuffer entfernt. Die Sonde wurde durch CSPD-Lumineszenz (Roche)

nachgewiesen.

2.2.21 Behandlung von Losungen und Ger:iiten fiir die Northernblot-Analyse

Losungen und destilliertes Wasser wurden mit 0,1 % DEPC (AppliChem) versetzt, im Abzug
iiber Nacht geriihrt und anschlieend autoklaviert. Losungen, die nicht mit DEPC versetzt
werden konnten oder nicht autoklavierbar sind, wurden mit DEPC-behandeltem Wasser
angesetzt. Hitzebestdndige Glasschalen wurden 4 h bei 180°C gebacken. Die Gelkammer
wurde 1 h mit 1 % H,O,/1 N NaOH behandelt.

2.2.22 Northernblot-Analyse

Fiir die Northernblot-Analyse wurde polyadenylierter RNA auf einem 1 %igem Agarosegel
aufgetrennt. Nach der Elektrophorese wurden die RNA-Gele zunichst fiinf Minuten in
Wasser und anschlie8end fiinf Minuten in 20 x SSC-Losung gewaschen. Der Transfer auf die
Nylonmembran erfolgte {iber Nacht in 20 X SSC Losung. Die Membranen wurden nach dem

Transfer in 2 x SSC-Losung gewaschen, kurz getrocknet und im UV-Crosslinker bestrahlt.

2.2.23 Herstellung und Hybridisierung von radioaktiv markierten Sonden

Die zur Markierung verwendete DNA wurde mit Restriktionsenzymen aus Plasmiden

geschnitten und tiber ein Agarosegel aufgereinigt. Es wurden ungefdhr 25 ng DNA mit
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Wasser zu einem Endvolumen von 24 pl aufgefiillt und mit 10 pl Losung aus zufillig
angeordneten Oligonukleotiden versetzt. Nach flinfminiitigem Erhitzen auf 92°C wurden zu
der auf Raumtemperatur abgekiihlten Reaktionsmischung nacheinander 10 pl 5 % Primer-
Puffer, 5 pl a-32P-dATP (50 puCi) und 2 pl Klenow-Enzym (2 U/ul) pipettiert und fiir zehn
Minuten bei 37°C inkubiert. Nicht eingebaute Nukleotide wurden durch Zentrifugation {iber
eine 1 ml Sephadex G-50-Siule in TE-Puffer abgetrennt. Die radioaktiv markierte Probe
wurde vor ihrem Einsatz im Northernblot bei 100°C fiir zehn Minuten denaturiert und danach
fiinf Minuten auf Eis abgekiihlt. Die Hybridisierungslosung wurde aus entsprechenden
Stockldsungen ansetzen: 50 % Formamid (deionisiert), 120 mM Natriumphospat pH 6,8
(1,2 M Stock), 2 x SSC, 1% NLS (20 % Stock), 0,1 % SDS (20 % Stock), 4 mM EDTA
(0,2 M Stock), 4 x Denhardts (100 x Stock). In dieser Losung wurde die Membran 1 h bei
37°C prahybridisiert (ca. 10 ml Losung pro 50 ml Rohrchen). AnschlieBend wurden 5 ml
abgenommen und 15 pul frisch denaturierte 32P-dATP markierte Hybridisierungsprobe
zusetzen und iiber Nacht hybridisiert. Nach dreimaligem Waschen mit 15 ml Waschlosung
(50 % Formamid; 120 mM Na3PO4. pH 6,8; 1 x SSC; 1 % NLS; 0,1 % SDS; 4 mM EDTA)
wurde die Membran getrocknet und ein Rontgenfilm in einer Filmkassette mit Verstarkerfolie
bei -80°C exponiert.

2.2.24 Oligonukleotide

DCXI1 ATGACATCTACTTCAGGTAAACCTAAAATGG

DCX3-Sall GATACGCGTCGACTAATGACATCTACTTCAGGTAAACCTAAAATGG
DCX5-BamHI CGCGGATCCATGACATCTACTTCAGGTAAACCTAAAATGG
DCX6-BamHI CTCGGATCCTTAAAATATTTCTTGTTCTTGTGGTTTTTG

DCX8-Pstl AAAACTGCAGTTAAAATATTTCTTGTTCTTGTGGTTTTTG
DCX14-L-Kpnl GCGGGTACCTCCTGAACCACCTTCATCATCTTGATCGCTAACTTCTGC
DCX16-Sall GATACGCGTCGACTTAAAATATTTCTTGTTCTTGTGGTTTTTG
DCX-rev CAATTTTATCCTCTAATTCTACAAATG

UDCX1-Ncol GATACGCCCATGGCATAGATACTCTAACAAGCACGATTGC
UDCX2-BamHI CTCGGATCCCCATTTTAGGTTTACCTGAAGTAGATGTC

Bsr-rev CAGTTACTCGTCCTATATACG

2.2.25 Vektorkonstruktionen

2.2.25.1 Konstruktion von leeren GFP-Vektoren mit GGSGG-Linker

Um bei N-terminalen GFP-Fusionskonstrukten die Gefahr von Fehlfaltungen zu verringern,
wurden Vektoren konstruiert, die fiir die AS-Sequenz GGSGG nach der GFP-Sequenz
kodieren. Als Ausgangsvektor fiir das Konstrukt mit G418-Resistenzkassette wurde
pA15PGFPV18 verwendet. Als erstes wurde ein Austausch des Aatll-Sall Fragmentes
mit pA6PGFP-SSEB vorgenommen, wodurch der Aktin-15-Promotor gegen einen
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Aktin-6-Promotor ausgetauscht wurde. Das Produkt bekam die Bezeichnung plIS54
(pA6PGFPV18). Aus pIS54 wurde mit Pm/l und Sall ein Stiick der GFP-Sequenz entfernt
und gegen das Pm/l/Sall Fragment aus pDGFP MCS2 ersetzt, welches das gleiche GFP Stiick
inklusive der Sequenz fiir GGSGG enthielt. Das entstandene Plasmid erhielt die Bezeichnung
pIS77 (pV18A6PGFP-L-SSEB). Das entsprechende Plasmid mit Blastizidin heiflt pIS76
(pA6PGFP-L-SSEB). Es entstand aus pA6PGFP-SSEB durch den gleichen Pmlil/Sall
Austausch mit pDGFP MCS2.

2.2.25.2 Konstruktion von Vektoren fiir die Expression von GFP- und FLAG-DdDCX-
Fusionsproteinen in Dictyostelium

Fiir die Klonierung von DdDCX wurde codierende Sequenz mit den Primern DCX3-Sa/l und
DCX6-BamHI durch PCR auf cDNA amplifiziert. Das PCR-Produkt wurde mit den Restrik-
tionsenzymen Sall und BamHI geschnitten und unter Verwendung der gleichen Schnittstellen
in die Vektoren pIS76 und pIS77 (Abschnitt 2.2.25.1) fiir GFP-Fusion und in pDisc-FLAG-
SSEB fiir FLAG-Fusion eingebaut. Die entstanden Plasmide wurden als pIS79 (pA6PGFP-L-
DCX), pIS80 (pV18A6PGFP-L-DCX) und pIS107 (pDisc-FLAG-DCX) bezeichnet.

2.2.25.3 Konstruktion eines Vektors fiir die Expression eines MBP-DdDCX-
Fusionsproteins in E. Coli
Fiir die Expression eines MBP-DdDCX-Fusionsproteins wurde die codierende Sequenz von
DdDCX mit den Primern DCX5-BamHI und DCX8-Pstl durch PCR amplifiziert. Das PCR-
Produkt wurde mit den Restriktionsenzymen BamHI und Pstfl geschnitten und unter
Verwendung der gleichen Schnittstellen in den Vektor pMALc2 (New England Biolabs)
eingebaut. Das entstandene Plasmid erhielt die Bezeichnung pIS84 (pMal-DCX). Das
Fusionsprotein wurde wie in 2.3.8 beschrieben hergestellt und fiir die Generierung eines
polyklonalen Antikorpers verwendet.

2.2.25.4 Konstruktion von Vektoren fiir die Expression von GST-DdDCX-
Fusionsproteinen in E. Coli

Es wurden drei verschiedene GST-Fusionskonstrukte hergestellt:
pIS132: pGEX-DdDCX

pIS136: pGEX-DdDCXAPP

pIS137: pGEX-DdDCXAC

pIS132 enthilt die gesamte codierende Sequenz von DADCX. Hierfiir wurde eine PCR auf
pIS79 (2.2.25.2) mit den Primern DCX5-BamHI und DCX16-Sall durchgefiihrt. Das Produkt
wurde in die BamHI/Sall Schnittstellen von pGEX-4T-2 eingesetzt.

Zur Deletion der Prolin-reichen Region wurde eine PCR-Amplifikation mit den Primern
DCX3-Sall und DCX14-L-Kpnl durchgefiihrt. Das PCR-Produkt wurde in den mit Sa/l/Kpnl
geoffneten Vektor pIS132 eingebaut. Das entstandene Konstrukt pIS136 codiert fiir ein
GST-DdDCX-Fusionsprotein, in dem die Aminosduren 121 bis 143 von DdDCX gegen einen
GGSGG-Linker ausgetauscht sind.

Um ein Fusionsprotein von GST mit dem N-terminalen Bereich von DADCX zu erzeugen,
wurde pIS132 mit den Enzymen Kpnl und BamHI geschnitten. Nach dem Entfernen der
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Uberhiinge mit T4-DNA-Polymerase wurde das Plasmid durch Ligation wieder geschlossen.

Das entstandene Konstrukt codiert fiir ein Fusionsprotein von GST mit den Aminoséuren
1 bis 143 von DADCX.

2.2.25.5 Konstruktion des dcx-Gendisruptionskonstruktes

Etwa 1000 bp des 5’-Bereichs von dcx wurden mit den Primern UDCX1-Ncol und UDCX2-
BamHI durch PCR auf genomischer DNA amplifiziert. Das PCR-Produkt wurde mit den
Restriktionsenzymen Ncol und BamHI geschnitten und unter Verwendung der gleichen
Schnittstellen in den Vektor pIS84 (2.2.25.3) eingebaut. Das entstandene Produkt pIS95
(pMal U-DCX) wurde mit den Enzymen BamHI und EcoRI geschnitten und damit die ersten
231 bp der codierenden Sequenz von DADCX entfernt. Die Uberhinge des gedffneten
Vektors wurden mit T4-DNA-Polymerase (2.2.9) abgedaut und das ebenfalls iiberhangslose
Ncol/Ndel Fragment aus pLPBLP, der die Blastizidin-Resistenzkassette enthielt, eingesetzt.
Fiir die Transformation in Dictyostelium wurde nur das Ncol/BamHI-Fragment aus dem
entstanden Plasmid pIS105 (pMal U-Bsr-DCX) verwendet, das nach der Restriktion {iber ein
Agarosegel aufgereinigt wurde.

2.3 Biochemische Methoden

2.3.1 Gewinnung von Gesamtzellextrakten und cytosolischen Extrakten

Axenisch gewachsene Dictyostelium discoideum Zellen wurden bei einer Zelldichte von
3-5x 10° Zellen/ml geerntet und dreimal in Phosphatpuffer gewaschen. Dieser und alle
folgenden Schritte wurden bei 4°C durchgefiihrt. Beim letzten Waschschritt wurden 2 uM
Cytochalasin A (Sigma-Aldrich) zugegeben. Lysiert wurden die Zellen mit achtfachem
Volumen Lysepuffer, wie fiir die Priparation von Centrosomen (siche 2.3.13) beschrieben.
Um kernfreien Uberstand zu gewinnen, wurde das Lysat fiir 10 min bei maximaler
Geschwindigkeit in einer gekiihlten Eppendorfzentrifuge zentrifugiert. Fiir cytosolische
Extrakte fiir SDS-PAGE wurde der Uberstand mit 0,5 x Harnstoff-Probenpuffer versetzt und
fiir 3 min auf 70°C erhitzt.

Fiir Gesamtzellextrakte wurden Zellen abzentrifugiert und in 0,5 x Harnstoff-Probenpuffer
aufgenommen, so dass ca. 5 x 10° Zellen auf eine Spur aufgetragen werden konnten.

2.3.2 Methanol/Chloroform-Proteinprazipitation

Diese Methode eignet sich fiir verdiinnte Proteinldsungen, die Detergens, Phospholipide oder
hohe Salzkonzentrationen enthalten und wurde hauptsidchlich fiir die Fallung der nicht-
centrosomalen Fraktionen verwendet (Wessel und Fliigge, 1984). 150 ul Proteinlésung wurde
mit 600 ul Methanol und 150 pl Chloroform vermischt, dann wurden 450 pul H,O zugesetzt
und kriftig gemischt. Die obere fliissige Phase wurde nach Zentrifugation in einer
Eppendorfzentrifuge entfernt. Das Chloroform-Kissen mit dem prizipitierten Protein wurde
mit 3-fachemVolumen Methanol vermischt und zentrifugiert (maximale Geschwindigkeit,
2 min). Der Uberstand wurde vorsichtig abgenommen, das Proteinpellet getrocknet und in
0,5 x Harnstoff-Probenpuffer aufgenommen.
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2.3.3 Bestimmung der Proteinkonzentration

Zur anndhernden Bestimmung der Proteinkonzentration wurde die ODyg einer Proteinlosung
gemessen, wobei 0,7 mg Protein pro 1 OD,gy zugrunde gelegt wurde (dieser Wert ist fiir
Immunoglobuline am genauesten).

Die Proteinmenge eine Centrosomenpriparation wurde mit Hilfe des Amidoschwarztests
bestimmt. Hierfiir wurde die Proben in Harnstoff-Probenpuffer aufgenommen und mit 300 pl
Férbelosung (2,6 mg/ml Amidoschwarz in Essigsdure/Methanol 1:10) versetzt. Nach 5 min
Inkubation bei Raumtemperatur wurde das Prézipitat flir 5 min bei maximaler
Geschwindigkeit in einer Eppendorfzentrifuge sedimentiert. Das Pellet wurde zweimal mit
Waschlosung (Essigsdure/Methanol 1:10) gewaschen, jeweils gefolgt von 5 miniitiger
Zentrifugation, und anschlieBend in 700 ul 0,1 M Natronlauge aufgenommen. Die Férbung
der Losung wurde mittels Photometer bei 615 nm gemessen und mit einer BSA Eichkurve
bestehend aus 4, 8 und 12 pg BSA verglichen.

2.3.4 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Proteine wurden auf diskontinuierlichen SDS-Polyacrylamid Gelen aufgetrennt (Bollag ef al.,
1996). Um Partikel zu entfernen, wurden die Stammldsungen durch ein 0,45 pm 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
anschlieBend bei 30 mA pro Gel fiir 45 min durchgefithrt. Die Proteinproben wurden
entweder mit gleichem Volumen Harnstoff-Probenpuffer oder 1/4 Volumen 5 x Laemmli-
Probenpuffer versetzt und 2-5 min bei 70 bzw. 94°C denaturiert.

Tabelle 1: Zusammensetzung der SDS-Polyacrylamidgele mit verschiedenen Acrylamid-Konzentrationen

Stammlésung 3 % Sammelgel | 12,5 % Trenngel |17,5 % Trenngel
30 % Acrylamid 0,68 ml 3,70 ml 5,14 ml
1 % Bis-Acrylamid 0,50 ml 0,93 ml 0,64 ml
Trenngelpuffer i 2.5 ml 2.5 ml
(2 M Tris/HC, pH 8,7; 0,4 % SDS) ’ ’
Sammelgelpuffer 1.0 ml i )
(0,25 M Tris/HCI, pH 6,8; 0,4 % SDS) ’

H;O 1,78 ml 1,80 ml 0,72 ml
10 % APS 35 ul 45 ul 45 ul
TEMED 7 ul 9 ul 9 ul

Als Standard wurde ein Proteingemisch definierter Molekiilmasse verwendet:
LMW (Sigma-Aldrich): 92,5; 67; 45; 30; 20; 14 kDa
HMW (Sigma-Aldrich): 205; 116; 97; 66; 45; 29 kDa
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2.3.5 Coomassie-Blau-Firbung von SDS-Gelen

SDS-PAGE-Gele wurden 1 h in der Coomassie-Farbelosung (0,1 % Coomassie Brilliant Blue
R250) gefarbt. Nicht gebundener Farbstoff wurde durch Schiitteln in einer Entfarbelosung
(10 % Ethanol, 7 % Essigsaure) ausgewaschen.

2.3.6 Silberfirbung von SDS-Gelen

Die Silberfarbung von ein- und zweidimensionalen SDS-Gelen wurden mit dem ,,Silver
Staining Kit* von GE Healthcare nach den Anweisungen des Herstellers durchgefiihrt.

2.3.7 Waesternblot-Analyse

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-Aldrich) in 40 % Methanol/15 % Essigsdure gefdarbt und der Grdfen
standard gekennzeichnet. Die Membran wurde mit 5% Magermilchpulver in TBST
abgesittigt. Die Inkubation mit dem primédren Antikorper verdiinnt in TBST/1,5 %
Magermilch erfolgte fiir 1 h bei Raumtemperatur. Danach wurde die Membran in TBST
(3 x 5 min) gewaschen und mit dem sekundéren Antikorper (1:10.000 Verdiinnung in TBST
von anti-Kaninchen-, anti-Maus- oder anti-Ratte-Antikorper, Meerrettich-Peroxidase-
Konjugat) fiir 1 h bei Raumtemperatur inkubiert. Die Membran wurde 3 x 5 min mit TBST
gewaschen, kurz in TBS geschwenkt und nach den Herstellerangaben mit Chemikalien des
ECL-Kits (AppliChem) inkubiert. Im Dunklen wurde ein Rontgenfilm (Kodak X-Omat AR
Film) fiir unterschiedliche Dauer auf die in Frischhaltefolie eingewickelte Membran aufgelegt
und mit einer Entwicklermaschine (AGFA) entwickelt.

2.3.8 Aufreinigung von bakteriell exprimierten MBP-Fusionsproteinen

Diese Aufreinigung wurde fiir das Fusionsprotein aus dem Maltose-bindenden-Protein und
DADCX durchgefiihrt. 0,51 der entsprechenden E.coli Kultur wurde in LB/Amp-Medium,
supplementiert mit 10 mM Glukose, bei 37°C bis zu einer ODgpp von 1,0 kultiviert. Nach
Induktion mit 0,3 mM IPTG wurden die Zellen fiir weitere 4-12 Stunden 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 20.000 rpm
(Sorvall SS34-Rotor) zentrifugiert. Der Uberstand wurde mit NaCl auf 100 mM supple-
mentiert. Die Losung wurde langsam auf eine Sdule mit 1 ml Amyloseharz (ca. 10 s pro
Tropfen) aufgetragen. Das Harz wurde griindlich mit Sdulenpuffer (200 mM NaCl, 10 mM
Tris/HCl, pH 7,5; 1 mM EDTA) oder Lysepuffer (150 mM KCI; 2 mM MgCl,; 50 mM
HEPES/K, pH 7,4) gewaschen. Das MBP-Fusionsprotein wurde mit Sidulen- bzw. Lysepuffer,
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beide mit 10 mM Maltose versetzt, eluiert. Die Reinheit der Priparation wurde durch SDS-
PAGE untersucht.

2.3.9 Herstellung von polyklonalen Antiseren aus Kaninchen

Die durch Amylose-Affinititschromatographie gereinigten MBP-Fusionsprotein MBP-
DADCX waren fiir die direkte Immunisierung geeignet. Es wurden jeweils zwei Kaninchen
mit ca. 1 mg Protein immunisiert. Die Immunisierungen wurden von Pineda Antikorper
Service (Berlin) 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 um Polycarbonat Filter filtriert.
Danach wurde das Antiserum auf eine Sepharosesdule mit dem kovalent gebundenen Antigen
(vgl. Abschnitt 2.3.11) gegeben. Die Sdule wurde griindlich mit PBS gewaschen. Danach
wurden die spezifischen Antikdrper mit 100 mM Glycerin, pH 2,7 eluiert und sofort mit 1 M
Tris/HCl, pH 8,7 neutralisiert. Zur Lagerung wurde den affinititsgereinigten Antikorpern
0,5 % BSA und 0,02 % NaNj zugesetzt.

2.3.10 Aufreinigung von bakteriell exprimierten GST-Fusionsproteinen

Fiir die bakterielle Expression von GST-Fusionsproteinen wurde 0,51 der entsprechenden
E. coli-Kultur in LB/Amp-Medium, supplementiert mit 10 mM Glukose, bei 37°C bis zu einer
ODggg von 1,0 kultiviert. Nach Induktion mit 0,3 mM IPTG wurden die Zellen fiir weitere
4-12 h bei 21°C geschiittelt. Die Zellen wurden abzentrifugiert (5000 rpm, 10 min, Sorvall-
Rotor GSA, 4°C), in 10 ml 1 x PBS resuspendiert und anschlieend bei —20°C eingefroren.
Nach Auftauen wurden die Zellen durch Sonifizieren lysiert, 1 mM DTT und
Proteinaseinhibitorcocktail zugesetzt und dann fiir 20 min bei 20.000 rpm (Sorvall SS34-
Rotor) zentrifugiert. Der Uberstand wurde auf die vorher mit PBS gewaschene Glutathion-
Agarose-Sdule gegeben. Die Durchlaufgeschwindigkeit wurde auf 1 Tropfen pro 10 sec.
eingestellt. Anschliefend wurde dreimal mit 1 x PBS mit 1 mM DTT gewaschen. Fiir die
Elution wurden 150 mg Glutathion abgewogen und unmittelbar vor der Verwendung in 20 ml
1 x PBS mit | mM DTT und Proteinaseinhibitorcocktail gelost und mit KOH auf einen pH
von 7,4 eingestellt. Es wurden 8 Fraktionen von je 1 ml gesammelt und mittels SDS-PAGE
getestet.

2.3.11 Aktin-Sedimentationsexperiment

G-Aktin aus Kaninchenmuskel und aufgereinigtes GST-Fusionsprotein wurde zunéchst
10 min bei 50.000 g zentrifugiert, um unldsliche Bestandteile bzw. Protein-Aggregate
abzutrennen. 5 uM G-Aktin wurden dann mit gleicher Menge GST-Fusionsprotein unter
polymerisierenden Pufferbedingungen (10 mM Mops, 2 mM MgCl,, 50 mM KCI, pH 7)
eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Als Kontrolle wurde jeweils zusitzlich eine
Mischung ohne G-Aktin bzw. GST-Fusionsprotein angesetzt. Die Proben wurden dann in
einer Beckman Tischzentrifuge bei 50.000 g in einem TLA100.3 Rotor bzw. in einer
Eppendorfzentrifuge bei 10.000 g fiir 30 min bei 4°C zentrifugiert. AnschlieBend wurden
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Pellet und Uberstand getrennt, in fquivalenten Mengen Laemmli-Probenpuffer aufgenommen
und mittels SDS-PAGE und nachfolgender Coomassie-Blau-Féarbung analysiert.

2.3.12 GST-Pulldown mit Dictyostelium-Zellextrakt

4 ml einer iiN-Kultur von pGEX und entsprechendem Fusionskonstrukt wurden auf 100 ml
mit LB/Amp-Medium, supplementiert mit 10 mM Glukose, verdiinnt und bei 37°C bis zu
einer ODgoo von 1,0 kultiviert. Nach Induktion mit 0,3 mM IPTG wurden die Zellen fiir
weitere 6 Stunden bei 21°C geschiittelt. Die Bakterien wurden fiir 5 min bei 5000 g
abzentrifugiert, in 2 ml Phosphatpuffer resuspendiert, auf drei 1,5 ml Eppendorfgefil3e
aufgeteilt und bei -20°C eingefroren. Bei Bedarf wurde jeweils eine Portion Bakterien-
suspension aufgetaut und die Zellen durch Sonifizierung lysiert. Nach Zugabe von 70 pl
10 x BPS und 7 ul 1 M DTT wurden unlésliche Bestandteile durch 30 min Zentrifugation bei
maximaler Geschwindigkeit in einer gekiihlten Eppendorfzentrifuge entfernt. Der Uberstand
wurde mit 20 pl gewaschenen Glutathion-Sepharose-Beads (Glutathione SepharoseTM 4 fast
flow, GE Healthcare, Freiburg) gemischt und fiir 30 min auf einem Uberkopfrotator bei 6°C
inkubiert. AnschlieBend wurde dreimal mit PBS mit 1 mM DTT und 2 mM MgCl,
gewaschen.

Fiir den Dictyostelium-Zellextrakt wurden Kulturen mit 3-4 x 10° Zellen/ml verwendet und
die Zellen nach 2 x Waschen mit Phosphatpuffer mit der achtfachen Menge an Lysepuffer
(1 x Fish-Puffer mit 1 x PC, 2 mM BA, 1 mM DTT und 2 uM Cytochalasin A) und Vortexen
lysiert. Unlosliche Bestandteile wurden durch 10 min Zentrifugation bei maximaler
Geschwindigkeit in einer gekiihlten Eppendorfzentrifuge entfernt.

Je 700 ul Lysat wurde mit den Beads, die das GST-Fusionsprotein gebunden hatten, gemischt
und fiir 1 h auf einem Uberkopfrotator bei 6°C inkubiert. Die Beads wurden viermal fiir je
5 min mit kalter Waschlosung (1 x Fish-Puffer) gewaschen und anschlieBend mit 60 ul 0,5 x
Harnstoff-Probenpuffer fiir 1 min auf 70°C erhitzt. Die Proben wurden mit Hilfe einer
Westernblot-Analyse untersucht.

2.3.13 Centrosomenpriparation fiir die Verwendung in der Massenspektrometrie
(Schulz et al., 2006)

Dictyostelium discoideum Wildtypzellen wurden in 2 I AX-Medium bis zu einer Dichte von
ca. 4 x 10° Zellen/ml kultiviert. Alle folgenden Schritte wurden, sofern nicht anderes angeben,
auf Eis oder in auf 4°C gekiihlten Zentrifugen durchgefiihrt. Die Zellen wurden durch
Zentrifugation mit 500 g geerntet und zweimal mit je 100 ml Phosphatpuffer gewaschen. Ein
dritter Waschritt wurde mit 50 ml 2 uM Cytochalasin A in Phosphatpuffer durchgefiihrt.
Dieses Zellpellet wurde in 50 ml Lysepuffer aufgenommen und die Zellen durch einminiitiges
vortexen und Filtration durch einen 5 um Polycarbonat Filter (Nuclepore, Costar GmbH)
lysiert. Zur Aufreinigung der Kerne wurde dieses Lysat auf sechs Beckmann SW40 Réhrchen
verteilt, die je ein Kissen aus 2 ml 55%iger Saccharoselosung enthielten und die Kerne durch
Zentrifugation (80.000 g, 1 h) sedimentiert. Um die Centrosomen von den Kernen zu 16sen,
folgte eine Behandlung mit 40 ml Pyrophosphatpuffer unterstiitzt durch die Ausiibung von
Scherkréiften mittels eines Vortexers fiir eine Minute. AnschlieBend wurden nicht lysierte
Bestandteile und Medienreste durch Zentrifugation bei 2500 g (10 min) entfernt. Der
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Centrosomen-haltige Uberstand wurde fiir 5 min mit 0,3 mg/ml Heparin auf Eis inkubiert und
anschlieend durch einen 5 um Polycarbonat Filter filtriert. Die Suspension wurde dann
vorsichtig auf Stufengradienten, jeweils bestehend aus 0,5ml 80% und 1 ml 50 %
Saccharoseldsung, in vier Beckmann SW40 Rohrchen geladen. Nach einer Zentrifugation bei
40.000 g fiir 1 h wurden die Gradienten mit einer Glaskapillare und einer Peristaltik Pumpe
vom unten heraus mit einer Geschwindigkeit von etwa 0,4 ml/min fraktioniert und jeweils
dreimal 1 ml aufgefangen. Die erste Fraktion enthielt die 80 %-50 % Grenze und die
Centrosomen, die sich groftenteils dort ansammeln. Die zweite und dritte Fraktion wurde als
NC1 bzw. NC2 (fiir: nicht centrosomal) bezeichnet und als Vergleichsprobe verwendet.
Hierfiir wurden die Proteine mittels Methanol/Chloroform (siche 2.3.2) gefillt. Die
Centrosomen-Fraktionen der vier Gradienten wurden vereinigt, mit dem gleichen Volumen
Gradientenpuffer versetzt und zweimal mit einer Spritze durch eine 27er Nadel gedriickt.
Diese Suspension wurde dann auf den zweiten Stufengradienten aufgetragen, der aus je 1 ml
80, 55 und 50 % Saccharoseldsung in vier Beckmann SW50.1 Roéhrchen aufgebaut wurde.
Nach der Zentrifugation (40.000 g, 1 h) wurde wieder mit einer Kapillare von unter her
fraktioniert, die ersten 500 pul verworfen, dann 1 ml, der die aufgereinigten Centrosomen
enthilt, gesammelt und erneut von den vier Rohrchen vereinigt. Wieder wurde mit dem
gleichem Volumen Gradientenpuffer verdiinnt und die Centrosomen anschlieBend mit
12,5 pg/ml DNase (RNase-frei) fiir 30 min bei RT behandelt. Zur Entfernung der DNase
wurden die Centrosomen dann durch ein Kissen aus 2 ml 55 % Saccharoselosung
sedimentiert. Hierfiir wurden erneut vier Beckmann SW50.1 Rohrchen verwendet und 1 h mit
40.000 g zentrifugiert. Die sedimentierten Centrosomen wurde in Gradientenpuffer
aufgenommen und dann entweder direkt fiir Immunfluoreszenz-Mikroskopie verwendet oder
portionsweise in 1,5 ml Reaktionsgefiden sedimentiert (15 min, 17.500 g) und fiir weitere
Verwendung bei -80°C aufbewahrt.

2.3.14 Verkiirzte Centrosomenpriparation aus GFP exprimierenden Stimmen

1-2 x 10’ Zellen eines Stammes, der ein GFP-Fusionsprotein exprimiert, wurden wie in
Abschnitt 2.3.13 beschrieben mit entsprechend geringerer Menge an Losungen geerntet,
gewaschen und lysiert. Die Kerne wurden dann bei 3000 g fiir 10 min sedimentiert. Es folgte
weiter die Pyrophosphatbehandlung und eine Aufreinigung der Centrosomen mit Hilfe eines
80 % - 50 % Saccharose-Stufengradienten wie oben beschrieben. Allerdings durfte den
Puffern kein DTT zugesetzt werden, da sonst die GFP-Fluoreszenz zerstort worden wire. Die
erhaltene centrosomenhaltige Fraktion kann direkt fiir Immunfluoreszenz-Mikroskopie
verwendet werden (siche 2.4.4) und nach einer Gegenfirbung mit einem centrosomalen
Marker auf GFP-Fluoreszenz untersucht werden.

2.3.15 2D-Gelelektrophorese

Das Pellet von 2 Gradienten einer Centrosomenpriparation (ca. 60-70 pg) wurde in 200 pl
Quellungspuffer (7 M Harnstoff, 2 M Thioharnstoff, 2 % Chaps, 2 % IPG-Puffer, 50 mM
DTT, Bromphenolblau) aufgenommen und fiir 1 Stunde bei 37°C unter Schiitteln inkubiert.
Unlosliche Bestandteile wurden durch 10 min Zentrifugation bei maximaler Geschwindigkeit
in einer Eppendorfzentrifuge entfernt. Zur Rehydratisierung wurden die 11 cm langen IPG-
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Streifen (Immobiline Dry Strips pH 3-10 NL, GE Healthcare) iiber Nacht in dem
Quellungspuffer mit der geldsten Probe inkubiert. Dann wurden die Streifen kurz mit Wasser
abgespiilt und in die Multiphor IT Apparatur (GE Healthcare) iiberfiihrt. An beiden Enden der
Streifen wurden mit Wasser befeuchtete Filterpapiere aufgelegt, um Salze aufzunehmen, die
zu den Elektroden wandern und dort ein Durchbrennen der Streifen verursachen wiirden.
Neben den Filterpapieren wurden die Elektroden angebracht. Die Streifen wurden mit Ol
iiberschichtet, um ein Austrocknen der Streifen und Reaktionen im basischen Bereich des
Streifens durch atmosphérisches CO, wihrend der Fokussierung zu vermeiden. Die IEF
wurde mit folgendem Spannungsgradienten durchgefiihrt: 30 min 150 V, 60 min 300V,
60 min 1500 V, 4,5 h 3000 V, insgesamt etwa 15.000 Vh.

Zur Denaturierung der Proteine wurden die IPG-Streifen vor der zweiten Trenndimension in
SDS-haltiger Losung dquilibriert. In zwei aufeinander folgenden Schritten wurde zunéchst fiir
15 min mit Aquilibrierldsung (6 M Harnstoff, 2 % SDS, 50 mM Tris-Base, 30 % Glycerin)
mit 65 mM DTT, dann 15 min mit Aquilibrierlésung unter Zugabe von 280 mM Iodacetamid,
inkubiert.

Es folgte als 2. Dimension eine Auftrennung auf einem SDS-Gel. Hierfiir wurden fertig
erworbene Gele verwendet, die auf einer Kunststofffolie angebracht waren (ExcelGelTM 2-D,
homogeneous 12,5 %, GE Healthcare) und eine horizontale Gelapparatur benutzt (Multiphor
IT Apparatur, GE Healthcare).

2.3.16 Proteinauftrennung fiir Massenspektrometrie

Die Proteinauftrennung fiir Massenspektrometrie wurde von Dr. Y. Reinders und Dr. A.
Sickmann am Rudolph Virchow Institut fiir Experimentelle Biomedizin in Wiirzburg
durchgefiihrt. Es wurden konventionelle 2D-Gele und BAC16-Gele verwendet und mit einer
Silberfarbung geféarbt oder die Proben vorher mit Cy-Farbstoffen markiert. Zusdtzlich wurde
die iTRAQ -Methode angewendet. Alle Methoden sind in Reinders et al. beschrieben (2005).

2.3.17 Massenspektrometrie

Die Massenspektrometrie wurde ebenfalls von Dr. Yvonne Reinders und Dr. Albert Sickmann
durchgefiihrt. Es wurden MALDI-ToF, ESI-ToF und ESI-lonenfallen verwendet. Eine
Beschreibung der Techniken findet sich bei Reinders et al. (2005).

2.4 Zellbiologische Methoden

2.4.1 Kaultivierung 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 600 ul einer Bakterienkultur mit der gleichen Menge
Einfriermedium vermischt, in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei —70°C gelagert.
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2.4.2 Kaultivierung und Konservierung von Dictyostelium discoideum

Dictyostelium-Zellen wurden in Schiittelkultur bei 150 rpm und 21°C in AX- oder HL5c-
Medium kultiviert. Bei Mutanten wurde Blastizidin S und/oder G418 zugesetzt. Die
Generationszeit betrug unter diesen Bedingungen etwa neun Stunden. Alternativ wurden
adherierte Zellen fiir ldngere Aufbewahrung in Zellkulturflaschen kultiviert. Das Medium
wurde zweimal pro Woche gewechselt.

Zur dauerhaften Lagerung wurden axenisch wachsende Zellen zweimal mit Phosphatpuffer
gewaschen, auf eine Dichte von 2-3 x 10° Zellen/ml in Phosphatpuffer eingestellt und je
500 pl auf Phosphatagarplatten ausgestrichen. Die innerhalb von 2-3 Tagen gebildeten Sporen
wurden mit sterilen Phosphatpuffer (ca. 2 ml pro Platte) abgewaschen, in 1 ml Aliquots (Nunc
2,2 ml Rohrchen) in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei —70°C gelagert. Zur
Inoculation einer Kultur wurden die Sporen bei Raumtemperatur aufgetaut und etwa 200 pl in
Zellkulturflaschen mit HL5c-Medium inkubiert.

Direktes Einfrieren von Zellen wurde fiir schnelles Sicherstellen eines wertvollen Stammes
verwendet. Hierfiir wurden 900 ul einer gut gewachsenen Kultur mit 100 pl DMSO und
100 pl Pferdeserum gemischt, 2 h auf -20°C und 5 h auf -80°C abgekiihlt, und anschlieBend
in fliissigem Stickstoff gelagert. Das Auftauen erfolgte moglichst schnell und unter
Verdiinnung mit HL5c-Medium. Die Zellen wurden abzentrifugiert und in frischem HLS5c-
Medium aufgenommen.

2.4.3 Entwicklungsreihen fiir Westernblot- und Northernblot-Analyse

Axenisch gewachsene Dictyostelium-Zellen der zu untersuchenden Stimme wurden bis zu
einer Zelldichte von 4 x 10° Zellen/ml kultiviert und nach zweimaligem Waschen mit
Phosphatpuffer auf eine Dichte von 5 x 10’ Zellen/ml Phosphatpuffer eingestellt. Je 1 ml
dieser Zellsuspension wurde auf einer Phosphatagarplatte (Durchmesser 10 cm) verteilt und
die Platten nach dem Trocknen bei 21°C inkubiert. In regelméfBigen Abstinden von je drei
Stunden wurde je eine Platte geerntet. Die Zellen, bzw. Zellaggregate wurden mit einem
Spatel von den Platten geschabt und entweder in 2,5 ml 0,5 x Harnstoff-Probenpuffer
aufgekocht (Gesamtzellextrakt fiir Westernblot-Analyse) oder fiir die Gewinnung von RNA
mit dem ,,Quick Prep Micro mRNA Purification“-Kit (GE Healthcare) verwendet.

2.4.4 Indirekte Inmunfluoreszenz-Mikroskopie von Dictyostelium discoideum und

isolierten Centrosomen

Logarithmisch wachsende Zellen einer Dictyostelium-Kultur wurden auf 1 x 10° Zellen/ml

mit HL5c-Medium verdiinnt und zum Absetzen auf runde Deckgléschen transferiert. Nach ca.

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

Isolierte Centrosomen wurden mit PBS verdiinnt, durch Zentrifugation (2500 g, 10 min) auf

unbehandelte runde Deckgldschen sedimentiert 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
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Formaldehyd-Aceton-Fixierung: 3,7 % (v/v) Formaldehyd in PBS, 5 min Fixierung,
anschlieBend 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 Phosphatpuffer und 1 x 10 min waschen in 1 mg/ml
Borhydrid
Fiir die Immunfarbung wurden die fixierten Priparate mit einem bzw. einer Mischung aus
zwei verschiedenen (fiir Doppelfarbungen) primédren Antikorpern, verdiinnt in PBS (mit 1 %
BSA, 0,1 % NaNs, 1 h) bei Raumtemperatur inkubiert. Nicht gebundene Antikérper wurden
durch drei fiinfminiitige Waschschritte mit PBS entfernt. AnschlieBend wurden die Priparate
mit den sekundiren Antikorper (Alexa 488-, Alexa 568- oder Cy3-Konjungate, nach
Hersteller-Angaben verdiinnt) eine Stunde im Dunklen inkubiert. Die Préparate 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) inkubiert. Die Priparate wurden auf einem
Objekttrager mit 5 ul ,,Moviol* eingebettet. Alternativ wurde als Einbettmittel das ,,Pro Long
Antifade Kit*“ (Molecular Probes) verwendet. Die Fluoreszenzpraparate wurden mit DAPI-,
Rhodamin- und Fluorescein-Filtern betrachtet, wobei die Mikroskopie und Bildaufzeichnung
an einem Zeiss Axiovert 200M Mikroskop mit einer ,,AxioCam Mrm*“ Kamera und der
Axiovision-Software aufgezeichnet wurden. Lebendzellbeobachtungen wurden in Plastik-
petrischilchen mit Deckglidschenboden (World Precision Instruments, Sarasota, U.S.A.) in
HL5c-Medium oder Phosphatpuffer durchgefiihrt.

2.4.5 Indirekte Immunfluoreszenz-Mikroskopie von Zellstromen

Fiir die Immunfluoreszenz von Zellstromen wurden logarithmisch wachsende Zellen einer
Dictyostelium-Kultur mit Phosphatpuffer gewaschen und in einer Dichte von 2 x 10’
Zellen/ml Phosphatpuffer aufgenommen. Bei den Experimenten mit Nocodazol (AppliChem)
wurde 2 mM der Chemikalie zugesetzt. Je 1 ml dieser Suspension wurde in mit Deckglédschen
bestlickten Lochern einer 24-Loch-Kulturplatte gegeben und bei 21°C inkubiert. Sobald die
Zellstrome zu erkennen waren (ca. nach 10-12 h), wurde wie oben beschrieben mit Glutar-
aldehyd fixiert und eine Immunférbung durchgefiihrt. Die Aufnahme dieser Priparate erfolgte
an einem Axiovert 200M/510Meta Konfokal-Mikroskop mit einem 63x/1.3 bzw. 40x/1.3
Objektiv. Es wurden Bildstapel von bis zu 50 Bildern aufgenommen, um die gesamte Hohe
der Zellaggregate zu erfassen.

2.4.6 Chemotaxisexperimente

Zellen des Wildtypstammes AX2 und des zu untersuchenden Stammes wurden in HLS5c-
Medium bis zu einer Dichte von 5 x 10° kultiviert. Nach zweimaligem waschen mit Phosphat-
puffer wurden die Zellen in einer Dicht von 1 x 107 Zellen/ml Phosphatpuffer aufgenommen
und fiir 5,5 h bei 21°C gehungert. Ca. 3 pl dieses Suspension von in 1 ml Phosphatpuffer in
FluoroDish-Schilchen (WPI) gemischt. Nach 30 min wurde die Puffermenge reduziert und
der Versuch gestarten. Hierfiir wurde eine Kapillare mit einer 1| mM cAMP-Ldsung befiillt
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und mit Hilfe einer Mikroinjektionsanlage (Eppendorf InjektMan NI2) in die Nihe der Zellen
gebracht. Fiir die Beobachtung wurde ein Zeiss Axiovert 200M Mikroskop mit einer
“AxioCam Mrm” Kamera verwendet und mit dem Programm Axiovision 4.3 alle 10 sec ein
Bild aufgenommen.

2.4.7 Phototaxisexperimente

Fiir die Untersuchung der Wanderungsfahigkeit von Slugs wurden Dictyostelium-Zellen
zuerst auf mit K. aerogenes bewachsenen SM-Agarplatten kultiviert. Zellen aus den
Wachstumsridndern wurden dann mit einer Impfose auf eine Phosphatagarplatte transferiert
und auf einem etwa 1 cm’® groBen Bereich verteilt. Die Platten wurden unter einseitigem
Lichteinfall (lichtundurchldssiger Zylinder mit einem Schlitz) fiir 2-3 Tage bei 21°C
inkubiert. Auf die Platte wurde eine Nitrocellulose-Membran aufgelegt und die Zellen durch
einfrieren bei -20°C lysiert. Nach mehrfachem Waschen der Membran mit TBST wurde eine
Féarbung wie bei 2.3.7 fiir die Westernblot-Analyse beschrieben durchgefiihrt. Als primérer
Antikdrper wurde ein monoklonale Antikdrper gegen Aktin verwendet. Als sekundirer
Antikdrper wurde ein an alkalische Phosphatase-gekoppelter Antikorper eingesetzt und
anschlieBend mit NBT/BCIP (AppliChem) gefarbt.

2.4.8 Langzeitbeobachtung der Entwicklung von Dictyostelium

Fiir die Aufnahme der Entwicklung iiber 24 h wurden Zellen aus Kulturen mit einer Dichte
von 2-3 x 10° Zellen/ml verwendet und einmal mit Phosphatpuffer gewaschen. Fiir die hohe
Zelldichte wurden 5 x 10° Zellen pro cm® und fiir die geringe Zelldichte 1 x 10° Zellen pro
cm’ auf Phosphatagarplatten ausgestrichen. Nach dem Trocknen der Platten wurden
Agarblocke aus den Platten ausgeschnitten und mit einem feinen Spalt nebeneinander auf
einer leeren Petrischale positioniert. Das Praparat wurde durch eine Kunststoffabdeckung vor
dem Austrocknen bewahrt. Die Beobachtung der Entwicklung erfolgte unter einem Zeiss
Stemi 2000-CS mit Durchlichtaufsatz bei 10 bis 12,5 facher VergroBerung. Als Beleuchtung
diente eine KL1500 LCD Kaltlichtquelle (Zeiss). Es wurden alle 10 min Bilder mit der
SimplePCI-Software 5.2 (Compix Inc., PA/USA) aufgezeichnet.

2.49 Konfokale Mikroskopie

Konfokale Mikroskopie an Standard-Immunfluoreszenzpriparaten oder Lebendbeob-
achtungen an Einzelzellen wurden an einem Zeiss Axiovert 200M/510Meta Laser Scanning
System, mit einem 63x/1.4 Objektiv durchgefiihrt. Lebende Zellen wurden bei sehr niedriger
Laserintensitét, zum Teil unter Agar-Auflage (Fukui, 1987), betrachtet. Die Bilder wurden mit
einer Bildrate von etwa 2 Bildern pro Sekunde und einer Auflésung von meist 512 x 256
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 Image] (National Institute of Health,
Bethesda, MD) oder mit der Zeiss 510Meta Software berechnet.
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3 Ergebnisse

3.1 Suche nach bekannten centrosomalen Proteinen im Genom

von Dictyostelium discoideum

Bis vor kurzem standen fiir die Erforschung von Dictyostelium nur Sequenzdaten vom
Tsukuba cDNA-Projekt zur Verfiigung. Eine Eigenschaft von solchen cDNA-Datenbanken ist
aber, dass die cDNA von stark exprimierten Proteinen iiberreprisentiert sind. Fiir schwach
exprimierte Proteine, wozu nach bisherigen Erkenntnissen die meisten centrosomalen
Proteine zdhlen, findet sich héufig kein Klon in einer solchen Bank. Eine klare Verbesserung
brachte daher die Fertigstellung des Genomprojektes (Eichinger et al., 2005), durch das nun
die gesamte genomische Sequenz von Dictyostelium discoideum verfiigbar wurde. Dies
brachte die Moglichkeit mit sich, das Genom nach von anderen Spezies bekannten
centrosomalen Proteinen zu durchsuchen. Als Grundlage hierfiir wurde die Veroffentlichung
iiber die massenspektrometrische Analyse des menschlichen Centrosoms im Labor von Prof.
Dr. E. Nigg gewdhlt (Andersen et al., 2003). Fiir alle Proteine, die dort als centrosomal oder
als Kandidat fiir neue centrosomale Proteine bezeichnet wurden, wurde mittels BLASTP in
der Dictybase-Genomdatenbank (www.dictybase.org) nach einem homologen Protein in
Dictyostelium gesucht. Dariiber hinaus wurde genauso verfahren mit weiteren centrosomalen
Proteinen, die in der menschlichen Préparation nicht nachgewiesen werden konnten, aber
beim Menschen oder in anderen Organismen als centrosomal gelten. Konnte in Dictyostelium
ein Protein mit mindestens 20 % Identitit identifiziert werden, wurde dieses wiederum als
Suchobjekt in einer BLASTP-Suche mit NCBI-Blast (www.ncbi.nlm.nih.gov) eingesetzt.
Wurde hierbei das anfangliche centrosomale Protein als bester Treffer gefunden, oder ein
Homolog aus einem anderen Organismus, so wurde das entsprechende Protein in
Dictyostelium als das homologe Protein der Amdbe eingeordnet.

Von Andersen et al. (2003) waren 47 bekannte centrosomale Proteine in der Centrosomen-
priparation aus einer menschlichen Zelllinie nachgewiesen worden. Fiir 24 dieser Proteine
existieren Homologe in Dictyostelium, von denen auch bereits 10 untersucht worden sind
(Tabelle 2). Fiir die restlichen 14 Proteine ist eine Lokalisation an isolierten Dictyostelium-
Centrosomen bisher nicht bekannt (Tabelle 3).

Zusitzlich konnten fiir das menschliche Centrosom 64 neue Kandidaten gefunden werden,

und fiir 23 davon wurde die centrosomale Lokalisation durch GFP-Fusion bestitigt. Zu diesen
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23 neuen centrosomalen Proteinen konnte in Dictyostelium kein homologes Protein identi-
fiziert werden; von den 41 weiteren, nicht verifizierten Kandidaten gibt es nur vier Proteine
mit ausreichender Homologie (Tabelle 4). Es wurden also zu den 111 Proteinen, die Andersen
et al. in der menschlichen Centrosomenpriparation nachgewiesen haben, nur 28 Dictyo-
stelium-Proteine mit signifikanter Aminosiureiibereinstimmung gefunden. Hinzu kommen 10
Homologe zu centrosomalen Proteinen, die nicht in der Centrosomenpréiparation aus
menschlichen Zellen enthalten waren (Tabelle 5). Insgesamt konnte durch diese Suche die
Zahl an hochstwahrscheinlich centrosomalen Proteinen in Dictyostelium von 10 auf 38 erhoht
werden. Da aber auch das Centrosom der Amobe ein sehr komplexes Organell ist und aus
mehr als 100 verschiedenen Proteinen aufgebaut sein diirfte, fehlen wohl noch mehr als 60

Proteine, die noch auf ihre Identifizierung warten.

Tabelle 2: Menschliche Proteine und ihre Homologen aus Dictyostelium mit bestitigter Lokalisation an
isolierten Centrosomen

Mensch Dictyostelium Identitat
y-Tubulin IS,;ZIZSS%'PROT: DdTubC DDB0168446 | 60 %
GCP2 (SQ\;]I;EEPROT: DdASpc97 DDB0191247 | 32 %
GCP3 (s)x;zgga}EROT: DdSpco8 DDB0191482 | 29 %
Centrin 2 IS,XIZSOSg'PROT: DdCrp DDB0219932 | 33 %
Nek2 Kinase o PROT I DdNek2 DDB0202045 | 43 %
¢h-TOG o000 | DACP224 DDB0232951 | 24 %
EBI (SQXiVSI6S9Sl PROT: pdEBI DDB0191160 | 39 %
Dynein heavy chain A (S;Ezsg 4PROT: DdDhcA DDB0185096 | 50 %
LIS1 f,zloii PROT pList DDB0219930 | 55 %
?E{;%ﬁt&ﬁ{mlog“e o oo <3y | DdMoel DDB0203171 | 37 %
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Tabelle 3: Centrosomale Proteine, die in der Centrosomenpriiparation aus menschlichen Zellen nach-

gewiesen wurden, und ihre potentiellen Homologen aus Dictyostelium

Mensch Dictyostelium Identitét
Dynein intermediate chain (S;EE&PROT: DdDIC DDB0215245 | 46 %
Dynactin p150 subunit NP_075408  [Ddp150 DDB0220487 26 %
Dynactin p50 subunit (SSESS 6SIPROT: Ddp50 DDB0220488 22 %
X;clz)elntractin IS)X\;IOS;-PROT: DdArpl DDBO0188184 589,
Lis-interacting protein mNudE ~ |NP_060138  [DdNudE DDB0206558 | 29 %
CLIP-associating protein CLASP [ S2MEY |DACLASP DDB0202837 | 27 %
Tubulin a-1 chain EXZIZSO%'PROT: DdTubA DDBO0191380 | 64 %
Tubulin -2 chain e PROT IpdTubB DDBO191169 | 70 o,
Heat shock protein HSP 90-a IS)X;IQSOSO-PROT: Iglgat shock protein DDB0191163 64 %
14-3-3 protein ¢ IS,X;I:SSS'PROT: 14-3-3 protein DDB0232938 | 78 %
Casein kinase I, & IS,X;%SO'PROT: casein kinase 1 DDBO0185182 | 71 %
AN et Dot i, [ QW SFROT s e 8 oo | 45
AN depndnt ror s S ROT. ot e & ooty | a0
e o[ SWSTTROT st oo | 55

Tabelle 4: Kandidaten fiir neue centrosomale Proteine, die in der Centrosomenpriparation aus mensch-

lichen Zellen nachgewiesen wurden, und ihre potentiellen Homologen aus Dictyostelium

Mensch Dictyostelium Identitat
Kinesin-like protein KIF2 8\3]0118 ;PROT: Kinesin 6 DDB0191499 | 57 %
. .. SWISS-PROT: 0
Ubiquitin activating enzyme E1 {5,554 DdUAEI1 DDB0190927 | 50 %
NGAP-like protein g;gsl\g?h DANGAP DDB0205484 | 33 %
Autoantigen gggg?h Autoantigen DDB0219320 | 33 %
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Tabelle S: Bekannte centrosomale Proteine, die nicht in der Centrosomenpriiparation aus menschlichen

Zellen nachgewiesen wurden, und ihre potentiellen Homolgen aus Dictyostelium

Centrosomales Protein (Organismus) Dictyostelium Identitat
Ran (Mensch) IS,}X;IOSgSO PROT: bdRan DDB0215409 70 %
AuroraB (Mensch) g\ﬁgs 6SS'PROT: DdAurB DDB0216254 | 48 %
MPSI1 Kinase (Zebrafisch) gggig?r DdMpsl DDB0203944 | 47 %
NTKL (Mensch) NP_065731 DANTKL DDB0189357 | 42 %
Centrin 1 (Mensch) (SQ;V;?;PROT: DdCen DDB0204694 | 38 %
Polo like Kinase (Mensch) IS,;ZESS%'PROT: DdPLK DDB0167712 | 36 %
SUN-1 (C. elegans) (SQ‘Q’JSZS;;PROT: DASUNI1 DDB0219949 | 28 %
B-Catenin (Mensch) IS,;)ZIZSZSZ'PROT: Aardvark DDBO0191132 | 24 %
Zyg-12 (C. elegans) (S,Q\;ngSZSQ-PROT: DdHk3 DDB0219928 | 22 %
D-TACC (D. melanogaster) SI;IEI'JPI?SOT: DdTACCI1 DDB0220500 20 %

3.2 Identifizierung neuer centrosomaler Proteine durch

Massenspektrometrie

3.2.1 2D-Gelelektrophorese

Fiir die ersten Versuche, neue centrosomale Proteine mit Hilfe der Massenspektrometrie zu
identifizieren, wurden Centrosomen aus Dictyostelium-Zellen anhand eines bereits verdffent-
lichten Protokolls gewonnen (Gréf, 2001a).

Um komplexe Proteingemische wie Centrosomen in flir die Massenspektrometrie geeigneter
Weise vorzubereiten, ist konventionelle die eindimensionale Gelelektrophorese nicht aus-
reichend. Um eine bessere Auftrennung der Proteine zu erreichen, wurde daher 2D-
Gelelektrophorese angewendet. Fiir dieses Verfahren miissen die Proteine erst in einem
Quellungspuffer aufgenommen werden, der kein ionischen Detergens enthalten darf. In
diesem Gemisch ldsst man die Gelstreifen, die einen pH-Gradienten aufweisen, aufquellen.
Die Proteine werden durch Anlegen einer elektrischen Spannung ihrem isoelektrischen Punkt
(pI) entsprechend aufgetrennt. Dieser Prozess wird als isoelektrische Fokussierung bezeich-

net. Die Proteine miissen dann durch Umpuffern des Gelstreifens mit SDS denaturiert werden,
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um sie ihrer GroBe entsprechend in einer SDS-Gelelektrophorese, und damit in einer zweiten
Dimension, auftrennen zu konnen.

Da sich jede Probe bei dieser Methode unterschiedlich verhdlt, mussten erst Puffer-
bedingungen gefunden werden, bei welchen sich die centrosomalen Proteine optimal
voneinander trennen lassen und somit klare Spots auf dem Gel zu erkennen sind. Das beste
Ergebnis wurde mit einem Quellungspuffer erzielt, der als denaturierendes Agens
hauptséchlich groe Mengen Harnstoff (7 M Harnstoff und 2 M Thioharnstoff), und das
milde, nicht ionische Detergens Chaps enthielt. Zusitzlich zeigte sich, dass eine hohe DTT-
Konzentration eingesetzt werden sollte. In diesem Puffer wurden die Proben aufgenommen,
ohne sie, wie fiir normale Probenpuffer iiblich, aufzukochen. Dass bei dieser Prozedur nicht
alle Proteine in Losung gehen, zeigt Abbildung 5. Hierfiir wurden l6sliche und unldsliche
Bestandteile durch Zentrifugation voneinander getrennt, mit SDS-Probenpuffer versetzt und
neben einer vollstindigen centrosomalen Probe auf einem SDS-Gel aufgetragen und eine

Silberfarbung durchgefiihrt.

Abbildung 5: Nicht alle Bestandteile der Centrosomen-
priparation sind im Quellungspuffer 16slich. Centrosomen
wurden nach der neuen (1) und der alten (2) Methode
pripariert und auf einer SDS-PAGE aufgetrennt. (3 +4)
Centrosomen wurden in Quellungspuffer aufgenommen und
die unloslichen Bestandteile durch Zentrifugation abgetrennt.
Der Uberstand (3) und das Sediment (4) wurden auf einer
SDS-PAGE aufgetrennt. Die Proteine wurden im Gel mit
einer Silberfarbung sichtbar gemacht. Links am Rand sind
der Groflen der Banden des Molekulargewichtsstandards in
kD angegeben.

Nach Entfernung der unldslichen Bestandteile wurde nun eine isoelektrische Fokussierung in
einem pH-Gradienten von pH 3-10 durchgefiihrt. Der Gelstreifen wurde dann in einer SDS-
haltigen Losung umgepuffert, wobei sich erneut als wichtig erwies, hohe Konzentrationen an
DTT einzusetzen. Es schloss sich eine SDS-Gelelektrophorese an. Die Proteine wurden dann

entweder mit Silberfarbung oder durch colloidales Coomassie angeférbt (Abbildung 6).
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Abbildung 6: Silberfirbung eines 2D-Geles. Cytoplasmatische und centrosomale Proteine wurden nach der
isoelektrischen Fokussierung in einem pH-Gradienten von pH 3-10 auf ein SDS-Gel {ibertragen und in einer
zweiten Dimension nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennt. Dargestellt ist die Silberfirbung eines Gels, die
GroBe der Standardbanden ist in der Mitte in kD angegeben. Die horizontalen Streifen deuten an, dass in diesem
Bereich die Proteine in der ersten Dimension nicht vollstandig aufgetrennt werden konnten.

3.2.2 Erste Versuche mit der Massenspektrometrie

Die erzeugten 2D-Gele wurden in Kooperation mit dem Labor von Dr. Albert Sickmann von
Dr. Yvonne Reinders in Wiirzburg analysiert. Hierfiir wurden Spots aus den Gelen ausge-
schnitten und Proteine nach Verdau mit Trypsin durch MALDI- oder ESI-MS identifiziert.
Leider wurden in diesem ersten Anlauf nur ribosomale Proteine gefunden. Dies ist nicht
besonders ungewdhnlich, da Ribosomen zu den hédufigsten Kontaminationen bei den verschie-
densten Aufreinigungsmethoden zdhlen. Mit einer Westernblot-Analyse konnte allerdings
gezeigt werden, dass nur geringe Mengen an Ribosomen in der Préparation vorhanden sein
konnten, da das ribosomale Protein PO nicht nachgewiesen werden konnte (Abbildung 7).
Dieses Phanomen ist unter Anwendern der Massenspektrometrie nicht unbekannt, allerdings

lasst sich in der Literatur keine gute Begriindung dafiir finden.

Abbildung 7: Das ribosomale Protein PO ist in
der centrosomalen Probe nicht nachweisbar.
Aufgereinigte Centrosomen (1) wurden zusammen
mit Proben der nicht-centrosomalen Fraktion NC2
(2) und der cytoplasmatischen Fraktion (3) auf einer
SDS-PAGE aufgetrennt und in einer Westerblot-
Analyse das ribosomale Protein PO mit einem
monoklonalen Antikérper nachgewiesen. Der Grof3e
dreier Standardbanden ist links in kD angegeben.
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Ein weiteres Problem ergab sich daraus, dass zu diesem Zeitpunkt das Dictyostelium-
Genomprojekt noch nicht fertiggestellt war. Da deshalb noch keine Identifizierung iiber einen
Peptidmassenfingerabdruck durchgefiihrt werden konnte, musste auf de novo-Sequenzierung
(Cagney und Emili, 2002) zuriickgegriffen werden. Bei dieser recht unempfindlichen
Methode wird die Aminosduresequenz eines Peptides durch Massenspektrometrie bestimmt
und dann mit der Datenbank bereits bekannter Proteine bzw. Proteinvorhersagen von
sequenzierten Bereichen verglichen. Auch dies bietet wieder eine Erklarung fiir das zahlreiche
Auffinden ribosomaler Proteine, da das Ribosom in Dictyostelium bereit sehr genau analysiert
ist und damit ribosomale Proteine in der verwendeten Datenbank iiberreprisentiert sein
diirften. Dennoch zeigten diese ersten Versuche, dass sowohl die Priparation der Centro-
somen, als auch die Auftrennung der Proteine vor der der Massenspektrometrie noch

verfeinert werden mussten.

3.2.3 Optimierung der Centrosomenpriparation

Um eine verbesserte Aufreinigung zu erreichen, wurden der Centrosomenpriparation im
Wesentlichen zwei Schritte hinzugefiigt. Der erste dient einer verbesserten Abtrennung des
Cytoplasmas bei der Anreicherung der Zellkerne mit den daran gebundenen Centrosomen.
Als zweite Verdnderung wurde eine DNase-Behandlung der Centrosomen eingefiihrt. Dies
erwies sich als sehr wirksam, da hierdurch die Verunreinigung mit DNA und damit
assoziierten Proteinen reduziert werden konnte (Abbildung 8), die bei Anwendung der alten
Methode noch sehr deutlich mit einer DAPI-Fiarbung von Immunfluoreszenzpréiparaten

nachgewiesen werden konnte.

Abbildung 8: Nachweis von DNA-Verunreinigungen in Centrosomenpriparationen. Immunfluoreszenz-
priparate von nach dem alten (A) und dem neuen (B) Protokoll isolierten Centrosomen. DNA-Kontaminationen
wurden durch die Inkubation mit DAPI nachgewiesen (A und B), die Centrosomen wurden mit einem
Antikorper gegen DACP224 gefirbt (A' und B').
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Sedimentieren der Centrosomen (55 % Saccharose-Kissen)

Abbildung 9: Schritte der Centrosomenpriparation

Abbildung 9 zeigt ein FlieBdiagramm, in dem die einzelnen Schritte der Praparation
dargestellt sind. Die Zellen wurden in groen Schiittelkulturen angezogen, geerntet und mit
Phosphatpuffer gewaschen. Dem Lysepuffer wurde Cytochalasin A zugesetzt. In
Kombination mit ATP sollte es fiir die Auflosung der Aktomyosinkomplexe sorgen, die bei
der durchgefiihrten Zelllyse mittels Triton X-100 entstehen. Nach der alten Methode wurden
die Zellkerne mit den gebundenen Centrosomen nach der Zelllyse durch einfache Zentri-

fugation gewonnen. Dies fiihrte allerdings dazu, dass der cytoplasmatische Uberstand nicht
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vollstindig entfernt werden konnte und das Kernsediment noch mit groBeren Mengen
cytoplasmatischer Proteine und Vesikeln verunreinigt war. Um dies zu verringern, wurde das
Zelllysat nun auf ein 55%iges Saccharose-Kissen aufgetragen und die Kerne durch die
Zentrifugation durch die Saccharoselosung deutlicher vom Cytoplasma getrennt. Die nichsten
Schritte wurden weitgehend vom alten Protokoll iibernommen: Die Centrosomen wurden
durch eine Behandlung mit Pyrophosphat und einer erhdhten Triton X-100-Konzentration von
der Kernmembran abgetrennt und die Kerne aufgelost. Es schloss sich eine Inkubation mit
Heparin an. Dieses Polyanion bindet an Histone und bewirkt dadurch eine bessere Loslichkeit
des Chromatins und soll damit die Cosedimentation von DNA und DNA-gebundenen
Proteinen mit den Centrosomen in den folgenden Zentrifugationsschritten reduzieren. Die
Aufreinigung der Centrosomen erfolgte dann mit Hilfe zweier Zentrifugationen im
Dichtegradienten. Der erste Stufengradient wurde aus einer 80%igen und einer 50%igen
Saccharoseschicht aufgebaut. Mit einer Glaskapillare und Peristaltikpumpe wurden dann die
Centrosomen, die sich an der 80-50 %-Grenze ansammeln, und zwei nicht-centrosomale
Fraktionen (NC1 bzw. NC2) gesammelt. Die centrosomale Fraktion wurde dann erneut auf
einen Gradienten geladen, der diesmal zusitzlich noch eine 55%ige Schicht enthielt. Nach
dem Durchlaufen dieses Gradienten waren die Centrosomen nun gut genug aufgereinigt, um
eine Inkubation bei Raumtemperatur unbeschadet iiberstehen zu konnen. Dies war notig fiir
die folgende DNase-Behandlung, der zweiten wesentlichen Verdanderung im Vergleich zur
alten Priparationsmethode. Damit sollten anheftende DNA und DNA-bindende Proteine
entfernt werden. Als letztes wurden die Centrosomen noch einmal iiber ein Saccharose-Kissen
zentrifugiert, um die DNase zu entfernen und die Centrosomen zu sedimentieren. Mit dieser
Priparation konnten etwa 120 bis 150 pg Centrosomen aus einer Ausgangsmenge von 8 x 10°
Zellen isoliert werden. Um die Proteinzusammensetzung der Centrosomen prépariert nach der
neuen Methode mit der der alten Methode zu vergleichen, wurden beide auf einem SDS-Gel
aufgetrennt und die Proteine mit einer Silberfiarbung sichtbar gemacht (Abbildung 5). Es
zeigte sich, dass vor allem die starken Banden im Bereich des niedrigen Molekulargewichts
schwiécher ausgeprigt waren. Da die Intensitit dieser Banden auch zwischen Priparationen
der gleichen Art schwankt, liegt die Vermutung nahe, dass es sich hierbei um Verunreini-
gungen handelt.

Derart aufgereinigte Centrosomen wurden dann erneut in der 2D-Gelelektrophorese eingesetzt
und mittels Massenspektrometrie analysiert. Es zeigte sich, dass ribosomale Proteine nun
weniger dominant auftraten, und es konnten auch zwei bereits bekannte centrosomale

Proteine, y-Tubulin und DdCP224, identifiziert werden.
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3.2.4 Optimierung der Auftrennung

Die Methode der 2D-Gelelektrophorese mit isoelektrischer Fokussierung als erster Dimension
hat den Nachteil, dass sie nur zur Auftrennung von durchschnittlichen Proteinen geeignet ist.
Besonders grofle, kleine oder auch stark geladene Proteine kdnnen meist nicht in einzelne
Spots aufgeldst werden oder gehen bei der Ubertragung von der ersten auf die zweite
Dimension verloren (Herbert, 1999; Rabilloud, 1996; Rabilloud et al., 1997). Besonders
schlecht ist die Auftrennung im basischen Bereich, was sich durch horizontale Streifen im Gel
bemerkbar macht (Abbildung 6). Daher wurden in Zusammenarbeit mit Dr. Yvonne Reinders
weitere Methoden zur Probenvorbereitung etabliert (Reinders et al., 2005). Gut geeignet fiir
besonders grof3e, hydrophobe oder basische Proteine ist die 16-BAC/SDS-Gelelektrophorese
(Hartinger et al., 1996). Hierbei werden die Proteine in einer ersten Dimension in

Anwesenheit des Detergens 16-BAC aufgetrennt.

Abbildung 10: Differentielle 2D- und 16-BAC
Gele mittels DIGE. A und A": DIGE-2D-Gel. Dic
erste Dimension war eine isoelektrische Fokussierung
in einem pH-Gradienten von 3 bis 10. Fiir eine zweit
Dimension wurde nach dem Molekulargewicht de
Proteine auf einem SDS-Gel aufgetrennt. A zeigt nu
die griin gefarbte Centrosomen-Fraktion, A' ist eing
Uberlagerung mit den nicht-centrosomalen Fraktio
nen NCI1 (blau) und NC2 (rot). B: DIGE-16-BAC
Gel. In der ersten Dimension wurde nach den
Molekulargewicht der Proteine mit dem Detergen:
16-BAC aufgetrennt, in der zweiten mit SDS. Dic
centrosomale Fraktion ist griin dargestellt, NCI it
blau und NC2 in rot. Gezeigt ist eine Uberlagerung
aller Kanile.
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Fiir einen differentiellen Ansatz wurde die sogenannte DIGE Methode (differential in-gel
electrophoresis) (Tonge et al., 2001; Unlu et al, 1997) angewendet. Die Proteine von
centrosomalen und nicht centrosomalen Proben werden hierfiir an unterschiedliche,
fluoreszierende Farbstoffe gekoppelt. Danach werden beide Proben vereinigt und in einer
konventionellen 2D- oder 16-BAC-Gelelektrophorese aufgetrennt (Abbildung 10). Anhand
der Fluoreszenz kann man erkennen, welche Spots nur, bzw. stirker in der centrosomalen
Probe auftreten und diese fiir die weitere Analyse auswéhlen. Signale, die in allen Proben
gleichermallen auftreten, konnen als unspezifisch herausgefiltert werden.

Neben diesen bildgebenden Verfahren wurde noch die iTRAQ-Methode (Ross et al., 2004)
verwendet, die ohne Gelelektrophorese auskommt. Hierflir wurden die Proteingemische zuerst
mit Trypsin verdaut und dann die einzelnen Peptide von centrosomalen und nicht
centrosomalen Proben mit unterschiedlichen iTRAQ-Reagenzien markiert, welche in der
Massenspektrometrie gut nachweisbar sind. Nach der Vereinigung der beiden Gemische
folgte eine Auftrennung der Peptide iiber eine Kationenaustausch-Chromatographie und der
Nachweis mittels Massenspektrometrie. Bei diesem Verfahren spielt die GroBe der Proteine
keine Rolle, sie kann also bei der Identifizierung von besonders kleinen wie auch besonders

groflen Proteinen helfen.

3.2.5 Auswertung der Rohdaten

Fiir alle Methoden wurde die Regel angewendet, dass ein Protein nur als gefunden gewertet
wird, wenn mindestens zwei verschiedene seiner Peptide identifiziert werden konnten.

Eine weitere Mdoglichkeit der Klassifizierung der Daten bietet der Anreicherungsfaktor, also
das Mengenverhéltnis des Proteins zwischen der centrosomalen und der nicht-centrosomaler
Fraktion NC2. Die Grenze fiir diesen Faktor wurde bei der iTRAQ Methode auf 1,5
festgelegt. Bei den gelbasierten Techniken wurde nach rein optischen Gesichtspunkten
vorgegangen, das heilt, es wurden nur Spots auf den Gelen zur Messung ausgewdhlt, bei
denen in der nicht-centrosomalen Fraktion mit dem Auge kein Signal zu erkennen war.

Fir die so ausgewdhlten Proteine wurde in der nur teilweise annotierten Dictybase-
Genomdatenbank (www.dictybase.org) nach Informationen gesucht. Hier finden sich sowohl
bestitigte Daten von bereits untersuchten Proteinen als auch Vermutungen iiber die Funktion
und Lokalisierung neuer Proteine. Letztere basieren auf Anwesenheit von bekannten
Dominen oder Sequenzvergleichen und wurden ebenfalls fiir die Einordnung der gefundenen
Proteine verwendet. Alle nicht-annotierten Proteine, iiber die dort nichts oder nur wenig
angegeben war, wurden anschlieBend auf Ahnlichkeiten zu aus anderen Organismen

bekannten Proteinen untersucht. Hierfiir wurde der NCBI-Blast verwendet.
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3.2.6 Zusammenfassung der identifizierten Proteine

Die Ergebnisse dieser massenspektrometrischen Analyse der Centrosomen von Dictyostelium
wurden bereits veroffentlicht (Reinders et al., 2005). Allerdings unterscheiden sich die in der
Veroffentlichung aufgefiihrten Ergebnisse teilweise von den hier gemachten Angaben, da sich
im letzten halben Jahr die Eintrdge in der Dictybase-Genomdatenbank fiir einige Proteine
verdndert haben. Eine vollstindige Auflistung der insgesamt 261 gefundenen Proteine und die
jeweilige Methode, mit der sie identifiziert wurden, ist im Anhang (Tabelle 8) zu finden.

Fiir 217 der gefundenen Proteine ist bereits eine nicht-centrosomale Lokalisation und/oder
Funktion bekannt, oder durch Homologie zu anderen Proteinen in anderen Organismen
wahrscheinlich. Diese wurden daher als Verunreinigung angesehen. Dazu zdhlen vor allem
die ribosomalen, Aktin- und DNA-bindenden Proteine sowie Stoffwechselenzyme und alle
Proteine, die mit Transkription und Translation zusammenhéingen.

Es wurden drei bereits bekannte Komponenten des Dictyostelium-Centrosoms gefunden. Es
handelte sich hierbei um DACP224 (Grif et al., 2000), y-Tubulin (Euteneuer et al., 1998) und
DdASPC98 (Daunderer und Gréf, 2002). Zusitzlich konnten acht Proteine nachgewiesen
werden, deren homologe Proteine sich in anderen Organismen am Centrosom befinden

(Tabelle 6).

Tabelle 6: Identifizierte bekannte centrosomale Proteine

Name DDB Veroffentlichung
y-Tubulin DDB0185068 | Euteneuer ef al., 1998
Microtubule-associated protein CP224 DDB0232951 | Gréf et al., 2000

Spindle pole body component 98 DDB0191482 | Daunderer und Gréf, 2002
fttB, Dd14-3-3 DDB0232938 | Pietromonaco et al., 1996
heat shock cognate protein, hsc90, hsp90 | DDB0191163 | Lange et al., 2000
kinesin family member 13 DDB0201557 | Whitehead et al., 1996
GTP-binding nuclear protein RAN/TC4 DDB0215409 | Zhang et al., 1999
o-Tubulin DDB0191380 | Andersen et al., 2003
-Tubulin DDB0191169 | Andersen et al., 2003
Phosphoprotein Phosphatase A DDB0191258 | Andersen et al., 2003
ubiquitin activating enzyme E1 DDB0220497 | Andersen et al., 2003
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Ubrig blieben 33 Proteine, iiber die entweder nichts bekannt ist, oder deren bekannte oder
durch Homologievergleich angenommene Funktion eine Lokalisation am Centrosom nicht
unwahrscheinlich erscheinen lisst. Sie werden als mdgliche centrosomale Proteine angesehen.
Die Anreicherungsfaktoren dieser Kandidaten und der centrosomalen Proteine sind im
Anhang aufgefiihrt (Tabelle 9). Besonders interessant erscheinen hierbei Proteine, die hohe
Anreicherungsfaktoren aufweisen oder durch mehr als eine der drei Auftrennungsmethoden
(also 2D-Gelelektrophorese, 16-BAC-Gele oder iTRAQ-Methode) identifiziert wurden. Es
konnten sieben Proteine, die als centrosomal oder moglicherweise centrosomal angesehen
werden, mit jeweils zwei Methoden und zwei Proteine mit sogar allen drei Methoden

nachgewiesen werden.

3.2.7 Uberpriifung der centrosomalen Lokalisation einzelner Kandidaten

Einfach zu {iberpriifen sind Kandidaten, gegen die ein Antikdrper existiert, oder von denen ein
GFP-Fusionskonstrukt zur Verfiigung steht. Von anderen Arbeitsgruppen wurden
freundlicherweise polyklonale Antikorper gegen das 14-3-3 Protein aus Dictyostelium
(DDBO0232938) und gegen CABP1 (DDBO0185023) bereitgestellt. Damit konnte eine
Immunfarbung von isolierten Centrosomen durchgefiihrt werden (Abbildung 11). Fiir die
Markierung des Centrosoms wurde der monoklonale Antikorper gegen DACP224 verwendet.
Mit dem Antikdrper gegen das 14-3-3 Protein war eine eindeutige Farbung am Centrosom zu
erkennen. Dd14-3-3 ist also tatséchlich ein echtes centrosomales Protein. Der Antikorper, der
gegen das Protein CABP1 gerichtet ist, erzeugte dagegen keine Markierung am Centrosom,
wohl aber an anderen Strukturen im Priparat, die kein DdCP224 enthielten.

Von Dr. Terry O'Halloran wurde ein Clathrin-GFP-Stamm zur Verfligung gestellt. Hiervon
wurden ebenfalls Centrosomen isoliert und mikroskopisch daraufhin tiberpriift, ob die GFP-
Fluoreszenz mit einer Immunfarbung von DACP224 kolokalisiert (Abbildung 12). An jedem
Centrosom konnte ein schwaches GFP-Signal beobachtet werden. Daraus kann man
schlieBen, dass Clathrin zwar mit dem Centrosom assoziiert ist, aber entweder die Bindung
nicht sehr stark ist oder nur wenige Molekiile beteiligt sind.

Uber das bislang unbekannte Protein DDB0191988 konnte ebenfalls eine Information
erhalten werden. Dieses Protein wurde im Labor von Prof. Dr. Angelika Noegel in Kdln als
Interaktor des Cyclase-aktivierten Proteins (CAP, DDB0191139) (Sultana et al., 2005)
identifiziert. Teile des 248 kD groflen Proteins wurden als GFP-Fusionsprotein exprimiert und

dadurch am Centrosom lokalisiert (Angelika Noegel, personliche Kommunikation).
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Abbildung 11: Uberpriifung der centrosomalen Lokalisation von Dd14-3-3 und CABP1. Immunfluores-
zenz-Mikroskopie isolierter Centrosomen, gefdrbt mit Antikdrpern gegen Dd14-3-3 (A; griin) und CABP1 (B;
griin). Gegenfirbung mit dem monoklonalen Antikdrper gegen DACP224 (A' und B!, rot). In der Uberlagerung
der Kandle (A" und B") ist zu erkennen, dass die Signale von Dd14-3-3 mit denen von DdCP224 {iberein-
stimmen, nicht aber die Signale von CABP1.

Abbildung 12: Clathrin-GFP lokalisiert an isolierten Centrosomen. Immunfluoreszenz-Mikroskopie
isolierter Centrosomen aus einem Stamm, der Clathrin-GFP (griin) exprimiert. Die Centrosomen wurden mit
dem monoklonalen Antikorper gegen DACP224 (rot) gefarbt. Die GFP-Fluoreszenz kolokalisiert mit der
Féarbung von DACP224.

Auf diese Weise konnte fiir drei der 33 Kandidaten auf eine von Massenspektrometrie
unabhéngige Weise eine centrosomale Lokalisation in Dictyostelium bestétigt und fiir einen

Kandidaten ausgeschlossen werden.



Ergebnisse 50

3.3 Untersuchung von DCX in Dictyostelium discoideum

3.3.1 Sequenzvergleich und Klonierung von DdDCX

In Dictyostelium konnte bei einer BLASTP-Suche in Daten des Dictyostelium-Genom-
projektes ein Protein identifiziert werden, das in 29 % der Aminosduren mit dem mensch-
lichen Doublecortin iibereinstimmt (Abbildung 13). Dieses Protein mit der Dictybase-
Nummer DDB0233528 wurde als DADCX bezeichnet. Die Identitdt beschrankt sich aller-
dings auf die beiden DC-Dominen, welche Doublecortin die Bindung an Mikrotubuli
ermoglichen. Der Prolin- und Serin-reiche C-Terminus, welcher vermutlich die Bindung von

Doublecortin an andere Proteine vermittelt (Friocourt et al., 2001;Tsukada et al., 2003), ist

Abbildung 13: Sequenzvergleich von DADCX mit HsDCX. DdDCX (DDB0233528) ist zu 29 % identisch mit
HsDCX (NP 000546), die Ubereinstimmungen liegen hauptsichlich in zwei Bereichen, die den DC-Doménen
entsprechen. DADCX enthilt also wie das menschliche DCX die zwei Mikrotubuli-bindenden DC-Doménen, der
fiir HsDCX wichtige C-terminale Bereich ist aber nicht konserviert.
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nicht konserviert. Dagegen findet sich in DdADCX zwischen den DC-Doménen ein Bereich,
der mehrfach Prolin enthilt und diese Funktion {ibernehmen konnte. Das Protein besteht nach
den Angaben von Dictybase aus 308 Aminosduren und hat ein errechnetes Molekulargewicht
von 34 kD.

Der gesamte kodierende Bereich wurde mit Hilfe der PCR aus cDNA amplifiziert und in
verschiedene Vektoren eingebaut. Durch die Sequenzierung konnte die Vorhersage von

Dictybase fiir die Sequenz von DADCX bestitigt werden.

3.3.2 DdDCX ist entwicklungsreguliert

Am besten untersucht ist das Doublecortin der Sdugetiere. Hierfiir ist bekannt, dass es nur in
einer kurzen Phase der Gehirnentwicklung eine Rolle spielt, und nur dort zu dieser Zeit
exprimiert wird. Um  herauszufinden, ob in Dictyostelium ebenfalls eine
entwicklungsabhingige Expression vorliegt, wurde eine Northernblot-Analyse verschiedener
Entwicklungsstadien durchgefiihrt. Hierfiir wurden Wildtypzellen auf néhrstofffreien Phos-
phatagarplatten ausgestrichen und in regelméfBigen Abstdnden fiir die Gewinnung von mRNA
geerntet. Von den Proben aller Zeitpunkte wurden einheitliche Mengen auf einem Agarosegel
aufgetrennt und mittels Kapillarblot auf eine Membran iibertragen. Fiir die Hybridisierung
wurde ein radioaktiv markiertes PCR-Produkt iiber die gesamte Linge der codierenden
Sequenz von DADCX verwendet.

Um auch den Verlauf der Proteinmenge zu verfolgen zu kénnen, musste erst ein polyklonaler
Antikorper gegen DADCX hergestellt werden. Zur Immunisierung wurde ein bakteriell
exprimiertes Fusionsprotein aus DdADCX und dem Maltose-bindenden-Protein (MBP) ver-
wendet. Die Spezifitit des entstandenen Serums wurde durch Immunfluoreszenz-Mikroskopie
(Abbildung 15) und Westernblot-Analyse (Abbildung 19 D) {iberpriift. Mit diesem Antikorper
wurde eine Westernblot-Analyse durchgefiihrt. Die Zellen fiir die Proteinproben wurden

gewonnen, wie oben fiir die mRNA beschrieben.

Abbildung 14: DdDCX ist entwicklungsreguliert. Wildtypzellen wurden fiir 0-24 Stunden auf néhrstofffreien
Phosphatagarplatten kultiviert und fiir die Préparation von mRNA und Gesamtzellextrakt verwendet. Dargestellt
ist eine Northernblot-Analyse mit einer Sonde gegen dcx und eine Westernblot-Analyse mit dem polyklonalen
Antikorper gegen DADCX.
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Aus beiden Experimenten war ersichtlich, dass DADCX entwicklungsreguliert ist (Abbildung
14). In vegetativ wachsenden Zellen (t0) befand sich weder das Transkript noch Protein in den
Zellen. Nach drei Stunden unter Hungerbedingungen war ein schwaches Signal auf dem
Northernblot zu erkennen und ein Hohepunkt war nach neun Stunden erreicht. In den
folgenden Zeitpunkten wurde die Expression wieder schwécher. Das Protein war in den
Zellen erst nach neuen Stunden auf Phosphatagar in groBeren Mengen vorhanden und nahm
bis zum Ende des Experiments nur geringfiigig wieder ab. Das Protein DdDCX scheint also

recht stabil zu sein und eher langsam abgebaut zu werden.

3.3.3 Endogenes DdDCX und DdDCX-Fusionsproteine lokalisieren entlang von
Mikrotubuli

Die subzelluldre Lokalisation von DdADCX wurde mit Hilfe des spezifischen polyklonalen
Antikdrpers und zwei verschiedenen Fusionskonstrukten analysiert. Um eine Férbung mit
dem Antikorper sehen zu konnen, musste man die Zellen in Phosphatpuffer hungern lassen.
AnschlieBend wurde eine Immunfirbung durchgefiihrt. Nach acht Stunden unter Hunger-
bedingungen zeigten die meisten Zellen eine Féarbung, die mit einer Markierung der Mikro-

tubuli iibereinstimmte (Abbildung 15). In wenigen Zellen schien der Antikdrper nicht zu

Abbildung 15: Endogenes DdDCX lokalisiert entlang von Mikrotubuli. Immunfluoreszenz-Mikroskopie mit
Zellen vom Wildtyp AX2 (A) und DdDCXA (B), die fiir 8 Stunden in Phosphatpuffer geschiittelt wurden.
Gefirbt wurde mit Antikérpern gegen DdDCX (A und B, rot) und gegen Tubulin (A' und B', griin). In der
Uberlagerung (A" und B") ist zusitzlich noch die DNA-Firbung mit TOPRO3 gezeigt (blau). Im Wildtyp
kolokalisiert die Farbung von DdDCX mit den Mikrotubuli, die Farbung ist aber nicht in allen Zellen zu
erkennen. In den DdADCXA-Zellen ist kein klares Signal mit dem Antikorper gegen DdDCX sichtbar.
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binden. Vermutlich handelte es sich bei diesen um Zellen, die in ihrer Entwicklung
zurlicklagen und so DdADCX noch nicht exprimierten.

Um auch die Lokalisation von DdDCX in vegetativ wachsenden Zellen untersuchen zu
konnen, wurden Zellen generiert, die ein GFP-DdDCX oder ein FLAG-DdDCX-Konstrukt
unter Kontrolle des Aktin-6-Promotors exprimierten. Allerdings handelte sich hier um eine
extreme Uberexpression, da ja in vegetativ wachsenden Zellen gar kein endogenes DdDCX
vorkommt. Dennoch zeigten diese Zellen keinen feststellbaren Phénotyp. Durch Immun-
fluoreszenz-Mikroskopie konnte gezeigt werden, dass auch die Fusionskonstrukte GFP-
DADCX (Abbildung 16 A und B) und FLAG-DdDCX (Abbildung 16 C) entlang von
Mikrotubuli und am Centrosom lokalisieren. DADCX ist also wie das Sdugetier-Doublecortin
ein Mikrotubuli-assoziiertes Protein (Gleeson et al., 1999). GFP-DdDCX konnte zusitzlich in
manchen Zellen am Cortex beobachtet werden und kolokalisierte dort mit F-Aktin

(Abbildung 16 B).

Abbildung 16: GFP-DdDCX und FLAG-DdDCX lokalisieren an Mikrotubuli. Immunfluoreszenz-Mikro-
skopie mit vegetativen Zellen der Stimme GFP-DdDCX und FLAG-DdDCX. A: GFP-DdDCX (A und B, griin)
kolokalisiert mit einer Farbung der Mikrotubuli (A', rot). B: In manchen Zellen ist GFP-DdDCX auch am Cortex
sichtbar und kolokalisiert dort mit einer Farbung von F-Aktin (B'). C: FLAG-DdDCX wurde mit einem
monoklonalen Antikorper gegen die Flag-Sequenz nachgewiesen und befindet sich ebenfalls an Mikrotubuli. Die
Centrosomen wurden mit dem Antikdrper gegen DdCP224 gefirbt (C").
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3.3.4 DdADCX ist kein fester Bestandteil des Centrosoms

Um herauszufinden, ob die Lokalisation von DdDCX am Centrosom Mikrotubuli-abhéngig
ist, wurden mittels eines vereinfachten Priparationsprotokolls Mikrotubuli-freie Centrosomen
vom GFP-DdDCX exprimierenden Stamm und als Kontrolle vom Stamm GFP-DdCP224AN
gewonnen. Fiir letzteren war bekannt, dass das GFP-fusionierte C-terminale Fragment von
DdACP224 an isolierten Centrosomen zu finden ist (Gréaf ef al., 2000). Die Centrosomen beider
Stimme wurden auf Deckgldser zentrifugiert und mit eiskaltem Methanol fixiert. An-
schlieBend folgte eine Immunfluoreszenzfarbung mit einem monoklonalen Antikorper gegen
das centrosomale Markerprotein DdCP224. Die Analyse dieser Priaparate ergab, dass zwar die
Centrosomen des Kontrollstamms GFP-Fluoreszenz aufwiesen, nicht aber die von GFP-

DdDCX (Abbildung 17 A und B).

Abbildung 17: DADCX lésst sich nicht an isolierten Centrosomen nachweisen. A: Immunfluoreszenz-
Mikroskopie mit Centrosomen isoliert aus GFP-DdDCX exprimierenden Zellen. Die schwachen GFP-Signale
stimmen nicht mit der Férbung des centrosomalen Proteins DACP224 {iberein. B: Kontrolle zu A, GFP-
DdCP224AN kann an isolierten Centrosomen nachgewiesen werden. C: Westernblot-Analyse von isolierten
Centrosomen aus fiir acht Stunden in Phosphatpuffer geschiittelten Wildtypzellen. DdADCX ist mit dem
polyklonalen Antikdrper in der cytoplasmatischen, nicht aber in der centrosomalen Fraktion nachweisbar. Die
Farbung mit einem Antikorper gegen Dd y-Tubulin ergibt dagegen nur eine Bande in der centrosomalen
Fraktion.
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Um zu zeigen, dass auch das endogene, erst wihrend der Entwicklung exprimierte DdDCX-
Protein nicht an isolierten Centrosomen lokalisiert ist, wurde ein dhnliches Experiment mit
Centrosomen aus fiir acht Stunden in Phosphatpuffer gehungerten Wildtypzellen durch-
gefiihrt. Diese wurden anschlieBend mit dem polyklonalen Antikdrper gegen DdADCX gefarbt.
Auch hier konnte DdDCX nicht am Centrosom nachgewiesen werden, wohl aber an den
Mikrotubuli der parallel gefarbten Zellen (nicht gezeigt).

Zusitzlich wurden diese Centrosomen durch Westernblot-Analyse untersucht (Abbildung
17 C). Das bekannte centrosomale Protein y-Tubulin konnte nur in der Centrosomenprobe,
nicht aber in einer cytoplasmatischen Fraktion nachgewiesen werden. Mit dem Antikorper
gegen DADCX ist dagegen keine Bande entsprechender Grofle in der Spur mit der centro-
somalen Fraktion, wohl aber in der mit der cytoplasmatischen Fraktion zu erkennen.

Aus diesen Experimenten kann geschlossen werden, dass DdDCX kein fester Bestandteil des
Dictyostelium-Centrosoms ist, sondern nur durch die Bindung an Mikrotubuli, die ihren

Ursprung am Centrosom haben, dort lokalisiert ist.

3.3.5 DdDCX bindet direkt an Aktin

Fir das menschliche Doublecortin ist bekannt, dass es direkt oder indirekt iiber das Protein
Neurabin II an Aktin bindet (Tsukada et al., 2003). Fiir Neurabin II konnte bei einer Durch-
suchung des Dictyostelium-Genoms kein homologes Protein gefunden werden.

Um nun festzustellen, ob DdDCX direkt an Aktin bindet, wurden Aktin-Sedimentations-
experimente durchgefiihrt. Hierfiir wurden drei verschiedene GST-Fusionskonstrukte
verwendet (Abbildung 18 A). Eines enthielt die kodierende Sequenz von DADCX in voller
Liange (GST-DdDCX), im zweiten war die mittlere, Prolin-reiche Region entfernt (GST-
DADCXAPP) und im dritten fehlte die C-terminale DC-Doméne (GST-DdDCXAC). Als
Kontrolle wurde der Ausgangs-GST-Expressionsvektor (pGEX) eingesetzt. Die Proteine
wurden in Bakterien exprimiert und iiber eine Glutathion-Sepharose-Matrix aufgereinigt.
AnschlieBend wurde aus Hiithnerbrust gewonnenes Aktin polymerisiert und dabei die
GST-Fusionsproteine zugegeben. Als Kontrolle wurden auch je eine Mischung ohne GST-
Fusionsprotein und ohne Aktin angesetzt. Nach der Inkubation wurden die Ansdtze bei hoher
und bei niedriger Drehzahl zentrifugiert. Dadurch kann unterschieden werden, ob das
polymerisierte Aktin als einzelne Filamente oder gebiindelt vorliegt. Sediment und Uberstand
wurden voneinander getrennt mit Laemmli-Probenpuffer versetzt, auf einem SDS-Gel
aufgetrennt und die Proteine durch eine Coomassie-Blau-Fiarbung sichtbar gemacht

(Abbildung 18 B bis E).
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Abbildung 18: Nachweis der Bindung von GST-DdDCX-Fusionsproteinen an Aktin. A: Graphische
Darstellung der verschiedenen GST-Fusionsproteine. B bis E: Coomassie-gefiarbte SDS-Gele von Aktin-
Sedimentationsexperimenten mit folgenden GST-Fusionskonstrukten: GST (B), GST-DdDCX (C DdDCX
Volllange), GST-DADCXAPP (D, DdDCX ohne die Prolin-reiche Region) und GST-DdDCXAC (E, N-Terminus
von DdDCX). Als Kontrollen wurden nur Aktin (1 und 4) oder nur GST-Fusionsprotein (2 und 5) in den Ansatz
gegeben. Fiir den eigentlichen Versuch wurden Aktin und GST-Protein gemeinsam eingesetzt (3 und 6).
Zentrifugiert wurde bei 50.000 rpm (1 - 3) bzw. 10.000 rpm (4 - 6). Aufgetragen wurden jeweils Sediment (S)
und Uberstand (U).

Aktin alleine verhielt sich bei allen Versuchen wie erwartet. Nach Zentrifugation bei hohen
Drehzahlen war fast das gesamte Aktin im Sediment zu finden, es war also nahezu vollstindig
polymerisiert. Bei geringerer Zentrifugationsgeschwindigkeit lie sich das Aktin nicht
sedimentieren, es lag also nicht in Form von Biindeln vor. Die GST-Fusionsproteine alleine
befanden sich immer zum groBeren Teil im Uberstand.

GST alleine konnte auch in Anwesenheit von Aktin nicht im Sediment nachgewiesen werden.
Und auch das Verhalten von GST-DdDCXAC wurde durch die Zugabe von Aktin nicht
beeinflusst. Beide Proteine binden also nicht an polymerisiertes Aktin.

Andere FEigenschaften wurden fiir das Volllingen-Protein beobachtet: Bei Zugabe von
polymerisiertem Aktin war ein groerer Anteil von GST-DdDCX im Sediment zu finden und
dafiir ein deutlich geringerer Anteil im Uberstand als ohne Aktin. GST-DdDCX bindet also in

vitro an Aktinfilamente. Zusatzlich bewirkte das Protein, dass sich ein Teil des Aktins auch
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bei niedriger Drehzahl abzentrifugieren lieB, es kann also Aktinfilamente biindeln. Ebenso
verhielt sich GST-DdDCXAPP. Die Prolin-reiche Mittelregion scheint also keine Bedeutung
fiir die Bindung von DdDCX an Aktin zu haben. Der C-terminale Bereich scheint dagegen
essentiell fiir die Bindung an Aktin zu sein, da die Deletion zu einem Verlust der Bindung

fihrte.

3.3.6 Generierung und Untersuchung einer DdDCX-Nullmutante

Zur Analyse der zelluliren Funktion von DdDCX wurde eine DdDCX-Nullmutante
(DADCXA) hergestellt. Dazu wurde ein Vektor konstruiert, in dem zwischen einem ca.
1000 bp langen 5'-Bereich und den Basen 232 bis 921 der fiir DADCX kodierenden Sequenz
eine Blastizidin-Resistenzkassette eingesetzt wurde (Abbildung 19A). Die DdDCX-Null-
mutanten wurden durch zwei verschiedene PCR-Reaktionen identifiziert (Abbildung 19 B).

Eine davon basiert auf einer Grofenverschiebung durch den Einbau der Kassette und soll

Abbildung 19: Generierung und Nachweis einer DdDCX-Nullmutante. A: Fiir die Generierung einer Null-
mutante wurde ein Konstrukt transformiert, welches ca. 1000 bp des 5'-Bereichs von dcx enthielt, und bei dem
die kodierende Sequenz von DdDCX bis zu der EcoRI-Schnittstelle gegen eine Blastizidin-Resistenzkassette
ausgetauscht worden war. Die Klone wurden durch zwei verschiedene PCR-Reaktionen (B), eine Southernblot-
Analyse (C) und durch Westernblot-Analyse (D) iiberpriift. Fiir den PCR-Nachweis wurden die Primer DCX1
(1), DCX-rev (2) und Bsr-rev (3) verwendet. Abgebildet sind jeweils nur einzelne Beispiele, insgesamt wurde
der Genotyp von vier unabhéngigen Klonen bestitigt. In der Westernblot-Analyse konnte mit dem polyklonalen
Antikorper gegen DADCX in den KO-Stammen auch nach acht Stunden in Phosphatpuffer kein Protein
nachgewiesen werden.
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zeigen, dass kein Wildtyp-DdDCX-Gen mehr vorhanden ist. In der zweiten Variante wurden
Primer eingesetzt, von denen einer nur auflerhalb des transformierten Konstrukts und der
zweite in der Kassette bindet. Dadurch kann nur bei einer Nullmutante ein PCR-Produkt
entstehen. AnschlieBend wurde der Genotyp der ausgewihlten Klone durch eine Southern-
blot-Analyse bestitigt (Abbildung 19 C). Zusétzlich wurde auch die Abwesenheit des Proteins
in entwickelnden Zellen durch Immunfluoreszenz-Mikroskopie (Abbildung 15) und in einer
Westernblot-Analyse (Abbildung 19 D) getestet, wodurch auch die Spezifitit des poly-
klonalen Antikorpers (siehe 3.3.2) nachgewiesen werden konnte. Insgesamt drei unabhingige
Nullmutanten wurden fiir die Untersuchungen verwendet.

Obwohl aufgrund der kaum messbaren Expressionsmenge von DdADCX im Wildtyp ein KO-
Phinotyp in vegetativen Zellen unwahrscheinlich war, wurden folgende Tests mit vegetativ
wachsenden Zellen von DdDCXA im Vergleich zum Wildtypstamm AX2 durchgefiihrt:
Untersuchung der Zellform und der Anzahl der Zellkerne und Centrosomen pro Zelle,
Analyse des Mikrotubuli- und des Aktin-Cytoskeletts mittels Immunfarbung mit Antikérpern
gegen Tubulin bzw. Aktin, Wachstumsmessungen auf Platten mit Klebsiella und in Fliissig-
medium sowie Beobachtung der Zellbewegung. In keinem Fall konnte ein Unterschied zum
Wildtyp festgestellt werden. Dies wurde allerdings auch nicht unbedingt erwartet, da die
Funktion des Proteins aufgrund des Expressionsmusters in der Entwicklung von
Dictyostelium liegen sollte.

Um mogliche Defekte von DdADCXA in der Entwicklung aufzuzeigen, wurden Chemotaxis-
und Phototaxisexperimente gemacht (Abbildung 20). Hierdurch konnte nachgewiesen
werden, dass gehungerte Zellen der Nullmutante auf einen cAMP-Gradienten ebenso wie
AX2 Zellen reagieren (Abbildung 20 A). Auch die Slugs, die wihrend der Entwicklung von
DADCXA entstanden, zeigten normales Verhalten und bewegten sich auf eine Lichtquelle zu
(Abbildung 20 B)

Anderungen der Entwicklungsgeschwindigkeit eines Stammes im Vergleich zum Wildtyp
werden héufig durch den Nachweis von bekannten entwicklungsregulierten Proteinen gezeigt,
die als Marker eingesetzt werden. Das Protein ,,Contact site A*“ (CsA) wird in Wildtypzellen
nach 6 bis 12 Stunden unter Hungerbedingungen stérker exprimiert (Ochiai et al., 1982). Das
Antigen des Antikorpers Mudl ist erst spdter in der Entwicklung in gréBeren Mengen
nachweisbar, etwa nach 15 Stunden (Krefft et al., 1984). Eine Westernblot-Analyse von
Protein-Entwicklungsreihen (siehe 3.2.2) geférbt mit einem Antikdrper gegen CsA und dem

Mud1-Antikorper lie erkennen, dass diese beiden Marker zeitlich einen dhnlichen Verlauf
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Abbildung 20: Chemotaxis- und Phototaxisexperimente mit DADCXA. A: Chemotaxisexperiment. Die
Zellen von DADCXA reagieren auf die mit cAMP gefiillte Kapillare und bewegen sind darauf zu. Siehe auch
Filmsequenz 2 auf CD. B: Phototaxisexperiment. Die Spuren der Slugs wurden nach dem Transfer auf eine
Membran durch Immunfarbung mit einem Antikdrper gegen Aktin sichtbar gemacht. Die Slugs von DdDCXA
bewegten sich vergleichbar mit dem Wildtyp AX2 auf die Lichtquelle zu.

zeigten wie im Wildtyp (Abbildung 21 A und B). Die Entwicklung der DADCXA Zellen war
demnach im Vergleich zu AX2 weder verzogert noch beschleunigt.

Fiir eine Analyse des gesamten Entwicklungsablaufes wurden Bildsequenzen an einem
Stereomikroskop bei geringer Vergroferung aufgenommen. Die Zellen wurden in verschie-
denen Zelldichten auf nihrstofffreie Phosphatagarplatten ausgebracht. Auf gleiche Weise
wurde mit Wildtypzellen verfahren, welche eine vergleichbare Historie aufwiesen wie die
Zellen der Mutante, d. h. dhnlich lange in Kultur waren und die gleiche Zelldichte erreicht
hatten. Agarblocke beider Platten wurden so préipariert, dass die Zellen beider Stimme
gleichzeitig beobachtet werden konnten. Auf diese Weise wurde sichergestellt, dass Mutante
und Wildtyp unter identischen Bedingungen verglichen werden konnten. So entstanden
Aufnahmen, welche die Entwicklung von DdDCXA iiber einen Zeitraum von 24 Stunden

zeigen (Siehe Filmsequenz 5 auf CD). Aber auch in diesem Experiment konnte kein
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Unterschied zum Wildtyp gezeigt werden; die Zellen beider Stimme verhielten sich absolut
synchron. Auch in Form und Gré8e der Aggregate war keine Abweichung zu erkennen.

Die Deletion von DADCX erzeugt also weder in vegetativen Zellen noch in der Entwicklung
einen erkennbaren Phanotyp. Eine mogliche Erkldrung ist, dass das Fehlen von DADCX in
der Mutante durch ein anderes Protein ausgeglichen wird. Dafiir kommt an erster Stelle
DdLIS1 in Frage, da in menschlichen Zellen die Uberexpression von LIS1 den Defekt, den
eine Mutation im dcx-Gen verursacht, ausgleichen kann (Tanaka et al., 2004). Bevor getestet
werden konnte, ob dies auch in Dictyostelium der Fall ist, musste erst die Funktion von

DdLIS1 in der Entwicklung untersucht werden.

Abbildung 21: Die Punktmutation in DALIS1, nicht aber die Deletion von DdDCX bewirkt eine leichte
Verinderung in der Expression des Entwicklungsmarkers CsA. Zellen der Stimme AX2 (A), DADCXA (B),
DdALIS1-D327H (C) und DALIS1-D327H/DdDCXA (D) wurden fiir 0-24 Stunden auf nahrstofffreien Phosphat-
agarplatten kultiviert und fiir die Priparation von Gesamtzellextrakt verwendet. Dargestellt ist eine Westernblot-
Analyse der Entwicklungsreihen mit den primédren Antikérpern gegen CsA und das Mud1-Antigen.
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3.4 Die Rolle von DALIS1 in der Entwicklung von Dictyostelium

discoideum

3.4.1 LIS1 ist nicht entwicklungsreguliert

Im Gegensatz zu DdADCX wird DALIS1 auch in vegetativ wachsenden Zellen exprimiert und
kann mit einem spezifischen polyklonalen Antikérper nachgewiesen werden (Rehberg et al.,
2005). Um zu untersuchen, ob Schwankungen der Proteinmenge wéhrend der Entwicklung
von Dictyostelium auftreten, wurde eine Westernblot-Analyse durchgefiihrt. Hierfiir wurden
die Proteinproben aus der gleichen Wildtyp-Entwicklungsreihe verwendet, die bereits fiir die
Untersuchung von DADCX generiert worden waren (siehe 3.3.2). Die Immunfarbung mit dem
Anti-DALIS1-Antikorper zeigte in allen Spuren ein vergleichbares Signal bei ca. 47 kD
(Abbildung 22). Das Protein ist also wiahrend der gesamten Entwicklung in ungefahr gleich

bleibender Menge anwesend, es liegt demnach keine Entwicklungsregulation vor.

Abbildung 22: DALIS1 ist in der Entwicklung des Wildtyp und der DdDCX-Nullmutante in gleich
bleibender Menge nachweisbar. Westernblot-Analyse von Entwicklungsreihen iliber 24 Stunden der Stimme
AX2 und DADCXA geférbt mit dem polyklonalen Antikérper gegen DALIST.

3.4.2 Untersuchungen zur Funktion von DALIS1 in der Entwicklung

Um die Funktion von DdLIS1 zu erforschen, war in einer fritheren Arbeit versucht worden,
eine Nullmutante zu erzeugen. Nachdem dies nicht gelungen war, wurde eine Punktmutation
in das DALIS1-Gen eingefiihrt (Rehberg er al., 2005). Der Austausch der Aminosiure
Asparaginsdure in Position 327 gegen Histidin entspricht der menschlichen Mutation D317H
und fithrt dort zu einer leichten Form der Lissenzephalie (Caspi et al., 2003; Sapir et al.,
1999b). Es wird vermutet, dass dieser Aminosdureaustausch teilweise zu einer Fehlfaltung der
Proteinmolekiile fiihrt, und es so nur zu einem partiellen Ausfall des Proteins kommt. Da es
sich aber bei Dictyostelium um einen haploiden Organismus handelt, war hier mit einem

stirkeren Effekt als bei Sdugerzellen zu rechnen.



Ergebnisse 62

Das verinderte Protein liegt in den Zellen in etwa in gleicher Menge wie das Wildtyp-DdLIS1
in AX2-Zellen vor. Auch die Lokalisation des Proteins DALIS1 wird durch die Punktmutation
nicht veréndert, es ldsst sich mit Hilfe des Antikdrpers a-DdLIS1 an Mikrotubuli und am
Centrosom nachweisen.

In der vegetativen Phase weisen die DALIS1-D327H-Zellen eine starke Verdnderung des
Cytoskeletts auf (Abbildung 4) (Rehberg et al., 2005). Dennoch konnte keine deutliche
Beeintrachtigung der Zellbewegung unter vegetativen Bedingungen festgestellt werden. Auch
war es moglich, den Stamm in Form von Sporen zu konservieren. Dies war ein erster Hinweis
darauf, dass die Zellen in der Lage sind, sich unter Hungerbedingungen zu entwickeln.

Um dies genauer zu untersuchen, wurde als erstes ein Chemotaxisversuch durchgefiihrt.
Hierbei konnte beobachtet werden, dass die meisten Zellen sich eindeutig auf die mit cAMP
geflillte Kapillare zubewegten (Abbildung 23, Filmsequenz 3 auf CD). Allerdings gab es
einige Zellen, die keine Polarisierung zeigten, flach ausgestreckt auf dem Deckglas verblieben

und sich nicht der cAMP Quelle anndherten.

Abbildung 23: Die Punktmutation in DALIS1 bewirkt keine Beeintrichtigung der cAMP-Wahrnehmung.
Zellen des Stammes DALIS1-D327H bewegen sich in einem Chemotaxisexperiment auf eine mit cAMP-gefiillte
Kapillare zu. Siehe auch Filmsequenz 3 auf CD.

Als néchstes wurden wie fiir DADCXA beschrieben stereomikroskopische Bildsequenzen {iber
24 Stunden zusammen mit dem Wildtypstamm AX2 aufgenommen (siche 3.3.6). Es zeigte
sich, dass die Punktmutation zu keiner deutlich sichtbaren Veridnderung des Entwicklungs-
ablaufes fiihrt und auch die Grofe und die Beweglichkeit der Zellaggregate nicht beeinflusst
ist (Siehe Filmsequenz 6 auf CD). Allerdings blieben mehr einzelne Zellen als beim Wildtyp
auf der Platte zuriick, die sich nicht an der Entwicklung beteiligten (Abbildung 24 A).
Ahnliches konnte auch bei den Spuren, die von den Slugs hinterlassen wurden, beobachtet
werden. Die Slugs von DALIS1-D327H schienen bei der Fortbewegung mehr Zellen zu
verlieren als Wildtypslugs (Abbildung 24 B). Moglicherweise handelte sich es hierbei um
Zellen, die besonders starke Storungen aufwiesen und daher in ihrer Beweglichkeit

eingeschrinkt waren.
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Abbildung 24: In DALIS1-D327H-Zellen bleiben bei Entwicklung und bei der Slugbewegung mehr Zellen
zuriick. Stereomikroskopische Aufnahmen von Zellen und Aggregaten von AX2 (A) und DALIS1-D327H (A")
nach 24 Stunden auf Phosphatagarplatten und von Slugspuren der Stimme AX2 und DALIS1-D327H (B).

Daher sollte getestet werden, ob DALIS1-D327H-Zellen mit einem stark verdnderten Mikro-
tubuli-Cytoskelett normal an der Bildung von Aggregaten beteiligt sind, oder ob sie einzeln
zurlickbleiben. Hierfiir lieB man DALIS1-D327H-Zellen in Phosphatpuffer auf Deckglésern
hungern. Die entstandenen Zellstrome wurden fixiert (sieche 3.6.2). Nach einer Immun-
fluoreszenzfarbung der Mikrotubuli wurden konfokale Aufnahmen von Zellen innerhalb und
auBBerhalb der Aggregate gemacht (Abbildung 25). Es zeigte sich, dass sich zahlreiche Zellen
mit gestortem Mikrotubuli-Cytoskelett abseits der Zellstrome befanden, aber auch etliche in
die Strome integriert waren.

Zusitzlich wurde auch wieder die Expression der Markerproteine CsA und des Mud1-Anti-
gens in den DALIS1-D327H-Zellen getestet (Abbildung 21). Auch hier konnte beziiglich des
Beginns der Expression kaum eine Abweichung von Wildtyp AX2 festgestellt werden. Aller-
dings nahm die Menge an CsA in den spiteren Proben nicht wie normal ab. Es konnte sich
hierbei um die auf den Platten beobachteten Einzelzellen handeln, die ihre Entwicklung nicht
bis zum Ende durchlaufen hatten, sondern im Stadium der CsA-Expression verblieben waren.

Diese Versuche zeigten, dass der Stamm DdALIS1-D327H im Prinzip in der Lage ist, sich
annidhernd normal zu entwickeln. Allerdings scheinen einzelne Zellen, vermutlich je nach
Starke ihres Phinotyps, Entwicklungsdefekte zu haben. Mdglicherweise ist DALIS1 also
durchaus notwendig fiir die Entwicklung von Dictyostelium, es reicht aber vermutlich eine

geringe Menge an funktionsfdhigen Molekiilen aus, um diese Aufgaben zu erfiillen.
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Abbildung 25: Zellen von DdLIS1-D327H mit stark gestortem Mikrotubuli-Cytoskelett sind in
Aggregationsstrome integriert. Z-Projektion von konfokalen Aufnahmen von Zellstromen der Stimme AX2
(A) und DALIS1-D327H (B) gefirbt mit einem Antikorper gegen Tubulin.

3.5 Zusammenspiel von DADCX und DdLIS1

3.5.1 DdDCX interagiert mit DALIS1

Um die bereits fiir das Sdugersystem beschriebene Interaktion zwischen LIS1 und DCX auch
in Dictyostelium nachzuweisen, wurde ein ,,GST-Pulldown*-Experiment durchgefiihrt (Caspi
et al., 2000). Hierfiir wurde ein GST-DdDCX-Fusionsprotein und als Kontrolle unfusioniertes
GST in Bakterien exprimiert und an entsprechendes Sdulenmaterial gebunden. Das GST-
bzw. GST-DdDCX-Harz wurde anschlieBend mit cytoplasmatischem Extrakt aus Wildtyp-
zellen inkubiert. Nach mehrmaligem Waschen wurden die anhaftenden Proteine durch
Aufkochen mit SDS-Auftragspuffer vom Sédulenmaterial abgelost und auf einem SDS-Gel
aufgetrennt. Es folgte der Nachweis von DALIS1 mittels Immunfarbung eines Westernblots
(Abbildung 26). In der Spur mit GST-DCX war eine Bande der richtigen Gréfe (ca. 62 kD)
zu erkennen, die in der GST-Kontrolle nicht auftrat. Es konnte also eine spezifische Bindung
von DALIS1 an DdDCX nachgewiesen werden. Da der Versuch mit cytoplasmatischem
Extrakt durchgefiihrt worden war, kann allerdings nicht ausgeschlossen werden, dass noch

andere Proteine fiir die Interaktion notwendig sind.
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Abbildung 26: DALIS1 interagiert mit GST-DdDCX. Bakteriell
exprimiertes GST und GST-DdDCX wurde an Glutathion-
Sepharose-Harz gebunden und mit Dictyostelium-Zellextrakt
inkubiert. Abgebildet ist eine Westernblot-Analyse gefirbt, mit
dem Antikorper gegen DALISI.

3.5.2 Uberexpression von GFP-DdDCX kompensiert den Phinotyp von
DdALIS1-D327H nicht

In Séugerzellen konnen LIS1 und DCX einander komplementieren und die Funktionen des
anderen Proteins libernehmen. Wird eines der beiden Proteine iiberexprimiert, so kann dies
das Fehlen des jeweils anderen ausgleichen und den Phinotyp autheben (Tanaka et al., 2004).
Um zu testen, ob DADCX in der Lage ist, die Funktion von DALISI in der vegetativen
Wachstumsphase von Dictyostelium zu iibernehmen, wurde das GFP-DdDCX-Konstrukt in
die DALIS1-D327H-Zellen eingebracht. Drei unabhéngige Transformanden wurden beziiglich
des Mikrotubuli-Cytoskeletts untersucht. Das GFP-Fusionsprotein lokalisierte wie in Wild-
typzellen an den Mikrotubuli. Es war daher keine weitere Farbung der Zellen notwendig um
zu erkennen, dass das Mikrotubuli-Cytoskelett die gleichen Stérungen aufwies wie in den
untransformierten DALIS1-D327H-Zellen (Abbildung 27). Die Uberexpression von DdDCX
in Form eines GFP-Fusionsproteins ist also nicht ausreichend, um den Phinotyp der DALIS1-

Punktmutation zu schwichen oder gar aufzuheben (vergleiche Abbildung 4 A und B).

Abbildung 27: Zellen mit der DdLIS1-Punk
tmutation zeigen auch bei Expression vol
DADCX-GFP ein gestortes Mikrotubuli
Cytoskelett. Immunfluoreszenz-Mikroskopie vo1
DdALIS1-D327H-Zellen, die zusitzlich GFP
DdDCX (griin) exprimieren. Der Zellkern wurd
mit TOPRO3 gefarbt (blau).
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3.5.3 DdALIS1 wird in DdDCXA nicht verstirkt exprimiert

Auch wenn GFP-DdDCX nicht das Protein DALIS1 in vegetativen Zellen nicht ersetzt, wire
es dennoch moglich, dass DALIS1 in der DdDCX-Deletionsmutante die Aufgaben von
DADCX iibernimmt und daher kein Phinotyp zu beobachten war. Um zu testen, ob
Dictyostelium zu diesem Zweck selber fiir eine Uberexpression sorgt, wurden erneut die
Proteinproben der Entwicklungsreihe mittels Westernblot-Analyse untersucht und der
DdALIS1-Antikorper verwendet (Abbildung 22). Es zeigte sich, dass DALIS1 in den DADCXA-
Zellen in etwa in der gleichen Menge vorliegt wie in den Wildtypzellen und sich die Menge
auch wiahrend der Entwicklung nicht verdndert. Dictyostelium reagiert auf den Ausfall von
DdDCX also nicht mit einer verstiarkten Expression von DALIS1. Es wére aber moglich, dass
die normale Menge des Proteins ausreicht um die Funktion von DdADCX zu tibernehmen. Dies
konnte nur getestet werden, indem eine Mutante erzeugt wurde, die sowohl die Punktmutation

im DALIS1-Gen, wie auch die DdADCX-Deletion trug.

3.5.4 Herstellung einer Doppelmutante

Fiir die Selektion auf homologe Rekombination eignet sich in Dictyostelium am besten die
Blastizidin-Resistenzkassette. Diese wurde daher sowohl zur Generierung der DdDCXA-
Mutante, wie auch fiir die Einfithrung der Punktmutation in das DALIS1-Gen verwendet. Um
nun den erneuten Einsatz der Blastizidin-Resistenz fiir eine zweite Transformation zu
ermoglichen, wurde das ,,Cre-loxP*-System (Faix et al., 2004) verwendet. Die in der DALIS1-
Punktmutante eingesetzte Kassette ist flankiert von den sogenannten loxP-Bereichen. Diese
werden von der Cre-Rekombinase, welche durch Transformation des Plasmides pDEX-NLS-
cre bereitgestellt wird, erkannt. Das Enzym entfernt dann die zwischen den beiden loxP-
Bereichen befindliche Sequenz, in diesem Fall die Kassette. Auf diese Weise wurde eine nicht
mehr blastizidinresistente DALIS1-Punkmutante generiert. Diese wurde mit dem DdDCXA-
Konstrukt transformiert, und Klone durch die PCR, wie in 3.3.5 beschrieben, identifiziert. Die

folgenden Untersuchungen wurden mit drei unabhéngigen Klonen durchgefiihrt.

3.5.5 Charakterisierung des Phinotyps der Doppelmutante

Als erstes wurde kontrolliert, ob sich die Zellen des Stammes DALIS1-D327H/DdDCXA in
der vegetativen Phase genauso verhalten wie die Zellen, die nur die Punktmutation im
DdLIS1-Gen tragen. Dies wire zu erwarten, da das DdDCX-Protein erst in der Entwicklung
exprimiert wird. Hierflir wurden durch Immunfluoreszenz-Mikroskopie das Mikrotubuli- und
das Aktin-Cytoskelett iiberpriift. Es konnten keine Unterschiede zu DALIS1-D327H gefunden

werden.
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Auch fiir die Doppelmutante wurde die Expression der beiden Entwicklungsmarker liberpriift
(Abbildung 21). Es zeigte sich kein Unterschied zu DALIS1-D327H. Wie in der Einzelmutan-
te setzte die Expression normal ein, es bleibt dann aber eine im Vergleich zum Wildtyp bzw.

zu DADCXA etwa dreifach grofBere Menge an CsA bis zum Ende der Entwicklung erhalten.

Abbildung 28: In der Entwicklung
bildet die Doppelmutante bei
hoher Zelldichte kleinere Aggre-
gate als der Wildtyp.

Die Zellen von Wildtyp und
DdLIS1-D327H/DADCXA  wurden
mit einer Dichte von 5 x 10° Zellen
pro cm’ auf Phosphatagarplatten
verteilt und die Entwicklung beider
Stimme gleichzeitig unter einem
Stereomikroskop beobachtet. Die
Zeitangaben beziehen sich auf die
Dauer seit dem Transfer auf die
Agarplatten.

Siehe auch Filmsequenz 7 auf CD.
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Abbildung 29: Bei geringer Zell-
dichte ist die Entwicklung der
Doppelmutante gestort.

Die Zellen von AX2 und DdLIS1-
D327H/DdDCXA wurden mit einer
Dichte von 1 x 10> Zellen pro cm’
auf Phosphatagarplatten verteilt und
die Entwicklung beider Stimme
gleichzeitig unter einem Stereo-
mikroskop beobachtet. Die Zeit-
angaben beziehen sich auf die Dauer
seit dem Transfer auf die Agar-
platten.

Siehe auch Filmsequenz 8 auf CD

Dass die Zellen in ihrer Entwicklung nicht verzogert sind, zeigte sich auch bei den
24-Stunden-Aufnahmen am Binokular (Abbildung 28, Filmsequenz 7 auf CD). Allerdings
konnte dennoch ein deutlicher Unterschied zum Wildtyp beobachtet werden: Die Aggregate,
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die aus Zellen des Stammes DALIS1-D327H/DdDCXA entstanden, waren deutlich kleiner als
normal. Es wurden viel kleinere Zellhaufen gebildet, aus denen sehr kleine Slugs entstanden,
die aber dennoch sehr mobil waren. Zum Abschluss der Entwicklung war der Agar mit vielen
Fruchtkorpern besiedelt, die nur etwa ein Drittel der WildtypgroB3e erreicht hatten.

Dies deutete an, dass die Zellen Probleme bei der Aggregation haben und deshalb weniger
Zellen zu einem Zentrum zusammenlaufen. Um dies ndher zu untersuchen, wurden weitere
Aufnahmen gemacht, diesmal aber nur ein fiinftel der urspriinglichen Zellmenge auf einer
Platte verteilt (Abbildung 29, Filmsequenz 8 auf CD). Fiir den Wildtyp konnten bei dieser
geringen Zellzahl sehr deutliche Zellstrome beobachtet werden und es wanderten fiir ein
Aggregat die Zellen aus einem Bereich von bis zu 1 cm Durchmesser zusammen.

Die Zellen des Stammes DALIS1-D327H/DdDCXA dagegen bildeten keine Zellstrome, und
es wurden nur sehr vereinzelt Aggregate sichtbar. Bei geringerer Zelldichte ist die Doppel-

mutante also nicht mehr in der Lage, sich normal zu entwickeln.

3.5.6 Reaktion der Doppelmutante auf externe Signale

Um den Phénotyp der Doppelmutante besser zu definieren, wurde iiberpriift, ob die Zellen in
der Lage sind, auf externe Signale zu reagieren. Hierfiir wurden als erstes Experimente zur
Chemotaxis durchgefiihrt. Es zeigte sich, dass die Zellen normal auf cAMP reagieren und auf

die Kapillare zulaufen (Abbildung 30, Filmsequenz 4 auf CD).

Abbildung 30: Die Zellen der Doppelmutante bewegen sich auf eine mit cAMP gefiillte Kapillare zu.
Chemotaxisexperiment mit Zellen des Stammes DdLIS1-D327H/DdDCXA. Siehe auch Filmsequenz 4 auf CD.

In einem weiteren Versuch wurden Zellen von DALIS1-D327H/DdDCXA in geringer Zell-
dichte auf einer Phosphatagarplatte verteilt. Auf die Zellschicht wurde ein kleine Menge dicht
gewachsener AX2-Kultur und als Kontrolle einer Kultur der Doppelmutante aufgetropft. Die
Entwicklung wurde dann fiir ca. 30 Stunden unter dem Binokular beobachtet (Abbildung 31,
Filmsequenz 9 auf CD).



Ergebnisse 70

Abbildung 31: Durch externe Signale ist die Doppelmutante in der Lage, Aggregationsstrome zu bilden.
Wildtypzellen und Zellen der Doppelmutante wurden auf eine Phosphatagarplatte getropft, auf die zuvor Zellen
der Doppelmutante in niedriger Zelldichte (1 x 10° Zellen pro cm®) verteilt worden waren. Die Zeitangaben
beziehen sich auf die Dauer seit dem Transfer auf die Agarplatten. Siehe auch Filmsequenz 9 auf CD.
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Als erstes konnte man nur sehen, wie die Wildtypzellen aggregieren (8 h). Dann entstanden,
zunichst dicht um den Tropfen, Zellstrome, die aus den umliegenden Mutantenzellen gebildet
wurden (10 h) und sich dann immer weiter von dem Tropfen entfernten. Letztendlich ent-
wickelten sich die Mutantenzellen in einem Bereich von ca. 5 mm um den Wildtyp. Um den
Tropfen mit der Doppelmutante zeigten sich keine Zellstrome.

Die Zellen der Doppelmutante sind also in der Lage, externe Signale wahrzunehmen und sich
gerichtet darauf hinzubewegen. Zusétzlich scheinen sie die Signale auch weiterzugeben, denn
nur so konnte es zur Bildung von Zellstromen kommen, die sich immer weiter von der

urspriinglichen Signalquelle entfernt fortsetzte.

3.6 Die Rolle von Mikrotubuli in der Entwicklung

von Dictyostelium discoideum

3.6.1 Einfluss von Nocodazol auf Chemotaxis

Der erste sichtbare Schritt der Entwicklung von Dictyostelium besteht darin, dass die Zellen
durch cAMP miteinander kommunizieren und aggregieren. Die Fahigkeit, das Signal wahr-
zunehmen und sich auf die Quelle hin zu bewegen, kann in Chemotaxisexperimenten
tiberpriift werden.

Um zu testen, wie wichtig Mikrotubuli in dieser Phase der Entwicklung sind, wurden GFP-
Tubulin exprimierende Zellen drei Stunden nach dem Uberfiihren in Phosphatpuffer und
damit drei Stunden vor dem eigentlichen Chemotaxisversuch mit der Mikrotubuli-depoly-
merisierenden Chemikalie Nocodazol behandelt. Es wurden dann einzelne Zellen, die unter
dem Mikroskop nur noch besonders kurze Mikrotubuli aufwiesen, beobachtet.

Es zeigte sich, dass sogar Zellen, die so gut wie keine Mikrotubuli mehr hatten, normal
reagierten (Abbildung 32). Die Form der Zellen war zwar etwas weniger langgestreckt,
dennoch bewegten sich die Zellen vergleichbar mit Wildtypzellen auf die Kapillare zu. Die
starke Polarisierung ist also nicht essentiell fiir diese gerichtete Bewegung und die Mobilitdt

scheint unhabhéngig von Mikrotubuli méglich zu sein.
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Abbildung 32: Mikrotubuli sind nicht essentiell fiir Chemotaxis. GFP-Tubulin exprimierende Zellen wurden
fiir 6 Stunden in Phosphatpuffer geschiittelt. In den letzten 3 Stunden wurde entweder 10 pg/ml Nocodazol oder
als Kontrolle die entsprechende Menge DMSO zugesetzt. In einem Chemotaxisexperiment wurde das Verhalten
der Zellen im Phasenkontrast beobachtet (jeweils untere Reihe) und der Zustand der Mikrotubuli durch Fluores-
zenz-Mikroskopie verfolgt (jeweils obere Reihe). Siehe auch Filmsequenzen 10 (Kontrolle) und 11 (Nocodazol).
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3.6.2 Einfluss von Nocodazol auf die Bildung von Aggregationsstromen

Im néchsten Schritt der Entwicklung wandern die Zellen nicht mehr nur einzeln auf Signale
zu, sondern finden sich zu Stromen zusammen. Auch hier war bislang nicht untersucht, ob
dieser Prozess ein funktionierendes Mikrotubuli-Cytoskelett benétigt. Da Zellstrome auf
Agarplatten mikroskopisch schwierig zu untersuchen sind, wurden die Versuche auf
Deckgldsern unter Phosphatpuffer durchgefiihrt. Hierfiir wurde je ein Deckglas in eine
Vertiefung einer 24-Loch-Platte gelegt. Darauf wurde eine Zellsuspension gegeben, aus der
sich die Zellen auf die Deckglasoberfliche absetzen sollten. Die Menge an Zellen pro
Deckglas entsprach der Dichte auf den Agarplatten fiir die Entwicklungsbeobachtung mit
geringer Zelldichte. Nach einer kurzen Periode, in der sich die Zellen auf den Deckgldsern
absetzen konnten, wurde dann der Uberstand abgenommen und durch Nocodazol-haltigen,
bzw. als Kontrolle Nocodazol-freien Puffer ersetzt. Nach einer Inkubation von ca. 12 Stunden
konnten in allen Lochern Zellstrome beobachtet werden (Abbildung 33). Das Nocodazol

verhinderte also nicht, dass die Zellen auf diese Weise miteinander interagieren.

Abbildung 33: Fiir die Bildung von Zellstromen sind Mikrotubuli nicht essentiell. Z-Projektion konfokaler
Aufnahmen von Aggregationsstrome gebildet aus Kontrollzellen (A und A') und Zellen, die mit 2 pg/ml
Nocodazol behandelt worden waren (B und B'). Die Immunfluoreszenzpriparate wurden mit einem Antikorper
gegen Tubulin geférbt.
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Es musste aber kontrolliert werden, ob die Nocodazolbehandlung tatsdchlich zur voll-
standigen Depolymerisation der Mikrotubuli gefiihrt hatte. Hierfiir wurden die Zellstrome auf
den Deckglésern fixiert und mit einem gegen Tubulin gerichteten Antikdrper gefarbt. Fiir die
Fixierung der Zellstrome war die Glutaraldehyd-Fixierung am besten geeignet, da dadurch die
Zellen sehr gut sowohl an das Deckglas als auch aneinander fixiert werden. Bei der
Verwendung von schwécheren Fixierungen gingen bei der Immunfirbung deutlich mehr
Zellen und Aggregate verloren. Unter dem konfokalen Mikroskop zeigte sich, dass die
Kontrollzellen in den Zellstromen ein vollstindiges Mikrotubuli-Cytoskelett aufwiesen. Die
mit Nocodazol behandelten Zellen dagegen enthielten fast keine Mikrotubuli mehr, nur
manchmal waren noch ganz kurze Stiimpfe am Centrosom sichtbar (Abbildung 33 B').

Dictyostelium-Zellen sind also in der Lage, sich in der Abwesenheit von Mikrotubuli
zumindest bis zur Aggregation zu entwickeln. Sie kdnnen in Anwesenheit einer Mikrotubuli-
depolymerisierenden Droge Signale wahrnehmen, sich der Signalquelle anndhern und Signale
weitergeben, so dass es zur Bildung von Stromen kommt. Die Mikrotubuli spielen folglich in

der Entwicklung von Dictyostelium keine entscheidende Rolle.
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4 Diskussion

4.1 Suche nach bekannten centrosomalen Proteinen im Genom

von Dictyostelium discoideum

Andersen et al. haben mit Hilfe der Massenspektrometrie nach neuen Bestandteilen des
Saugercentrosoms gesucht (Andersen et al., 2003). Hierbei war es ihnen gelungen, 64
mogliche neue centrosomale Proteine zu ermitteln, von denen 23 als GFP-Fusionsproteine am
Centrosom lokalisiert werden konnten. Sollten sich auch die anderen 41 Kandidaten besté-
tigen lassen, wéren in diesem Ansatz insgesamt 111 bekannte und neue centrosomale Proteine
identifiziert worden. Hinzu kommen noch einige weitere bekannte, aber nicht gefundene
Proteine. Man kidme damit auf iiber 120 centrosomale Proteine beim Menschen. Interessant
ist, dass zu diesen in Dictyostelium nur 38 Homologe gefunden werden konnten. Dies konnte
zum Teil technische Griinde haben. Laut Andersen et al. enthalten 75 % der 64 neu identi-
fizierten Proteine ,,Coiled Coil“-Strukturen. Diese treten sehr hdufig auf und haben eine sehr
dhnliche Aminosdurezusammensetzung auch in nicht homologen Proteinen. Daher ist es
schwierig, homologe Proteine durch BLASTP zu identifizieren. Aulerdem weisen die Centro-
somen der Sdugetiere eine deutlich andere Morphologie auf als die Centrosomen von
Dictyostelium. Es wire also nicht iiberraschend, wenn auch die Proteinzusammensetzung
nicht identisch wire, bzw. die Proteine einander nicht dhnlich genug wiren, um sie durch
BLASTP-Suche zu finden. Die Hauptgemeinsamkeit des Centrosoms in den verschiedenen
Organismen ist es, die Minusenden von Mikrotubuli zu nukleieren und zu stabilisieren. Folge-
richtig sind Proteine, die dafiir essentiell sind, wie y-Tubulin, Spc97 und Spc98, konserviert.

Die oben genannten Zahlen bedeuten, dass uns noch mindestens 60 centrosomale Proteine in
Dictyostelium unbekannt sind. Die Suche nach Homologen hat zwar die Anzahl von wahr-
scheinlichen Bestandteilen von 10 auf 38 erhoht, reichte aber bei weitem nicht aus, um unser

Wissen tiber die Zusammensetzung des Centrosoms von Dictyostelium zu vervollstindigen.
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4.2 I|dentifizierung neuer centrosomaler Proteine durch

Massenspektrometrie

4.2.1 Aufreinigung der Centrosomen

Bei den ersten Versuchen, durch Massenspektrometrie neue centrosomale Proteine zu
identifizieren, hatte sich gezeigt, dass die alte Préparationsmethode nicht ausreichend reine
Centrosomen lieferte. Vor allem ribosomale Proteine dominierten und {iberlagerten andere
Signale bei der Messung. Auflerdem konnte mit Immunfluoreszenz-Mikroskopie von isolier-
ten Centrosomen noch sehr viel DNA nachgewiesen werden. Da aber DNA-Verunreinigungen
nicht nur die Elektrophorese beeintrichtigen, sondern auch DNA-bindende Proteine mit sich
bringen, war es sinnvoll, eine DNase-Behandlung in die Prédparation zu integrieren. Hierfiir
war eine Inkubation bei Raumtemperatur notwendig, die DNase konnte daher erst zu einem
spiten Zeitpunkt eingesetzt werden, bei dem die Centrosomen schon gut aufgereinigt und
weitgehend proteasefrei waren. Hierdurch konnte die DNA-Menge in der Priparation deutlich
verringert werden (Abbildung 8). Dennoch konnten durch die Massenspektrometrie immer
noch DNA-bindende Proteine, wie z. B. Histone, gefunden werden. Eine mogliche Erkldrung
hierfiir ist die feste Verbindung, die in Dictyostelium vermutlich zwischen den Centrosomen
und den Centromeren besteht (Kaller et al., 2006). Nur durch die Verwendung von Pyro-
phosphat war es moglich, das Centrosom vom Kern abzutrennen, ohne es selbst dabei zu
zerstoren. Dennoch ist es nicht wahrscheinlich, dass man dabei die Chromosomen vollstindig
vom Centrosom abtrennt.

Ein weiteres Problem fiir die Aufreinigung ergibt sich durch die Verwendung von
Dichtegradienten. Hierbei konnen nur Partikel voneinander getrennt werden, die eine
unterschiedliche Dichte aufweisen. Partikel, die gleich oder zumindest &hnlich dicht sind wie
die Centrosomen, konnen also nicht entfernt werden. Hinzu kommt, dass die Dichte der
Centrosomen selbst variiert, sie sich folglich auf einen groBen Bereich im Gradienten
verteilen (Gréf et al., 1998). Um dennoch eine ausreichende Ausbeute zu gewédhrleisten, muss
ein recht grob aufgebauter Gradient mit groBen Dichteunterschieden zwischen den einzelnen
Schichten verwendet werden. Dadurch wird aber auch ein grofes Spektrum an anderen
Partikeln mit aufgereinigt. Um dies zu verringern, musste an anderer Stelle optimiert werden.
Eine gute Moglichkeit bot sich durch die feste Kopplung des Centrosoms an den Zellkern.
Durch die Zentrifugation des Zelllysats iiber ein Saccharosekissen wurde das Cytoplasma

besser von den Kernen abgetrennt als ohne die Verwendung eines Kissens.
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Durch die Integration dieser beiden Schritte, also einer DNase-Behandlung und der
Aufreinigung der Zellkerne iiber ein Saccharosekissen, konnte die Priparation erheblich
verbessert werden. Bei der mikroskopischen Analyse der Centrosomen war nur noch eine
geringe Mengen an DNA zu erkennen und die Massenspektrometrie zeigte die Verringerung
der Proteinverunreinigungen auf. Allerdings ist die Behandlung der Centrosomen wahrend
der Praparation notwendigerweise nicht besonders schonend, da an mehreren Stellen des
Préparationsprotokolls Scherkrifte eingesetzt werden, um anheftende Verunreinigungen von
den Centrosomen abzutrennen. Es konnte also sein, dass man bei dem Versuch, mdglichst
viele Verunreinigungen zu entfernen, auch Teile der Corona abstreift. Dies wiirde vor allem
zu einem Verlust jener Proteine fithren, die weit aulen am Centrosom gebunden sind.
Allerdings ist es eine Frage der Definition, ob solche Proteine noch als echte centrosomale
angesehen werden. Da das Centrosom nach aulen nicht klar abgegrenzt ist, z. B. durch eine
Membran, ist der Ubergang zwischen dem Organell und dem Cytoplasma flieBend. Die
meistverwendete Definition ist, dass alles zum Centrosom =zdhlt, was auch nach der
Entfernung der Mikrotubuli noch dort lokalisiert ist. Da aber selbst bei Anwendung des neuen
Préparationsprotokolls noch a- und -Tubulin am Centrosom nachweisbar sind (siehe 3.2.6),
ist nicht vollstdndig auszuschlieBen, dass noch Mikrotubuli-Reste vorhanden sind. In diesem
Fall wiirden auch nach der neuen Methode préparierte Centrosomen die Definition rein
centrosomaler Proteingemische nicht erfiillen. Vermutlich handelt es sich aber bei dem
nachgewiesenen Tubulin nur noch um einzelne Dimere an den Nukleationskomplexen, da

mikroskopisch keine Mikrotubuli-Fragmente mehr sichtbar sind.

4.2.2 Auftrennung und Massenspektrometrie der centrosomalen Probe

Die Identifizierung von Proteinen aus Centrosomen, sowie der mitotischen Spindel und dem
Basalkorper mittels massenspektrometrischer Detektion ist in der Literatur von einigen
Autoren bereits beschrieben worden. Da es mangels einer klaren Grenze schwierig ist, das
Centrosom vollstindig vom Cytoplasma abzutrennen, ist es sinnvoll, einen differentiellen
Ansatz fiir die Analyse zu wihlen, um so Kontaminationen besser aussortieren zu konnen. Ein
relativ quantifizierender Ansatz, der eine Unterscheidung von centrosomal und nicht centro-
somal ermdglicht, wurde von Andersen et al. (2003) zur Bestimmung der Proteinkomposition
des Centrosoms aus einer humanen Zelllinie erstmals durchgefiihrt. In diesem Fall wurde ein
sogenanntes ,,quantitatives Protein Correlation Profiling verwendet, bei dem centrosomale
von nicht-centrosomalen Proteinen durch unterschiedliche Mengenverteilungen in Zentrifuga-
tionsfraktionen eines Dichtegradienten unterschieden werden. Hierbei macht man es sich

zunutzte, dass die Centrosomen bei der Zentrifugation noch weitgehend intakt sind und somit
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alle centrosomalen Proteine in jeder Fraktion zueinander im gleichen Mengenverhiltnis
stehen. Erstellt man zunéchst fiir bekannte centrosomale Proteine das Verteilungsprofil tiber
den Gradienten, so sind alle anderen Proteine, die diesem Profil folgen, ebenfalls als
centrosomal anzusehen.

Bei Andersens ef al. wurde nur eine eindimensionale Trennung der Peptide durchgefiihrt. Um
die Anzahl der identifizierten Proteine zu vergrofBern, wurden in dieser Arbeit drei verschie-
dene quantifizierende Ansitze verwendet: zwei auf der Grundlage von gelbasierter, zwei-
dimensionaler Auftrennung sowie eine Methode basierend auf Fliissigkeitschromatographie.
Bei der Auftrennung der Proben in 2D- bzw. 16-BAC-Gelen wurde zusitzlich zu kon-
ventionellen Vergleichen zweier Fraktionen auf separaten Gelen das DIGE-Verfahren
angewendet. Hierdurch war es moglich, Centrosomen an- und abgereicherte Fraktionen in
einem Gel miteinander zu vergleichen.

Bei der Probenvorbereitung fiir die 2D-Gelelektrophorese zeigte sich, dass nicht alle
Bestandteile einer Centrosomenpréparation in dem verwendeten Auftragspuffer 16slich waren.
Dies konnte den Verlust von centrosomalen Proteinen bedeuten. Es wire allerdings auch
moglich, dass es sich bei den unloslichen Bestandteilen um Verunreinigungen handelt.
Bestiarkt wird diese Hypothese dadurch, dass die entsprechenden Banden in sehr unter-
schiedlicher Intensitit bei unabhingigen Pridparationen auftraten. Sollte es sich dabei um
mitaufgereinigte Vesikel handeln, wiirde dies auch erkldren, warum sie in dem SDS-freien
Quellungspuffer nicht 16slich waren.

Durch die Anwendung verschiedener Separationstechniken war es moglich, die Anzahl der
gefundenen Proteine zu erh6hen. Allerdings erwiesen sich die drei Auftrennungsmethoden als

unterschiedlich effektiv (Tabelle 7).

Tabelle 7: Anzahl der mit den verschiedenen Methoden identifizierten Proteine

iTRAQ | 16-BAC 2D gesamt
bekannte centrosomale Proteine 7 4 4 11
Kandidaten 22 5 12 33
vermutete Verunreinigungen 200 13 25 217
gesamt 229 22 41 261

Bei Verwendung der gelbasierten Methoden miissen vor der Messung einzelne Proteinspots
ausgeschnitten werden. Damit dies moglich ist, muss eine ausreichende Proteinmenge
vorhanden sein. Auflerdem kommt es sowohl bei 2D-Gelen wie auch bei 16-BAC-Gelen zu

Verlusten von Proteinen bei der Ubertragung von der ersten auf die zweite Dimension. All
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dies fiihrte dazu, dass bei diesen Verfahren nur insgesamt 63 Proteine identifiziert wurden.
Mit der iTRAQ-Methode konnten dagegen viel mehr Proteine gemessen werden, da hier keine
Verluste durch manuelle Arbeitsschritte und den Gellauf auftreten. Allerdings sind hier von
den 233 gefundenen Proteinen 204, also mehr als 85 %, hochstwahrscheinlich Verun-
reinigungen. Diese Methode erzeugt also erhebliche Datenmassen, die aber nicht besonders

verlasslich sind.

4.2.3 Mogliche Fehlerquellen bei der Klassifizierung

Die Klassifizierung von Proteinen als Verunreinigung wurde recht strikt durchgefiihrt. So
wurden z. B. alle am Stoffwechsel beteiligten Proteine aussortiert. Es ist auch sehr
wahrscheinlich, dass die meisten von diesen tatsdchlich nicht am Centrosom zu finden sind.
Allerdings zeigt ein Beispiel aus einem Sadugetiermodell, dass durchaus ein Zusammenhang
zwischen Stoffwechselproteinen und dem Cytoskelett bestehen kann (Lloyd und Hardin,
1999). Ein weiteres Beispiel fiir mogliche Fehler ist das Protein Clathrin. Es ist bekannt, dass
Clathrin eine wichtige Funktion bei Membranbewegungen hat. Hier sorgt es in Form eines
,Clathrin-Mantels* z. B. dafiir, dass Zellen Liganden aus der Umgebung aufnehmen konnen.
Von diesem Wissen ausgehend, hitte man Clathrin als Verunreinigung klassifiziert. Kiirzlich
konnten jedoch Royle et al. zeigen, dass dieses Protein fiir die Funktion der mitotischen
Spindel wichtig ist und direkt an die Spindel bindet (Royle et al., 2005). Und in dieser Arbeit
konnte durch eine GFP-Fusion nachgewiesen werden, dass es sich bei dem Clathrin von
Dictyostelium tatsédchlich um ein centrosomales Protein handelt.

Ein weiteres Selektionskriterium war der Anreicherungsfaktor der Proteine, also das
Verhiltnis, in dem sie in der centrosomalen und der nicht-centrosomalen Probe gemessen
wurden. Wenn aber schwach gebundene Proteine durch die Scherkrifte vor und wéhrend der
ersten Dichtegradientenzentrifugation vom Centrosom abgetrennt werden, so landen sie in
einer nicht-centrosomalen Fraktion. Dies wiirde dazu fiihren, dass der Anreicherungsfaktor
solcher Proteine weniger grof3 ist und moglicherweise unter der gewéhlten Grenze liegt.
Hiermit wiirde das Protein félschlicherweise aussortiert. Dies konnte zum Beispiel fiir DAEB1
zutreffen. Dieses Mikrotubuli-bindende Protein wurde an isolierten Centrosomen ziemlich
weit aulen an der Corona lokalisiert und konnte in dieser Untersuchung nicht nachgewiesen
werden.

Proteine, die mit zwei oder gar allen drei Auftrennungsmethoden (2D, 16-BAC oder iTRAQ)
gefunden werden konnten, scheinen interessanter als solche, die nur einmal identifiziert
worden sind. Aber auch das bringt Fehler mit sich. Verunreinigungen, die mit den

Centrosomen angereichert wurden, kdnnen ebenfalls mehrfach gefunden werden. Ein Beispiel
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hierfiir ist das Protein CAPB, welches mit jeder Methode nachweisbar war und damit als sehr
guter Kandidat galt. Eine Immunfluoreszenzfarbung von isolierten Centrosomen zeigte aber,
dass sich das Protein nicht direkt am Centrosom befindet, sondern vermutlich an Partikeln,

die zusammen mit den Centrosomen aufgereinigt worden waren.

4.2.4 Identifizierte Proteine

Durch die Kombination verschiedener Techniken wurden 261 Proteine in der Centrosomen-
priaparation nachgewiesen. Hiervon werden 33 als mdgliche neue centrosomale Proteine
angesehen. Fiir Clathrin, 14-3-3 und das unbekannte Protein DDB0191988 konnte auch schon
eine Lokalisierung am Centrosom bestétigt werden. Es ist allerdings nicht anzunehmen, dass
alle weiteren Kandidaten ebenfalls tatsichlich centrosomale Proteine sind. Und betrachtet
man fiir die gefundenen bekannten Proteine das Verhéltnis zwischen centrosomalen Proteinen
und Verunreinigungen (11 zu 221), so kdnnte man auch auf ein dhnlich schlechtes Ergebnis
bei den unbekannten Proteinen schlieBen. Da aber z. B. nahezu alle ribosomalen Proteine,
oder auch sehr viele Aktin-bindende Proteine, bekannt sind, aber nur wenige centrosomale
Proteine anhand einer Ahnlichkeit zu erkennen sein diirften (siehe 4.1), ist es wahrscheinlich,
dass es sich dennoch bei vielen unbekannten Proteinen um Treffer handelt. Gewissheit
dartiber konnten aber nur weitere Experimente bringen, beispielsweise Lokalisierungsstudien
mittels GFP-Fusionen.

Fraglich ist allerdings, warum einige bekannte Bestandteile des Dictyostelium-Centrosoms
nicht nachgewiesen werden konnten. Hierzu zéhlt z. B. das gut untersuchte Protein DdEBI1
(Rehberg und Grif, 2002). Es befindet sich sehr weit aulen in der Corona; es wire also
moglich, dass es durch die verschérften Aufreinigungsbedingungen verloren gegangen ist
(siche 4.2.1).

Ein weiterer Punkt ist, dass nicht alle Proteine wihrend des gesamten Zellzyklus am
Centrosom lokalisieren. Dies betrifft vor allem Proteine, die regulative Aufgaben erfiillen, wie
Kinasen. Dadurch ist bei diesen Proteinen ebenfalls damit zu rechnen, dass sie einen zu
geringen Anreicherungsfaktor erzielen. Ein Beispiel hierfiir ist beim Menschen das Protein
PLK1, welches zur Familie der Polo-Kinasen gehort und nur wéhrend der Mitose am
Centrosom lokalisiert, nicht aber in der Interphase (Golsteyn et al, 1995). Auch bei
Dictyostelium existiert eine dieser Kinasen (DdPLK). Auch hier konnte mit Hilfe eines GFP-
Fusionskonstruktes die Kinase nur wihrend der Mitose am Centrosom nachgewiesen werden
(Abbildung 34). Da aber bei einer Préparation nur ein kleiner Anteil der Centrosomen aus
mitotischen Zellen stammen diirfte, ist gut zu erkldren, warum in diesem Massen-

spektrometrieansatz, wie auch in dem von Andersen et al. (2003), diese Kinase nicht am
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Centrosom identifiziert werden konnte. Aber moglicherweise sollte man bei solch
kurzfristigen Gésten am Centrosom besser von Centrosom-assoziierten und nicht von

centrosomalen Proteinen sprechen.

Abbildung 34: GFP-DdPLK lokalisiert wihrend der Mitose am Centrosom und am Mittelbereich der
Spindel. Immunfluoreszenz-Mikroskopie von Zellen, die GFP-DdPLK (A und B, griin) exprimieren, gefarbt mit
einem Antikorper gegen Tubulin (A' und B', rot). A zeigt eine frithe Anaphase-Spindel, B eine Spindel in der
Telophase.

4.3 Untersuchung von DdDCX

4.3.1 Aufbau und Lokalisation von DdDCX

Das an der Krankheit Lissenzephalie beteiligte Protein DCX ist beim Menschen essentiell fiir
die korrekte Wanderung von Neuronen bei der Entwicklung des Gehirns (Gleeson et al.,
1999). Untersuchungen gibt es bisher nur in Vertebraten. In niederen Organismen wie
D. melanogaster und C. elegans konnten keine homologen Proteine gefunden werden, welche
ebenfalls zwei Mikrotubuli-bindende DC-Dominen enthalten, aber keine Kinasen sind. Es
war also nicht zu erwarten, dass ein solches homologes Protein in Dictyostelium discoideum
existiert. Dennoch gibt es eines, und DdDCX weist eine Identitdt von 29 % verglichen mit
HsDCX auf. Allerdings liegt diese Ubereinstimmung hauptsichlich im Bereich der DC-
Doménen. Das menschliche DCX enthélt zusatzlich einen C-terminalen Bereich, der reich an
Prolin und Serin ist und fiir die Interaktion mit anderen Proteinen verantwortlich gemacht
wird. Beispielsweise bindet dort das Protein Neurabin II, welches die Interaktion von DCX
mit Aktin reguliert (Tsukada et al., 2003; Tsukada et al., 2005). In Dictyostelium konnte bei
Durchsuchung des Genoms kein homologes Protein zu Neurabin I gefunden werden. Und die
Tatsache, dass der Interaktionsbereich dafiir am DdDCX fehlt, spricht dafiir, dass auch keines

existiert. Anders verhélt es sich mit der Untereinheit y1 des ,,Clathrin Adaptor Komplexes*
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AP-1, welche ebenfalls an den C-Terminus von DCX bindet, und zwar an die Amino-
sdureabfolge YLPL (Friocourt et al., 2001). In Dictyostelium existiert zwar ein yl-Homolog,
aber das Aminosduremotiv ist in der DdDCX-Sequenz nicht enthalten. Eine eindeutige
Erklarung fiir das Fehlen dieses beim menschlichen DCX wichtigen Bereichs kann im
Moment nicht gegeben werden. Moglichweise iibernehmen andere Bereiche die Funktion des
C-Terminus, etwa der zwischen den DC-Dominen liegende, ebenfalls Prolin- und Serin-
reiche Abschnitt. Es wire aber auch denkbar, dass die bei HsDCX am C-Terminus
stattfindenden Interaktionen in Dictyostelium nicht benotigt werden.

Die Lokalisationsstudien von DdDCX stimmten mit den ver6ffentlichten Daten fiir DCX aus
Sdugern tberein. Sowohl durch Immunfluoreszenz-Mikroskopie mit einem spezifischen,
polyklonalen Antikdrper wie auch durch Expression von Fusionsproteinen wurde eine
Féarbung der Mikrotubuli und des Centrosoms sichtbar. Allerdings handelt es sich bei DADCX
nicht um ein echtes centrosomales Protein, da es nicht an isolierten Centrosomen nach-
gewiesen werden konnte. Auch menschliches DCX bindet an Mikrotubuli, und zwar in vivo
und in vitro (Gleeson et al., 1999; Kim et al., 2003). Eine Lokalisation am Centrosom wurde

aber ebenfalls nicht nachgewiesen.

4.3.2 Funktion von DdDCX

Ein Hinweis auf die Funktion von DdDCX zeigte sich bei einer Northernblot-Analyse. Diese
ergab, dass DdDCX entwicklungsreguliert ist und die mRNA erst in der Aggregationsphase in
groBBeren Mengen erzeugt wird. Auch die Proteinmenge erreicht erst nach neun Stunden unter
Hungerbedingungen das Maximum; in vegetativ wachsenden Zellen ist mit dem polyklonalen
Antikorper kein Protein nachweisbar. Dies ist fiir ein Mikrotubuli-assoziiertes Protein
ungewohnlich. Es gibt allerdings Daten dariiber, dass auch einige Kinesine erst in der
Entwicklung angeschaltet werden (de Hostos et al., 1998). Dieses Expressionsmuster liefl
vermuten, dass die Funktion des Proteins in der Entwicklung, genauer gesagt bei der Aggre-
gation der Zellen, liegt. Fiir diese Phase ist charakteristisch, dass die Zellen nicht mehr als
Individuen agieren, sondern miteinander kommunizieren. Auch beim Menschen, bei der
Wanderung der Neuronen wihrend der Gehirnentwicklung, ist die Informationsiibermittlung
zwischen Zellen essentiell. Die neu gebildeten Neuronen erfahren durch die Kommunikation
mit radialen Gliazellen, welchen Weg sie einschlagen miissen.

Die Bindung von DADCX an Aktin und die Féhigkeit des Proteins, Aktinfilamente zu
biindeln, kdnnten weitere Hinweise auf die Funktion des Proteins sein. Aktinpolymerisation

ist essentiell fiir die Zellbewegung, und die Regulation der Aktindynamik spielt dabei eine
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wichtige Rolle. Es wire also mdoglich, dass DdDCX daran beteiligt ist, die gerichtete
Bewegung der Zellen in der Aggregationsphase zu steuern.

Leider bewirkten weder Uberexpression von Fusionsproteinen, noch die Deletion von
DdDCX einen erkennbaren Phénotyp. Daraus lie$3 sich also kein Schluss auf die Funktion des
Proteins ziehen. Es stellte sich deshalb die Frage, warum dieses entwicklungsregulierte
Protein iiberhaupt konserviert ist. Eine denkbare Erklarung ist, dass das Proteins den Ausfall
eines anderen Proteins kompensiert kann, das heillit, DADCX als Ersatz bei Verlust des
Anderen dienen kann, oder umgekehrt. Bei Siugern kann eine Uberexpression von LIS1 die
Folgen einer DCX-Mutation deutlich vermindern (Tanaka et al., 2004). Hier kann also LIS1
die Funktion von DCX iibernehmen und seinen Ausfall kompensieren. Ob ein &hnlicher
Sachverhalt auch in Dictyostelium vorliegt, sollte durch die Herstellung einer Doppelmutante
geklart werden. Hierflir musste aber erst iiberpriift werden, welche Rolle LIS1 in der

Entwicklung von Dictyostelium spielt.

4.4 Die Rolle von DdALIS1 in der Entwicklung und das

Zusammenspiel mit DADCX

In vegetativ wachsenden Zellen hat das DALIS1 mehrere wichtige Funktionen. Die Punkt-
mutation, die vermutlich durch Faltungsprobleme zu einem partiellen Ausfall des Proteins
fithrt (Caspi et al., 2003), bewirkt in den Zellen einige deutliche Verédnderungen, die sowohl
das Mikrotubuli- wie auch das Aktin-Cytoskelett betreffen. In der Entwicklung zeigten die
Mutanten dagegen keinen starken Defekt. Sie bildeten in normaler Geschwindigkeit normal
grofle Aggregate und Fruchtkorper. Zusammen mit der Erkenntnis, dass DdALISI nicht
entwicklungsreguliert ist, konnte man also annehmen, dass DALIS1 keine wichtige Rolle in
der Entwicklung von Dictyostelium spielt. Moglicherweise reichen aber schon geringe
Mengen des Proteins aus. Letzteres erscheint wahrscheinlicher, da bei einem LIS1-Defekt
durchaus einige Zellen bei der Aggregation zuriickbleiben. Vermutlich ist in diesen Zellen die
Menge an funktionellem DALISI kleiner als im Durchschnitt, so dass hier der Phianotyp
besonders stark ausgepragt ist.

Hinzu kommt, dass die gleiche Erkldrung gelten konnte, die flir das Fehlen eines Phénotyps
der DADCX-Nullmutante in den Raum gestellt wurde (siehe oben). Moglicherweise kann
DdDCX den Ausfall von DALIS1 in der Entwicklung kompensieren. Um dem auf die Spur zu
kommen, wurden mehrere Untersuchungen durchgefiihrt. Als erstes wurde gezeigt, dass
DdLIS1 und DdDCX miteinander interagieren. Dann wurde getestet, ob sich die Protein-
menge von DALISI in der DdADCX-Nullmutante im Lauf der Entwicklung verdndert. Die
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Versuche in Abschnitt 3.5.3 zeigten klar, dass dies nicht der Fall ist. Sollte also DALIS1
tatsdchlich die Funktion von DdADCX iibernehmen, so miisste hierfiir die normale Menge des
Proteins ausreichend sein. Umgekehrt war GFP-fusioniertes DdADCX nicht in der Lage, die
Funktion von DALISI in vegetativen Zellen zu libernehmen. Es erscheint also unwahrschein-
lich, dass DdADCX und DdLIS1 einander kompensieren kdnnen, auch wenn nicht ausgeschlos-
sen werden kann, dass das GFP-DCX-Fusionsprotein nicht voll funktionsféhig ist.

Die Kombination der Punktmutation in DALIS1 mit der Deletion von DdADCX fiihrte jedoch
zu einer klaren Storung der Entwicklung. Dies deutet an, dass DALIS1 zwei prinzipielle
Funktionen hat. Zum einen in vegetativen Zellen unabhingig von DdDCX, zum anderen
wihrend der Entwicklung im Zusammenspiel mit DdDCX, wobei eines der Beiden in
normaler Menge ausreicht, also nicht wie beim Menschen eine Uberexpression notwendig ist,
um das Fehlen des Anderen zu kompensieren.

Der Defekt, den die Zellen der Doppelmutante aufweisen, ist nicht einfach zu
charakterisieren. Die Beobachtung des Entwicklungszyklus ergab, dass die Zellen eine
Storung bei der Aggregation haben. Wie jedoch eindeutig aus dem Chemotaxisversuch zu
erkennen war, konnen die Zellen sehr wohl cAMP wahrnehmen und sich gerichtet auf die
Quelle zubewegen. Auch sind sie in der Lage, Aggregationsstrome zu bilden. Das bedeutet,
dass sie selber cAMP synthetisieren und sezernieren konnen, denn sonst wiirde jede Zelle
einzeln auf das Aggregationszentrum zulaufen (Kessin, 2003). Allerdings brauchen sie fiir die
Bildung von Aggregationsstromen zuerst einen externen Anstof3, der im Versuch von den sich
entwickelnden Wildtypzellen gegeben wurde. Es wire also denkbar, dass cAMP iiberhaupt
nur als Reaktion auf externes cAMP ausgeschiittet wird. Wahrscheinlicher ist allerdings, dass
es sich hier um eine Frage der cAMP-Dosis handelt. Hier gibt es zwei Moglichkeiten:
Entweder sezernieren die Zellen geringere Mengen des Botenstoffs als Wildtypzellen, oder

sie benotigen eine hohere Konzentration davon, ehe sie reagieren.

4.5 Die Rolle von Mikrotubuli in der Entwicklung von Dictyostelium

Die Untersuchung von DdLIS1 und DdDCX hatte gezeigt, dass diese beiden Proteine an der
Entwicklung von Dictyostelium beteiligt sind. Thre wichtigste Gemeinsamkeit ist ihre Eigen-
schaft, an Mikrotubuli zu binden. Es war also nahe liegend zu vermuten, dass auch Mikro-
tubuli bei diesem Prozess wichtig sind. Fiir die beiden menschlichen Proteine ist bekannt,
dass sie Mikrotubuli stabilisieren. Ein Ausfall eines der Proteine sollte folglich zu instabileren
Filamenten fithren. Daher wird auch spekuliert, dass so die Migration der Neuronen gehemmt

wird und es zum Krankheitsbild der Lissenzephalie kommt (Francis ef al., 1999).
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Durch Experimente mit der Mikrotubuli-destabilisierenden Chemikalie Nocodazol wurde
getestet, wie wichtig Mikrotubuli fiir Dictyostelium bei der Chemotaxis und der Bildung von
Zellstromen tatsdchlich sind. Es zeigte sich, dass die Zellen auch in Abwesenheit von
Mikrotubuli in der Lage waren, sich gerichtet auf eine cAMP-Quelle hinzubewegen und sogar
Aggregationsstrome zu bilden. Demnach scheinen Mikrotubuli fiir diese Prozesse erstaun-
licherweise nicht essentiell zu sein.

Es muss allerdings erwéhnt werden, dass diese Versuche unter den normalen Laborbedin-
gungen stattfanden. In der Natur herrschen wesentlich weniger gleichmédfige Bedingungen
und es ist ein schwierigeres, unebeneres Geldande bei der Aggregation zu iiberwinden. Es wire
moglich, dass hier Mikrotubuli fiir die Zellen durchaus wichtig sind, um sich zu entwickeln
und am Ende Fruchtkorper zu bilden.

Auch wurde nicht getestet, wie sich die behandelten Zellen in direkter Konkurrenz zu nicht
behandelten Zellen verhalten. Hier konnten die Zellen ohne Mikrotubuli einen Wett-
bewerbsnachteil gegeniiber Zellen mit Mikrotubuli haben, auch wenn sie alleine keine
Defekte aufwiesen. Beschrieben ist so ein Fall fiir das Kinesin K7: Eine Nullmutante hatte
keinen nachweisbaren Phinotyp, bei einem Mischungsexperiment zeigten die mutanten
Zellen aber eine andere Verteilung im Slug und im Fruchtkdrper als die Wildtypzellen
(de Hostos et al., 1998).

Auf jeden Fall konnte mit diesen Versuchen nachgewiesen werden, dass Mikrotubuli in
Dictyostelium keine besonders wichtige Rolle spielen. Es ist also unwahrscheinlich, dass der
Phinotyp der Doppelmutante aus einer fehlenden Stabilisierung der Mikrotubuli durch die

beiden Mikrotubuli-assoziierten Proteine resultiert.

4.6 Suche nach einem von Mikrotubuli unabhangigen Grund fur

den Phanotyp der Doppelmutante

Gesucht wird also eine Funktion von DALIS1 und DdDCX, die nicht durch deren Bindung an
Mikrotubuli vermittelt wird. Eine Moglichkeit hierfiir ist ein Zusammenspiel mit dem Aktin-
Cytoskelett. Fiir DALIS1 konnte eine Interaktion mit dem Protein RaclA nachgewiesen
werden (Rehberg et al., 2005). Diese kleine GTPase ist ein bekannter Regulator fiir Aktin-
Polymerisation und konnte somit die Verbindung von DdLIS1 zur Aktin-Dynamik darstellen.
DdDCX bindet sogar direkt an Aktin. Dies konnte durch einen Aktin-Sedimentationsversuch
nachgewiesen werden, der zusdtzlich noch eine Biindelung von Aktinfilamenten durch
DdDCX zeigte. Beide Proteine stehen also in Verbindung mit Aktin. Allerdings haben die

Zellen der Doppelmutante kein Problem bei der Zellbewegung, wie es bei einer
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Fehlregulation des Aktin-Cytoskeletts zu erwarten ware. Welchen Einfluss Aktin auf die
Wahrnehmung oder die Sekretion von cAMP haben konnte, ist unbekannt.

Eine weitere Hypothese ldsst sich aus einer von Sdugern bekannten Funktion von LISI
ableiten. Das Protein ist eine der drei Untereinheiten des Enzymkomlexes PAF-AH (Arai,
2002). Dieser inaktiviert durch Deacetylierung das Phospholipid PAF (Pléttchen aktivierender
Faktor), das hauptséchlich als intrazelluldrer Botenstoff fungiert. Durch den Einfluss von PAF
auf neuronale Differenzierungsvorgénge besteht auch hier ein Zusammenhang mit der
Krankheit Lissenzephalie. Mutationen in LIS1 kénnen auf diese Weise auch unabhéngig von
Dynein und Mikrotubuli eine Storung der Wanderung von Neuronen in der Gehirn-
entwicklung bewirken (Tokuoka et al., 2003).

PAF ist auch in Dictyostelium nachgewiesen worden (Bussolino et al., 1991). Es konnte
isoliert werden und bewirkt wie PAF aus Séugetieren die Aggregation von isolierten
Blutpléttchen. Zusitzlich gibt es einen Zusammenhang zwischen diesem Botenstoff und der
Entwicklung der Amobe. Unter Hungerbedingungen erhoht sich die intrazelluldre Kon-
zentration von PAF, das Maximum wird etwa nach neun Stunden erreicht. AuBlerdem kann
die PAF-Aktivitdt durch die Gabe von cAMP stimuliert werden (Sordano et al., 1993). Es
wird daher angenommen, dass PAF eine Rolle in der frithen Entwicklung, also der
Aggregation spielt. Wie genau, konnte aber noch nicht herausgefunden werden. Der einzige
bekannte Effekt von PAF auf die Signaltransduktion ist die Stimulation der Aufnahme von
Kalziumionen (Schaloske et al., 1995).

Diese Eigenschaften von PAF in Dictyostelium passen sehr gut mit denen von DdDCX und
der Doppelmutante zusammen. DADCX ist in den Zellen in der gleichen Phase wie PAF in
grofleren Mengen vorhanden. Der Botenstoff und das Protein scheinen also zu einem
dhnlichen Zeitpunkt bendtigt zu werden. Und auch bei der Doppelmutante zeigte sich ein
Phinotyp in der Aggregationsphase der Zellen.

Es wire also durchaus mdglich, dass ein Zusammenhang zwischen DALIS1, DdDCX und
PAF besteht und dass sich damit der Phinotyp der Doppelmutante erkliren lieBe. Ob dies
tatsdchlich der Fall ist, wird Gegenstand zukiinftiger Forschungen sein. Wenn es moglich
wire, hier Klarheit zu bekommen, konnte dies auch zum besseren Verstindnis der Vorginge
in menschlichen Neuronen beitragen, die zu der schwerwiegenden Krankheit Lissenzephalie

fithren.
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Anhang

Tabelle 8: In der Centrosomenpriparation identifizierte Proteine. Dictybase-Nummer (DDB), Name des

Proteins und Methode, mit der es identifiziert wurde.

Proteinname (Funktion oder Lokalisation) DDB 2D BIA6;-C iTraq
putative nuclear transport factor similar to nuclear transport factor 2 | DDB0167060 X
CG5854 protein, nucleotide-sugar metabolism DDB0167100 X X
DDB0167169 DDB0167169 X

DDB0168319 DDB0168319 X
nucleotide-sugar metabolism DDB0169112 X
Long chain fatty acid CoA ligase DDB0169220 X

CCT chaperonin beta subunit DDB0183841 X
DDBO0183864 (Kern) DDB0183864 X
Putative RNA helicase DDB0184074 X
DDB0184253 DDB0184253 X

ATP synthase F1 subunit alpha. DDBO0184316 X
Similar to cytochrome c-1 DDBO0184465 X
ribosomal protein L36 DDBO0185019 X
CABPI-related protein p31/p34 DDB0185023 X X X
clathrin heavy chain DDB0185029 X
protein disulfide isomerase DDB0185040 X
ubiquitin ligase subunit SKP1 DDBO0185043 X
heat shock cognate protein Hsc70-2 DDB0185047 X
ANT-like protein, hsp32 (Kern) DDBO0185048 X
protein phosphatase type 1-like catalytic subunit DDBO0185058 X X
40S ribosomal protein S4 DDBO0185063 X X
Gamma tubulin DDBO0185068 X X
rpsl5a DDB0185069 X
vacuolar H+-ATPase E subunit DDB0185070 X
ribosomal protein L7 DDBO0185073 X
GAPDH DDBO0185087 X
E}Cu;r(l)ipnlea Snmu;;eotide-binding protein beta subunit-like protein DDB0185122 <

NAD(+) ADP-ribosyltransferase-3 DDBO0185173 X
vacuolar H+ ATPase B subunit DDB0185207 X
porin DDB0185213 X
vacuolar ATPase subunit DVA41 DDB0185227 X
Elongation factor 1-gamma DDB0185297 X

Eukaryotic translation elongation factor 1 gamma DDB0185297 X
M04G12.2 protein (Proteolyse) DDB0185484 X
Cytochrome b DDB0185740 X

SapA Fragment (Lysosom) DDBO0185956 X
Similar to ribose-phosphate pyrophosphokinase DDBO0186131 X
rPﬁZ(?CShSO rliit;iiglllglr(e)lc-szstgrchrome ¢ reductase iron-sulfur subunit, DDB0186273 <
DDBO0186471 (Nucleinsiure-bindend) DDB0186471 X
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. . . 16- |.
Proteinname (Funktion oder Lokalisation) DDB 2D BAC 1Traq
DDBO0186654 (Kern) DDB0186654 X
ribosomal protein L18a DDB0186729 X
Peroxisomal targeting signal-1 receptor DDBO0186780 X
DEAD-box protein abstrakt (DNA Helikase) DDB0187443 X
DDBO0187447 DDB0187447 X
P14326 Vegetative specific protein H5 DDBO0187546 X
BC5V2_0_ 00400, methyltransferase DDB0187734 X
DDBO0187822 (Glycolysis) DDB0187822 X
Ubiquitin-conjugating enzyme E2 DDBO0188059 X
DDB0188190 DDB0188190 X
RE62270p, putative coatomer DDB0188394 X
Ubiquitin/actin fusion protein 2. DDBO0188457 X
DDBO0188558 (Lysosom) DDBO0188558 X
DDBO0188657 DDBO0188657 X
DDBO0188761 (Transkriptionfaktor) DDBO0188761 X
DDB0188920 DDB0188920 X
aktin binding protein DDBO0188978 X
DDB0189496 DDB0189496 X
methyltransferase DDB0189501 X
Phospholipase DDB0189754 X X
DDB0189869(DNA Helikase) DDBO0189869 X
Microtubule-associated protein CP224 DDB0189914 X X
DDB0190611 DDB0190611 X X
DDB0190639 (sno RNA Metabolismus) DDB0190639 X
ATP synthase beta-subunit DDB0190669 X
RNA helicase DDB0190682 X
fttB, 14-3-3 protein DDB0190707 X
DDB0190801 (Zink-bindend) DDB0190801 X
penta EF hand calcium binding protein A DDB0191092 X
60S ribosomal protein L3 DDB0191094 X X
putative CMF receptor CMFR1 DDB0191095 X
Flavohemoglobin DDB0191099 X
ADP-ribosylation factor DDBO0191101 X
coronin DDBO0191115 X
elongation factor 1 alpha DDB0191134 X
Histone H3 DDBO0191157 X
heat shock cognate protein, hsc90, hsp90 DDBO0191163 X
rpsl0 DDB0191166 X
beta tubulin DDB0191169 X
elongation factor 1 beta DDB0191174 X
cap34, actin capping protein DDB0191243 X
profilin II DDB0191249 X
se type 1-like catalytic subunit DDB0191258 X
major vault protein-alpha DDB0191259 X
Similar to ATP-dependent, RNA helicase DDB0191262 X
cystathionine beta-synthase DDB0191292 X
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Proteinname (Funktion oder Lokalisation) DDB 2D BAC 1Traq
phosphoglucomutase A DDB0191348 X
Putative elongation factor DDB0191363 X
alpha tubulin DDB0191380 X
Calreticulin precursor (ER, Phagozytose) DDB0191384 X
H(+)-transporting ATPase DDB0191419 X
NADH dehydrogenase DDB0191420 X
HIV1 TAT-binding protein DDB0191435 X
Myosin (Fragment) DDB0191444 X
Spindle pole body component 98 DDB0191482 X X
rpsl7 DDB0191513 X
Small aggregate formation protein (Cytosol) DDB0191525 X
talin homologue DDBO0191526 X
40S ribosomal protein S9 DDB0191528 X
DDB0191699 (Zink-bindend) DDB0191699 X X
DDB0191988 DDB0191988 X X
DDB0192051 DDB0192051 X

BAER450Cp (Mitochondrienmembran) DDB0192069 X
actin binding protein, filamin DDB0201554 X
kinesin family member 13 (Eg5-Homolog) DDB0201557 X

ADP/ATP translocase DDB0201558 X
vacuolar H+-ATPase A subunit DDB0201563 X
rpll1 DDB0201601 X
rps7 DDB0201604 X
rpl14 DDB0201610 X
rpl6 DDB0201614 X
p21-Arc DDB0201632 X
60S ribosomal protein L27a DDB0201638 X
vegetative specific protein H4 DDB0201644 X
glutamine amidotransferase DDB0201646 X
40S ribosomal protein S3 DDB0201667 X
methyltransferase DDB0202301 X
P25087 Sterol 24-C-methyltransferase DDB0202574 X
Putative FK506-binding protein DDB0203130 X
DDB0204075 DDB0204075 X
DDB0204076 DDB0204076 X
DDB0204297 (RNA Prozessierung) DDB0204297 X
DDB0204561 DDB0204561 X

CCT chaperonin gamma subunit. DDB0204641 X
AhpC/TSA family protein DDB0204808 X
Interaptin DDB0204990 X X
MNG10, small nucleolar ribonucleoprotein complex DDB0205232 X
Ribosomal protein L7AE-like DDB0205289 X
ATP citrate lyase DDB0205389 X
DDB0205913 DDB0205913 X
Polyubiquitin DDB0206057 X
DDB0206211 (Calcium-bindend) DDB0206211 X X X
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Proteinname (Funktion oder Lokalisation) DDB 2D BAC 1Traq
DDB0206256 DDB0206256 X
DDB0206497 DDB0206497 X
NAD+ dependent glutamate dehydrogenase DDB0206512 X
34 kDa actin binding protein DDB0214810 X
Myosin light chain kinase DDBO0214815 X

60S ribosomal protein L19 DDBO0214854 X
alanyl-tRNA synthetase DDB0214894 X
ubiquitin DDB0214921 X
Ub52 DDB0214925 X
ARP2/3 complex 34 kDa subunit DDBO0214935 X
60S ribosomal protein L28 DDB0214936 X X
glycoprotein 130 DDB0214937 X
orfSGP DDB0214941 X
1,4-alpha-glucan branching enzyme DDB0214943 X
bifunctional UMP-synthetase DDB0214958 X
cofilin DDB0214987 X
formin homology domain-containing protein, actin-binding protein | DDB0214996 X
cysteine proteinase DDB0215002 X
cathepsin D DDB0215012 X
Dnal homologue with dual localization in the cytoplasm and cortex | DDB0215016 X X
GMP synthetase DDB0215334 X
rps25 DDB0215350 X
penta EF hand calcium binding protein B DDB0215364 X
mitochondrial Hsp70 precursor DDBO0215366 X
coactosin, cyclic AMP-regulated protein DDB0215369 X
cluA, Putative eukaryotic translation initiation factor DDB0215379 X
ribosomal protein S2 DDB0215391 X
GTP-binding nuclear protein RAN/TC4 DDB0215409 X X X
Imidazoleglycerol-phosphate synthase subunit H-like DDB0215963 X X
SppA DDB0216187 X
Ras GTPase DDB0216229 X
DD-1 similar to protein kinase C inhibitor DDB0216234 X
histone H2A DDB0216271 X
histone H4 DDB0216310 X
hypoxanthine phosphoribosyltransferase DDB0216388 X
Rubredoxin reductase DDB0216426 X
membrane, AS transport DDB0216590 X
DDB0216598 DDB0216598 X
Exoenzyme S DDB0217192 X

JC2V2 0 01443 (ribosomal) DDB0217404 X
DDB0218175 (RNA Prozessierung) DDB0218175 X
Polyubiquitin DDB0218177 X
Probable 60S ribosomal protein L37-A DDBO0218763 X
DDB0218791 (Mitochondrien, Elektronentransport) DDB0218791 X
MKIAAO0187 protein, similar to ribosome assembly DDB0219277 X
Putative 2-oxoglutarate dehydrogenase E1 component DDB0219311 X
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Proteinname (Funktion oder Lokalisation) DDB 2D BAC 1Traq
DD-1 protein, pki DDB0219436 X
Elongation factor Tu (EC 3.6.1.48) DDB0219464 X
P07830 Actin 15 (Actin A8) DDB0219536 X
DDB0219564 DDB0219564 b'e
Cysteine proteinase 1 precursor (EC 3.4.22.-) DDB0219654 X
3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA-synthase DDB0219924 X

actin-like protein DDB0219936 X
esterase/lipase/thioesterase domain-containing protein DDB0220110 X
discoidin I, D chain DDB0220114 X
Actin DDB0220447 b'e b'e b'e
ubiquitin activating enzyme E1 DDB0220497 X
citrate synthase, mitochondrial DDB0220638 X
eukaryotic translation initiation factor 2 alpha (elF2alpha) DDB0229412 X
cathepsin L-like proteinase DDB0229857 X
DDB0229861, putative countin receptor Cnr4 DDB0229861 X

putative O-methyltransferase DDB0229909 X
putative O-methyltransferase DDB0229910 X
60S ribosomal protein L13 DDB0229951 X X
rpll5 DDB0229953 X
ribosomal protein L18 DDB0229960 X
Non-ribosomal peptide synthetase DDB0229962 X
GTP-binding protein Sarl A (Transport Er zu Golgi) DDB0229965 X
putative mitochondrial substrate carrier DDB0229992 X
Polyethylene glycol dehydrogenase DDB0230016 X
40S ribosomal protein S5 DDB0230022 X
40S ribosomal protein S8 DDB0230025 X X
rpsl4 DDB0230056 X
sulfate adenylyltransferase DDB0230064 X
S-adenosylmethionine synthetase DDB0230070 X
putative fatty acid synthase DDB0230071 X
serine hydroxymethyltransferase DDB0230072 X
phosphoribosylamine-glycine ligase DDB0230084 X
AICAR transformylase / IMP cyclohydrolase DDB0230095 X
inosine-5'-monophosphate dehydrogenase DDB0230098 X
asparagine synthetase DDB0230140 X
ribosomal protein L.22 DDB0230146 X
ribosomal protein L23 DDB0230148 X
Ribosomal protein L23a DDB0230149 X
ribosomal protein L27 DDBO0230153 X
rpl29 DDB0230154 X
CTP synthase DDB0230162 X
Malate dehydrogenase DDB0230188 X
2-oxoglutarate dehydrogenase E2 component DDB0230198 X
rpsl6 DDB0231057 X
rps18 DDB0231058 X
40S ribosomal protein S19-3 DDB0231059 X
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. . . 16- |.
Proteinname (Funktion oder Lokalisation) DDB 2D BAC 1Traq
40S ribosomal protein S23 DDB0231063 X X
40S ribosomal protein S26 DDB0231064 X
40S ribosomal protein S27 DDBO0231065 X
phosphoenolpyruvate carboxykinase DDB0231108 X
histone H3 DDB0231141 X
60S ribosomal protein L31 DDB0231149 X
ribosomal protein L.32 DDB0231150 X X
ribosomal protein L10E DDB0231191 X
ribosomal protein L13a DDB0231192 X
60S ribosomal protein L4 DDB0231241 X X
transketolase, glycolaldehydetransferase DDB0231244 X
threonyl-tRNA synthetase DDB0231248 X
isoleucyl-tRNA synthetase DDB0231258 X
rpl9 DDB0231259 b'e
glucose 6-phosphate-1-dehydrogenase DDB0231285 X
seryl-tRNA synthetase DDB0231305 X
aspartyl-tRNA synthetase DDB0231308 X
asparagine-tRNA ligase DDB0231333 X
60S ribosomal protein L6 DDB0231338 X
60S ribosomal protein L7a DDB0231339 X
Rac guanyl-nucleotide exchange factor (Zellcortex) DDB0231342 X
phosphoglycerate mutase DDB0231354 X
tryptophan 2,3-dioxygenase DDB0231363 X
4-hydroxyphenylpyruvate dioxygenase DDB0231604 X
fumarylacetoacetase DDB0231609 X
peroxiredoxin DDB0231647 X
putative glycophosphotransferase DDB0231863 X
GlycosylTRansferase DDB0231973 X
Phox domain containing protein DDB0232211 X
putative actin binding protein DDB0232276 X X
gesg;;);f)lated intracellular vitamin D binding protein (DNA DDB0232925 <
inner centromere p., binding to aurora-related kinase DDB0232941 X
Severin DDB0232954 X X
;Sg\tg;lc ft;(;)t(e)li?s,nl;“;:;gment (Ubiquitin-abhéngigen DDB0232977 <
e i :
21D7, endopeptidase DDB0232980 X
DDB0232994 (Ubiquitin-abhéngigen Proteincatabolismus) DDB023299%4 X
ribosomal protein L35 DDB0231152 X
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Tabelle 9: Anreichungsfaktoren der identifizierten Proteine, die als centrosomal oder als unbekannt ein-

gestuft wurden. 1-3: bekannte Proteine des Dictyostelium-Centrosoms, 4-11: aus anderen Organismen bekannte

Centrosomale Proteine, 12-44: Kandidaten fiir neue centrosomale Proteine.

2D-

2D-

BAC-

BAC-

Name (Homologie oder Funktion) DDB DIGE | Silber | DIGE | Silber iTRAQ
1 | Gamma tubulin DDB0185068 1,60 1,90 (1,4)
2 | Microtubule-associated protein CP224 DDB0189914 4,30 3,00
3 | Spindle pole body component 98 DDB0191482 2,00 2,1
4 | fttB, 14-3-3 protein DDB0190707 2,5
5 | heat shock cognate protein, hsc90, hsp90 DDB0191163 4,50 12,1
6 | beta tubulin DDB0191169 32
7 proteir} phosphatase type 1-like catalytic DDB0191258 3.6
subunit
8 | alpha tubulin DDB0191380 5,8
9 | kinesin family member 13 (Eg5 Homolog) | DDB0201557 2,80
10 | GTP-binding nuclear protein RAN/TC4 DDB0215409 1,50 5,30 490 7,1
11 | ubiquitin activating enzyme E1 DDB0220497 (1,3)
12 | DDB0167169 (unbekannt) DDB0167169 6,2
13| DDB0168319 (unbekannt) DDB0168319 33
14 | DDB0184253 (unbekannt) DDB0184253 10,20
15 | CABP1-related protein p31/p34 DDB0185023 32 5,0 9,0 4.8 34
16 | clathrin heavy chain DDB0185029 9,1
17 | heat shock cognate protein Hsc70-2 DDB0185047 1,7
18 | DDB0187447 (unbekannt) DDB0187447 2,7
19 | DDB0188190 (unbekannt) DDB0188190 1,7
20 | DDB0188657 (unbekannt) DDB0188657 1,6
21| DDB0188920 (unbekannt) DDB0188920 1,50
22 | DDB0189496 (unbekannt) DDB0189496 18,0
23 | DDB0190611 (cataytic activity) DDB0190611 13,80 36,4
24 | DDB0190801 (zink ion binding) DDB0190801 2,20
25 | major vault protein-alpha DDB0191259 1,8
26 | DDB0191699 (zink ion binding) DDB0191699 1,80 1,5
27 | DDB0191988 (protein folding) DDB0191988 7,20 (1,3)
28 | DDB0192051 (putative vesicular transport) | DDB0192051 2,60
29 | DDB0204075 (unbekannt) DDB0204075 11,2
30 | DDB0204076 (unbekannt) DDB0204076 24,0
31| DDB0204561 (unbekannt) DDB0204561 3,50
32 | DDB0205913 (unbekannt) DDB0205913 2,1
33 | DDB0206211 (calcium ion binding) DDB0206211 3,10 3,80 3,20 (1,1)
34 | DDB0206256 (unbekannt) DDB0206256 3,0
35| DDB0206497 (unbekannt) DDB0206497 52
36 | orfSGP (unbekannt) DDB0214941 53
heat shock protein (DnalJ homologue with
37| dual localization in the cytoplasm and DDB0215016 4,50 2,2
cortex)
38 .DD.- 1. pro (similar to protein kinase C DDB0216234 3.0
inhibitor)
39 | DDB0216598 (unbekannt) DDB0216598 2,4
40 | DD-1 protein (pki) DDB0219436 3,0
41 | DDB0219564 (unbekannt) DDB0219564 2,6
4 ]83]3)0229861 (putative countin receptor DDB0229861 1.50
43 Phox domain containing protein (signal DDB0232211 2,00
transduction)
44 | DDB0232941 (inner centromere protein) DDB0232941 1,50
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