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1.1. Biomineralisation von Molluskenschalen

Der Begriff Biomineralisation bezeichnet die Vorgange, bei denen verschiedene Organismen
Mineralien bilden. Die entstehenden, komplexen Biomineralien faszinieren durch ihre
Schoénheit und Vielfalt. Im Unterschied zur abiotischen Mineralisation wird bei der
Biomineralisation die Mineralbildung durch den Organismus kontrolliert. Wie die Bildung der
hierarchisch mineralisierten Strukturen reguliert wird, ist jedoch immer noch ein Ratsel
(Lowenstam und Weiner, 1989; Mann, 2002; Simkiss und Wilbur, 1989).

Bei den Mollusken beginnt die Bildung der Schale schon in den friihen Entwicklungsstadien
und setzt sich wahrend des gesamten Lebenszykluses fort (Wilt et al., 2003).

Es gibt sechs verschiedene Calciumcarbonatmineralien mit prinzipiell gleicher
Zusammensetzung aber verschiedener Kristallstruktur. Die adulte Molluskenschale besteht
aus den thermodynamisch stabilsten Formen Calcit oder Aragonit. Aragonit ist im Gegensatz
zu Calcit harter. In vielen Arten kommen beide polymorphen Formen vor. Diese sind dann
jedoch raumlich getrennt in verschiedenen Bereichen der Schale (Mann, 2002). Die larvale
Schale besteht aus Aragonit. Beim Wachstum der larvalen Schale wird amorphes
Calciumcarbonat (ACC) am Rand und an der Innenseite der Schale eingelagert und
kristallisiert dann partiell zu Aragonit (Weiss et al., 2002). Indirekte Hinweise deuten an, dass
diese Strategie der Transformation einer amorphen, instabilen Phase in eine kristalline,
stabile Phase auch bei der Schalenbildung von adulten Mollusken Anwendung findet
(Nudelman et al., 2008; Wilt, 2005).

Der mineralisierte Teil der Molluskenschale ist aulen durch eine dlinne, organische Schicht,
das Periostracum, geschitzt. Daran angelagert ist eine prismatische Schicht aus
Calcitkristallen. Die Calcitprismen sind gewohnlich mehrere hundert ym lang und in eine
organische Matrix eingelagert. Innen liegt die Perimuttschicht aus dicken Stapeln
plattchenférmiger Aragonitkristalle. Die polygonalen Aragonitplattchen haben einen
Durchmesser von 5-15 ym und sind in 0,5 ym dicken, parallelen Lamellen angeordnet. Die
Lamellen wiederum sind durch eine organische Matrix getrennt (Baggild, 1930, Nakahara
und Bevelander, 1971; Watabe, 1965, Weiner und Addadi, 1997).

Die organische Matrix ist eine komplexe Ansammlung von Makromolekiilen. Sie dient als
Gerist und wird teilweise wahrend der Schalenbildung in die Mineralien eingeschlossen. Die
Materialeigenschaften der biogenen Mineralien werden dadurch beeinflusst (Weiner et al.,
2006).

In vitro-Versuche haben gezeigt, dass [-Chitin und Seidenfasern, zusammen mit
verschiedenen Matrixmolekilen aus unterschiedlichen Schalenschichten, kontrollieren
kdnnen, welche kristalline Calciumcarbonatform entstent. Stammen die sauren

Makromolekiile aus einer Schalenschicht, die Calcit enthalt, wird Calcit gebildet. Saure
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Makromolekile aus einer Schalenschicht, die Aragonit enthalt, fihren dagegen zur Bildung
von Aragonit. Um die Bildung von Calcit oder von Aragonit in vitro zu induzieren, missen
sowohl B-Chitin als auch die Seidenfasern zugegeben werden. Mit a-Chitin kdnnen keine
Calciumcarbonatkristalle gebildet werden (Falini et al., 1996; Falini und Fermani, 2004).

Basierend auf diesen Beobachtungen und auf Untersuchungen der entkalkten, organischen
Matrix aus der Perlmuttschicht mit einem Cryo-TEM wurde das zur Zeit geltende Modell fur
die Struktur und die Funktion der organischen Matrix von Levi-Kalisman et al. (2001)
aufgestellt. Schichten aus B-Chitin-Fibrillen bilden das Grundgerust. Der Raum zwischen den
Chitinschichten wird mit einem Gel aus seidenahnlichen Proteinen geflllt. In dem Gel sind
Aspartat-reiche Glykoproteine eingeschlossen. Andere Aspartat-reiche Glykoproteine sind an

das Chitin angelagert.
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Fig. 1.1.: Schematische Darstellung der Struktur der demineralisierten, organischen Matrix aus der
Perimuttschicht (Abb. aus Levi-Kalisman et al., 2001).

In den letzten Jahren wurden weitere Indizien fir dieses Modell entdeckt. Es konnte gezeigt
werden, dass die Seidenfasern in einem gelartigen, ungeordneten und stark hydrierten
Zustand vorliegen, bevor das Mineral gebildet wird. Aullerdem kénnen die seidenahnlichen
Proteine eine unspezifische Kristallisation hemmen. Wahrscheinlich wird bei der Bildung der
Mineralien das Wasser aus dem Gel entfernt und die in dem Gel enthaltenden
Seidenproteine werden von den entstehenden Mineralien beiseite gedrickt. In der
mineralisierten Schale sind sie dann zwischen den Chitinfasern und der Mineralphase
lokalisiert (Addadi et al., 2006; Nudelman, et al. 2008). Manche Aspartat-reichen
Glykoproteine dienen als Nukleationsstellen. In der Matrix von Nautilus pompilius (Mollusca,
Cephalopoda) sind an dieser Nukleationsstelle in einem zentralen Punkt Proteine, die reich
an Carboxygruppen sind. Um diese bilden an Sulfatgruppen reiche Glykoproteine einen
Ring. Die Carboxylate im Zentrum induzieren die orientierte Nukleation des Kristalls, die

Sulfate wechselwirken mit Calciumionen und reichern sie an der Oberflache an (Nudelman et
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al.,, 2006, Weiner et al. 2006). Bezares et al. (2008) konnten diese Verteilung der
Makromolekile auch in der organischen Matrix von Haliotis rufescens (Mollusca,
Gastropoda) nachweisen.

In der prismatischen Schicht aus Atrina rigida (Mollusca, Bivalvia) besteht die Matrix, die die
einzelnen Calcitprismen umgibt, hauptsachlich aus Glycin-reichen Proteinen. Die Matrix
innerhalb der Prismen hingegen besteht aus einem Netzwerk aus Chitinfasern (Nudelman et
al., 2007).

Direkt verantwortlich fur die Schalenbildung ist das Mantelgewebe. Es liegt unterhalb der
Schale und umhiillt den Organismus. Der Mantel haftet am Schalenrand. Die Epithelzellen
der auferen Mantelfalte sekretieren zuerst Periostracum. Dann werden von weiteren
spezialisierten Zellen des auflieren Mantelepithels die prismatische Schicht und die
Perlmuttschicht gebildet (Kobayashi, 1969, Wilt et al., 2003).

Fig. 1.2.: Schematische Darstellung eines Schnitts durch den Schalenrand und den Mantel bei
Bivalvia (Abb. aus Wilt et al., 2003)

EPS: extrapallialer Raum; MF: mittlere Falte des Mantels; NC: Perimuttschicht; OE: &dulieres
Mantelepithel; OF: duRBere Mantelfalte; P: Periostracum; PG: periostracale Grube; PL: palliale Linie;

PM: pallialer Muskel; PN: pallialer Nerv; PR: prismatische Schicht.

Die verschiedenen Proteine und Glykoproteine, die Bestandteil der Schale oder flr den
Mineralisationsprozess notig sind, missen aus den Mantelepithelzellen sekretiert werden.
Jede Mantelzone fir die Bildung einer der strukturellen Schichten der Schale hat ihr eigenes
Expressionsprofil an Proteinen, die flr die Schalenbildung und fir die Farbgebung des
Periostracums verantwortlich sind (Jackson et al., 2006; Jackson et al., 2007). Um die
Prozesse bei der Schalenbildung zu steuern, sind zusatzlich verschiedene Enzyme in den
Mantelepithelzellen notwendig. Transmembrane Kanale, Transporter und lonenpumpen
kénnen die Diffusion von bendétigten lonen und von Biomolekulen kontrollieren und
begrenzen. Die Synthese von Bestandteilen der organischen Matrix wie Chitin wird von
Enzymen in den Zellen katalysiert. Auferdem sind verschiedene Signaltransduktoren flr

eine Abstimmung der Prozesse in der Zelle und der Bildung der Schale aullerhalb der Zelle
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notwendig (Marin et al., 2008; Weiss und Marin, 2008). Die Proteine in den

Mantelepithelzellen wurden noch nicht untersucht.

1.2. Die funktionelle Rolle von Chitin bei der Schalenbildung

Chitin ist ein lineares Polysaccharid aus (3(1-4) verknupften N-Acetylglucosaminen (GIcNAc).
Die einzelnen Polymere lagern sich spontan zu Filamenten zusammen. Es gibt drei
polymorphe Formen des Chitins: a-Chitin, B-Chitin und y-Chitin. Im Exoskelett der
Crustaceae kommt a-Chitin vor, in den Molluskenschalen kommt (-Chitin vor. In allen
Formen wechselwirken parallele Polysaccharidketten lber Wasserstoffbriickenbindungen
zwischen den Hydroxyresten, um Fibrillen zu bilden. Diese Fibrillen wechselwirken
untereinander Uber Wasserstoffbrickenbindungen zwischen den Amidgruppen, die
senkrecht zu der Faser und zur Stapelachse stehen. Bei B-Chitin sind die Ketten in jeder
Fibrille parallel, in a-Chitin sind sie antiparallel. Bei y-Chitin alternieren zwei parallele Strange
mit einem antiparallelen Strang. Die chemischen und die physikalischen Eigenschaften von
Chitin werden von dem Grad der Deacetylierung, von dem Grad der Polymerisation und von
kovalenten oder nicht kovalenten Proteinmodifikationen beeinflusst (Falini u. Fermani, 2004;
Kurita, 2006; Muzzarelli und Peter, 1997).

In der Perlmuttschicht sind die kristallographischen Achsen von B-Chitin und von dem
Aragonitkristall aufeinander ausgerichtet (Weiner und Traub, 1980; Weiner et al., 1983).
Chitin scheint das strukturelle Grundgerist zu bilden und die Orientierung der Kristalle zu
diktieren. Die entstehenden Kristalle wachsen vermutlich aus kolloidalen Mineralpartikeln
zuerst vertikal entlang der c-Achse des Aragonits, bis sie auf die nachste organische Matrix
treffen. AnschlieRend wachsen sie lateral, bis sie dort an die angrenzende Matrix stof3en.
Dabei werden saure Proteine eingebaut (Addadi et al., 2006).

Auch beim Wachstum der prismatischen Schicht spielt Chitin vermutlich eine entscheidende
Rolle. Wahrscheinlich wachsen die Prismen schichtweise. Dabei wird auf eine schon
bestehende Mineralschicht zunachst ein Netzwerk aus Chitin abgelagert. Auf dieses werden
Partikel aus ACC, das durch Aspartat-reiche Proteine stabilisiert wird, aufgelagert. Die
Kristallisation zu Calcit findet auf Grund von epitaxialer Nukleation statt (Nudelman et al.,
2007).

In der organischen Matrix von Schalen larvaler Mytilus galloprovincialis (Mollusca, Bivalvia)
kommen auch chitindhnliche Strukturen vor. Die Menge und Verteilung des Chitins andern
sich abhangig vom larvalen Stadium (Weiss und Schénitzer, 2006). In meiner Diplomarbeit
(2005) konnte die Expression der Chitinsynthase, dem Enzym, das die Bildung von Chitin
katalysiert, in den larvalen Mantelepithelzellen, die auch fur die Sekretion der Schale

verantwortlich sind, nachgewiesen werden. In in vivo-Studien wurde der Einfluss des
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kompetitiven Chitinsynthaseinhibitors Nikkomycin Z auf die Bildung der larvalen Schale von
Mytilus  galloprovincialis untersucht. Die Behandlung der Larven beeinflusst die
Schalenbildung auf verschiedenen hierarchischen Ebenen: es treten verschiedene
Missbildungen der Schale an den Wachstumsfronten wie den Schalenrdndern und den
Gelenken und Anderungen in der Kristallisation und Ultrastruktur auf. Chitin scheint das
Schalenmaterial nicht nur mechanisch zu festigen, sondern beeinflusst auch die
Funktionalitat und Stabilitdt der Schalen (Schénitzer und Weiss, 2007, Weiss et al., 2006).
Das Vorkommen von Chitin in der prismatischen und der Perimuttschicht der adulten Schale,
sowie in der larvalen Schale gibt entscheidende Hinweise darauf, dass Chitin die Ausbildung
der verschiedenen Strukturen der mineralisierten Schichten beeinflusst. Die in-vivo-Studien
mit dem Chitinsynthaseinhibitor lassen eine enge Verbindung zwischen der Regulation der
Mineralisierung und der Chitinsynthese bei Mollusken vermuten.

In anderen Invertebraten wie in Drosophila melanogaster, Caenorhabditis elegans und in
Tribolium castaneum wurde gezeigt, dass die Chitinsynthese mit der Regulation der
Entwicklung des Organismus in Beziehung steht (Arakane et al., 2008, Moussian et al.,
2005, Zhang et al., 2005).

1.3. Gegeniiberstellung der Chitinsynthasen aus Pilzen, Insekten und Mollusken

Die Bildung von Chitin wird von Chitinsynthasen katalysiert. Die katalytische Domane ist
hochkonserviert. Sie enthalt zwei einzigartige Motive: EDR und QRRRW. Diese Enzyme
wurden in Pilzen, Insekten, Nematoden und Mollusken entdeckt. Am besten untersucht sind
sie in Pilzen und Insekten. Uber den katalytischen Mechanismus und die Regulation der
Aktivitat ist nur wenig bekannt.

Die intrazelluldre Bildung und die Ablagerung von Chitin in Strukturen im extrazellularen
Raum bestehen aus einer komplexen Reihe von biochemischen und physikalischen
Ereignissen (Cohen, 2001). Ein Chitinstrang wird aus dem aktivierten UDP-N-
Acetylglucosamin (UDP-GIcNAc), welches U(iber mehrere Reaktionen aus Trehalose
synthetisiert wird, gebildet (Glaser und Brown, 1957). Divalente Kationen wie Mg?* oder Mn?*
sind als Cofaktoren notwendig. Der exakte katalytische Mechanismus ist weitgehend
unbekannt. Konservierte saure Reste in den Zuckerdonor- und Zuckerakzeptorbindestellen,
die unter physiologischen Bedingungen negativ geladen sind, kdnnen als Base in einer
nucleophilen Substitutionsreaktion, bei der eine glykosidische Bindung entsteht, dienen
(Merzendorfer, 2006). Das intrazellular gebildete Chitin wird ber unbekannte Mechanismen
in den extrazellularen Raum sekretiert.

Ruiz-Herrera und Bartnicki-Garcia gelang es 1974, in vitro die Synthese von

Chitinmikrofibrillen in  membranhaltigen Rohextrakten aus der Hefe Mucor rouxii
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nachzuweisen (Ruiz-Herrera und Bartnicki-Garcia, 1974). Mit elektronenmikroskopischen
Studien wurden in der aufgereinigten Fraktion mit hochster Chitinsynthaseaktivitat
Mikrovesikel, die so genannten Chitosomen, entdeckt. Die Chitosomen weisen in vitro
Chitinsynthaseaktivitat auf. Unter dem Elektronenmikroskop kdénnen auch in Schnitten
ganzer Zellen Chitosomen identifiziert werden (Bracker et al., 1976; Ruiz-Herrera et al.,
1977). Die Chitosomen zeichnen sich durch ihre einzigartige Grélke, Membrandicke und
niedrige Dichte aus. |hr Durchmesser betragt zwischen 40-70 nm und die Membranen sind
6,5-7 nm dick. Chitosomen kénnen reversibel in 16 S-Untereinheiten dissoziieren. Diese
Untereinheiten sind die kleinsten molekularen Gréfen, die Chitinsynthaseaktivitat aufweisen.
Die chitosomalen Chitinsynthasen in zellfreien Extrakten sind zymogen (Bartnicki-Gracia,
2006). In Pilzen wird in vivo das Chitin vermutlich in den Chitosomen polymerisiert, die
Chitosomen fusionieren mit der Plasmamembran und das Chitin gelangt direkt in den
extrazellularen Raum. Chitin kann nach diesem Modell gelagert und bei Bedarf schnell
ausgeschuttet werden.

Tellam et al. (2000) identifizierten die erste cDNA-Sequenz einer Insektenchitinsynthase. Mit
15-18 Transmembrandomanen ist die Insektenchitinsynthase komplexer als die
Pilzchitinsynthase mit meist nur 3 Transmembrandomanen (Tellam et al., 2000,
Merzendorfer, 2006). Bei den Insekten werden die Chitinsynthasen vermutlich erst in
Chitosomen vom Golgi-Apparat zur Plasmamembran transportiert. Dort werden sie durch
proteolytische Enzyme aktiviert. Mehrere Chitinsynthaseenzyme bilden ein Cluster, eine so
genannte Chitinsynthaseeinheit. Da das aktive Zentrum vermutlich zur cytoplasmatischen
Seite gerichtet ist, muss das Chitin Uber die Plasmamembran transportiert werden. Chitin
kénnte wahrend seiner Synthese (ber eine Pore, die von transmembranen Domanen der
Chitinsynthase gebildet wird, aus der Zelle gelangen. Ein Transport Uber andere
Transmembranproteine ware auch denkbar. Zwischen den Chitinpolymeren, die von
benachbarten  Chitinsynthaseeinheiten  gebildet werden, bilden sich  spontan
Wasserstoffbriickenbindungen aus. Dadurch entstehen kristalline Mikrofibrillen, die mit
anderen Zuckern, Proteinen, Glykoproteinen oder Proteoglykanen assoziieren kénnen. /n
vivo wurden bisher keine Chitosomen bei Insekten nachgewiesen. Immunohistochemische
Studien zeigten, dass die Insektenchitinsynthase in den apikalen Spitzen der Microvilli der
epidermalen Zellen lokalisiert ist (Kramer u. Koga, 1986, Cohen, 2001, Merzendorfer u.
Zimoch, 2003, Merzendorfer, 2006).

Die Chitinsynthasen werden sowohl auf Ebene der Transkription als auch durch
posttranslationale Modifikation reguliert. In S. cerevisiae ist das Netzwerk der
Wechselwirkungen der Gene, die bei der Chitinsynthese beteiligt sind, dullerst komplex
(Lesage et al., 2005). Bei Insekten spielt das Steroidhormon Ecdysteron bei der Expression

der Chitinsynthasen eine Rolle (Merzendorfer, 2006). Die Chitinsynthasen aus Pilzen und



Einleitung Seite 7

aus Insekten werden direkt durch Proteasen oder Uber eine proteolytische Signalkaskade
aktiviert (Merzendorfer, 2006).

Die erste Molluskenchitinsynthase aus Afrina rigida (Mollusca, Bivalvia), die Ar-CS1
(Accession No. DQO081727), wurde aus einer cDNA-Bank aus Mantelepithelzellen
sequenziert (Weiss et al., 2006). Bisher sind zwei weitere Chitinsynthasesequenzen aus
Mollusken bekannt: Mg-CS1 aus Mytilus galloprovincialis (Weiss et al.,, 2006;
Gesamtsequenz: Accession No. EF535882) und PfCHS1 aus Pinctada fucata (Suzuki et al.,
2007; Accession No.: AB290881). Die Molluskenchitinsynthasen sind die ersten bekannten
Chitinsynthasen sowohl mit einer komplexen Topologie mit 15 Transmembrandomanen als
auch mit einer N-terminalen Myosindomane (Weiss et al., 2006, Suzuki et al. 2007). Bei den
Pilzen gibt es Chitinsynthasen, die eine myosinmotor-dhnliche Domane (MMD) enthalten.

Bei Insekten sind bisher keine Chitinsynthasen mit einer Myosindomane bekannt.

Lc '%Lc - Lcvi
&@ r\G C-Terminus
Wb st
Q

Jo)

Catalytic Centar

Extracelular

Myosin Head Domaln
InvtracallLlar

Fig. 1.3.: Vorlaufiges Modell der Ar-CS1, das basierend auf der Aminosaurensequenz erstellt wurde
(Abb. aus Weiss et al., 2006).

Myosine sind bekannte Motorproteine, die chemische Energie aus der Hydrolyse von ATP in
mechanische Kraft, die entlang von Aktinfilamenten gerichtet ist, umwandeln. Die schweren
Ketten der Myosine bestehen im Allgemeinen aus drei Domanen: die N-terminale
Myosinkopf- oder Myosinmotordoméane, die Gelenkregion und die Myosinschwanzdomane.
Die Myosinkopfdomane ist flr die Aktinbindung und die ATP-Hydrolyse verantwortlich. An
die Gelenkregion binden die regulatorischen leichten Ketten wie beispielsweise Calmodulin.
Die Myosinschwanzdomanen sind sehr verschieden und sind fur die Bindung an eine Fracht
und/oder fur die Dimerbildung der Myosine verantwortlich. Die Myosinfamilie ist sehr grof3
und die einzelnen Myosine sind sehr unterschiedlich in den mechanochemischen und in den
funktionellen Eigenschaften (Mermall et al., 1998, Goodson und Dawson, 2006, Mooseker

und Foth, 2008). Die Myosindomane der Molluskenchitinsynthasen enthalt die konservierten
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Regionen einer Myosinkopfdomane: die ATP-Bindestelle, die switch |- und die switch II-

Regionen, die Converter-Subdomane, Relay-Loop und die SH1-Helix.

1.4. Mechanotransduktion als Kontrolilmechanismus in der Biomineralisation?

Biomineralien sind kolloidale Suspensionen, die selbst aggregieren. Die Aggregation kénnte
durch Krafte beeinflusst werden. Die Prozesse innerhalb der Mantelepithelzellen, die die
Schale bilden, und das Wachstum der Molluskenschale mussen aufeinander abgestimmt
werden. Bei dieser Rickkopplungsregulation konnten Krafte Uber das Cytoskelett eine
regulatorische Rolle spielen. Die Myosindomane der Molluskenchitinsynthase kdnnte dabei
als Mechanoumwandler wirken.

Bei den pathogenen Pilzen Ustilago maydis und Colletotrichum graminicola wurde eine
ungewohnliche regulatorische Funktion der Myosindomanen der Chitinsynthasen Um-Mcs1
bzw. CgCHSV nachgewiesen. Die Pilze bendtigen die Myosin-Chitinsynthasen, um in die
tieferen Schichten des Wirtsgewebes eindringen zu kénnen (Weber et al., 2006; Werner et
al., 2007). Anscheinend mussen fur eine erfolgreiche Infektion Uber das Cytoskelett Krafte
angelegt werden, wahrend neue Zellwand abgelagert wird.

Da die Topologie der Chitinsynthasen und der Cellulosesynthasen ahnlich ist und auch die
Struktur und Funktion von Chitin und von Cellulose ahnlich sind (Merzendorfer, 2006), liegt
es nahe, bei der Chitinbildung und bei der Cellulosebildung dhnliche Konzepte zu vermuten.
In vaskularen Pflanzen, Farnen, Algen und Moosen bilden Cellulosesynthasen Rosetten aus
sechs ringférmig angeordneten Untereinheiten (Brown und Saxena, 2000). Ohne die
Komplexe findet keine Kristallisation zu Mikrofibrillen statt (Arioli et al., 1998).
Cellulosemikrofibrillen werden in wachsenden Zellen in parallelen Bereichen quer zur
Wachstumsrichtung abgelagert. Paradez et al. (2006) konnten die lang bestehende so
genannte Alignment-Hypothese, dass sich die Cellulosesynthasekomplexe (CSC) innerhalb
der Plasmamembran entlang von Bahnen, die durch Microtubuli festgelegt werden,
bewegen, bestatigen. Die CSC sind entweder mit den Microtubuli verbunden oder die
Microtubuli bilden Schranken, die den CSC keine laterale Bewegung erlauben. Da die CSC
sich zumindest zeitweise auch ohne Microtubuli in linearer Richtung bewegen kdnnen,
treiben sie sich selbst vermutlich durch Krafte an, die bei der Polymerisation und der
Kristallisation der B-1,4-Glucane zu Mikrofibrillen entstehen. Es sind also keine Motorproteine
beteiligt (Emons et al., 2007). Ohne Cellulosesynthese wird die Orientierung der Mirotubuli
geandert. Der genaue Mechanismus der Beziehung zwischen Micotubuli und
Cellulosesynthase ist noch nicht aufgeklart (Paradez et al. 2008). Die Microtubuli
beeinflussen die Zellform und die Morphogenese des wachsenden Apex eines

Arabidopsisstecklings. Das Microtubulicytoskelett selbst wird durch mechanischen Stress
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reguliert: die Microtubuli orientieren sich nach den in einem Modell vorhergesagten
Richtungen des maximalen Drucks, der von dem wachsenden Organ selbst ausgeldst wird
(Hamant et al. 2008).

Die Kontrolle der Bildung der Molluskenschale wird wahrscheinlich sowohl intrazellular als
auch extrazellular komplexer sein als die Kontrolle des Zellwandaufbaus bei Pflanzen.

Die Myosindoméane der Molluskenchitinsynthase deutet darauf hin, dass die Chitinsynthase
mit dem Aktincytoskelett direkt interagiert. Der grolte Effekt der Zugspannung des
Cytoskeletts ist ein Gleichgewicht der Krafte aufzubauen und zu erhalten (Chicurel et al.,
1998). Ahnlich wie die Zellen (iber die fokalen Adhasionskomplexe die ECM (extrazellulare
Matrix) und das Cytoskelett verbinden und ein Kraftegleichgewicht herstellen und halten,
kénnten die Mantelepithelzellen der Mollusken auch Uber die Chitinsynthase wirken (Weiss
et al., 2006).

1.5. Zielsetzung

Bei der Bildung der Molluskenschale kénnten Krafte auf verschiedenen Ebenen wirken.
Wahrend der Schalenbildung andert sich standig der physikalische und physiko-chemische
Zustand im extrazelluldren Raum: das hydrathaltige Gel in der organischen Matrix wird
verdrangt und durch ACC, das zu Aragonit kristallisiert, ersetzt. Dabei entstehen Drucke an
den Kontaktflachen zwischen den Mantelepithelzellen und der entstehenden Schale. Die
auftretenden Krafte konnten von der Chitinsynthase detektiert werden und Uber die
Myosindomane, die mit dem Cytoskelett interagiert, intrazellulare Signalwege ausldsen.
Gleichzeitig kann Uber die Chitinsynthase, die das Chitingerlst flir die mineralisierende
Schale synthetisiert, auch extrazellular die Chitinablagerung und die Mineralisation reguliert
werden.

Die Kraftentfaltung der Myosindoméne koénnte wahrend der Ablagerung des Chitins Uber
Scherkrafte die Mineralisierung beeinflussen. Die Anwendung von Scherung auf kolloidale
Suspensionen kann zur Bildung von kristallinen Strukturen fiihren. Der Kristallisationprozess
und die Qualitdt des wachsenden Kristalls ist abhangig von der Scherungsrate. AuRerdem
hangt die Orientierung der Kristallkeime von der Richtung der Scherung ab (Evans und
Wennerstrom, 1999). Uber die Rate der Kraftschlage der Myosindoméne kénnte die
Kristallisation von Chitin und damit moglicherweise auch indirekt von ACC reguliert werden.
Von der Richtung der Kraft der Myosindomanen konnte die Orientierung des Chitins
abhangen.

Die Myosindomane konnte fur die Lokalisation der Chitinsynthase, fur den Transport in die
Plasmamembran, fir die Aktivierung der Chitinsynthaseaktivitdt und fir eine regulierte

Anordnung von Chitinsynthasekomplexen ahnlich den Rosetten der Cellulosesynthase in der
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Membran eine Rolle spielen (Weiss et al., 2006). Chitin beginnt in etwa zehn verknupften N-
Acetylglucosamineinheiten zu kristallisieren. Eine konzentrierte Synthese von einzelnen
Chitinpolymeren wurde sich auf die Gesamtstruktur des Chitins auswirken.

Im Rahmen dieser Arbeit sollte zum einen auf molekularer Ebene die Myosindomane der Ar-
CS1 charakterisiert werden, um Informationen Uber ihre mdglichen Funktionen zu erhalten.
Zu Beginn dieser Arbeit war die Sequenz der Ar-CS1 bekannt. Fur die Klonierung der
Myosindoméne der Ar-CS1 standen 21 DNA-Fragmente zu Verfiigung. Die Ubergangsregion
zur transmembranen Chitinsynthasedomane, die Region niedriger Komplexitat weist einen
relativ hohen Anteil an unter physiologischem pH-Wert geladenen Aminosauren auf. Um eine
maogliche ionische Auswirkung dieser Region zu untersuchen, sollte die Myosindomane der
Ar-CS1 mit und ohne dieser Region kloniert werden. Durch gezielte Mutagenese sollte eine
mutmalliche Regulationsstelle untersucht werden. Dictyostelium discoideum (D.
discoideum) wurde als Expressionssystem fiir die Myosindomane der Ar-CS1 gewahlt. Nach
Geeves et. al (2005) konnten bisher keine funktionellen rekombinanten Myosindomanen in
Bakterien exprimiert werden und aktive Myosindomanen kénnen in fir biochemische und
strukturelle Studien ausreichender Menge nur aus D. discoideum und dem Baculovirus
System aufgereinigt werden. D. discoideum ist ein anerkanntes Modellsystem fir die
Untersuchung von molekularen Wechselwirkungen bei der Zelldifferenzierung,
Signaltransduktion, Phagocytose, Cytokinese und Zellbewegung (Eichinger et al., 1999;
Geeves et al., 2005). Sie haben im Vergleich zu den anderen Ublichen Expressionssystemen
den Vorteil, dass sie keine feste Zellwand haben und in ihrem Verhalten und in ihrer
Erscheinungsform Zellen héherer Eukaryonten ahneln. So werden Proteine auch ahnlich wie
bei hdheren Eukaryonten posttranslational modifiziert (Arya et al., 2008). Allerdings sind sie
reich an proteolytischen Proteinen und Histidin-haltigen Proteinen. Dies kann bei der
Proteinaufreinigung zu Problemen fiihren (Manstein und Hunt, 1995). Es sollte ein
Aufreinigungsprotokoll etabliert werden, mit dem die Myosindoméane der Ar-CS1 und die
mutierten Varianten in flr Charakterisierungsversuche ausreichenden Mengen gewonnen
werden konnen.

Ein weiteres Ziel war es ein Modellsystem flr die Untersuchung der Rolle der Ar-CS1 bei der
Schalenbildung der Mollusken zu entwickeln. Dieses Modell soll es ermoéglichen die
Prozesse der Mineralisation ausgehend von der Chitinbildung zu untersuchen. Das bisher
bestehende Modell fur die Bildung der verschiedenen Schalenschichten beruht auf
Untersuchungen der fertigen, entkalkten Matrix (s. Fig. 1.1.). Als Modellsystem sollen D.
discoideum-Zellen dienen, die Ar-CS1 heterolog exprimieren. D. discoideum scheint hierfur
ein geeignetes Expressionssystem zu sein, da bisher noch keine Chitinsynthase aus D.
discoideum bekannt ist und schon erfolgreich rekombinante Membranproteine in D.

discoideum exprimiert wurden. Bisher konnten der menschliche Muskarinrezeptor M2 (Voith
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und Dingermann, 1995), der GLUT 1 Glucosetransporter aus Ratte (Cohen et al., 1996) und
Aquaporin aus Arabidopsis (Chaumont et al., 1997) funktionell in D. discoideum exprimiert
werden. Die Untereinheiten der Na,K-ATPase wurden wenig oder gar nicht in die
Plasmamembran eingebaut (Zhou und Fambrough, 1999). Bisher wurde noch kein so
komplexes Membranprotein wie die Ar-CS1 heterolog exprimiert. Die erhaltenen Zelllinien
sollten auf ihre Tauglichkeit als Modellsystem hin gepruft werden. Dazu sollten die Verteilung
der Molluskenchitinsynthase in der Zelle, ihr Einfluss auf die Membranstruktur und ihre

Aktivitat untersucht werden.
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2.1. Material

21.1.

Materialien

Bezugsquellen von Substanzen,

Stoffbezeichnung
Acrylamid-Bis (37,5:1) (30%)
N-Acetylglucosamin
Agarose NEEO-Qualitat
Ampicillin Natriumsalz
Ammoniumperoxodisulfat
ATP

BamH | /Puffer K

BamH | /Bam H I-Puffer
BSA (Albumin FraktionV, Protease-frei)
Bacto™ Agar

Bacto™ Hefe-Extrakt
Bacto™ Pepton

Bacto™ Trypton
Benzamidin

[3-Betain

Bgl | /Bgl I-Puffer

Bgl Il /NEB 3

Bis-Tris

Blasticidin S Hydrochlorid

BrCIP (5-Brom-4-chlor-3-indolylphosphat-p-toluidinsalz)

Brillant Blau R 250 (Coomassie)
Bromphenolblau
Calf Intestine Alkaline Phosphatase

Chloroform

L-1-Chloro-3-Tosylamido-7-Amino-2-Heptanon-HCI

(TLCK)

Chitin

DABCO

DMSO (fir Molekularbiologie)
DMF

DNase

Chemikalien, Enzymen und sonstigen

Hersteller/Bezugsquelle

Serva, Heidelberg
Sigma-Taufkirchen

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Sigma-Aldrich, Taufkirchen;
Roth, Karlsruhe

Amersham Biosciences, Freiburg
Fermentas, St.Leon-Rot

Roth, Karlsruhe

Difco, Detroit, USA

Difco, Detroit, USA

Difco, Detroit, USA

Difco, Detroit, USA

Fluka, Steinheim

Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Amersham Biosciences, Freiburg
New England BioLabs, Schwalbach
Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Fermentas, St.Leon-Rot

Roth, Karlsruhe

Serva, Heidelberg

Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Roche Diagnostics, Mannheim
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DTT

EcoR | / Puffer H

EcoR V / Puffer H

EGTA

Ethidiumbromid

Ethylenglykol

Geneticindisulfat (G418 Sulfat)
Gene Pulser® Kuvette (0,4cm)
Gene Ruler, DNA Ladder Mix
GlyGly

Hepes

Hinc II/ Puffer M

Hind Ill/ Puffer R

Immersol™ 518F

Immobilon-P Transfer Membran (PVDF)
IPTG

Kpn | / Puffer L

Latrunculin A

Leupeptin

Lysozym, from chicken egg white
MES Hydrat

MLCT-Microlever Probes
Multi-Flex 0,5-200pl Spitzen
NBT

Nco I/ NEB 4

dNTPs

Neubauer-Improved (Zahlkammer)

Nikkomycin Z

Ni-NTA Agarose

Nonidet-P40

Paraformaldehyd

PCR-Reaktionsgefalie (0,2 ml)
Pefabloc® SC

1,10-Phenanthrolin

Phusion™ High-Fidelity DNA Polymerase
Polysine®-Objekttrager

Sigma-Aldrich, Taufkichen
Amersham Biosciences, Freiburg
Amersham Biosciences, Freiburg
Roth, Karlsruhe

BioRad, Minchen

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Bio-Rad, Minchen

MBI Fermentas, St. Leon-Rot
Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Roth, Karlsruhe

Amersham Biosciences, Freiburg
MBI Fermentas, St. Leon-Rot
Zeiss, Oberkochen

Millipore, Eschborn

Roth, Karlsruhe

Amersham Biosciences, Freiburg
CALBIOCHEM, Darmstadt
Serva, Heidelberg
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Veeco Instruments, Mannheim
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

New England BioLabs, Schwalbach
MBI Fermentas, St.Leon-Rot
Paul-Marienfeld GmbH&Co-KG,
Lauda-Konigshofen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Qiagen, Hilden

Fluka, Taufkirchen

Plano GmbH, Wetzlar

Roth, Karlsruhe

Fluka, Taufkirchen

Serva, Heidelberg

NEB GmbH, Frankfurt/Main
Roth, Karlsruhe
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Ponceau S
Proteinase K

Proteose-Pepton

Protran® Nitrocellulose Transfer Membrane

Roti®-Quant

Rotiphorese® Gel 30 (37,5:1)
Sac | / Sac I-Puffer

SAWADY Pwo-DNA-Polymerase

Scintillations-Gefafly (20ml)
Scintillations-Cocktail (Ready-Safe™)
SDS Pellets

p-Slide 18 well ibiTreat (Gewebekultur behandelt)

Silbernitrat

Silikatkugeln

Sph I/NEBuffer 2
TaqPolymerase
T4-DNA-Ligase
Tetracyclin
TEMED

Titerplatte (24 well)

Tosyl-L-Phenylalanin-Chlormethylketon (TPCK)

Triton-X-100

Trypsin (sequenzing grade)
Trypsin

Trypsin Inhibitor (STI)
Tween® 20
UDP-N-Acetylglucosamin
UDP-"*C-N-Acetylglucosamin

Ultrafree®-MC (zentrifugierbare Filtereinheiten; 0,22um)

Whatman GF/C (24mm)
Xho |/ Puffer R
Xylencyanol

X-Gal

Roth, Karlsruhe

MBI Fermentas, St.Leon-Rot
Fluka, Taufkirchen

Schleicher & Schuell GmbH,
Dassel

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

MBI Fermentas, St.Leon-Rot
Peqglab Biotechnologie GmbH,
Erlangen

Sarstedt, Nimbrecht
Beckmann Coulter, Krefeld
Roth, Karlsruhe

ibidi GmbH, Martinsried

Roth, Karlsruhe
Machery-Nagel, Diren
freundliches Geschenk von Dr. S.
Kaufmann

New England BioLabs, Schwalbach
aus eigener Herstellung
Promega GmbH, Mannheim
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Roth, Karlsruhe

Falcon, Heidelberg
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Roche Diagnostics, Mannheim
Roche Diagnostics, Mannheim
Roche Diagnostics, Mannheim
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Amersham Biosciences, Freiburg
Millipore, Eschborn

Whatman, Dassel

MBI Fermentas, St.Leon-Rot
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
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Zellkulturschalen (g 6 cm), BD Falcon, Heidelberg
Nicht aufgefuhrte Chemikalien wurden von der Firma Merck, Darmstadt bezogen.
2.1.2. Antikorper
Antikorper Wirt Besonderheiten Firma Bestelinr.
Actin, pan Ab-5 Maus monoklonaler Antikérper | Dianova GmbH, | DLN-07273
Hamburg
Anti-(His)e-Tag Maus monoklonaler Antikérper | Dianova GmbH, | DIA 900
Hamburg

AffiniPure goat | Ziege Cy3-konjugiert Dianova GmbH, | 115-165-
anti-mouse IgG Hamburg 146
(H+L)
AffiniPure goat Ziege alkalische Phosphatase- | Dianova GmbH, | 115-055-
anti-mouse konjugiert Hamburg 062
IgG(H+L)
GFP Epitope Kaninchen | Immunisierendes Peptid Dianova GmbH, | PA1-980A
Tag (AA 26-39 von Aequorea | Hamburg

victoria WT-GFP)

konserviert in GFP,

eCFP, eYFP, eGFP, YFP
Alexa Fluor® Ziege Alexa Fluor® 488- Invitrogen, A11008
488 goat anti- konjuguiert Karlsruhe
rabbit IgG(H+L)
Kaninchen IgG, | Ziege alkalische Phosphatase- | Chemicon, AP156A
Fe konjugiert Hampshire,

United Kingdom

2.1.3. Puffer und L6sungen

AP-Puffer:

2,42 g Tris/HCI

1,17 g NaCl

ad ca. 150 ml

pH auf 9,8 voreinstellen

2,03 g MgCl, x 6 H,0 separat in ca. 30 ml I6sen
beide Losungen vereinigen

pH auf 9,5 einstellen
ad 200 ml auffillen

ATP / MgCl; (50 ml, =10x%) (Chitinsynthaseaktivitatstest):
1,7 mM ATP
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100 mM MgCl,
ad 50 ml mit H,O
Ldsung sterilfiltrieren und bei 4°C aufbewahren

Blotpuffer (PVDF):
50 mM Borat, pH 9
10% MeOH

Blotpuffer:
25 mM Tris, pH 8,3
192 mM Glycin
0,1% SDS
20% MeOH

Bonner’s Losung:
0,60 g NaCl
0,75 g KCI
0,30 g CaCl,
ad 11
autoklavieren

BrCIP-Lésung:
50mg/ml BrCIP in DMF (wasserfrei)

1,25 M CaCl; (Transformation von D. discoideum-Zellen mit CaPhosphatfallung):

1,84 g CaCl,
ad 10 ml

sterilfiltrieren
bei RT lagern

Coomassie-Farbelosung:
2,5 g Coomassie R-250 (0,25%)
450 ml Methanol
90 ml Essigsaure
ad 1| mit H,O

DD-EP (Elektroporationspuffer):
10 mM KH2POy,, pH 6,4
50 mM Sucrose

DNA-Probenpuffer (6x):
0,08% Bromphenolblau
0,08% Xylencyanol
30% Glycerin

Elektrodenpuffer fir SDS-PAGE:
11,5 g Tris
72,05 g Glycin
5g SDS
ad 4 | mit H,O

Entfarbeldésung flr mit Coomassie-gefarbte SDS-Polyacrylamidgele:

Schnell-Entfarber: 500 ml MeOH
200 ml HAc
ad 2 | mit H,O
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Langsam-Entfarber: 500 ml MeOH
750 ml HAc
ad 8,75 | mit H,O

Entwickler fur Silberfarbung von SDS-Polyacrylamidgelen:
6 g N32CO3
50 pl Formaldehyd (37%)
200 ul Natriumthiosulfat (0,2 g/l)
ad 100 ml mit H,O

Extraktionspuffer:
50 mM Hepes, pH 8
30 mM KAc
15 mM MgAc

Fixierungspuffer (4% Paraformaldehyd in 1x PBS):
4 g Paraformaldehyd auf 100 ml mit 1x PBS auffullen
auf Magnetrihrer bei 80°C 16sen bis Losung klar ist

Fixierlésung fir Silberfarbung von SDS-Polyacrylamidgelen:
50 ml MeOH
12 ml HAc
50 ul Formaldehyd (37%)
ad 100 ml mit H,O

GIcNAc (9 ml, =10x) (Chitinsynthaseaktivitatstest):
170 mM GIcNAc
17 mM UDP-GIcNAc
ad 9 ml mit H,O

18% Glycerin (Transformation von D. discoideum-Zellen mit CaPhosphatfallung)
frisch ansetzen!:
1,44 ml autoklaviertes 50% Glycerin
0,56 ml H,O
2,00 ml 2x HBS

GlyGly-Puffer fir Ni-NTA-Saule:
20 mM GlyGly, pH 9,0
350 mM NaCl
10 mM KCI
Waschpuffer: GlyGly-Puffer + 10 mM Imidazol
Elutionspuffer 1: GlyGly-Puffer + 200 mM Imidazol
Elutionspuffer 2: GlyGly-Puffer + 500 mM Imidazol
Harnstoffpuffer flir Ni-NTA-Saule:
Basispuffer: 100 mM NaH,PO,
10 mM Tris/HCI
8 M Urea

Lyse-Puffer B:
= Basis-Puffer, pH 8,0 (mit NaOH einstellen)

Waschpuffer C:
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= Basis-Puffer, pH 6,3 (mit HCI einstellen)

Elutionspuffer D:
= Basis-Puffer, pH 5,9 (mit HCI einstellen)

Elutionspuffer E:
= Basis-Puffer, pH 4,5 (mit HCI einstellen)

Lagerung kurzfristig bei 4-20°C, jedoch vor Gebrauch ggf. pH-Wert einstellen!

2x HBS:
4,0 g NaCl
0,18 g KCI
0,05 g Na,HPO,
2,5 g HEPES
0,5 g Glucose
ad 250 ml
pH auf 7,1 einstellen
steril filtrieren
bei -20°C lagern

HKM-Puffer:
50 mM Hepes, pH 7,3
30 mM KAc
10 mM MgSO,

Impragnierldésung far Silberfarbung von SDS-Polyacrylamidgelen:
100 mg AgNO;
75 pl Formaldehyd (37%)
ad 100 ml mit H,O

0,5 M KH,PO4/NaOH, pH 6,5 (50 ml, =10x) (Chitinsynthaseaktivitatstest)
3.4 g KH,PO, (1 M =136.09 g/l) in ca. 30 ml H,O lésen,
mit 10 M NaOH auf pH 6,5,
mit H,O ad 50 ml
Lésung mit 0.22 uym-Filtern sterilfiltrieren und bei 4°C aufbewahren

Hepes/KI-Puffer
50 mM Hepes, pH 8,0
500 mM NacCl
0,6 M KI
6 mM Na-Thiosulfat

fur Ni-NTA-Saule:
Waschpuffer:

Hepes/KI-Puffer + 10 mM Imidazol
Elutionspuffer 1:

Hepes/KI-Puffer + 200 mM Imidazol
Elutionspuffer 2:

Hepes/KI-Puffer + 500 mM Imidazol

2x Laemmli
130 mM Tris/HCI, pH 6,8
6,6% SDS
10% B-Mercaptoethanol
20% Glycerin
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0,1% Bromphenolblau

Lysepuffer LyB (Kolonie-PCR mit D. discoideum-Zellen):
10 mM Tris/HCI, pH 8,3
50 mM KCI
2,5 mM MgCl,
0,45% Nonidet-P40
0,45% Tween® 20

Lysepuffer flr analytisches Extraktionsverhalten von D. discoideum-Zellen:
50 mM Tris/HCI, pH 8,3
2,5mM EDTA
1 mMDTT
5 mM Benzamidin
pH auf 8,1 einstellen

Lysepuffer flr Aufreinigung von Myosin aus D. discoideum-Zellen
50 mM Tris/HCI, pH 8,0
2mM EDTA
0,2 mM EGTA

MES-Puffer:
20 mM MES
0,2 mM CacCl,
2,0 mM MgCl,
pH auf 6,8 einstellen
ad 1l

Mg?*-ATP-Stammldsung:
0,5MATP
0.5 M MgSO,

15 mM Na/K-PO, Puffer, pH 6,5:
15 mM Na;HPO, - Lésung gegen eine
15 mM KH,PO, - Losung titrieren bis pH 6,5 erreicht ist

NBT-LOsung:
75 mg/mI NBT in 70% DMF

Ni-NTA-Puffer nach Manstein und Hunt (1995):
Basispuffer: 50 mM HEPES, pH 7,3
300 mM KAc
10 mM MgSO,
frisch zugeben: 5 mM Benzamidin
7 mM B-Mercaptoethanol

Waschpuffer:

Basispuffer + 10 mM Imidazol
Elutionspuffer 1:

Basispuffer + 200 mM Imidazol
Elutionspuffer 2:

Basispuffer + 500 mM Imidazol

Niedrig-Salz-Puffer:
50 mM Tris/HCI, pH 7,3
30 mM KAc
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3 mM Benzamidin

Hoch-Salz-Puffer:
50 mM Tris/HCI, pH 7,3
300 mM KAc
3 mM Benzamidin

Imidazolpuffer:
500 mM Imidazol, pH 7,3
3 mM Benzamidin

10x OPA:
100 mM Tris-Ac, pH 7,5
100 mM MgAc
500 mM KAc

10x PBS:
1,37 M NaCl
26,8 mM KCI
0,1 M Na;HPO4-H,0O
14,7 mM KH,PO4

PBT:
1x PBS
0,1% (v/v) Tween® 20

5x PCR-Puffer I:
50 mM Tris/HCI, pH 8,8
50 mM NaCl
2,5 mM MgCl,
2mM DTT

10x PCR-Puffer Il:
200 mM Tris/HCI, pH 8,8
100 mM KCI
100 mM (NH4)2SO4
20 mM MgSO,
1% TritonX-100
1 mg/ml BSA

Ponceau S:
0,2% Ponceau-Rot
[6sen in 1% HAc
Lagerung bei RT

2x SDS-Probenpuffer:
100 mM Tris/HCI, pH 6,8
3% SDS
30% Glycerin
10% B-Mercaptoethanol
0,1% Bromphenolblau

TE (Tris/EDTA):
10 mM Tris/HCI, pH 8,0
2 mM EDTA
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Tib I:
30 mM KAc
50 mM MnCl,
100 mM KCI
15 % (v/v) Glycerin
mit 2 M HCI auf pH 5,8 einstellen
Ttb Il:
10 mM MOPS/NaOH
75 mM CacCl,
10 mM KCI
15% (v/v) Glycerin

TM-Puffer:
100 mM Tris/HCI, pH 7,5
40 mM MgAc

TNK-Puffer:
0,2 M NaCl
0,2 M KCI
10 mM Tris/HCI (pH 7,5)
0,1% NaNs;

Trypsin-Lésung:
10 mg/mlin 0,5 M KH,PO4/NaOH, pH 6.5 (1x)

Trypsin-Inhibitor-Lésung:
15 mg/mlin 0,5 M KH,PO4/NaOH, pH 6.5 (1x)

2.1.4. Medien
2.1.4.1. Medien fiir E.coli-Kulturen

AXI-Medium:
0,8% Bacto-Trypton
0,5% Bacto-Hefeextrakt
0,5% NaCl
ad 11

mit NaOH auf pH 7,0
autoklavieren

50 pg/ml Ampicillin
40 pg/ml X-Gal in DMF
9 pg/ml IPTG steril zugeben

LB-Medium:
1% NaCl
0,5% Bacto-Hefeextrakt
1% Bacto-Trypton
mit NaOH ad pH 7,2-7,5

LBAmp:
LB steril ad 50 pg/ml Ampicillin

Plattenmedium:
jeweiliges Medium mit 1,6% Agar
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SOC:

2% Bacto-Trypton

0,5% Bacto-Hefeextrakt
0,05% NaCl

0.02% KCI

mit NaOH ad pH 7,0
autoklavieren

10 mM MgCl,
20 mM Glucose steril zugeben

2.1.4.2. Medien fiir D. discoideum-Kulturen
Bis-Tris HL5:

2,1 g Bis-Tris

10 g Proteose-Pepton
5 g Bacto-Hefeextrakt
10 g D-Glucose

ad 11

pH auf 7,1 einstellen
autoklavieren

pH andert sich auf etwa 6,85; neu einstellen

steril filtrieren
bei RT lagern

Einfriermedium:

eiskaltes HL5-Medium
10% (v/v) DMSO

HL5-Medium:

10 g Proteose-Pepton

5 g Bacto-Hefeextrakt

10 g D-Glucose

1,15 g KH,PO,

0,4 g Na;HPO, (0,5 g Na;HPO,4 2 H,0)
ad 11

pH 6,6

HL5c-Medium:

5 g Proteose-Pepton
5 g Bacto-Pepton

5 g Bacto-Hefeextrakt
10 g D-Glucose

1,2 g KH2PO4

0,35 g Na,HPO, (0,44 g Na,HPO,-2 H,0)

ad 11
pH 6,5

MES-Agarplatten:

zu MES-Puffer (s. 2.1.3.) 20 g/l Bacto-Agar geben

SM-Medium:

10 g D-Glucose
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10 g Bacto-Pepton

10 g Bacto-Hefeextrakt

1 g MgSO,7H,0

1,9 g KH2PO4

1 g KzHPO4 (1 ,3 g K2HP043H20)
ad 1l

pH 6,4 mit KOH einstellen

SM-Platten:
zu SM-Medium 20 g Bacto-Agar zugeben

SM/5 Platten:
2 g D-Glucose
2 g Bacto-Pepton
2 g Bacto-Hefeextrakt
0,2 g MgSO47H,0
1,9 g KH,PO,
1 g K;HPO,
ad 1l
pH 6,4 mit KOH einstellen
20 g Bacto-Agar zugeben

2.1.5. Organismen
2.1.5.1. Bakterien

E. coli XL-1 blue MRF’
Genotyp: A(mcrA)183 A(mcrCB-hsdSMR-mrr)173 endA1 supE44 thi-1 recA1 gyrA96 relA1
lac [F" proAB laclqZAM15 Tn10 (Tetr)]

E. coli M15 [pREP]
Genotyp: basierend auf E. coli K12/ac; mtl; (pRep4 Kanr)

Klebsiella aerogenes
Genotyp: neoR

(Columbia University, New York)

2.1.5.2. Dictyostelium discoideum

Ax3-orf+
Beschreibung: enthalt Ddp20RF-Gen, das die Replikation von Plasmiden mit ori erméglicht
Genotyp: axeA1, axeB1, axeC1, pyr5-6-[pRG24], [Ddp2-ORF-pyr5-6], ura+

(Prof. Dr. D. Manstein, Hannover)

dcsA-

Beschreibung: dcsA REMI Mutante; keine Cellulose-Biosynthese
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Genotyp: axeA1, axeB1, axeC1, dcsA-[pBSR1], bsR

(Columbia University, NewYork)

2.1.5.3. Zelllinien mit Myosindomanen der Ar-CS1 und mit Ar-CS1

Bezeichnung | Beschreibung Exprimierender

D. discoideum-

Stamm
MMD-H81 His-getaggte MMD der Ar-CS1 mit LC-Region Ax3-orf+
MMD-Y 36 YFP-getaggte MMD der Ar-CS1 mit LC-Region Ax3-orf+
3H-MA-LC His-getaggte MMD der Ar-CS1 ohne LC-Region Ax3-orf+
YFP-MA-LC | YFP-getaggte MMD der Ar-CS1 ohne LC-Region Ax3-orf+
3H-MA-S His-getaggte MMD der Ar-CS1 mit LC-Region und mit | Ax3-orf+

Substitution E323S

YFP-MA-S YFP-getaggte MMD der Ar-CS1 mit LC-Region und mit | Ax3-orf+
Substitution E323S

3H-MA-A His-getaggte MMD der Ar-CS1 mit mit LC-Region und mit | Ax3-orf+
Substitution E323A

YFP-MA-A YFP-getaggte MMD der Ar-CS1 mit mit LC-Region und | Ax3-orf+
mit Substitution E323A

Ax3ArCS1- YFP-getaggte Ar-CS1 Ax3-orf+
YFP

dcsArCS1- YFP-getaggte Ar-CS1 dcsA-
YFP

2.1.6. Oligonukleotide

Bei den folgenden Auflistungen stehen die Bezeichnungen “for” bzw. “rev” fiir vorwarts bzw.
fur rickwarts bezlglich der 5°-3'- Orientierung der DNA. T, bezeichnet die primerspezifische
Annealingtemperatur.

Die Oligonukleotide wurden von MWG Biotech, Ebersberg in HPSF-Qualitat bezogen. Die
lyophilisierten Oligonukleotide wurden mit HoOpigest auf 100 pmol/pl gelost.

2.1.6.1. Oligonukleotide aus der Myosindomane der Ar-CS1

Die Oligonukleotide wurden von MWG Biotech mittels MALDI-TOF verifiziert.




Material und Methoden

Seite 25

Bezeichnung

Sequenz (von 5’ nach 3’)

Twm
I°C

Beschreibung

Vr_MA_195_for

GCATGCGACCAGACGATTTAAGCG

64,4

Quelle: pCHS-NP-
6.4/32; enthalt Sphl-
Schnittstelle u.
Startcodon; fir
Klonierung in pQE70

Vr_MA 357 rev

GGAGCCTTTTGTGTACG

52,8

Quelle: pCHS-NP-
6.4/32

Vr_MA 355 for

CACGTACACAAAAGGCTCC

56,7

Quelle: pCHS-NP-
5.5./45

Vr_MA_1053_rev

GAGTAGCTTGGCTACAGC

56,0

Quelle: pCHS-NP-
5.5./45

Vr_MA_1053_for

GCTGTAGCCAAGCTACTC

56,0

Quelle: pCHS-NP-
4.3/2

Vr_MA_1300_rev

CTGACATGTCCAACAGGC

56,0

Quelle: pCHS-NP-
4.3/2

Vr_MA_1300_for

GCCTGTTGGACATGTCAG

56,0

Quelle: pCHS-NP-
3.6./54

Vr_MA_1681_rev

GTTTCCCTCCAGGAATCCATCTG

62,4

Quelle: pCHS-NP-
3.6./54

Vr_MA_1681_for

GGATTCCTGGAGGGAAACCGAGATAGC

68,0

Quelle: pCHS3-5002

Vr_MA_2112_rev

CATTACACAACAACTGACGTCTGACCAAATC

65,5

Quelle: pCHS3-5002

Vr_MA 2112_for

GACGTCAGTTGTTGTGTAATGGACTTATG

63,9

Quelle: pCHS-NP50

Vr_MA_2404 rev

GGATCCTTCTTCTTCTGCCTTTCGTC

64,8

Quelle: pCHS-NP50;
enthalt BamH I-
Schnittstelle; fur
Klonierung in pQE70

Vr_MA_pET for

CGGAATTCGATGAAACCAGACGATTTAAG

63,9

enthalt EcoR I-
Schnittstelle; flr
Klonierung in
pET20-b

Vr_MA_pET rev

CCGCTCGAGTTCTTCTTCTGCCTTTCG

68,0

enthalt Xho I-
Schnittstelle; fur
Klonierung in
pET20b

Vr_MA_pDXA_for

GGTACCATGAAACCAGACGATTTAAG

61,6

enthalt Kpn I-
Schnittstelle; fur
Klonierung in pDXA-
Vektoren

Vr_MA_pDXA rev

CTCGAGTTTCTTCTTCTGCCTTTCG

63,0

enthalt Xho I-
Schnittstelle; fur
Klonierung in
pDXA-Vektoren

Vr_ MMDAt_Sacl_
for

CTTGAGCTCGGATCTCGTGG

61,4

enthalt Sac I-
Schnittstelle; fur
Klonierung der
Myosindoméne ohne
LC-Region

Vr_MMDAt_pDXA

_rev

CTCGAGTGTCTTCTAACATGTCTTTTTG

62,2

enthalt Xho I-
Schnittstelle; fur
Klonierung der
Myosindomane ohne
LC-Region

MDAt_E323A_for

CAATTAAAGGGGCAAAAATACAGTCTTGG

62,4

Oligonukleotid fur
ortsspezifische
Mutagenese
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(Austausch von E323
gegen A)

MDAt_E323A rev

CTGTATTTTTGCCCCTTTAATTGTGTTAACG

62,9

Oligonukleotid fiir
ortsspezifische
Mutagenese
(Austausch von E323
gegen A)

MDAt_E323S_for

CAATTAAAGGGTCAAAAATACAGTCTTGG

61,0

Oligonukleotid fur
ortsspezifische
Mutagenese
(Austausch von E323
gegen D)

MDAt_E323S_rev

CTGTATTTTTGACCCTTTAATTGTGTTAACG

61,6

Oligonukleotid fur
ortsspezifische
Mutagenese
(Austausch von E323
gegen D)

2.1.6.2. Oligonukleotide aus der Ar-CS1

Die Oligonukleotide wurden von MWG Biotech mittels MALDI-TOF verifiziert.

Bezeichnung

Sequenz (von 5’ nach 3’)

Tu/°C

CHSAt XS rev

CGAGCTCGAGTATGCATATCAATCTTAATACTTTG | 66,0

CHSAt_Bam_for CTGATGATAACAGGATCCTAC 55,9
2.1.6.3. sonstige Oligonukleotide

Bezeichnung Sequenz (von 5’ nach 3’) Tm /°C
Vr_pDXA_YFP_rev CGTGCTGCTTCATGTGGTC 58,8
Vr_pDXA 3H_rev GTTGGGGAGAACAAGGATAC 57,3
Vr_MA_544 rev CCATTGCTTCGGTGAACTAC 57,3
Vr_ChsAt_for GACCACCGTGATATGCCTC 58,8
NP2_46 for GTGTATTGTCCCTGCTTGACG 59,8
NP3_224 rev CTCGCCACTCTATTCCCTC 58,8
NP6_251 rev GGGGAGCCTTTTGTGTACG 58,8
NP6_282 rev ATCGGTATGCATTATCGGCAG 57,9
CHS11_T3_2380 CGTCGCAATCATCATTACAAC 55,9
CHS51_2047_for GAAAACCGAGCGGATTGAAG 57,3
CHS51_1558_for GTCTCCAACGGGAACAATCTC 58,8
CHS51_2320_rev CGTCTACAATCGGAATGCGG 59,4
CHS51_T3_2131 CAAGGTTGGAAGATCAAAGATC 56,5
CHS_1546_rev GTTGGAGACATCGAGGCAGTG 61,8
T3 AATTAACCCTCACTAAAGGG 53,2
T7 TAATACGACTCACTATAGGG 53,2
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pQE for GTATCACGAGGCCCTTTCGTCT 62,1
pQE rev CATTACTGGATCTATCAACAGGAG 59,3
2.1.7.Plasmide und Vektoren
Plasmid Insert Insert-
groRe
pCHS-NP-6.4/32 Chitinsynthase-Fragment mit MMD aus Atrina rigida | 375 bp
pCHS-NP-5.5./45 Chitinsynthase-Fragment mit MMD aus Atrina rigida | 843 bp
pCHS-NP-4.3/2 Chitinsynthase-Fragment mit MMD aus Atrina rigida | 564 bp
pCHS-NP-3.6./54 Chitinsynthase-Fragment mit MMD aus Atrina rigida | 485 bp
pCHS3-5002 Chitinsynthase-Fragment mit MMD aus Atrina rigida | 439 bp
pCHS-NP50 Chitinsynthase-Fragment mit MMD aus Atrina rigida | 375 bp
pCHS-up1/1.1 Chitinsynthase-cDNA-Fragment aus Atrina rigida- 5024 bp
Genbank
pCHS-up1/5.1 Chitinsynthase-cDNA-Fragment aus Afrina rigida- 5596 bp
Genbank
pVr_MMDAt 2 MMD der Ar-CS1 mit Schnittstellen fir Klonierung in | 2264 bp
pVr_MMDAt_3 pQE-70; Insert in pBluescript Il SK (-)
pVr_MMDAt_5 MMD der Ar-CS1 in pQE-70 2256 bp
pVr_MDAtDi_5 MMD der Ar-CS1 mit Schnittstellen fir Klonierung in | 2269 bp
pDXA-Vektoren; Insert in pBluescript Il SK (-)
pVr_MDAtDi_Y36 MMD der Ar-CS1 in pDXA-mcs-YFP 2256 bp
pVr_MDAtDi_H81 MMD der Ar-CS1 in pDXA-3H 2256 bp
pBS_MDAt_A2 MMD der Ar-CS1 mit Substitution E323A und mit 2269 bp
pBS_ MDAt A4 Schnittstellen fir Klonierung in pDXA-Vektoren;
Insert in pBluescript Il SK (-)
pBS_ MDAt _S39 MMD der Ar-CS1 mit Substitution E323S und mit 2269 bp
pBS_ MDAt S40 Schnittstellen fir Klonierung in pDXA-Vektoren;
Insert in pBluescript Il SK (-)
pDXA-3H_MDAt_A3 MMD der Ar-CS1 mit Substitution E323A in pDXA- 2256 bp
3H
pDXA-YFP_MDAt_A44 | MMD der Ar-CS1 mit Substitution E323A in pDXA- 2256 bp
mcs-YFP
pDXA-3H_MDAt_S29 MMD der Ar-CS1 mit Substitution E323S in pDXA- 2256 bp
3H
pDXA-YFP_MDAt_S78 | MMD der Ar-CS1 mit Substitution E323S in pDXA- 2256 bp




Material und Methoden

Seite 28

mcs-YFP
pLC-Y_4 MMD der Ar-CS1 ohne LC-Region mit Schnittstellen | 659 bp
pLC-Y_10 fur Klonierung in Vr_MDAtDi_H81 und
Vr_MDALtDi_Y36; Insert in pBluescript || SK (-)
pDXA_MA-LC_H/23 MMD der Ar-CS1 ohne LC-Region in pDXA-3H 2197 bp
pDXA_MA-LC_Y/59 MMD der Ar-CS1 ohne LC-Region in pDXA-mcs- 2197 bp
YFP
pCHSAt-BS/5 Chitinsynthasefragment aus Atrina rigida in 1639 bp
pBluescript Il SK (-)
pCHSAt-HX/4 Chitinsynthasefragment aus Atrina rigida in 4653 bp

pBluescript 1l SK (-)

Vr_ChSAt_2 Chitinsynthasefragment aus Atrina rigida in pDXA- 4653 bp
mcs-YFP

Vr_ChSAtDi_7 Ar-CS1 in pDXA-mcs-YFP 6859 bp

Vektor GroRe Charakterisierung Referenz

pBluescript Il SK (-) | 2961 bp | Klonierungsvektor Stratagene,
Blau-Weiss-Screening durch lacZ-Gen Amsterdam,
Ampicllin-Resistenz durch bla (ApR)- Niederlande
Gen

pQE-70 3426 bp | Expressionsvektor (E. coli) Qiagen®, Hilden
C-terminaler 6x His-tag
Ampicillin-Resistenz

pET-20b(+) 3716 bp | Expressionsvektor (E. coli) Novagen,
C-terminaler His-tag Nottingham, UK
N-terminale Signalsequenz (pelB) fur
mdgliche periplasmatische Lokalisation

pDXA-FLAG 6146 bp | Expressionsvektor (D. discoideum) http://dictybase.
N-terminaler FLAG-tag org/
Ampicillin-Resistenz (Amp") und (Columbia
Neomycin- bzw. G418-Resistenz (Neo") | University,
extrachromosomal; Replikationsorigin NewYork)
von high copy Plasmid Ddp2;
konstitutiver actin 15 Promotor
E. coli Replikationsorigin

pDXA-3H 6105 bp | Expressionsvektor (D. discoideum) http://dictybase.
C-terminaler 6x His-tag org/
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Eigenschaften wie pDXA-FLAG (Columbia
University,
NewYork)

pDXA-mcs-YFP 6833 bp | Expressionsvektor (D. discoideum) http://dictybase.

C-terminaler YFP-tag org/

Eigenschaften wie pDXA-FLAG (Columbia
University,
NewYork)

2.1.8. Systeme zur DNA-Aufreinigung und Standards

System zur DNA-Aufreinigung

Hersteller/ Firma

NucleoSpin®

Macherey-Nagel, Duren

Plasmid Midi Kit

Quiagen, Hilden

QIAEX® Il Gel Extraction Kit

Quiagen, Hilden

QIAquick® Gel Extraction Kit

Quiagen, Hilden

QIAquick® PCR Purification Kit

Quiagen, Hilden

DNA-Standard

Hersteller

GeneRuler™ DNA Ladder Mix

MBI Fermentas, St. Leon-Rot

GeneRuler™ 50bp DNA Ladder

MBI Fermentas, St. Leon-Rot

Protein-Standard

Hersteller

SDS-6H2

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Precision Plus Protein™ Standard (all blue)

BioRad, Minchen

2.1.9. Geriate

Gerat

Hersteller

Agarose UV imaging system Gel Max

Intas, Géttingen

Axiovert 100

Zeiss, Oberkochen

Axiovert 200 M

Zeiss, Oberkochen

Avanti J-20 XP (Rotor: JLA-8.1000)

Beckman Coulter GmbH, Krefeld

Avanti J-20 (Rotor: JLA-8.1000)

Beckman Coulter GmbH, Krefeld

Brutschrank B6200(1)

Heraeus, Hanau

Centrifuge 5417R

Eppendorf, Hamburg
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Centrifuge 5415D

Eppendorf, Hamburg

Christ® alpha 1-4 mit Anlagensteuerung LDC-1m

B. Braun Biotech International GmbH,

Melsungen

Digitalkamera ORCA-ER (C4742-95)

Hamamatsu Photonics Deutschland

GmbH, Herrsching am Ammersee

FireWire Farbkamera DFK 31F03

The Imaging Source Europe GmbH,

Bremen

GC CP-3380

Varian Deutschland GmbH,

Darmstadt

GC/MS: Finigan MAT Magnum™ x/ varian GC

Axel Semrau GmbH, Sprockhdvel

GeneQuant Il

Pharmacia Biotech GmbH, Freiburg

Homogenisator, POTTER-ELVEHJEM

Kontes Glass Co., Vineland, N.J.,
USA

Inkubationsschittler HT Infors

Infors HT, Bottmingen, Schweiz

Leo 1530 FESEM

Zeiss, Oberkochen

LSM 510 Meta

Zeiss, Oberkochen

Mastercycler gradient

Eppendorf, Hamburg

Microprocessor pH-Meter pH 535 MultiCal

WTW Gmbh & Co. KG, Weilheim

MicroPulser

BioRad, Miinchen

Multi-Purpose Scintillation counter LS 65000

Beckman Coulter GmbH, Krefeld

Mode 583 Gel Dryer

BioRad, Miinchen

NanoWizard AFM

JPK Instrumente, Berlin

Optima™ LE-80K Ultrazentrifuge

Beckman Coulter GmbH, Krefeld

Rotanta 460 R

Hettich Zentrifugen, Tuttlingen

Rotina 48 R

Hettich Zentrifugen, Tuttlingen

Sonifier cell disruptor B 15

Branson, Danbury, USA

Thermomixer comfort

Eppendorf, Hamburg

Thermostat 5320 Eppendorf, Hamburg
Trans-Blot® SD Semi-Dry Transfer Cell BioRad, Miinchen
Trockenschrank ST 5060 Heraeus, Hanau

UNIVAPO 150 H (Ultra Rotor: Sorvall TFT 50.38)

Uniequip, Martinsried

UV-Leuchttisch

Desaga Sarstedt Gruppe, Nirmbrecht

UV/Visible Spectrophotometer Ultrospec 3300 pro

Amersham Biosciences, Freiburg
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2.1.10. Software

Software Anwendung

Adobe lllustrator 9,0 Bildbearbeitung

Adobe Photoshop 7,0 Bildbearbeitung

AxioVS 4.1.1.0 (Zeiss, Oberkochen) Bildaufnahme am LSM 510 meta
Blast (http://www.ncbi.nim.nih.gov/BLAST/) Sequenzanalyse

BioEdit Sequenzanalyse
(http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html)

Boxshade Sequenzanalyse

(http://www.ch.embnet.org/software/BOX_form.html)

Carl Zeiss AxioVision LR Rel. 4.3 Bildbearbeitung

ClustalW (http://align.genome.jp/) Sequenzanalyse

Gwyddion 2.10 Bearbeitung von AFM-Bildern
HClmage Version 1.02.060107 Bildaufnahme am Axiovert 200
JPK Image Processing, Version 3.2.19 Bearbeitung von AFM-Bildern
LSM 510, Version 3.2 SP2 Bildaufnahme am LSM 510 meta
LSM Image Browser, Release 3.5 Bildbearbeitung

MWG (https://ecom.mwgdna.com) Bestimmung von Ty
NanoWizard® IP Image Processing Software Bildaufnahme am AFM
pDRAW32 (http://www.acaclone.com/) Sequenzanalyse

VecScreen Sequenzanalyse

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/VecScreen/VecScreen.
html)

Vector NTI 10.3.1. (http://www.invitrogen.com) Sequenzanalyse

2.2. Methoden
2.2.1. Zellbiologische Methoden

2.2.1.1. Kultivierung von E. coli

Nach einer Transformation oder zum Vereinzeln von Glycerinkulturen wurden die E. coli auf
LB-Platten kultiviert. Zur Selektion transformierter Bakterien enthielten die Platten das
entsprechende Antibiotikum (100 ug/ml Ampicillin). Die Platten wurden nach dem
Ausplattieren oder Ausstreichen der Bakterien Uber Kopf flir mindestens 12 h bei 37 °C
inkubiert. Platten mit E. coli-Kulturen konnten bei 4 °C mehrere Wochen gelagert werden.

Fir Flissigkulturen wurde in 5 ml LB-Medium (s. 2.1.4.1.) eine Einzelkolonie von einer Platte

angeimpft und etwa 12 h bei 190 rpm und 37 °C geschittelt. Mit 5 ml einer solchen Vorkultur
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wurden grofRere Kulturen wie 100 ml LB-Medium angeimpft und wie beschrieben geschittelt.
Bei Ampicillin-resistenten Stdmmen wurde zu dem Medium 100 pg/ml Ampicillin gegeben.
Die Ermittlung der Zelldichten beim Bakterienwachstum erfolgte durch Absorptionsmessung
bei einer Wellenlange von 600 nm.

Zur Konservierung einzelner Transformanten wurden Glycerin-Kulturen angelegt: mit einer
Einzelkolonie wurden 3 ml LBamy,-Medium angeimpft und UN kultiviert. Dann wurden 828
der Suspension entnommen und mit 172 pl sterilem 87%igem Glycerin in einem 1,5 ml-
Eppendorf-Reaktionsgefal® grundlich gemischt. Anschliefiend wurde die Kultur in flissigem
N> schockgefroren und bei -80°C gelagert. Bei Bedarf wurde mit der Impfése ein Aliquot

entnommen und auf LB-Platten ausgestrichen.

2.2.1.2. Kultivierung von D. discoideum

Die axenischen D. discoideum-Stamme wurden entweder in Schuttelkultur in HL5c-Medium
oder in Petrischalen in HL5-Medium (s. 2.1.4.2.) kultiviert. Fir die Selektion und das
Wachstum von transformierten Zellen wurde dem Medium 10 bis 40 ug/ml G418 bzw. bei
dem dcsA- Stamm 5 pg/ml Blasticidin S zugegeben.

In Schittelkulturen wurden Ax3-orf+ Zellen bei einer Dichte von 1-10* bis héchstens 8:10°
Zellen/ml angezogen. Bei transformierten Zellen sowie bei dcsA- Zellen sollte die Zelldichte
zwischen 5-10° bis 8-10° Zellen/ml liegen. Die Zelldichte wurde mit Hilfe einer Neubauer-
Zahlkammer bestimmt. Die Kulturen wurden bei 180 rpm und bei einer Temperatur von 21°C
geschdttelt.

In Petrischalen (g 6 cm) wurden die Zellen in 8 ml bis 10 ml Medium bei einer Temperatur
von 21°C gezogen. Bei Erreichen der Konfluenz wurden die Zellen mit HL5- oder mit HL5c-
Medium abgespult und gegebenenfalls in eine neue Petrischale angeimpft. In Petrischalen
sollte bei Ax3-orf+ Zellen die Zelldichte zwischen 1-10* und 2:10" Zellen/ml und bei
transformierten Zellen zwischen 5-10° bis 8:10° Zellen/ml liegen. Nach dem Abwaschen der
Zellen von der Petrischale wurde die Zelldichte der Zellsuspension mit Hilfe einer Neubauer-
Zahlkammer bestimmt.

Der dcsA- Stamm wurde zeitweise auf SM-Agarplatten zusammen mit Klebsiella aerogenes
(@ 9,2 cm) kultiviert. Dazu wurden 8-10* Zellen mit 200 ul einer UN-Kultur von Klebsiella
aerogenes in SM-Medium vermischt. AnschlieRend wurde die Suspension auf einer SM-
Agarplatte mit einem Drigalski-Spatel vorsichtig verteilt. Nachdem die Platten unter der
Sterilbank getrocknet waren, wurden sie bei 21°C Uber Kopf inkubiert. Nach ca. zwei Tagen
zeigten sich die D. discoideum-Kolonien als Plaques auf dem Bakterienrasen.

Am Rand dieser Plaques befinden sich die vegetativen Zellen, die mit Hilfe einer
Plastikimpfése in 1 ml HL5-Medium in einer 24well-Titerplatte UberfGhrt wurden. Dem

Medium wurde 300-500 pg/ml Dihydrostreptomycin-Sulfat und 300-500 pg/ml Penicillin
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zugefugt. Die Zellen wurden bei 21°C gezogen. Nach ein paar Tagen konnten die D.
discoideum-Zellen die Bakterien verbrauchen und axenisch werden. Nach einem
Mediumwechsel wurden die Zellen wie oben beschrieben in einer Petrischale kultiviert. Nach

weiteren zwei Tagen konnten die Zellen nach Bedarf auch in Flissigkultur gezogen werden.
2.2.1.3. Konservierung von D. discoideum

Die Zellen wurden als Amdben in DMSO-Kulturen oder als Sporen konserviert.

2.2.1.3.1. DMSO-Kulturen von vegetativen D. discoideum-Zellen

Zur Konservierung von D. discoideum-Zellen wurden axenisch gewachsene Zellen geerntet
(1000 x g; 4°C; 5 min; Rotanta 460R, Hettich Zentrifugen) und anschlieffend zweimal mit je
50 ml Bonner's Losung (s. 2.1.3.) gewaschen. Nachdem die Zelldichte mit eiskaltem
Einfriermedium (HL5c und 10% DMSO) auf 1-10® Zellen/ml eingestellt wurde, wurde die
Zellsuspension in 1 ml Aliquots in auf Eis vorgekihlte Einfrierréhrchen aufgeteilt. Die Zellen
wurden 10 min auf Eis kaltgestellt, anschlieRend 2 bis 4 Stunden bei -20°C inkubiert und
dann bei -80°C gelagert. Optional wurden die DMSO-Kulturen nach 12 Stunden in flissigem
N, gelagert.

Um eingefrorene Zellen wieder anzuziehen, wurden sie auf Eis aufgetaut. Nachdem sie
zweimal mit eiskaltem HL5-Medium gewaschen wurden (3 min bei 100 x g), wurden sie dann
in eine Petrischale mit HL5-Medium Uberflihrt. Bei Transformanten wurde 20 ug/ml G418
zugegeben. Um restliches DMSO zu entfernen, wurde am nachsten Tag das Medium

gewechselt.
2.2.1.3.2. Konservierung von D. discoideum-Sporen

Axenisch gewachsene D. discoideum-Zellen, deren Zelldichte nicht gréRer als 5-10°
Zellen/ml sein sollte, wurden geerntet (1000 x g; 4°C; 5 min; Rotanta 460R, Hettich
Zentrifugen) und dann zweimal mit 50 ml kaltem MES-Puffer gewaschen. Das Zellpellet
wurde mit MES-Puffer (s. 2.1.3.) resuspendiert und die Zelldichte wurde auf 1-10® Zellen/ml
eingestellt. Von dieser Zellsuspension wurden jeweils 500 ul auf einer MES-Agarplatte
(Durchmesser: 9,2 cm) mit einem Drigalski-Spatel vorsichtig verteilt und unter der Sterilbank
fur 10 bis 30 min getrocknet, bis sie nicht mehr nass aber noch glanzend waren. Die
Agarplatten wurden auf dem Kopf bei 21°C inkubiert. Es entwickelten sich innerhalb von 24
bis 48 h Sporen. Die Sporen wurden von nicht zu alten Platten mit einem sterilen Spatel

abgekratzt und in 1 ml 10% Glycerin resuspendiert. In 100 pl-Aliquots wurde die Suspension
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in Eppendorf-Reaktionsgefale verteilt und diese wurden in fl. N, schockgefroren. Die
Lagerung erfolgte bei -80°C.

Zum Animpfen der Sporen wurde ein Aliquot bei Raumtemperatur aufgetaut und in eine
Petrischale mit HL5-Medium Uberfihrt.

2.2.1.4. Optionale Lagerung von D. discoideum-Zellen nach der Zellernte

Zellkulturen konnten optional gelagert werden, wobei sie vor der Zelllyse eingefroren wurden.
Nach der Zellernte (1000 x g; 4°C; 10 min; JLA-8.1000-Rotor, Beckman) wurden die Zellen
in 6 ml Lysepuffer (s. 2.1.3.) mit 40 ug/ml TLCK, 20 ug/ml TPCK, 200 uM PefablocSC, 200
MM 1,10-Phenanthrolin, 5 mM Benzamidin, 7 mM B-Mercaptoethanol sowie 0,04% NaNj;
resuspendiert. Die Zellen wurden eingefroren, indem sie trépfchenweise in fl. N, pipettiert
wurden. Die entstandenen Kiigelchen wurden in BD Falcon™ konischen GefaRen (50 ml) bei
-80°C gelagert.

Zum Auftauen wurden die Zellen bis zu etwa -10°C erwarmt und anschlie®end vorsichtig mit
einem Glasstab gerthrt, um vollstandiges Auftauen zu erreichen. Wahrend des Auftauens

wurden die Zellen schon lysiert.

2.2.1.5. Fixierungen von D. discoideum-Zellen

2.2.1.5.1. Fixierung mit Formaldehyd/ Methanol

Diese Fixierung ist besonders geeignet, um mittels Immunfluoreszenz Aktin und Myosin
nachzuweisen.

In je eine Probenkammer von einem p-Slide 18 well (ibidi) wurden jeweils 20 pl
Zellsuspension gegeben. Nachdem etwa 15 min gewartet wurde, bis sich die Zellen an die
Oberflache des p-Slides angeheftet haben, wurden die Zellen zweimal kurz in 15 mM Na/K-
PO4-Puffer (s. 2.1.3.), der in Petrischalen vorgelegt wurde, gewaschen. Das u-Slide wurde
abgetrocknet und anschliefend in eiskaltem 2 % Formaldehyd in Methanol bei -20°C fur
mindestens 15 min fixiert. Danach wurden die fixierten Zellen dreimal 5 min in 1x PBS/
0,05% Tween® 20 gewaschen.

2.2.1.5.2. Fixierung mit 4% Paraformaldehyd in 1x PBS auf Polysine®-Objekttrager

Die Proben fir die Analyse mit dem Rasterkraftmikroskop (AFM) (s. 2.2.7.3.) wurden mit
Paraformaldehyd fixiert, um die Membranstrukturen der Zellen moglichst nicht zu verandern.
Auf einen beschichteten Polysine®-Objekttrager (s. 2.1.1.) wurde 1 ml Kultur mit einer

Zelldichte von 5-10° Zellen/ml gegeben. Nach 30 min wurde das Medium abgesaugt und die
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Zellen wurden mit 1 ml 1x PBS gewaschen. AnschlieBend wurden die Zellen mit 1 ml 4%
Paraformaldehyd in 1x PBS fur mindestens 30 min bei RT fixiert. Die Objekttrager wurden
UN bei 4°C in Fixierldsung gelagert.

Um ein Ausbleichen der YFP-Fusionsproteine zu verhindern, wurden die Proben im Dunkeln

fixiert und bis zum Mikroskopieren dunkel gelagert.

2.2.2. Molekularbiologische Methoden

2.2.2.1. Isolierung von Plasmiden im analytischen MaBstab aus E. coli

Von einer Platte wurde eine Einzelkolonie eines E. coli-Klons, der das gewunschte Plasmid
enthielt, in 5 ml LBan,-Medium angeimpft und UN bei 37°C geschdittelt (s. 2.2.1.1.). Die UN-
Kulturen wurden durch Abzentrifugieren in 1,5 ml-Eppendorf-Raktionsgefalie Uberflhrt. Die
Plasmide wurden dann mit NucleoSpin® nach Angaben des Herstellers isoliert und in 50 pl
AE eluiert. Die isolierten Plasmide wurden bei -20°C gelagert.

Die Konzentration der Plasmide wurde photometrisch bestimmt (s. 2.2.2.3.).

2.2.2.2. Isolierung von Plasmiden im praparativen MaRstab aus E. coli

Mit einer Einzelkolonie der transformierten E. coli wurden 100 ml LBamp-Medium angeimpft
und UN bei 37°C geschiittelt (s. 2.2.1.1.). Nach Angaben des Herstellers wurden die
Plasmide mit Hilfe eines Plasmid Midi Kits von Qiagen isoliert und in 50 pl-100 pl AE
aufgenommen. Die isolierten Plasmide wurden bei -20°C gelagert.

Die Konzentration der Plasmide wurde photometrisch bestimmt (s. 2.2.2.3.).

2.2.2.3. Konzentrationsbestimmung von Nukleinsdauren

Die Konzentration von DNA wurde mit einem Photometer (GeneQuant I, Pharmacia Biotech)
bestimmt. Fur doppelstrangige DNA entspricht 1 ODagonm €iner Konzentration von 50 ng/ul.
Die Reinheit der praparierten DNA konnte Uber das Verhaltnis OD2gonm/OD2gonm bestimmt
werden. Ist das Verhaltnis groRer als 1,8, handelte es sich um fir die weitere Verwendung

ausreichend reine DNA.
2.2.2.4. Praparative und analytische Restriktionsspaltung von DNA
Praparative Restriktionsverdaue wurden zum Zuschnitt der Plasmide und PCR-Fragmente

fur den Einsatz in Ligationen durchgefuhrt. Mit Hilfe der Restriktionsanalyse wurden korrekte

Transformanten identifiziert.



Material und Methoden Seite 36

2.2.2.4.1. Praparativer Restriktionsverdau von DNA

FUr den praparativen Restriktionsverdau wurden 1 pg-3 pg Plasmid und 20-25 U
Restriktionsenzym in einem Volumen von 25-100 ul eingesetzt. Zum Teil wurden auch
Verdaue mit zwei Restriktionsenzymen angesetzt. Dazu mussten die Schnittstellen mehr als
10 Nukleotide auseinander liegen und die Enzyme mussten unter denselben Bedingungen
aktiv sein. Hinsichtlich der Pufferbedingungen und der Reaktionstemperatur wurde nach den
Angaben des Herstellers der Verdau eine Stunde inkubiert. Fur weitere enzymatische
Reaktionen unter anderen Pufferbedingungen wurde die DNA mit Hilfe des PCR Purification

Kits von Qiagen nach Angaben des Herstellers oder aus Agarosegelen (s. 2.2.2.7.) gereinigt.

2.2.2.4.2. Analytischer Restriktionsverdau von DNA

Fur den analytischen Restriktionsverdau wurden 200 ng bis 500 ng Plasmid sowie 2-15 U
Restriktionsenzym in einem Volumen von 10 ul eingesetzt. Bei den Pufferbedingungen und
der Reaktionstemperatur wurden die Angaben des Herstellers berlcksichtigt. Die
Restriktionsschnittstellen wurden so gewahlt, dass nur bei einer positiven Klonierung

Fragmente richtiger GroRRe entstanden.

2.2.2.5. Gelelektrophorese zur Auftrennung von Nukleinsduren

Die Auftrennung von PCR-Produkten und Plasmiden nach Restriktionsanalyse erfolgte flr
analytische und praparative Zwecke in horizontalen Agarosegelen. Die Gele bestanden je
nach FragmentgrofRe aus 0,8% bis 2% Agarose in 1x TAE-Puffer mit Ethidiumbromid (s.
2.1.3.). Die DNA-Proben wurden auf 1x DNA-Probenpuffer (s. 2.1.3) gebracht und wurden
auf das Gel geladen. Als Laufpuffer wurde 1x TAE-Puffer mit Ethidiumbromid verwendet. Der
Lauf erfolgte bei 90-150 mA bis zur gewlinschten Auftrennung.

Unter UV-Licht (254 nm und 366 nm fiir analytische Zwecke bzw. nur 366 nm fir praparative
Zwecke) konnten die Banden detektiert werden. Zur Abschatzung der Fragmentldnge wurde

auf eine Spur des Gels auch ein DNA-Standard (s. 2.1.8.) aufgetragen.
2.2.2.6. Polymerasekettenreaktion
Bei der Polymerasenkettenreaktion (PCR) werden spezifisch DNA-Sequenzen ausgehend

von kleinsten Mengen an Vorlagemolekilen (Matrizen) amplifiziert.

Die PCR wurde fir analytische und fiir praparative Zwecke verwendet.
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2.2.2.6.1. PCR nach Standardprotokoll

Die Ansatze wurden auf Eis in 0,2 ml PCR-Reaktionsgefalle pipettiert.

Bei 50 pl-Ansatzen diente als Matrize 10-25 ng Plasmid. Es wurden je 0,5 ul sense- und
antisense-Primer eingesetzt. Zudem wurden 0,75 pl 10 mM dNTP-Mix zugegeben. Von der
Taqg-Polymerase reichten 0,75 pl aus. Von der Pwo-Polymerase bzw. der Phusion™ HF DNA
Polymerase wurden 0,5 ul eingesetzt. Die PCR-Puffer (5% PCR-Puffer I, 10x PCR-Puffer II,
10x Reaktionspuffer (Pwo) bzw. 5x HF-Puffer (Phusion)) (s. 2.1.3.) wurden so zugegeben,
dass sie im gesamten Ansatz einfach konzentriert waren. 200 pl-Ansatze wurden im
Thermocycler in 50 pl-Aliquots inkubiert.

Um die Qualitdt der Reagenzien zu Uberprufen, wurde ein Ansatz ohne template-DNA
mitgefluhrt.

Die Amplifizierung erfolgte in einem Thermocycler nach folgendem Programm:

HOT-Start: 75°C

1x: 94°C 2 min Denaturierung

10x: 94°C 20 sec Denaturierung
Twm 15 sec Primer-Annealing
72°C 45 sec-2,75 min Elongation

15x-20x:94°C 20 sec Denaturierung
Twm 15 sec Primer-Annealing
72°C 45 sec-2,75 min (+2 sec/Zyklus) Elongation

1x: 72°C 7 min Elongation

Hold: 8°C

Bei der Verwendung der Phusion™ HF DNA Polymerase wurde alternativ folgendes
Programm gewahlt:
HOT-Start: 75°C

1x: 98°C 1 min Denaturierung

10x: 98°C 12 sec Denaturierung
Twm 15 sec Primer-Annealing
72°C 1-1,5 min Elongation

15x: 98°C 12sec Denaturierung
Twm 15 sec Primer-Annealing
72°C 1 min-1,5 min (+2 sec/Zyklus) Elongation

1x: 72°C 7 min Elongation

Hold: 8°C
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Die Annealingtemperatur Ty wurde abhangig von dem eingesetzten Primerpaar gewahlt. Sie
sollte zwischen 50°C und 60°C liegen, um eine ausreichende Stringenz zu gewahrleisten.
War die optimale Annealingtemperatur nicht bekannt, wurde eine PCR mit Gradienten
gefahren. Der Ansatz wurde dann auf verschiedene Annealingtemperaturen im Thermocycler
aufgeteilt.

Die Elongationszeit wurde abhangig von der Lange der zu amplifizierenden DNA gewahlt.
Die Tag-Polymerase kann in einer Minute etwa 1000 bp polymerisieren. Die Pwo-DNA-
Polymerase bendétigt 45 Sekunden und die Phusion™ HF DNA Polymerase bendtigt 15-30
Sekunden fir die Polymerisation von 1000 bp.

Je mehr Zyklen durchlaufen wurden, desto besser war die Ausbeute. Fir praparative
Zwecke sollte ein Maximum von 25 Zyklen nicht Gberschritten werden.

Zur Analyse der PCR-Produkte wurden 10 ul PCR-Ansatz mit 2 ul 6x DNA-Probenpuffer ver-

setzt und auf einem 0,8%- oder 2%-Agarosegel untersucht (s. 2.2.2.5.).

2.2.2.6.2. Kolonie-PCR mit E. coli

Die Kolonie-PCR diente zum Auffinden positiver Transformanten, die Vektoren mit dem
gewulnschten Insert enthielten. Dazu wurde ein Teil einer Kolonie steril gepickt und in 25 pl
H,O, das in 0,2 ml PCR-Reaktionsgefal’en vorgelegt wurde, resuspendiert. Die Zellen
wurden durch 5 min langes Aufkochen bei 94°C lysiert. Nach kurzem Abzentrifugieren wurde
25 pl 2x Pramix bestehend aus 10 pl 5x PCR-Puffer bzw. 5 ul 10x PCR-Puffer, 0,5-0,7 pl 10
mM dNTPs, je 0,25-0,5 ul sense- und antisense-Primer und 1 pl Taq Polymerase zu den
Lysaten gegeben. Optional wurde dem Ansatz zusatzlich B-Betain hinzugefligt, wobei eine
Endkonzentration von 1 M eingestellt wurde. Die Amplifizierung erfolgte nach dem
Standardprogramm.

Zur Analyse wurden 10 yl PCR-Ansatz mit 2 ul 6x DNA-Probenpuffer elektrophoretisch auf

einem 2%-Agarosegel aufgetrennt (s. 2.2.2.5.).

2.2.2.6.3. Kolonie-PCR mit D. discoideum

Das Protokoll wurde nach Charette und Cosson (2004) etabliert.

Zellen wurden mit 10 upl HL5-Medium aus 24well-Titerplatten pipettiert. Zu den 10 ul
Zellsuspension wurden 40 pl Lysepuffer (LyB) (s. 2.1.3.) und ProteinaseK (10 ug ad 25 ul
LyB) gemischt. Der Ansatz wurde 4 min bei RT inkubiert. Um die ProteinaseK zu inaktiveren,
wurde anschliefend 1 min bei 95°C inkubiert.

Es wurde 1 pl Zelllysat in eine Standard-PCR eingesetzt (s. 2.2.2.6.1.). 10 yl des Ansatzes

wurden auf einem Agarosegel analysiert (s. 2.2.2.5).
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2.2.2.7. Reinigung von DNA aus Agarosegelen

Aus praparativen Gelen wurde das gewulnschte Fragment unter dem langwelligen UV-Licht
(366 nm) mit einem Skalpell ausgeschnitten. Die Bildung von Pyrimidindimeren ist unter dem
energiearmen UV-Licht weniger wahrscheinlich als unter dem energiereichen UV-Licht (254
nm). Das PCR-Produkt wurde dann mit Hilfe des QIAEX® Il Gel Extraction Kits nach
Vorschrift des Herstellers aus dem Gel extrahiert. Die DNA wurde im Elutionspuffer des Kits

gelost.

2.2.2.8. Klonierung
2.2.2.8.1. Herstellung kompetenter E. coli-Zellen

Fir die Transformation von Plasmiden wurden nach der Calciumchlorid-Methode chemisch
kompetent gemachte Bakterien verwendet.

XL-1 Blue Zellen wurden von der Glycerinkultur auf LBr-Platten ausgestrichen und UN bei
37°C inkubiert. Es wurden 5x in je 4 ml LB-Medium Vorkulturen in 14 ml Rundbodenréhrchen
(Falcon) angeimpft und UN bei 37°C/ 190 rpm geschiittelt. Mit je 750 pl Vorkultur wurden 3x
50 ml LB-Medium angeimpft. Bei ODs7snm= 0,6 wurden die Zellen geerntet und in sterile BD
Falcon™ konische GefaRe (50 ml), die auf Eis gestellt wurden, (iberfiihrt.

Die Bakterien wurden 10 min bei 4000 rpm und bei 4°C zentrifugiert (Rotanta 460R, Hettich
Zentrifugen). Der Uberstand wurde gut abdekantiert und das BD Falcon™ konische GefaR
wurde noch 1 min umgekehrt auf Papier abgetupft. Jedes Pellet wurde in 15 ml eisgekihltem
Tfb | pro 50 ml Kultur durch Vortexen resuspendiert. Die Zellen wurden mind. 10 min auf Eis
inkubiert und 5 min bei 2000 rpm (= 700 x g) und bei 4°C zentrifugiert. Zu jedem Pellet
wurden 2 ml eisgekihltes Tfb Il pro 50 ml Kultur zugegeben. Die Zellen wurden durch
sanftes Schwenken in Eiswasser resuspendiert. Dies dauerte ca. 10-20 min.

Je 200 pl Zellen wurden in Cryo-Tubes, die in flissigem N, vorgekihlt wurden, aliquotiert
und sofort in flissigem N, schockgefroren. Die kompetenten Zellen wurden bei -80°C

gelagert.

2.2.2.8.2. Klonierung von PCR-Fragmenten ohne 3’-A-Uberhang

Wurde die PCR mit einer Polymerase mit proofreading-Aktivitat durchgefihrt, musste das zu
klonierende PCR-Fragment vor der Ligation in den linearisierten und am 5-Ende
dephosphorylierten Vektor pBluescript Il SK (-) mit Kinase behandelt werden. Die
Phosphatgruppen am 5-Ende des Vektors wurden entfernt, um eine Religation des Vektors

zu verhindern.
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2.2.2.8.2.1. Vorbereitung des Vektors

4 ug des mittels Nucleospin-Kit aufgereinigten Plasmids pBluescript 1l SK (-) wurden wie in
2.2.2.4.1. beschrieben mit 35 U des Restriktionsenzyms Sma | UN bei 30°C geschnitten.
Durch Inkubation bei 65°C fur 25 min wurde das Enzym inaktiviert. Nachdem der Ansatz bei
RT und dann auf Eis abgekuhlt wurde, wurden 2,5 U Calf Intestine Alkaline Phosphatase
(CIAP) zugegeben und 30 min bei 37°C inkubiert. Der Vektor wurde auf einem 1%-
Agarosegel aufgetragen und mit Hilfe des QIAEX® Il Gel Extraction Kits aus dem Gel
extrahiert (s. 2.2.2.7.). Zur Mengenabschatzung wurde 1 pl des Eluats auf einem 1%-

Agarosegel analysiert.

2.2.2.8.2.2. Kinase-Behandlung des PCR-Fragments

Von dem mittels QIAEX® 1l Gel Extraction Kit aufgereinigten PCR-Fragment sollte maximal
die 10x Stoffmenge im Vergleich zur Stoffmenge des Vektors eingesetzt werden. Das
gegebenenfalls in der nicht erhitzten UNIVAPO 150 H eingeengte PCR-Fragment wurde in
einem 10 pl-Ansatz mit 1 pl 10x T4,-PNK-Puffer, 1 yl 10 mM ATP und 1 pl T4-Polynukleotid-
Kinase (10 U/ul) gemischt und fir 30-40 min bei 37°C inkubiert. Das Enzym wurde
anschliefRend fur 20 min bei 65°C inaktiviert. Der Ansatz wurde dann bei RT abgekunhlt.

2.2.2.8.2.3. Ligation des kinasierten PCR-Fragments in pBS Il SK (-) (Smal/CIAP)

In den Ligationsansatz wurde das gesamte mit Kinase behandelte PCR-Fragment, 0,5 yl des
pBluescript Il SK (-) (Smal/CIAP)-Vektorfragments, wahlweise 0,2 pl 10 mM ATP sowie 1 pl
T4,-DNA-Ligase (5U/ul) eingesetzt. Die Ligation erfolgte fir 3-4 Stunden bei RT.

2.2.2.8.3. Ligation von DNA-Fragmenten mit kompatibeln, tiberstehenden Enden

Fur die Umklonierung des Inserts aus dem pBluescript Il SK (-) in die Expressionsvektoren
(s. 2.1.7.), bei der Klonierung der Myosindomane ohne Region niedriger Komplexitat sowie
bei der Klonierung der Chitinsynthase wurde das Insert mit zwei verschiedenen
Restriktionsenzymen aus dem pBluescript [I SK (-) geschnitten. Der Expressionsvektor
wurde mit denselben Restriktionsenzymen linearisiert. Die mittels QIAEX®Il Gel Extraction Kit
aufgereinigten Inserts und Vektoren wurden in den 10 ul-Ligationsansatz zusammen mit 1 pl
10x OPA, 1ul 10 mM ATP sowie 0,5 ul T,-DNA-Ligase eingesetzt. Die Ligation erfolgte UN
bei 12°C.
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2.2.2.8.4. Transformation in E. coli-Zellen

Die kompetenten E. coli-Zellen wurden auf Eis aufgetaut. Nachdem 50 ul kompetente Zellen
zum Ligationsansatz gegeben wurden, wurde der Ansatz 30 min im Eisbad inkubiert und
dabei immer wieder angeschnippt. Nach einem Hitzeschock bei 42°C fir 90 sec wurden die
Zellen auf Eis abgekuhlt. Die Zellen wurden steril mit 500 yl SOC-Medium versetzt und 45
min bei 37°C inkubiert. 20 pl, 180 ul und der Rest der Bakterien wurden jeweils auf einer
AXI-Platte oder jeweils einer LBay,-Platte steril ausplattiert. Die Platten wurden UN bei 37°C
inkubiert.

Zur Selektion der positiven Transformanten besitzt der pBluescript || SK(-) -Vektor sowie die
pDXA-Vektoren ein Ampicillin-Resistenzgen.

Aulerdem besitzt der pBluescript Il SK(-) -Vektor an der Insertionsstelle, der multiple cloning
site, den 5-terminalen Teil des lacZ-Gens, das flir das N-terminale Fragment der (-
Galactosidase codiert. Bei erfolgreicher Transformation des Inserts in den Vektor wird dieser
Sequenzabschnitt unterbrochen, so dass rekombinante Klone durch Blau-Weil3-Screening
identifiziert werden kénnen. Positive Transformanten bilden weif3e Kolonien.

Es wurden in der Regel bis zu acht weille und zwei blaue Klone als Kontrolle gepickt. Bei der
Transformation von pDXA-Vektoren wurden meist 20 Klone gepickt. Ein Teil wurde fir
Kolonie-PCR verwendet (s. 2.2.2.6.2.), um positive Transformanten zu verifizieren. Der Rest
der Kolonien wurde auf einer AXI-Platte oder einer LBanp-Platte ausgestrichen, die bei 37°C
inkubiert wurde. Nach ca. 6 Stunden wurden fur die Plasmidisolierung mit jedem Klon 2x 3
ml LBamp in Rundbodenrdhrchen (Falcon) angeimpft und UN bei 37°C/ 190 rpm geschiittelt.
Nach der Aufreinigung der Plasmide (s. 2.2.2.1.) wurde die Konzentration photometrisch
bestimmt (s. 2.2.2.3.).

2.2.2.8.5. Sequenzierung und Sequenzanalyse

Zur Sequenzierung der Plasmide wurde MWG, Ebersberg, beauftragt. Es wurden 1 ug
Plasmid in der Univapo 150H eingetrocknet und eingeschickt. Nach Bedarf wurden 15 pl
eigene Sequenzierprimer (2 pmol/pl), deren Lange zwischen 18-28 Basenpaare sein sollten
und deren Schmelztemperatur zwischen 52 bis 62°C liegen sollte, flir die Sequenzierung
verwendet.

Im Normalfall wurden ca. 700 bp in hervorragender Qualitdt sequenziert.

Die erhaltenen Sequenzen wurden mit VecScreen, BioEdit, pPDRAW32, Blast (blastx) und
VectorNTI (s. 2.1.10.) analysiert.
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2.2.2.9. Transformation mit Calciumphosphatfallung in D. discoideum

Die D. discoideum-Zellen sollten drei bis vier Tage in Petrischalen (g 6 cm) gewachsen sein.
Am Tag vor der Transformation wurde das HL5-Medium gegen 12,5 ml Bis-Tris HL5 (s.
2.1.4.2.) ausgetauscht. Am Tag der Transformation wurde das Medium erneut durch frisches
10 ml Bis-Tris HL5 ersetzt, um Phosphat weiter zu reduzieren. Mit Calciumphosphat wurde
10 ug bis 20 ug der DNA (¢ ~ 1 pg/ul) gefallt, indem sie mit 0,24 ml sterilem H,O, 0,3 ml 2x
HBS (s. 2.1.3.) sowie 60 pl 1,25 M CaCl, gemischt wurde. Anschlieliend wurde bei den
Zellen das Medium abgesaugt und die DNA-L&sung tropfend auf den Zellen verteilt. Nach 30
minutiger Inkubation wurden 10 ml Bis-Tris HL5 zugegeben. Die Zellen wurden 4-8 Stunden
stehengelassen. Dann wurde das Medium abgenommen und vorsichtig 4 ml 18% Glycerin in
1x HBS zugegeben, wobei man das Glycerin an der Seite der Schale abfliel3en liel. Nach
exakt 5 min wurde die Glycerinlésung abgenommen und 10 ml HL5-Medium zugegeben. Die
Zellen wurden UN inkubiert. Erst dann wurde fiir die Selektion 10-20 ug/ml G418 zugegeben.
Alle drei bis vier Tage wurde das Medium durch frisches HL5-Medium mit 10-20 ug/ml G418
ersetzt. Dabei wurde die Petrischale vor dem Absaugen des alten Mediums geschwenkt, um
tote und nicht stark adharente Zellen abzuschwemmen. Nach etwa 5 bis 7 Tagen konnten
Kolonien auf dem Boden der Petrischale beobachtet werden. Es konnte aber auch bis zu vier
Wochen dauern, bis man Kolonien sehen konnte. Friihestens nach einer Woche, da es sich
sonst mit hoher Wahrscheinlichkeit um falsch positive Transformanten handelte, konnten
diese gepickt werden und in je 1 ml HL5 mit 10-20 pg G418 in einer 24well-Titerplatte
Uberfiihrt werden. Wenn die Zellen konfluent waren, konnten positive Transformanten mittels
Kolonie-PCR (s. 2.2.2.6.3.), mittels Immunfluoreszenz (s. 2.2.4.) oder mittels einer
Proteinaufreinigung im analytischen Malstab (s. 2.2.8.2.) verifiziert werden. Diese wurden
dann wiederum in 8 ml HL5 in Petrischalen Uberflhrt und wenn die Zelldichte ausreichend
war, dann wiederum in Schuttelkulturen kultiviert (s. 2.2.1.2.). In Schuttelkultur sollte die

Zelldichte zwischen 5:10°-8-10° Zellen/ml liegen.

2.2.2.10. Elektroporation mit D. discoideum

Mindestens 30 ml einer Schiittelkultur mit einer Zelldichte von ca. 3-10° Zellen/ml wurden
durch Zentrifugation bei 1000 x g fir 10 min (Rotanta 460R, Hettich Zentrifugen) geerntet.
Die Zellen wurden zweimal mit je 50 ml kaltem DD-EP (s. 2.1.3.) gewaschen. Dann wurde
das Zellpellet in DD-EP resuspendiert, wobei auf eine Zelldichte von 1-10" Zellen/ml
eingestellt wurde. 0,8 ml dieser Zellsuspension wurden mit 15 ug - 30 ug Plasmid (c ~ 1
pg/ul) in einem Eppendorf-Reaktionsgefald gemischt. Die Zellen wurden dann in vorgekiihlte
0,4 cm-Elekroporationskivette Uberfuhrt und 5 min auf Eis inkubiert. Die Kiivette wurde

angeschnipst, um abgesetzte Zellen aufzuwirbeln. Nachdem die Kiivette aulien abgetrocknet
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wurde, wurde sofort mit dem Programm ,dic* (1 kV; 2 Pulse; 1 msec (5 sec Pulsintervall))
elektroporiert. Anschliellend wurde die Kivette sofort auf Eis gestellt. Nach 5-10 min wurden
150 pl, 250 pl bzw. 400 pl der Zellsuspension in jeweils eine Petrischale (g 6 cm) mit 8 mI-10
ml HL5-Medium Uberfihrt. Nach 12-24 h wurde das Medium gegen frisches HL5-Medium mit
10-20 pg/ml G418 ausgetauscht. Alle drei bis vier Tage wurde das Medium gewechselt,
wobei vor dem Abnehmen des alten Mediums die Petrischale geschwenkt wurde. Positive

Transformanten wurden wie in 2.2.2.9. beschrieben gepickt, verifiziert und kultiviert.

2.2.3. Proteinbiochemische Methoden

2.2.3.1. Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bradford

Das Bradford-Testreagenz ,5x Roti®-Quant‘ wurde in Wasser auf einfache Konzentration
verdiinnt. In einer Plastik-Halbmikrokiivette wurden 20 pl Probe mit 980 pl 1x Roti®-Quant
gemischt und fiir 20 min bei RT inkubiert. Nach erneutem Mischen wurde die Absorption bei
595 nm in einem Spektralphotometer bestimmt. Als Standardreihe wurden 0 bis 10 ug BSA
in gleicher Weise vermessen und mit den gemessenen Werten wurde eine Eichkurve erstellt.
Durch Interpolation aus der Eichkurve wurden die Proteinkonzentrationen der unbekannten

Proben bestimmt.

2.2.3.2. Prazipitation von Proteinen mit Trichloressigsaure

Um verdinnte Proteinldsungen vor der SDS-PAGE aufzukonzentrieren und/oder um bei der
SDS-PAGE storende Salze aus den Proteinproben zu entfernen, wurden die Proteine mit
Trichloressigsaure (TCA) gefallt. Dazu wurde die Proteinldsung mit gleichem Volumen 3 M
TCA versetzt und gemischt. Die Fallung wurde vervollstandigt, indem die Proben mindestens
30 min auf Eis inkubiert wurden. Dann wurde 30 min bei 4°C und 20.800 x g zentrifugiert.
Der Uberstand wurde vorsichtig und moglichst vollstdndig abgenommen. Um etwaigen,
restlichen Uberstand entfernen zu kénnen, wurde nochmals kurz anzentrifugiert. Das Pellet
wurde dann in geeignetem Volumen 1x SDS — Probenpuffer resuspendiert. Lag der pH-Wert
der Probe im sauren Bereich, konnte die Lésung durch Zugabe von Ammoniakdampf
neutralisiert werden, wobei das Bromphenolblau von gelb nach blau umschlug. Die Proben

konnten nun wie in 2.2.3.4. beschrieben mittels SDS-PAGE analysiert werden.

2.2.3.3. Methanol/Chloroform-Prazipitation von Proteinen

Diese Fallungsmethode ist besonders geeignet zur Entfernung von Lipiden aus Rohextrakten

fur nachfolgenden Auftrag des Extrakts auf SDS-Polyacrylamidgele.
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Zu 150 pl Probe wurden 600 pl Methanol (p.A.) gegeben. Nach kurzem Vortexen wurden 150
pl Chloroform (p.A.) zugegeben und wiederum durch Vortexen gemischt. Dann wurden 450
pl H,O zugegeben und in gleicher Weise gemischt. Nach funfminitiger Inkubation auf Eis,
wurde 5 min bei 20.800 x g und bei 4°C zentrifugiert. Es entstanden drei Phasen. Die obere
Phase wurde verworfen, wobei die Interphase, die die Proteine enthalt, nicht mit
abgenommen werden durfte. Zur unteren Phase und zur Interphase wurden 450 pl Methanol
(p-A.) gegeben und durch Vortexen vermischt. Nachdem die Probe 5 min auf Eis inkubiert
wurde, wurde wiederum 5 min bei 20.800 x g und bei 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde
verworfen und das Pellet wurde in der Speedvac (UNIVAPO 150 H) fir 10 min getrocknet.
Das getrocknete Pellet wurde in geeignetem Volumen 1x Laemmli (s. 2.1.3.) aufgenommen

und wie in 2.2.3.4. beschrieben mit SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese aufgetrennt.

2.2.3.4. SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Fir die elektrophoretische Auftrennung von Proteinen nach ihrer GroRe wurden SDS-
Polyacrylamidgele nach Laemmli (Laemmli, 1970) verwendet. Es fanden so genannte
Minigele mit einer Grofte von ca. insgesamt 7,5 cm x 8,5 cm Verwendung. Nach Bedarf
wurden Trenngele mit 5%-, 6%-, 8%- oder 12%-Acrylamidgehalt verwendet. Das Sammelgel
hatte immer einen Acrylamidgehalt von 5%.

Zusammensetzung des Trenngels:

5% 6% 8% 12%
Tris, pH 8.8 | 3.050 ml
H.O 2.564 ml [2.320 ml 1.840 ml 0.860 ml
SDS 80 ul
TEMED 165 pl 180 pl
AA 1.216 ml | 1.460 ml 1.940 ml 2.920 ml
PER 220 ul

Zusammensetzung des Sammelgels:

Tris, pH 6.8 330 pl
H,0 1.535 ml
SDS 28 yl
TEMED 60 pl
AA 430 pl
PER 110 pl

Die zu analysierenden Proteinproben wurden mit 2x SDS-Probenpuffer oder mit 2x Laemmli
(s. 2.1.3.) versetzt und anschlielend 5 min bei 95°C hitzedenaturiert. Proben mit
Membranproteinen wurden zum Teil auch fir 15 min bei 37°C inkubiert, da auf diese Weise

eine bessere Auftrennung erzielt wurde. Nachdem die Proben abgekuihlt und 1 min bei
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16000 x g zentrifugiert wurden, wurden sie auf das Gel aufgetragen. Die Auftrennung der
Proteine erfolgte bei einer konstanten Stromstarke von 25 mA. Zur Abschatzung der
Molekulargewichte der Proteinbanden im Gel wurde als Standard ein Gemisch von Proteinen
bekannter GroRe mitaufgetragen (s. 2.1.8.).

Die Proteinbanden wurden mittels Coomassiefarbung (s. 2.2.3.5.) oder Silberfarbung
(2.2.3.6.) sichtbar gemacht.

2.2.3.5. Coomassiefarbung von SDS-Polyacrylamidgelen

Proteinbanden in Polyacrylamidgelen wurden mit dem Farbstoff Coomassie Blau R-250
sichtbar gemacht, wobei die Nachweisgrenze bei ca. 50 ng pro Bande liegt. Bei der Farbung
bindet der Farbstoff an die Proteine, aber lagert sich auch in die Gelmatrix ein. Beim
Inkubieren mit Entfarbelosung wird der Farbstoff aus dem Gel wieder herausgewaschen,
bleibt aber an den Proteinen gebunden.

Nach dem Gellauf wurde das unbehandelte SDS-Polyacrylamidgel 10-15 min in Coomassie-
Farbelésung geschittelt. Anschlielend wurde das Gel kurz in Wasser und dann in
Entfarbelosung geschwenkt. Nach Bedarf wurde der Entfarber erneuert. Die Entfarbung
dauerte insgesamt mehrere Stunden, bis der Hintergrund weitgehend farblos war und die
Proteinbanden eindeutig erkennbar waren. Nach dem Waschen in Wasser wurde das Gel in
feuchtem Zustand eingescannt. Dann wurde es mit der Geltrockenapparatur (Model 583, Gel
DRyer; BioRad) fur 25 min bei 80°C im Vakuum getrocknet. In dieser Form wurde das Gel

aufbewahrt.

2.2.3.6. Silberfarbung von SDS-Polyacrylamidgelen

Die Silberfarbung ist im Vergleich zur Coomassiefarbung sensitiver; die Nachweisgrenze
liegt bei ca. 1 ng pro Bande.

Das Verfahren dhnelt dem Entwickeln von Photographien. Bei der Farbung bildet das Ag*-
lon Komplexe mit Glu-, Asp- und Cys-Resten der Proteine. Mit alkalischem Formaldehyd
werden die Silberionen zu elementarem Silber reduziert, das die Proteine braun bis schwarz
farbt. Die Farbung wird durch drastische Veranderung des pH-Wertes gestoppt.

Fir die Farbung wurden Fixierer, Farbelésung, Entwickler und Stopp-Reagenz immer frisch
hergestellt. SDS-Polyacrylamidgele wurden entweder direkt nach der elektrophoretischen
Auftrennung oder nach der Farbung mit Coomassie (s. 2.2.3.5.) silbergefarbt.

Zunachst wurde das Gel mindestens eine Stunde in Fixierer (s. 2.1.3.) geschittelt. Dann
wurde es fir 10 min in 50% Ethanol und fir weitere 10 min in 30% Ethanol entwassert.

Nachdem es eine Minute in 0,2 g/l Natriumthiosulfat in H,O behandelt wurde und
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anschlielend 3x 20 sec mit Millipore-H,O gewaschen wurde, wurde es 20 min mit
Farbelosung (s. 2.1.3.) impragniert. Uberschiissiges Silber wurde durch zweimaliges
Schwenken in Millipore-H,O abgewaschen. AnschlieRend wurde das Gel unter Beobachtung
in Entwickler geschwenkt und sobald die Intensitat der Banden ausreichend war, wurde die
Reaktion mit 5% Essigsaure gestoppt. Nach finfminitigem Schutteln, wurde das Gel 2x flr
10 min gewaschen. AnschlieRend konnte das Gel wie in 2.2.3.5. beschrieben gescannt und

getrocknet werden.

2.2.3.7. Westernblot

Bei dem Westernblot werden Proteinproben, die zuvor durch eine SDS-PAGE aufgetrennt
wurden (s. 2.2.3.4.), elektrophoretisch auf eine Membran transferiert. Der Nachweis der
Proteine erfolgt dann durch Immundetektion.

Es wurde eine Semi-Dry-Blot-Apparatur verwendet. Direkt nach der SDS-PAGE wurde das
so genannte Blotsandwich luftblasenfrei aufgebaut: auf die Anode der Apparatur wurden von
unten nach oben drei in Elektrodenpuffer getrankte Whatmanpapiere, die Membran, das Gel
und nochmals drei in Puffer getrankte Whatmanpapiere gelegt. PVDF-Membranen wurden
zuvor in Methanol geschwenkt und anschlieBend 10 min in Elektrodenpuffer aquilibriert.
Nitrocellulose-Membranen wurden kurz in H,O und dann 10 min in Eletrodenpuffer
geschwenkt. Es wurde 80 min bis 4 Stunden bei einer konstanten Stromstarke von 1 mA-2
mA/cm? geblottet. Nach Beendigung des Proteintransfers auf die Membran wurde nach
Bedarf die Membran 5-10 min mit 0,2% PonceauS in 1% Essigsaure gefarbt und dann
solange mit H,O entfarbt, bis die Proteinbanden gut sichtbar waren. Standardbanden wurden
dann mit Kugelschreiber markiert.

Fur die Immundetektion wurden zunachst die freien unspezifischen Bindestellen auf der
Membran flr mindestens 15 min mit 10% Milchpulver in PBT (s. 2.1.3.) blockiert.
Anschliellend wurde die Membran 3 x 15 sec mit PBT gewaschen. Der primare Antikdrper
wurde 1:1000 in 2,5 ml PBT verdinnt. Die Membran wurde in ein 50 ml-Falcon, in das der
primare Antikodrper (s. 2.1.2.) vorgelegt wurde, gelegt und UN bei RT in der Rotierscheibe
gedreht. Nachdem die Membran 3 x 15 sec und anschlieRend zweimal 10 min mit PBT
gewaschen wurde, wurde die Membran 1 h mit sekundarem AP-konjugierten Antikorper
(1:5000) (s. 2.1.2.) in 10 ml PBT inkubiert. Die Membran wurde nochmals 3 x 15 sec und
dann zweimal 10 min mit PBT gewaschen. Vor der Detektion wurde die Membran 1 min in
TNK-Puffer (s. 2.1.3.) sowie 10 min in AP-Puffer (s. 2.1.3.) geschwenkt. Auf die Membran,
die auf eine in Parafilm eingewickelte Glasplatte gelegte wurde, wurden 2,5 yl NBT und 15 pl
BrCIP in 5 ml AP-Puffer verteilt. Die Farbreaktion erfolgte im Dunkeln und wurde mit H,O

gestoppt. Die Membran wurde dann bei RT getrocknet.
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Die Proteinmengen auf der Membran wurden unter Verwendung von Adobe Photoshop 7,0

(s. 2.1.10.) densitometrisch quantifiziert.

2.2.3.8. Trypsinspaltung im SDS-Polyacrylamidgel zur Probenvorbereitung fiir MALDI

Nach der Auftrennung der Proteine mit SDS-PAGE (s. 2.2.3.4.) und Farbung des Gels mit
Coomassie (s. 2.2.3.5.) wurde das Gel mit 7% Essigsaure entfarbt. Dann wurde das Gel ca.
1 h gewassert und weiter UN in H,O geschiittelt. Die gewiinschten Proteinbanden wurden
mit einem Skalpell herausgeschnitten, das Volumen der ausgeschnittenen Gelstiicke
abgeschatzt und die Bande in kleine Stlicke mit einer Kantenlange von etwa 1 mm
zerkleinert. Die kleingeschnittenen Banden wurden in ein 2 ml-Eppendorf-Reaktionsgefa
Uberfiihrt und nacheinander jeweils 30 min mit 50 mM NH4;HCO3;, 50 mM NH;HCO; / 25%
Acetonitril, 25% Acetonitril sowie 50% Acetonitril extrahiert. Die Gelstlickchen waren nun auf
einen Bruchteil ihres urspringlichen Volumens geschrumpft. Dann wurden die Gelstiickchen
etwa eine Stunde lyophilisiert. Sie durften beim Schitteln nicht mehr aneinander kleben
bleiben. AnschlieRend wurde zu den Gelstickchen 50 mM NH4HCO; mit Trypsin
(sequencing grade) zugegeben. Das Puffervolumen entsprach dem 1,5 fachen Gelvolumen
und der Puffer wurde in zwei Portionen zugegeben, wobei die erste Portion Puffer die
gesamte Trypsinmenge enthielt (2 pg/ 100 pl Gelvolumen). Nach jeder Zugabe wurde
vorsichtig, aber grindlich geschuttelt, um ein gleichmaliges Benetzen und Vollsaugen der
Gelstlckchen zu gewahrleisten. Nachdem der Puffer mit dem Trypsin zugegeben wurde,
wurde vor der zweiten Pufferzugabe 5 min gewartet. Betrug das Gelvolumen weniger als 10
ul, wurde der Puffer in einer Portion zugegeben. Der Trypsinverdau erfolgte UN bei 37°C.
Die Gelsticke wurden zweimal mit 100 mM NHsHCO; und dann einmal mit 100 mM
NH4HCO;3 / Acetonitril (1:1) jeweils 1-2 Stunden extrahiert. Die Extrakte wurden vereinigt und
lyophilisiert. Der trockene Rickstand wurde in H,O aufgenommen und nochmals lyophilisiert,
um NH4HCO; - Reste zu entfernen. Die Proben wurden in 5-10 pl 0,05% TFA geldst.

Die MALDI-Analysen wurden vom Labor Prof. R. Deutzmann durchgefiihrt.

2.2.4. Nachweis von Proteinen in D. discoideum mittels Immunfluoreszenz

Die Zellen wurden wie in 2.2.1.5.1. beschrieben fixiert und gewaschen. Nach dem Abgielien
der Waschlésung wurde das pu-Slide (ibidi) umgedreht auf ein Papiertuch gelegt, um die
Lésung aus den Kammern vollstdndig zu entfernen. Das u-Slide wurde dann in eine mit H,O
befeuchteten Papiertiichern ausgelegte Petrischale gelegt. Zu den Zellen wurde 5 mg/ml
BSA in 1x PBS zugegeben. Anschlieend wurden die Zellen in der geschlossenen

Petrischale fiir 30-60 min bei 37°C inkubiert. Danach wurde wie oben beschrieben die BSA-
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Lésung vollstdndig aus den Kammern entfernt. Zu den Zellen wurde jeweils 20 pl
Primarantikérper, der 1:100 in 0,1% BSA/PBS verdinnt wurde und vor Gebrauch 15 min bei
4°C rotiert wurde, gegeben. In der mit H,O-Dampf gesattigten Petrischale wurde das p-Slide
fir mindestens 1 Stunde inkubiert. Anschlieliend wurde dreimal jeweils 5 min lang mit 0,05%
Tween® 20 in 1x PBS bei RT gewaschen. Nachdem die Waschlésung wie oben beschrieben
aus den Kammern entfernt wurde, wurde je 20 uyl Sekundarantikdrper, der 1:50 in 0,1%
BSA/PBS verdinnt wurde und 15 min bei 4°C rotiert wurde, zu den Zellen pipettiert.
Nachdem mindestens eine Stunde bei 37°C inkubiert wurde, wurde dreimal bei RT fiir 5 min
mit 0,05% Tween® 20 in 1x PBS gewaschen. Um ein Ausbleichen der Fluoreszenz zu
verhindern, wurde die Waschlésung durch 2% DABCO in 80% Glycerin in 1x PBS ersetzt.
Die Proben wurden bis zur Detektion der Fluoreszenzsignale (s. 2.2.7.1.) im Dunkeln bei 4°C

gelagert.

2.2.5. Farbung von Chitin mit Calcofluor White an D. discoideum-Zellen

Die Zellen wurden wie in 2.2.1.5.1. oder wie in 2.2.1.5.2. beschrieben in p-Slides (ibidi)
fixiert. Nach dem Abwaschen der Fixierlésung mit 100 mM Tris/HCI (pH 8,0) wurde zu den
Zellen 0,01% Calcofluor White in 500 mM Tris/HCI (pH 8,8), das zuvor mit 0,22 pm-Filtern
filtriert wurde, gegeben. Die Farbung erfolgte fur 10 min bei RT im Dunklen. Nachdem die
Farbeldésung vollstandig entfernt wurde, indem das p-Slide umgekehrt auf ein frisches
Papiertuch gelegt wurde, wurde dreimal fir 5 min bei RT mit 100 mM Tris/HCI (pH 8,0)
gewaschen. Die Detektion der Fluoreszenzsignale erfolgte im ultravioletten Bereich (s.
2.2.7.2)).

2.2.6. Farbung von Chitin mit GFP-getaggtem Chitinbindeprotein an D. discoideum-

Zellen

Nachdem die Zellen wie in 2.2.1.5.1. oder wie in 2.2.1.5.2. beschrieben in einem p-Slide
fixiert wurden, wurde zu den mit 1x PBS oder mit 0,05% Tween® 20 in 1x PBS
gewaschenen Zellen 5 mg/ml BSA in 1x PBS gegeben. Das u-Slide wurde in eine
Petrischale, die mit feuchten Papiertichern ausgelegt wurde, gegeben und die Zellen
wurden mindestens 30 min bei 37°C inkubiert. AnschlieRend wurde die BSA-Lésung
vollstéandig entfernt und es wurde jeweils 20 pl GFP-getaggtes Chitinbindeprotein (Weiss und
Schonitzer, 2006), das 1:50 in 1x PBS verdinnt wurde, zugegeben. Danach wurden die
Zellen fur mindestens eine Stunde bei RT inkubiert und anschlieRend dreimal fur 5 min mit
1x PBS gewaschen. Die Detektion der Fluoreszenzsignale erfolgte mittels konfokaler
Mikroskopie (s. 2.2.7.1.).
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2.2.7. Mikroskopische Methoden
2.2.7.1. Konfokalmikroskopie

Die Fluoreszenzsignale der Immunfluoreszenzpraparate (s. 2.2.4.) sowie der Tests mit GFP-
Chitinbindeprotein (s. 2.2.6.) wurden in einem Konfokalmikroskop LSM 510 Meta (s. 2.1.9.)
detektiert.

GFP und Alexa Fluor® 488 wurden durch einen Argonlaser der Wellenldange 488 nm
angeregt. YFP und Cy3 wurden durch einen HeNe-Laser der Wellenlange 514 nm angeregt.
Die einzelnen Farbstoffe emittieren Fluoreszenzsignale bei 509 nm (GFP), bei 519 nm
(Alexa Fluor® 488), bei 527 nm (YFP) bzw. bei 570 nm (Cy3).

Die selektive Detektion des emittierten Lichts wird durch eine Reihe von Strahlteilern und
Filtern ermdglicht. Bei gleichzeitiger Detektion von den Farbstoffen Cy3 und Alexa Fluor®
488 emittierten Licht sendet der Strahlteiler HFT 488/543 das Anregungslicht der
Wellenlangen 488 nm und 543 nm zur Probe. Der Bandpassfilter BP 505-530 lasst das
emittierte Licht der Wellenlangen 505-530nm passieren, das in einem separaten Kanal
detektiert wird. Es handelt sich um Fluoreszenzsignale von Alexa Fluor® 488. Ein zweiter
Kanal sammelt Licht, das den Filter LP 560 passiert. Der Filter LP 560 lasst Licht mit
grolkerer Wellenlange als 560 nm passieren. In diesem Kanal wird die Emission des Cy3
gemessen. Der beschriebene Strahlengang sowie alle weiteren verwendeten Strahlengange
sind in Fig. 2.1. dargestellt.

Beim Konfokalmikroskop wird im Gegensatz zum Fluoreszenzmikroskop zu jedem Zeitpunkt
nur ein Lichtfleck auf einen Punkt der Probe in einer Ebene fokussiert. Der Laserstrahl wird
durch eine Lochblende auf das Objekt geschickt. Der Detektor, der das Fluoreszenzsignal
misst, steht zur Beleuchtungsblende konfokal, d. h. er ist dort angebracht, wo der
Brennpunkt der von dem beleuchteten Punkt des Objekts emittierten Strahlen ist. Ein
zweidimensionales Bild wird erzeugt, indem jeder Punkt in der Fokusebene abgerastert wird
und die ermittelten Daten gesammelt werden. Es kdnnen au3erdem die Fluoreszenzsignale
mehrerer Tiefen desselben Objekts gemessen werden. Man spricht von einem Z-Stapel, aus
dem sich rdumliche Informationen erschlief3en lassen.

Die Signalverstarkung am Detektor in den beiden Kanalen wurde bei der Negativkontrolle,
dem Wildtyp, so eingestellt, dass keine Autofluoreszenz detektiert wurde. Diese Einstellung
wurde wahrend des Experiments konstant gehalten.

Fiar den z-Stapel wurden die Einstellungen so gewahlt, dass sich die einzelnen optischen
Schnitte Uberschneiden.

Als Objektive wurden ein Plan Appochromat 100x/1.4 Oil DIC verwendet, ein Plan Neofluar
40x/1.3 Oil Ph3 sowie ein LD-Achroplan 40/0.6 corr Ph2 verwendet.
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Fig 2.1.: Am Konfokalmikroskop LSM 510 Meta eingestellte Strahlengange

A: Strahlengang bei Immunfluoreszenz mit Farbung von Aktin und Ar-CS1-YFP bzw. YFP-getaggter
Myosindomane; B: Strahlengang bei Immunfluoreszenz mit Farbung von His-getaggten
Myosindomanen; C: Strahlengang bei Immunfluoreszenz mit Farbung von Ar-CS1-YFP; D: Detektion
der Fluoreszenz von YFP-getaggter Myosindomane bzw. Ar-CS1-YFP; E: Detektion der Fluoreszenz
von GFP-getaggtem Chitinbindeprotein

2.2.7.2. Fluoreszenzmikroskopie

Fir die Messung der Fluoreszenz von Calcofluor White wurde am LSM 510 meta mit der Hg-
Lampe angeregt und Uber den Dapi-Filter detektiert. Bei der Bildaufnahme wurde die
Software AxioVS 4.1.1.0 (s. 2.1.10.) verwendet.

2.2.7.3. Rasterkraftmikroskopie (Atomic Force Microscopy)

Das Rasterkraftmikroskop (AFM) kann sehr kleine Krafte messen, die entstehen, wenn
Atome oder Moleklle sehr nahe zusammen kommen. Ein kritischer Teil des mechanischen
Gerats ist der so genannte cantilever, eine flache Feder. Diese Feder ist an einem Ende
befestigt. Am anderen Ende befindet sich eine feine Spitze, mit der die Oberflache einer
Probe durch Piezo-Stellelemente zeilenweise abgetastet wird. Das Instrument misst die
Verbiegung der Feder beim Scannen der Probenoberflache. Dabei wird aus der Information
Uber die Bewegung der Spitze eine topographische Karte der Probenoberflache erstellt. Um
Bilder zu erzeugen, muss die Verbiegung der Feder gemessen werden und in ein
elektrisches Signal umgewandelt werden. Dazu wird ein Laserstrahl an der Rickseite der
Feder in eine segmentierte Photodiode reflektiert. Die Verkippung des Lichtstrahls und damit
der Verbiegungswinkel der Feder wird von den Differenzen der Photostréme der einzelnen

Segmente wiedergegeben. Im Kontaktmodus, der bei den Messungen verwendet wurde,
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wird die Auslenkung der Feder und damit die Auflagekraft der Spitze auf die Probe Gber eine
ruckgekoppelte Regelschleife konstant gehalten. Bei Bewegungen parallel zur
Objektoberflache muss nachgeregelt werden. Dies geschieht Uber den Piezo-Kristall in z-
Richtung. Die Messung der Hohenanderung z ergibt zusammen mit der lateralen Position
der Spitze (x- und y- Koordinaten) das topographische Bild der Probe.

Die Rasterkraftmikroskopie ist geeignet, um Zellen unter physiologischen Bedingungen mit
hoher Auflésung abzubilden. Die D. discoideum-Zellen wurden fur die Abbildung mit dem
AFM fixiert (s. 2.2.1.5.2.).

Fir die AFM-Messungen wurde ein NanoWizard AFM (JPK Instrumente, Berlin,
Deutschland) in Kombination mit einem speziell angepassten schwingungsdampfenden
Mikroskoptisch eines inversen optischen Mikroskops (Axiovert 200, Carl Zeiss) verwendet.
Der verwendete Piezokristall hatte eine maximale horizontale Scanflache von 100 x 100 pm?
und eine vertikale Grenze von 15 um. Das Axiovert 200 wurde verwendet, um Zellen
auszuwahlen und die abbildende Spitze auszurichten. Es wurden die Objektive 40x/LD Plan-
Neofluar und 63x/LD Achroplan verwendet. Zum Teil wurden auch fluoreszierende Zellen mit
der YFP-getaggten Chitinsynthase ausgewahlt, wobei das emittierte Licht Gber einen YFP-
Filter detektiert wurde (ORCA-ER). Es wurden als cantilever die MLCT-Microlever Probes
(Veeco Instruments, Mannheim, Deutschland) aus Siliconnitrid mit einer Kraftkonstante von
20 nN/m verwendet. Die Kraftkonstante wurde jeweils individuell bestimmt mit Hilfe der
thermalen Gerduschmethode (Butt und Jaschke, 1995). Die AFM-Bilder wurden im
Kontaktmodus in Flussigkeit aufgenommen. Die fixierten Zellen wurden mit 512 x 512 Pixel?
und 1024 x 1024 Pixel® bei einer Linienrate von 0,2-0,3 Hz abgebildet.

2.2.8. Expression und Reinigung der rekombinanten Myosindomanen der Ar-CS1

2.2.8.1. Kultivierung von den Zelllinien mit Myosindoménen der Ar-CS1

Es wurden Sporen von jeweils zwei gut exprimierenden Transformanten von jeder Variante
der Myosindomane der Ar-CS1 wie in 2.2.1.3.2. beschrieben angelegt. Die Sporen waren
keimfahig. Fir jede Aufreinigung wurde ein neues Aliquot Sporen angeimpft. Die Zelllinien

wurden dann wie in 2.2.1.2. beschrieben kultiviert.

2.2.8.2. Aufreinigung von rekombinanten Myosindomanen der Ar-CS1 im analytischen
MaRstab

Manstein und Hunt (1995) entwickelten ein analytisches Extraktionsverfahren von

rekombinanten Myosinformen in D. discoideum-Zellen, um das Expressionsniveau von
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mehreren Transformanten vergleichen zu kdénnen sowie um die Extraktionsbedingungen
optimieren zu kénnen.

Pro Ansatz wurden 2-5-107 Zellen aus einer Schiittelkultur mit einer Zelldichte von etwa 3-10°
Zellen/ml eingesetzt. Die Kulturen wurden durch Zentrifugation fir 5 min bei 1000 x g
(Rotanta 460R, Hettich Zentrifugen) geerntet. AnschlieRend wurden die Zellen mit 15 ml
MES-Puffer (s. 2.1.3.) gewaschen. Das Zellpellet wurde in 1 ml MES-Puffer resuspendiert
und die Zellsuspension wurde in ein 1,5 ml-Eppendorf-Reaktionsgefall tberfihrt. Die Zellen
wurden 2 min bei 2000 x g pelletiert. Das Pellet wurde einmal mit Lysepuffer (s. 2.1.3.)
gewaschen. Anschlielliend wurden die Zellen in 600 pl Lysepuffer mit 5 U/ml alkalische
Phosphatase, 40 ug/ml TLCK und 10 pg/ml Leupeptin resuspendiert. Es wurden nun 600 pl
desselben Puffers mit 1% (w/v) Triton X-100 zugegeben. Die Zelllyse wurde innerhalb einer
Stunde auf Eis oder innerhalb von 10 min bei RT vervollstandigt. Dann wurde die unldsliche
Fraktion durch Zentrifugation fir 30 min bei 10000 x g und bei 4°C gesammelt. Das Pellet
wurde mit 500 ul Lysepuffer gewaschen. Anschliefiend wurden Myosine und rekombinante
Myosinfragmente extrahiert, indem das Pellet mit Hilfe einer Mikropipette in 50 ul Lysepuffer
mit 10 mM Mg?-ATP resuspendiert wurde. Nachdem 20 min bei 10.000 x g und 4°C
zentrifugiert wurde, wurden 40 pl vom Uberstand (Extrakt) entfernt und mit 40 pl 2x Laemmli

gemischt. Die Analyse der Proben erfolgte wie in 2.2.3.4. beschrieben.

2.2.8.3. Aufreinigung von rekombinanten Myosindoménen der Ar-CS1 im praparativen
MaRstab

Es wurden 1 | bis zu 8 | einer Schuttelkultur von einer Zelllinie mit einer Zelldichte zwischen
5-10° und 1-10’ Zellen/ml geerntet. Dabei wurde mit 1000 x g fiir 10 min mit dem Rotor JLA-
8.1000 (Beckman) bei 4°C zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in Lysepuffer (s. 2.1.3.)
resuspendiert, wobei 5-10° Zellen in 48 ml Puffer aufgenommen wurden. Zu dem Lysepuffer
wurden aufgrund der hohen Proteasekonzentration innerhalb der Zellen verschiedene
Proteaseinhibitoren gegeben: 40 pg/ml TLCK, 20 ug/ml TPCK, 200 uM PefablocSC, 200 uM
1,10-Phenanthrolin sowie 5 mM Benzamidin. AuRerdem wurden 7 mM (-Mercaptoethanol
und 0,04% NaNj; zugesetzt. Fur die Zelllyse wurde die Zellsuspension auf 0,5% Triton X-100
gebracht und fir eine Stunde auf Eis geruhrt. Alternativ wurde die Zellsuspension 5 min auf
Eis homogenisiert und anschlielfend dreimal 5 sec bei Stufe 6 und bei 50% Einschaltdauer
im Eisbad mit einem Ultraschallhomogenisator kontinuierlich beschallt. Zwischen jedem Puls
wurde die Zellsuspension 5 sec im Eisbad gekuihlt. Anschlieend wurde 1 Stunde bei 42.000
rom mit dem Sorvall TFT50.38 Ultra Rotor bei 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde
abgenommen und flur die weitere Aufreinigung Uber Ni-NTA-Affinitdtschromatographie (s.

2.2.8.4.) aufbewahrt. Aus dem Pellet wurden die Myosinfraktionen mit verschiedenen
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Bedingungen extrahiert. Das Pellet (ca. 5 g) wurde in HKM-Puffer (10 ml-15 ml) (s. 2.1.3.)
mit 7 mM B-Mercaptoethanol, 5 mM Benzamidin sowie 40 pg/ml PefablocSC mittels
Homogenisieren resuspendiert und eine Stunde bei 42.000 rpm mit dem TFT50.38-Rotor
zentrifugiert. Dann wurde das Pellet erneut in HKM-Puffer homogenisiert und die Suspension
wurde in 2 ml-Eppendorf-Reaktionsgefal3e zu je 1 ml aliquotiert. Anschlielend wurde eine
Stunde bei 4°C und 14.000 x g zentrifugiert. Zur Extraktion wurden die Pellets (ca. 0,4 g) mit
je 500 ul unterschiedlichem Extraktionspuffer (s. Tabelle) mit 7 mM B-Mercaptoethanol, 5
mM Benzamidin sowie 40 pg/ml PefablocSC homogenisiert. Die Extrakte wurden 20 min bei

RT inkubiert und anschlieRend nochmals zentrifugiert.

Probe | Extraktionsbedingungen

1 HKM-Puffer + 10 mM ATP + 10 mM MgSQ, (vor ATP-Zugabe 1 Stunde bei 37°C

inkubieren)

HKM-Puffer + 0,5 M NaCl + 10 mM ATP 10 mM MgSQO,

w

HKM-Puffer + 50 U alkalische Phosphatase + 10 mM ATP + 10 mM MgSO, (vor
ATP-Zugabe 1 Stunde bei 37°C inkubieren)

HKM-Puffer + 50% Glykol + 10 mM ATP + 10 mM MgSQO,

HKM-Puffer + 30% DMSO + 10 mM ATP+ 10 mM MgSO,

8 M Harnstoffpuffer + 10 mM ATP + 10 mM MgSQO,

Hepes/Kl-Puffer + 10 mM ATP + 10 mM MgSQO,

HKM-Puffer + 0,5 M KCI + 10 mM ATP + 10 mM MgSO,

HKM-Puffer

HKM-Puffer + 0,5 M NaCl

=| = ©| 0| N o O &

- O

HKM-Puffer + 0,5 M KCI

Fir eine Analyse mittels Westernblot (s. 2.2.3.7.) wurden Proben entnommen, wobei 40 mg
Pellet in 120 pl 2x Laemmli resuspendiert wurde und zu je 60 pl Uberstand 60 pl 2x Laemmli

gegeben wurde.

2.2.8.4. Ni-NTA-Affinitatschromatographie

Fusionsproteine mit einem His-tag koénnen mittels Ni-NTA-Affinitdtschromatographie
gereinigt werden. Die rekombinanten Myosindomanen der Ar-CS1 wurden sowohl aus der
Fraktion der nicht aktinbindenden Myosindomanen als auch aus der Fraktion der
aktingebundenen Myosindomanen (s. 2.2.8.3.) mit Ni-NTA-Affinitdtschromatographie

aufgereinigt. Zuvor wurde die Fraktion gegen den entsprechenden Saulenpuffer dialysiert. Es
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wurde in 16 mm-Dialyseschlduchen (MWCO=12.000-14.000; Servapor) einmal UN und
zweimal 3-4 Stunden bei 4°C dialysiert.

Die Probe wurde anschlieBend auf 5 mM Imidazol gebracht und es wurden 100 pl 50% in
Saulenpuffer aquilibrierte Ni-NTA-Agaraose zugegeben. Das Gemisch wurde UN bei 4°C
mittels einer Rotierscheibe invertiert. Dann wurde die Ni-NTA-Agarose bei 500 rpm und bei
4°C 1-5 min (Rotanta 460R, Hettich Zentrifugen) abzentrifugiert. Der Uberstand, der dem
Saulendurchfluss entspricht, wurde mdglichst vollstandig abgenommen. Das Saulenmaterial
wurde dann in 1-2 ml Uberstand aufgenommen und in Saulchen (MoBiCols; MoBiTec)
Uberfiihrt. Danach wurde achtmal mit jeweils 400 pl Waschpuffer (s. 2.1.3.) gewaschen.
AnschlielRend wurde viermal mit je 100 ul Elutionspuffer 1 (s. 2.1.3.) und viermal mit je 100 pl
Elutionspuffer 2 (s. 2.1.3.) eluiert. Falls nétig konnte der Saulenlauf beschleunigt werden,
indem die Saulchen 30-60 sec bei 22 x g zentrifugiert wurden. Der Saulendurchlauf, die
Waschfraktionen und die Eluate wurden getrennt gesammelt und bis zur Verwendung auf Eis

bei 4°C oder in flissigem N, schockgefroren bei -80°C gelagert.

2.2.9. Charakterisierung der Zelllinien mit Ar-CS1-YFP

2.2.9.1. Praparation von Membranfraktionen aus D. discoideum-Zellen mit Ar-CS1-YFP

Das Protokoll wurde nach Green und Newell (1974) und nach Kaufmann et al. (2007)
etabliert.

Fir eine Praparation von Membranfraktionen wurden 1 -2 | Kulturen von Wildtypzellen und
von Zelllinien mit Ar-CS1-YFP mit einer Zelldichte von 4-6-10° Zellen/ml eingesetzt. Die
Zellen wurden durch Zentrifugation bei 1000 x g und bei 4°C mit dem JLA-8.1000-Rotor
(Beckman) geerntet. AnschlieRend wurde jedes Zellpellet in 50 ml 1x PBS resuspendiert. Die
Zellsuspensionen wurden bei 1000 x g und bei 4°C abzentrifugiert (Rotanta 460R, Hettich
Zentrifugen). Jedes Zellpellet wurde nach dem NaRgewicht in TM-Puffer mit
Proteaseinhibitoren (Complete; Roche) aufgenommen, wobei zu 5 g Pellet 6 ml Puffer
gegeben wurde. Um die Zellen aufzuschlief3en, wurden die Zellsuspensionen in flissigem N,
schockgefroren und UN bei 4°C auf Eis aufgetaut. Dann wurde jeweils mit einem
Homogenisator sechsmal gepliumpert. Die Zellwande wurden durch Zentrifugation bei 1000 x
g fir 10 min bei 4°C abgetrennt. Die Uberstéande wurden anschlieBend 1 Stunde bei 54.000
x g (30.000 rpm mit 75Ti-Rotor) und bei 4°C zentrifugiert.

Mittels SDS-PAGE (s. 2.2.3.4.) wurden die Pellets und die Uberstidnde von beiden
Zentrifugationsschritten analysiert. Zur Probenvorbereitung wurden die Uberstande auf 1%
SDS gebracht und die Pellets wurden in 125 mM Tris (pH 7) mit 1% SDS resuspendiert (100
mg Pellet in 100 pl Puffer). Nachdem die Proben 1 Stunde bei 37°C inkubiert wurden,

wurden sie 5 min bei 16.000 x g zentrifugiert. Die Uberstande wurden jeweils mit 2x Laemmli
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versetzt. Bevor die Proben auf ein SDS-Polyacrylamidgel aufgetragen wurden, wurden sie
eine Stunde bei 37°C inkubiert.

2.2.9.2. Radioaktiver Chitinsynthase-Aktivitatstest

Der Chitinsynthase-Aktivitatstest wurde mit kleineren Anderungen wie bei Kaufmann et al.
(2007) beschrieben durchgeflhrt.

Fiar den Test wurden von den wie in 2.2.9.1. beschrieben hergestellten Membranfraktionen
50 mg 1000 x g-Pellet mit 50 pyl TM-Puffer (s. 2.1.3.), 50 mg 54.000 x g-Pellet mit 50 pl TM-
Puffer sowie 100 pl 54.000 x g Uberstand eingesetzt. Als Negativkontrolle wurde ein Ansatz
mit 100 ug BSA und als Positivkontrolle ein Ansatz mit 10 pl 54.000 x g Pellet einer
Membranfraktion aus Saccharomyces cerevisiae (Kaufmann et al. 2007) in gleicher Weise
behandelt.

Zu jeweils 100 pl Probenvolumen wurde 1 pl Trypsin-Lésung gegeben und die Ansatze
wurden far 20-30 min bei 30°C inkubiert. Anschlieliend wurden jeweils 50 yl Reaktionsmix
mit UDP-"*C-GIcNAc zugegeben und 3,5 h bei 30°C inkubiert. Die Reaktion wurde durch
Zugabe von 150 pl 0,4% SDS gestoppt und UN bei RT inkubiert. Um die Filtrierbarkeit der
Proben zu erhéhen, wurden die Proben dann auf 0,5% Triton X-100 gebracht und fur 1 h bei
RT inkubiert. AnschlieRend wurde jede Probe durch einen Whatman GF/C Glasfaser-Filter,
der fur mindestens 15 min in einer 1% GIcNAc-Losung blockiert wurde, filtriert. Dann wurden
sie jeweils dreimal mit 10 ml 70% EtOH gewaschen. Optional wurde zuvor einmal mit 1 ml
H,O gewaschen. Danach wurden die Filter jeweils im Deckel eines Szintillationsflaschchens
fur 15-30 min bei 70°C getrocknet. Die Filter wurden jeweils zusammen mit 6,5 ml
Szintillator-Cocktail in ein Flaschchen gegeben und die Radioaktivitdt wurde dann in einem

Szintillationszahler LS-6500 (Beckman Coulter) gemessen.

2.2.9.3. Immobilisierung von Membranfraktionen aus Zelllinien mit Ar-CS1-YFP an

Silicatkugeln

Die Membranfraktionen (s. 2.2.9.1.) wurden auf unmodifizierte Silicatkugeln wie bei
Kaufmann et al. (2007) beschrieben immobilisiert. Dabei wurden so genannte ,solid beads”,
LNUCLEOSIL* und ,NUCLEOPREP* verwendet. Die ,solid beads” sind glatte Kugeln ohne
Poren und haben eine Grofle zwischen ca. 5 ym und 100 um. Bei Nucleosil und Nucleoprep

handelt es sich um porése Kugeln mit definiertem Kugeldurchmesser (s. Tabelle).

Kugeln PorengroRe [A] PartikelgroRe [um]

Solid beads glatt 5-100
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NUCLEOSIL 4000 5

NUCLEOSIL 4000 10
NUCLEOPREP 4000 30
NUCLEOPREP 1000 30

Fir die Bindung der Membranen an die Silikatkugeln wurden 300 mg Pellet aus der 54.000 x
g-Zentrifugation (s. 2.2.9.1.) mit 350 yl TM-Puffer gemischt und mit 25 ul 4 M NaCl versetzt.
Die Suspension wurde 1 min bei 1000 x g zentrifugiert. Der Uberstand (ca. 600 pl) wurde zu
10 mg Kugeln gegeben. Nachdem 3 h bei RT mittels einer Rotierscheibe invertiert wurde,
wurden die Kugeln 30 sec bei 1000 x g abzentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen.
Die Kugeln wurden dreimal mit jeweils 300 yl TM-Puffer gewaschen. Anschlielend wurden
sie fur die Analyse mittels SDS-PAGE (s. 2.2.3.4.) in 75 pl 2x Laemmli fur 2 h bei 37°C
inkubiert. Fur das Auftragen auf ein SDS-Polyacrylamidgel wurden auch 100 pl des

Uberstandes wie in 2.2.9.1. beschrieben vorbereitet.

2.2.9.4. Aufreinigung von Chitinfragmenten aus Kulturiiberstanden von Zelllinien mit
Ar-CS1-YFP

Die Chitinfragmente aus den Kulturiiberstanden von Ax3-orf+ Zellen sowie Ax3ArCS1 Zellen
wurden wie bei Rosan und Hammond (1974) fir die Reinigung extrazellularer
Polysaccharide beschrieben isoliert.

Nachdem eine 1 I-Kultur bei 1000 x g fir 10 min mit dem JLA-8.1000-Rotor (Beckman) bei
4°C abzentrifugiert wurde, wurden vom Uberstand 300 ml abgenommen und nochmals bei
1000 x g und bei 4°C fir 10 min zentrifugiert. Dann wurden vom Uberstand 250 ml in 2 I-
Erlenmeyerkolben Uberfihrt. Unter Rihren wurde zu dem Medium jeweils 750 ml Aceton
(p-A.) gegeben. Es wurde weitere 3-4 Stunden bei 4°C gerUhrt. Nach 5 Tagen bei 4°C wurde
der Uberstand der Acetonféllung vorsichtig abdekantiert und der Riickstand, nachdem das
zurtickgebliebene Aceton verblasen wurde, in 25 ml H,0 gel6ést. Die Lésung wurde zur
Ausfallung von Proteinverunreinigungen auf 10% TCA gebracht und bei 4°C inkubiert. Nach
12 h wurde der Uberstand der TCA-Fallung wiederum soweit mdglich vorsichtig abdekantiert.
Die im Erlenmeyerkolben zurtickgebliebene TCA-gefallte Suspension wurde bei 20.000 x g
und bei 4°C fur 1 Stunde zentrifugiert. Der Uberstand der Zentrifugation wurde vorsichtig
abdekantiert. Die vereinigten Uberstdnde wurden mit einem Volumen Aceton (p.A.) versetzt.
Nach 12 Stunden bei 4°C wurde die Aceton-gefallte Suspension 1 Stunde bei 4°C und bei
4000 rpm (Rotanta 460R, Hettich Zentrifugen) zentrifugiert. Das Pellet wurde in 2 ml H,O
geldést und dann bei 4°C gegen H,O dialysiert (Dialyseschlauch: MWCO=500). Es wurde
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zweimal 3-4 Stunden und einmal UN dialysiert. AnschlieRend wurden die Polysaccharid-

haltigen Proben lyophilisiert.

2.2.9.5. Zuckeranalytik mittels Gaschromatopgraphie (GC und GC-MS)

5 mg-10 mg lyophilisierte Probe (s. 2.2.9.4.) wurden zusammen mit 25 pg myo-Inosit als
internem Standard in einer Glasampulle 22 Stunden in ca. 0,5 ml 6 N HCI bei 110°C
hydrolysiert. Das Hydrolysat wurde in ein 2 ml-Eppendorf-Reaktionsgefall tberfihrt. Die
Glasampulle wurde mit H,O gespllt, das mit dem Hydrolysat in dem Eppendorf-
Reaktionsgefal® vereinigt wurde. Unlésliche Bestandteile wurden bei 16.000 x g fir 5 min
abzentrifugiert. Das Pellet wurde mit je 200 uyl H,O gewaschen. Mittels einer heillen
Speedvac mit Kaltefalle wurden die Salzsaure und das H,O abgezogen. Der trockene
Ruckstand wurde einmal mit 200 pl H,O gewaschen. AnschlieRend wurde er in 100 yl H,O
aufgenommen und der pH-Wert wurde mit 4 N NaOH auf mindestens 10 eingestellt. In einem
Zentrifugenglas wurde die Losung auf 1 M NaBH, gebracht und 30 min bei 37°C inkubiert.
Der Ansatz wurde dann mit 5 M Essigsaure neutralisiert. Danach wurde er UN lyophilisiert.
Das Lyophilisat wurde in 200 yl gesattigter NaHCO;-Losung aufgenommen und dreimal nach
Zugabe von je 10 pl Essigsaureanhydrid 5 min bei RT inkubiert. Die Probe wurde vollstandig
auf eine mit 1,5 ml Kationaustauscher (Dowex AG 50 X8-/H+-Form) gepackte Saule, die
zuvor dreimal mit 2 ml H,0 gewaschen wurde, aufgetragen. Das Zentrifugenglas wurde
zweimal mit 2 ml H,0 gewaschen. Diese Waschlésungen wurden auch auf die
entsprechende Saule aufgetragen. Das Eluat wurde mit dem Rotationsverdampfer zur
Trockne eingeengt. Der entstandene weille Belag wurde dreimal mit 1-2 ml MeOH
gewaschen. Anschlieend wurden 100 pl absolutes Pyridin und 100 ul Essigsaureanhydrid
zugegeben. Der Ansatz wurde mit N, Uberschichtet und dann 30 min bei 100°C inkubiert.
Nachdem der Ansatz abgekihlt war, wurde er in ein Eppendorf-Reaktionsgefal® Gberfihrt
und mit N, verblasen, bis die Probe auf ca. 5 yl eingeengt war. Dann wurden 100 ul
Essigsaureethylester zugegeben.
Mittels GC sowie GC-MS wurde 1 pl Probe analysiert.
Bedingungen fir GC:
Saule: SP-2340; gepackte Glassaule (1,8 m x 2 mm)
Tragergas: Reinststickstoff, 30 ml/min
Injektor: 220 °C
Detektor: 300 °C, Flammenionisationsdetektor (FID)
Temperaturprogramm: 1 min 210 °C

mit einer Aufheizrate von 10°C/min auf 270 °C

3 min 270°C
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Bedingungen fur GC-MS:

Saule: DB-1701 (Lange: 30 m; Innendurchmesser: 0,25 mm)

Tragergas: Heliumgas, 30 ml/min

Injektor: 250 °C

Temperaturprogramm: 5 min 200°C
mit einer Aufheizrate von 2°C/min auf 220°C
5 min auf 220°C
mit einer Aufheizrate von 4°C/min auf 240°C
mit einer Aufheizrate von 2°C/min auf 260°C
5 min auf 260°C

2.2.9.6. Nachweis von Chitinfragmenten aus D. discoideum-Kulturiiberstanden mittels

GFP getaggtem Chitinbindeprotein

Fur diesen Test wurden D. discoideum-Zelllinien in 24 well-Titerplatten in je 1 ml HL5-
Medium kultiviert. Fir jede Zelllinie wurden drei verschiedene Ansatze angefertigt. Zu den
Zelllinien mit Ar-CS1-YFP wurden jeweils 20 pg/ml G418 sowie 5 mM UDP-GIcNAc
zugegeben. Zu jedem Kulturansatz wurde in eine Kammer 100 uM Nikkomycin Z, ein
kompetitiver Chitinsynthaseinhibitor, sowie in eine Kammer Latrunculin A, das die
Polymerisation von Aktinfilamenten inhibiert, zugegeben. Nach drei Tagen wurde ein
Chitinnachweis mit GFP-getaggtem Chitinbindeprotein wie in 2.2.6. beschrieben
durchgefuhrt. Die restlichen Zellen wurden vom Kulturiberstand durch Zentrifugation bei
1000 x g fiir 1 min abgetrennt. Der abgenommene Uberstand wurde nochmals zentrifugiert,
um eventuell noch vorhandene Zellen abzutrennen. Anschliefiend wurde der Kulturiiberstand
in zentrifugierbare Filtereinheiten (Ultrafree-MC; 22 um; Millipore), die fir 10 min mit 0,1%
BSA/ 1x PBS blockiert wurden, Uberfuhrt. Es wurde 4 min bei 12.000 x g zentrifugiert. Die
Filter, in denen faserartige Chitinpolymere zurlickbleiben sollten, wurden dreimal mit je 500
pl 1x PBS gewaschen, wobei 1 min bei 3000 x g zentrifugiert wurde. AnschlieRend wurde
der Filterriickstand mit 100 pl 5 mg/ml BSA in 1x PBS flir 30 min bei RT blockiert. Nachdem
1 min bei 3000 x g zentrifugiert wurde, wurde fir 2,5 h mit GFP-getaggtem
Chitinbindeprotein, das 1:100 in 1x PBS verdinnt wurde, inkubiert. Es wurde wiederum 1
min bei 3000 x g zentrifugiert, wobei jeder Durchlauf in einem Eppendorf-Reaktionsgefa
gesammelt wurde und anschlief3end lyophilisiert wurde. Der Filterrickstand wurde wie oben
beschrieben dreimal mit je 100 yl 1x PBS gewaschen. Die Probe wurde aus dem Filter mit
100 ul 1x PBS herausgewaschen und anschlief3end lyophilisiert.

Die lyophilisierten Proben wurden in 30 ul 2x Laemmli resuspendiert und mittels Westernblot
(s. 2.2.3.7.) analysiert.
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3. Ergebnisse

3.1. Charakterisierung der Chitinsynthase von Atrina rigida (Ar-CS1)

Zu Beginn dieser Arbeit war die Chitinsynthase von Atrina rigida (Ar-CS1; Accession No.
DQO081727) die einzige bekannte Chitinsynthase mit einer Myosindomane in Invertebraten.
Die Sequenz zeigt nur geringe Ahnlichkeiten mit anderen Chitinsynthasen. Die
Chitinsynthasedomane ist zur Insektenchitinsynthase homolog, zeigt aber keine allgemeine
Homologie zu den bekannten Chitinsynthasen mit N-terminaler Myosindomane. Die N-
terminale Myosindomane ist signifikant ahnlich zu Myosinkopfdomanen (Weiss et al., 2006).
Inzwischen sind zwei weitere Chitinsynthasen mit Myosindomanen aus Mollusken in der
Datenbank zuganglich: Mg-CS1 von Mytilus galloprovincialis (Accession No.: ABQ08059)
und PfCHS1 von Pinctada fucata (Accession No.: AB290881).

3.1.1. Phylogenetische Analyse der Chitinsynthase von Atrina rigida

Das clustalw-Computerprogramm sowie das Programm BOXSHADE (s. 2.1.10.) wurden
verwendet, um die Aminosauresequenzen der drei Chitinsynthasen aus Mollusken Ar-CS1,
Mg-CS1 und PfCHS1 zu vergleichen (s. 6.1.). Die Sequenzen zeigen die gréRte Ahnlichkeit
innerhalb der Myosindomane sowie innerhalb der Transmembrandomanen und der
katalytischen Domane der Chitinsynthase. Insgesamt hat die Ar-CS1 zu 78% identische
Aminosauren mit der Pf~-CHS1 und zu 72% identische Aminosauren mit der Mg-CS1.

Um die evolutionare Entwicklung der Chitinsynthasen aus Mollusken zu untersuchen,
wurden ausgewahlte Chitinsynthasen phylogenetisch analysiert. Das multiple Alignment, das
als Grundlage fir die phylogenetische Analyse dient, wurde mit dem Programm clustalw (s.
2.1.10.) erstellt. Der Stammbaum (s. Fig. 3.1.) wurde nach dem Neighbor joining (NJ)
Algorithmus berechnet. Dabei wurden die gesamten Aminosauresequenzen der
Chitinsynthasen miteinander verglichen. Die Chitinsynthasen der Pilze, Nematoden, Insekten
und Mollusken bilden jeweils eine eigene Gruppe. Die Position jeder Gruppe ist konsistent
mit ihrer evolutiondren Stellung. Die Chitinsynthasen der Pilze sind in zwei Gruppen
untergliedert: die Chitinsynthasen mit N-terminaler Myosindomane und die Chitinsynthasen
ohne Myosindomane. Die Chitinsynthasen der Mollusken sind phylogenetisch von den
bekannten Chitinsynthasen mit Myosindomane aus Pilzen, die der Klasse V bzw. Klasse VI

zugeordnet sind (Takeshita et al., 2006), getrennt.
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Fig. 3.1.: Phylogenetischer Stammbaum von Chitinsynthasen mit und ohne Myosindoméane

Der phylogenetische Stammbaum wurde mittels clustalw und mit dem Neighbour Joining (NJ)
Algorithmus erstellt.

Die Chitinsynthasen der Pilze, der Nematoden, der Mollusken und der Insekten bilden jeweils eine
eigene Gruppe. Die Chitinsynthasen der Pilze sind in zwei Gruppen unterteilt: die Chitinsynthasen mit
Myosindomane (An-CsmA aus Aspergillus nidulans (Acc. No.: AB000125), Ao-ChsY und Ao-ChsZ aus
Aspergillus oryzae (Acc. No.: AB081656 und AB081655), Mg-Csm1 aus Magnaporthe grisea (Acc.
No.: AB018251) sowie Um-Csm1 aus Ustilago maydis (Acc. No.: XP_759351) und die
Chitinsynthasen ohne Myosindoméne (Ca-Chs1 aus Candida albicans (Acc. No.: CAA21947) und Sc-
Chs1 aus Saccharomyces cerevisiae (Acc. No.: AAA34491). Von den Chitinsynthasen der Insekten
wurden die Tc-Chs1 aus Tribolium castaneum (Acc. No.: NM_001039402), Ms-Chs1 aus Manduca
sexta (Accession No.: AY062175) und Lc-Chs1 aus Lucilia cuprina (Accession No.: AF221067)
ausgewahlt. Stellvertretend fir die Nematoden sind Di-Chs1 aus Dirofilaria immitis (Acc. No.:
AF288618), Bm-Chs1 aus Brugia malayi (Acc. No.: AF288618) sowie Ce-CS1 aus Caenorhabditis
elegans (Acc. No.: AAX62732).

Um einen Hinweis zu erhalten, ob das Gen fir die Molluskenchitinsynthase aus der Fusion
von fur die Myosindoméne und fir die Chitinsynthasedomane codierenden Genen im Laufe
der Evolution entstanden ist, wurde die Ubergangssequenz der Mg-CS1 anhand
genomischer DNA analysiert. Nach der Sequenzahnlichkeitssuche mit Blast (s. 2.1.10.)
enthalt die Ubergangssequenz zwischen N-terminaler Myosindomane und C-terminaler
Chitinsynthase eine Region niedriger Komplexitat (,low-complexity region®). Innerhalb dieser
Region befinden sich drei Introns (s. Fig. 3.2.). Die gesamte Chitinsynthasesequenz ist also

im selben Gen codiert.
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BE@RREGTATATGTTTTGTTCAATCGTCTCTTTGTTTTATAAACTTTATT
TCTAGTTGTTGTAAGTAAAAAAGATATCATGTAAAGAACTTTCATTATTT

ATATAGCCAGCGATATGATATGAACCCTATTTTGCAAAATTTCATAACAA

AATATATATCTCAATATTTGTAATATTTTATCCCTCACTTTTCTTTTTGG
ATTTATCTCAGGACTTAAAGTATTCAAATTTGTATATTTTGAAATCGGTA
TCGTACATAAATTAACATTGCACATTTCTGATTTTATGTTAACEIAICO0

BEGTATCAAATCAATCTGTATATACCGAATAARATTTCTGARAAATGATG
TACATTAAAAAAAATTATGATAATAAAGAGCGGAATCAGAGATTTAAACC
ATGTTGGTTACAGTGAATGCAACATTGAACCTTTAAAATTTACCATCCTC
ATTTTTAAATGACAARATAGAAATTGAAAAATGTTTTAAACCGAGTAAAC
TAGTTCCACATTAAGAATGACAATTGTTTTGCATAAGCTTTTATTCTGCT
CTTTTTGTAG
AT AGECEAAREG T ATGTGACATCTTGTATTTGTTCTATTTCACGTAT
GATTTTTTTATTCCTACATAAACATCAATGCAGAAACGTTGATAAAAGAC
CCAATACATAAGACAAACCATTCCATTATTCTTTTTTTATAAACTAAAGT
CAAAATCATAAAGATCATAACACAATAATTACCGTTTCATAARAGACATC
AATCCTAGTTTTATCTTGACCACGCCAGTATGTATTGACATTATGTTTGG
TGTTCAGTGACACGGTACGAACAAGCTTTTTTGTTTACATACATCTACAT

AACAAGAAATTATTTTTATCATGAATCACACAGCTATATATTTTTGCATA
TATCAATAAATTAAAAATAATTACAATTCTTTCAGHIEICOACANCARCAT

Fig. 3.2.: Teilsequenz von Mg-CS1 auf genomischer DNA

Die Sequenz beinhaltet eine Region niedriger Komplexitat und markiert die Region zwischen der
Myosindomane und der Chitinsynthasedoméne. Die Introns wurden durch die Erkennungssequenzen
BEGTAT an ihrem 5-Ende und (T)AG[@) an ihrem 3'-Ende identifiziert. Die Exons wurden grau

unterlegt.
3.1.2. Phylogenetische Analyse der Myosindoméne der Ar-CS1

Die Myosindomanen der Ar-CS1 und der Pf-Chs1 sind zu 75% identisch, die
Myosindomanen der Ar-CS1 und der Mg-CS1 nur zu 68%. Die Myosindomane der Ar-CS1
zeigt zudem signifikante Ahnlichkeit zu einer unkonventionellen Myosindomane ScunM aus
dem Mantelgewebe der Mizuhopecten yessoensis (39% identische Aminosauren; Expect =
2e%) (Hasegawa und Araki, 2002). Auch die mRNA der Mg-CS1 ist im Gewebe nahe der
Schale, vermutlich dem Mantelgewebe, lokalisiert (Weiss et al., 2006). AufRerdem ist die
Myosindomane der Ar-CS1 ahnlich zu Myosindomanen der Klasse lll, beispielsweise Myo3B
aus Mus musculus (37% identische Aminosaurenreste, Expect = 3e"*®) und Myo3A aus
Danio rerio (37% identische Aminosaurenreste; Expect = 1€73%).

Mittels eines phylogenetischen Stammbaums wurde die evolutiondre Beziehung der
Myosindomanen der verschiedenen Chitinsynthasen aus Mollusken und aus Pilzen sowie
der oben genannten Myosine, die Sequenzahnlichkeiten mit der Myosindomane aus Ar-CS1

aufweisen, untersucht (s. Fig. 3.3.). Die Myosindoméanen der Chitinsynthasen aus Pilzen
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wurden in die Klasse XVII gruppiert. Als Chimare einer Chitinsynthase hat die
Myosindomane der Ar-CS1 zwar eine ahnliche Organisation wie die Myosindomanen der
Klasse XVII. Trotzdem sind die Myosindomanen der Molluskenchitinsynthasen in eine eigene
Klasse einzureihen (Odronitz und Kollmar, 2007). Phylogenetisch ist die Myosindoméane der
Ar-CS1 zu den Myosinen der Klasse Illl ndher verwandt als zu den Myosindomanden der
Klasse XVII. Den grofdten Verwandschaftsgrad weisen die Myosindomanen der

Molluskenchitinsynthasen zu dem Muschelmyosin ScunM auf.

Ar—CS1
—— Pf—ChsT?
Mg—CS1
ScunM
Mm—Myo3B
Dr—Myo3A
An—Csmd
_EAO —ChsY
T4 Mg—Csmt
Um—Mcs?

Ao—ChsZ

Fig. 3.3.: Phylogenetischer Stammbaum von ausgewahlten Myosindomanen

Der NJ Stammbaum wurde mit der NJ Methode mit dem Programm clustalw erstellt.

Fir die Erstellung des Stammbaums wurden die Myosindomanen aus den Chitinsynthasen der
Mollusken sowie aus den Pilzen herangezogen. Zudem wurden die Sequenzen von drei
Myosindoménen einbezogen, die hohe Ahnlichkeit zur Myosindomane der Ar-CS1 aufweisen. (Acc.
No. von An-CsmA, Ao-ChsY, Mg-Csm1, Um-Mcs1 und Ao-ChsZ: s. Fig. 3.1.; Acc. No. von ScunM:
AB057425; Acc. No. von Mm-Myo3B: NM_177376; Acc. No. von Dr-Myo3A: NP_991142).

3.2. Klonierung der Myosindoméane der Ar-CS1 und Klonierung der Ar-CS1
3.2.1. Klonierung der Myosindomane mit und ohne Region niedriger Komplexitat in

pBluescript Il SK (-) und in Expressionsvektoren pQE-70 sowie pDXA-Vektoren

Ziel dieses Projektes war es, die Myosindomane der Mollusken-Chitinsynthase in |6slicher
Form, also ohne die transmembrane Chitinsynthasedoméane, in ein geeignetes
Expressionssystem zu klonieren. Aufgrund der Sequenzierung der Ar-CS1 waren 21
verschiedene Plasmide mit Teilfragmenten der Myosindomane vorhanden (s. 2.1.7.). Diese
Fragmente Uberlappen sich teilweise und unterscheiden sich in einzelnen Nukleotiden. Um

ein grofleres DNA-Fragment zu erhalten und um die Nukleotidaustausche nochmals zu
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Uberprufen, wurden PCRs auf DNA aus einer AZAP II-Phagen-Genbank der Atrina rigida
durchgeflihrt. Diese Strategie wurde verworfen, nachdem trotz verschiedener Variationen der
PCR-Bedingungen wie verschiedenen Oligonukleotiden, Matrizenkonzentrationen und
annealing-Temperaturen in einer Touch-Down-PCR kein Fragment amplifiziert werden
konnte.

Deshalb wurden die vorhandenen DNA-Fragmente miteinander verglichen und die
Nukleotidaustausche auf Mutationen hin Uberprift. An 19 Stellen kdme es aufgrund des
Nukleotidaustauschs zu einer Punktmutation. Bei diesen Stellen wurde immer das Nukleotid
ausgewahlt, das am haufigsten vorkommt. Nur an Position 1353 ist statistisch nicht
eindeutig, welches Nukleotid das richtige ist. Aufgrund des Sequenzierungschromatogramms
wurde das Cytosin und damit Leucin ausgewahlt (s. Fig.3.4.).

Fir die Klonierung der gesamten Myosindomane wurden die Plasmide pCHS-NP6.4/32,
pCHS-NP5.5/45, pCHS-NP4.3/2, pCHS-NP3.6/54, pCHS3_500/2 und pCHS-NP50, die zu
keinen Aminosaurensubstitutionen flhren, ausgewahlt. Die Myosindomane, deren
Leserahmen von Nukleotid 168 bis Nukleotid 2423 reicht, wurde in mehreren PCR-Schritten
zusammengeflgt. Die ausgewahlten Fragmente jedes Plasmids wurden mit Uberlappenden
Primern amplifiziert. In einer zweiten Runde wurden Uber PCR jeweils die erhaltenen
Fragmente von pCHS-NP6.4/32 und pCHS-NP5.5/45, von pCHS-NP4.3/2 und pCHS-
NP3.6/54 sowie von pCHS3_500/2 und pCHS-NP50 zusammengefugt. Dabei fungierten in
jedem Ansatz als Primer die Uberlappungssequenzen der beiden Fragmente sowie die
zugegebenen Oligonukleotide am 5-Ende des 5’-Fragments sowie am 3’-Ende des 3'-
Fragments. In einer dritten Runde wurden entsprechend zwei DNA-Fragmente aus der
zweiten Runde zusammengefligt: das Fragment aus pCHS-NP4.3/2 und pCHS-NP3.6/54
wurde an das Fragment aus pCHS3 500/2 und pCHS-NP50 gefiigt. Das aus dieser PCR
resultierende DNA-Fragment wurde an das DNA-Fragment aus pCHS-NP6.4/32 und pCHS-
NP5.5/45 mittels analoger PCR gefligt. In das erhaltene Fragment wurden Uber
Oligonukleotide am 5’-Ende eine Sph |-Schnittstelle und das Startcodon im Leseraster und
am 3’-Ende eine BamH |-Schnittstelle eingefihrt. Es wurde in pBluescript Il SK (-) kloniert
und mittels Sequenzierung Uberprift.

Als Expressionsvektoren wurden Vektoren gewahlt, die einen C-terminalen Affinitatstag
codieren. Fur eine optimale Aufreinigung Uber Ni-NTA-Affinitatschromatographie wurden
pQE-70 sowie pDXA-3H mit C-terminalem His-Tag gewahlt. AuRerdem wurde der Vektor
pDXA-mcs-YFP gewahlt, da die Myosindomane mit einem YFP-tag flir Experimente im
Fluoreszenzmikroskop wie den in vitro motility assay direkt einsetzbar ist.

Zunachst sollte die Myosindoméane rekombinant in E. coli exprimiert werden. Dazu wurde die
Myosindomane in den Expressionsvektor pQE-70 Uber die eingeflihrten Schnittstellen Sph |

und BamH | kloniert. Fur die Klonierung in die Expressionsvektoren pDXA-3H sowie pDXA-
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mcs-YFP von D. discoideum wurden mittels PCR mit den Oligonukleotiden
Vr_MA_pDXA for und Vr_MA_pDXA _rev am 5-Ende bzw. am 3’-Ende die Schnittstellen
Kpn | bzw. Xho | eingefuhrt. Die Ligation wurde mittels Sequenzierung uberpruft.

Die Expression der rekombinanten Proteine kann bei D. discoideum um das 4-5 fache
gesteigert werden, wenn die ersten 5-17 Codons nach der statistischen Codonhaufigkeit
optimiert sind (Vervoort et al., 2000). Bei den rekombinanten Myosindomanen der Ar-CS1
und bei der rekombinanten Ar-CS1-YFP sind die ersten sieben Codons bereits die in D.
discoideum statistisch bevorzugten. Daher wurde keine weitere Optimierung der Codons
vorgenommen.

Um untersuchen zu kénnen, ob die Myosindomane der Ar-CS1 lber die Region niedriger
Komplexitat aggregiert, wurde die Myosindomane auch ohne diese Region kloniert. Dazu
wurde mit den Oligonukleotiden Vr_ MMDAt Sacl for und Vr_MMDAt pDXA rev ein
Fragment der Myosindoméane von bp 1545 bis bp 2197 amplifiziert. Das erhaltene PCR-
Fragment enthielt am 5-Ende die Sac |-Schnittstelle und am 3’-Ende wurde die Xho I-
Schnittstelle der mutiple cloning site der pDXA-Vektoren eingefuhrt. Es wurde in den
pBluescript Il SK (-) zwischenkloniert und mittels Sequenzierung Uberprift. Anschlief3end
wurde das Fragment Uber die Schnittstellen von Sac | und Xho | in Vr_MDAtDi_H81 und in
Vr_MDALtDi_Y36, aus denen zuvor mit denselben Restriktionsenzymen das entsprechende
Fragment sowie die Region niedriger Komplexitat herausgeschnitten wurden, ligiert. Die

Ligationsstellen wurden zur Uberpriifung sequenziert.
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Fig. 3.5.: Klonierungsstrategie der Myosindomane der Ar-CS1
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Fig. 3.6.: Vektorkarten von Vr_MDAtDi_H81 und Vr_MDAtDi_Y36

3.2.2. Ortsspezifische Mutagenese der Regulationsstelle in der Myosindomane der
Ar-CS1

In Myosindomanen gibt es zur Regulation der Aktivitdt eine Phosphorylierungsstelle, die Uber
die so genannte TEDS-Regel erkannt werden kann (Bement und Mooseker, 1995). Die
Erkennungssequenz lautet DALAK und an Position -16 ist an der Regulationsstelle Serin,
Threonin, Aspartat bzw. Glutamat zu finden. Es ist nicht bekannt, ob Aspartat und Glutamat
die negative Ladung des Phosphats nachahmen oder selbst phosphoryliert werden kénnen.

In den Myosindomanen der Ar-CS1, Mg-CS1 sowie der Pf-ChS1 ist eine solche

Regulationsstelle zu finden:
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Ar-CS1 314  ISNVNTIKGEKIQSWKSLREANDSR
Pf-CHS1 314  ISNVSNIKG=KIQSWKSLREANDSR
Mg-CS1 314  ISNVNYIKG=RIQSWKNFRDANNSR

Um die Regulationsstelle naher untersuchen zu kénnen, wurde das Glutamat (GAG) an
Position 323 durch Serin (TCA) sowie durch Alanin (GCA) ausgetauscht. In einer ersten PCR
wurde die Myosindomane jeweils in zwei Fragmenten mit den Oligonukleotiden
Vr_MA pDXA for und MDAt E323A rev  bzw. MDAt E323S rev  sowie mit
MDAt _E323A for bzw. MDAt _E323S_for und Vr_MA_pDXA_rev amplifiziert. Dabei sind die
Oligonukleotide, die die jeweilige Punktmutation einfiihren, komplementar zueinander, so
dass die beiden in der ersten PCR erhaltenen Fragmente in einer zweiten PCR mit den
Oligonukleotiden Vr_MA _pDXA for und Vr_MA pDXA rev jeweils verknlpft werden
konnten. Die beiden Fragmente wurden in pBluescript Il SK (-) zwischenkloniert und mittels
Sequenzierung Uberprift.  Anschlielend wurden die Myosindomanen mit den
Punktmutationen Uber die Kpn I-Schnittstelle und die Xho I- Schnittstellen in pDXA-3H sowie
in pDXA-mcs-YFP kloniert. Mittels Sequenzierung wurde die Ligation Uber die

Restriktionsschnittstellen nochmals tberprift.

3.2.3. Klonierung der Ar-CS1 in pDXA-mcs-YFP

Ziel dieses Projektes war es, die Chitinsynthase Ar-CS1 als komplettes, transmembranes
Protein mit intrazelluldarer Myosindomane heterolog in D. discoideum zu exprimieren.
Ausgangsplasmide fir die Klonierung waren pCHS-up1/1.1, pCHS-up1/5.1 und
Vr_MDALtDi_Y36. Das 3’-Ende der Ar-CS1 (bp 5236 — 6871 bp) wurde mittels PCR auf dem
Plasmid pCHS-up1/1.1 mit den Oligonukleotiden CHSAt Bam_for und CHSAt XS rev
amplifiziert. Mit den Oligonukleotiden wurden am 5’-Ende die Schnittstelle BamH | und am 3’-
Ende die Schnittstellen Xho | und Sac | eingefiihrt. Das Fragment wurde in pBluescript Il SK
(-) ligiert, wobei das resultierende Plasmid als pCHSAt-BS/5 bezeichnet wurde. Das Insert
wurde zur Kontrolle sequenziert. Das 5-Ende der Chitinsynthasedomane einschlieRlich
eines Teils der Myosindomane (2219 bp - 5236 bp) wurde aus dem Plasmid pCHS-up 1/5.1
herausgeschnitten. Bei einem sofortigen Verdau mit BamH | und Hind Il hatte das
gewilnschte Fragment nicht von den anderen entstehenden Fragmenten getrennt werden
konnen. Deshalb wurde zunachst mit den Restriktionsenzymen BamH | und Sca |
geschnitten und das gereinigte Fragment (3,7 kbp) wurde anschlieRend nochmals mit Hind
[l geschnitten. Uber die eingefiihrten Schnittstellen konnte das Fragment in das zuvor mit

denselben Restriktionsenzymen linearisierte Plasmid pCHSAt-BS/5 eingeflihrt werden. Das
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erhaltene Plasmid pCHSAt-HX/4 wurde zur Uberpriifung der Ligation (iber die Schnittstellen
sequenziert. Um die Chitinsynthasesequenz zu vervollstdndigen und die Sequenz in den
Expressionsvektor pDXA-mcs-YFP zu ligieren, wurde die Chitinsynthasesequenz aus dem
Plasmid pCHSAt-HX/4 in zwei Schritten in den Expressionsvektor mit der Myosindomane
Vr_MDALtDI_Y36 (s. 3.2.1) kloniert. Im ersten Schritt wurden die beiden Plasmide mit Xho |
und Hind Il geschnitten. Dabei entstand bei dem Plasmid Vr_MDAtDi_Y36 ein 6,8 kbp-
Fragment mit einer Hind Ill- und einer Xho I-Schnittstelle und ein 2,2 kbp-Fragment mit Hind
Il Schnittstellen. Aus pCHSAt-HX/4 wurde die Chitinsynthasesequenz herausgeschnitten,
die Uber die Xho I- und Hind llI-Schnittstellen mit dem 6,8 kbp-Fragment ligiert wurde, wobei
das Plasmid Vr_CHSAt 2 entstand. Dieses wurde nach Uberprifung mit dem
Restriktionsenzym Hind Il linearisiert und mit dem 2,2 kbp-Fragment aus Vr_MDAtDi_Y36
ligiert. Mittels Sequenzierung wurde in dem neu entstandenen Plasmid Vr_CHSAtDi_7 (13,7
kb) die richtige Orientierung der kompletten Ar-CS1 (6,9 kb) verifiziert. Vr_CHSAtDi_7 stellt
somit das erste auf dem Vektor pDXA-mcs-YFP basierende heterologe Expressionssystem

fur die transmembrane Myosin-Chitinsynthase der Mollusken dar.
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Fig. 3.7.: Klonierungsstrategie flir das Plasmid Vr_ChSAtDi_7 zur Expression der vollstandigen Ar-

CS1-YFP
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3.3. Zelllinien mit Varianten der Myosindoménen der Ar-CS1
3.3.1. Generierung und Selektion von D. discoideum-Zelllinien fiir die Expression der

Myosindoméne der Ar-CS1

D. discoideum wurde als Expressionssystem neu im Labor eingefiihrt. Dabei konnte bei der
Etablierung der Zellkultur und der molekularbiologischen Methoden auf verdffentlichte
Protokolle zurtickgegriffen werden (http://dictybase.org/; Sussman, 1987).

In dieser Arbeit wurden zwei verschiedene axenisch wachsende Stamme, Ax3-orf+ und
dcsA-, verwendet. Der Ax3-orf+ Stamm tragt integrierte Kopien, des Ddp2 ORF Gens, das
als trans-wirkender Faktor die extrachromosomale Replikation von Plasmiden ermdglicht, die
einen cis-wirkenden ori, wie den Ddp2 ori, tragen (Leiting et al., 1990, Manstein et al., 1995).
Der dcsA- -Stamm kann aufgrund einer Nullmutation in dem Cellulosesynthasegen dcsA
keine Cellulose synthetisieren (Blanton et al., 2000).

Als Transformationstechniken wurden die Transformationen mit ,particle gun“ (Wetterauer et
al.; 2000), mit kationischen Polymeren, mit Ca?*-Phosphat-gefliter DNA (Nellen et al., 1984)
und mit Elektroporation (Howard et al., 1988; Knecht und Pang, 1995) getestet. Nur die
beiden zuletzt aufgeflihrten Methoden waren erfolgreich. Die Elektroporation wurde als
Standardmethode gewahlt, da ihre Effizienz am hdchsten war. Bei der chemischen
Transformation (s. 2.2.2.9.) waren in der Regel 50-100 Kolonien zu sehen, bei der
Elektroporation (s. 2.2.2.10.) wurden etwa 200-300 Kolonien erhalten.

Es wurden acht verschiedene Zelllinien hergestellt: MMD-H81 und MMD-Y36
(Myosindomane der Ar-CS1 mit Region niedriger Komplexitat), 3H-MA-LC und YFP-MA-LC
(Myosindomane der Ar-CS1 ohne Region niedriger Komplexitat), 3H-MA-S und YFP-MA-S
(Myosindomane der Ar-CS1 mit ortsspezifischer Mutation E323S) sowie 3H-MA-A und YFP-
MA-A (Myosindomane der Ar-CS1 mit ortsspezifischer Mutation E323A) (s. 2.1.5.3.).

Nach der Transformation wurde zu den Zellen in Petrischalen erst nach etwa 12 Stunden 10-
20 pg/ml G418 zur Selektion zugegeben. Nicht adharente, z.B. tote Zellen, konnten durch
Schwenken der Petrischale vor dem Mediumwechsel entfernt werden (s. 2.2.2.9.). Nach
etwa einer Woche waren Kolonien zu sehen. Alternative Methoden, Einzelkolonien zu
erhalten, sind die Kultivierung der Transformanten in Gegenwart von mit Hitze getoteten
Bakterien, das Ausplattieren der Transformanten in Soft Agarose mit G418 bzw. auf SM-
Platten zusammen mit Klebsiella aerogenes. Diese Protokolle wurden erfolglos getestet.

Bei D. discoideum ist entscheidend, bei einer Transformation erhaltenene Einzelkolonien
bezlglich der Expression der rekombinanten Proteine zu Gberprifen, da das
Expressionsniveau unterschiedlich sein kann. Es wurden mehrere Auswahlverfahren
durchgeflhrt.
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Meistens wurden pro Transformation 48 Kolonien vereinzelt (s. 2.2.2.9.). Von diesen wurden
etwa 24 Klone getestet, sobald die Zellkulturen eine ausreichende Zelldichte erreicht hatten.
Mittels Kolonie-PCR (s. 2.2.2.6.3.) wurde eine Vorauswahl der Klone getroffen. Eine
Aussage Uber das Expressionsniveau liefert diese Methode jedoch nicht. Mehr als 70% der
getesteten Klone lieferten in einer Kolonie-PCR ein Produkt erwarteter Grof3e.

Zur Abschatzung des Expressionsniveaus wurde bei den Klonen mit YFP-getaggten
Myosindomanen der Ar-CS1 direkt die Fluoreszenz des YFP-Tags mit dem konfokalen
Mikroskop detektiert (s. 2.2.7.1.). Das Verhalten der Zellen wurde durch die rekombinanten
Myosindomanen der Ar-CS1 nicht beeinflusst. Sie konnten sich durch Ausbildung von
Filopodien fortbewegen (s. Fig. 3.8. A und B). Bei ein bis drei Klonen von 24 Klonen
fluoreszierten Uber 90% der Zellen (s. Fig. 3.8. C und D). Innerhalb einer solchen gut
exprimierenden Zelllinie war bei den einzelnen Zellen das Fluoreszenzsignal unterschiedlich
intensiv. Bei einzelnen Zelllinien kam es auch zum Verlust der Expression. Die Zelllinien
konnten stabil gehalten werden, solange die Zelldichte zwischen 5-10° und 8:10° Zellen/ml
eingestellt wurde.

Die Expression von Zelllinien mit His-getaggten Myosindomanen der Ar-CS1 wurde mittels
Immunfluoreszenz (s. 2.2.4.) Uberprift. Als primarer Antikérper wurde der anti-(His)e-tag

(dianova; DIA 900) und als sekundarer Antikdrper der Cy3™

-konjugierte anti-Maus-
Antikorper (dianova; 115-165-146) verwendet (s. 2.1.2.). Die Fluoreszenzsignale wurden mit
dem konfokalen Mikroskop detektiert. Als Negativkontrolle wurden Ax3orf+ Zellen mit beiden
Antikérpern und Ax3orf+ Zellen sowie Zellen der zu testenden Zelllinie nur mit sekundarem
Antikérper behandelt. Am konfokalen Mikroskop wurde bei diesen Proben der ,detector gain®
so reguliert, dass kein Fluoreszenzsignal detektiert wurde.

Bei den stabilen Zelllinien mit His-getaggten Myosindomanen der Ar-CS1 fluoreszieren Uber
90% der Zellen. Das Uber die gesamte Zelle verteilte Fluoreszenzsignal ist nicht bei allen
Zellen gleich intensiv. Die Varianten der Ar-CS1-Myosindoméane unterscheiden sich nicht
signifikant bezlglich der Proteinverteilung in der Zelle. Die Myosindomanen der Ar-CS1
scheinen jedoch nicht immer homogen geldst vorzuliegen, sondern kdnnen mikroskopisch
sichtbare Aggregate bilden. Bei der Zelllinie 3H-MA-LC sind diese Aggregate besonders
ausgepragt. An manchen Stellen innerhalb der Zelle liegen die Myosindomanen der Ar-CS1
bzw. deren Aggregate dicht konzentriert vor. Dieses Verhalten war bei der Zelllinie 3H-MA-

LC seltener zu beobachten (s. Fig. 3.9.).



Fig. 3.8.: Auswahl klonaler Zelllinien mit YFP-getaggten Myosindomanen der Ar-CS1 mittels
Fluoreszenzmikroskopie

Die Bilder der lebenden Zellen wurden mit dem konfokalen Mikroskop aufgenommen. (A) Die drei
abgebildeten Zellen der Zelllinie MMD-Y 36 bilden Filopodien (Pfeilsspitzen) aus. (B) Hier sind die Zellen
in der Uberlagerung des DIC- und des Fluoreszenzkanals gezeigt. Das Fluoreszenzsignal des YFP-
Tags ist gelb dargestellt. In dieser Uberlagerung des DIC- und des Fluoreszenzkanals ist die Zelllinie
YFP-MA-A gezeigt. Bei Uber 90% der Zellen wird ein Fluoreszenzsignal unterschiedlicher Intensitat
detektiert. In Bild (C) ist nur der Fluoreszenzkanal dargestellt.

10 ym

Fig. 3.9.: Auswahl klonaler Zelllinien mit His-getaggten Myosindomanen mittels Immunfluoreszenz
Die Einstellungen wurden so gewahlt, dass bei den Negativkontrollen kein Fluoreszenzsignal
detektiert wurde. Das Fluoreszenzsignal ist rot dargestellt. In den Bildern (A)/(B) sind Zellen der
Zelllinie MMD-H81, in (C)/(D) Zellen der Zelllinie 3H-MA-LC, in (E)/(F) Zellen der Zelllinie 3H-MA-S
und in (G)/(H) Zellen der Zelllinie 3H-MA-A dargestellt. Die verschiedenen Zelllinien unterscheiden
sich nicht signifikant in der Verteilung des Fluoreszenzsignals. Die Varianten der Myosindomanen der
Ar-CS1 liegen zum Teil in mikroskopisch sichtbaren Aggregaten (Pfeilspitzen) delokalisiert bzw. tber
die ganze Zelle verteilt vor. Zusatzlich sind stellenweise dichtere Ansammlungen des heterolog
exprimierten Proteins zu beobachten (Kreise).
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Mittels dem von Manstein und Hunt (1995) entwickelten analytischen Extraktionsverfahren
(s. 2.2.8.2.) wurde das Expressionsniveau der Myosindomanen der Ar-CS1 in D. discoideum
abgeschatzt. Zudem konnten Aussagen Uber das Verhalten der Myosindomanen der Ar-CS1
in der Zelle getroffen werden. Fiir den Test wurden 4-5:10" Zellen eingesetzt. Die Zellen
wurden in Lysepuffer mit Proteaseinhibitoren lysiert und dann abzentrifugiert. In diesem
Uberstand befindet sich das Myosin, das nicht gut an das Aktinpellet bindet. Das Pellet mit
den Cytoskelettproteinen wurde mit Lysepuffer mit ATP und Mg*-lonen behandelt und
erneut abzentrifugiert. Der Uberstand dieser Zentrifugation, der im folgenden Mg?*-ATP-
Extrakt genannt wird, enthalt Myosin, das von den Aktinfilamenten abgeldst wurde. Im Pellet
zurtickgebliebenes Myosin bindet entweder sehr stark an Aktin, assoziiert mit Membranen
oder liegt aggregiert vor. Der erste Uberstand nach Abtrennung der Cytoskelettfraktion, die
Extrakte sowie das Pellet nach Extraktion wurden mittels SDS-PAGE analysiert.

Wie in Fig. 3.10. A exemplarisch dargestellt, war sowohl mittels Coomassiefarbung als auch
mittels Silberfarbung keine eindeutige Expression der Myosindomanen der Ar-CS1
nachweisbar. Die Bandenmuster der untersuchten 24 MMD-Y36- und 26 MMD-H81-Zelllinien
unterschieden sich nicht signifikant von dem Bandenmuster des Ax3-orf+ Wildtyps. Die
Banden bei 220 kDa, die der GréRe von Myosin aus D. discoideum entsprechen, sind sowohl
in den Volllysaten nach der Abtrennung der Cytoskellettfraktion als auch in den Mg*-ATP-
Extrakten zu sehen. Mit dem analytischen Extraktionsverfahren konnten Myosine also
prinzipiell nachgewiesen werden.

Mittels Westernblot mit spezifischen Antikbrpern gegen den His-Tag bzw. den YFP-Tag
konnten die Myosindomanen der Ar-CS1 in allen Fraktionen des Testverfahrens
nachgewiesen werden (s. Fig. 3.10. B und C). Die Banden waren in HOhe der erwarteten
Groflen (MMD-H81: 90 kDa; MMD-Y36: 115 kDa). Die Proben des analytischen
Extraktionsverfahrens mit Ax3-orf+ Zellen zeigten im Westernblot keine Banden.

Die Proteinmengen auf dem Westernblot wurden abgeschatzt (s. 2.2.3.7.) und auf die

Gesamtmenge hochgerechnet.

Uberstand (1,2 ml) Extrakt (40 pl) Pellet (40 ul)
MMD-Y 36 6600 ng 40 ng 140 ng
MMD-H81 (1D1) 2600 ng 10 ng 130 ng
MMD-H81 (2D1) 4000 ng 130 ng 145 ng

95% der Myosindomanen der Ar-CS1 befanden sich im Volllysat nach dem Abzentrifugieren
der Cytoskelettfraktion. Von den in der Cytoskelettfraktion verbliebenen 5% der

Myosindomanen der Ar-CS1 konnten 10-50% wieder aus dem Pellet abgeldst werden.
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Fig. 3.10.: Proteinverteilung nach Elektrophorese von Volllysaten nach Abtrennung der
Cytoskelettfraktionen (Uberstand) und von Mgz+-ATP-Extrakten der Cytoskelettfraktionen auf 7%-
Polyacrylamidgelen

(A) Die Zellinien MMD-H81 und MMD-Y36 sowie Ax3-orf+ Zellen wurden mit dem analytischen
Extraktionsverfahren untersucht. Auf dem mit Coomassie gefarbten Gel wurde jeweils 10 pl Probe
analysiert. MMD-H81 (90 kDa) und von MMD-YFP (115 kDa) sind nicht nachweisbar. Bei den Banden
bei 220 kDa handelt es sich um Myosin aus D. discoideum und bei 45 kDa um Aktin. (B) Westernblot
mit anti-GFP-tag gegen MMD-Y36. Es wurden jeweils 2 pl bzw. 10 pl Probe analysiert. (C)
Westernblot mit anti-(His)es-tag gegen MMD-H81. Hier wurden zwei verschiedene Zelllinien 1D1 und

2D1 analysiert. Es wurden jeweils 10 ul Probe aufgetragen.

Klone jeder Zelllinie wurden nach den beschriebenen Testverfahren Uberprift. Von jeweils
zwei Klonen mit sehr gutem Expressionsniveau wurden Sporen hergestellt (s. 2.2.1.3.2.).

Die Sporen jeder Zelllinie waren keimfahig. Zudem waren die aus Sporen erhaltenen
Amdben erneut zur Expression der rekombinanten Myosindomanen befahigt. Die stabilen
Zelllinien wurden laufend frisch aus Sporen angezogen. In Schittelkultur betrug die
Verdopplungszeit der Zelllinien mit Myosindomane der Ar-CS1 zwischen 18-26 Stunden, bei

Ax3orf+ Zellen zwischen 8-12 Stunden.
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3.3.2. Untersuchung der Kolokalisation der Myosindomédne der Ar-CS1 mit Aktin

innerhalb der D. discoideum-Zellen

Mit der im Rahmen dieser Arbeit etablierten Immunfluoreszenz-basierten Methodik fur die
Selektion von Zelllinien (s. 2.2.4.) wurde untersucht, ob die Myosindomanen der Ar-CS1 in
den D. discoideum-Zellen mit den Aktinflamenten wechselwirken.

Die fixierten D. discoideum-Zellen wurden mit einem anti-GFP-Tag-Antikérper aus
Kaninchen (Dianova, PA1-980A), der ein Epitop des YFP-Tags erkennt, und mit einem anti-
Aktin-Antikorper aus Maus (Dianova; DLN-07273) behandelt. Als sekundare Antikérper
wurden der Alexa Fluor® 488 anti-Kaninchen-Antikérper (Invitrogen, A11008) und der
Cy3™-konjugierte anti-Maus-Antikérper (Dianova, 115-165-146) verwendet. Ax3 orf +-Zellen
und die transformierten Zelllinien wurden zur Kontrolle nur mit den sekundaren Antikérpern
gefarbt. Mit diesen Proben wurden bei der Messung am konfokalen Mikroskop (s. 2.2.7.1.)
die ,detecor gains® beider Fluoreszenzkanale so eingestellt, dass kein Fluoreszenzsignal
detektiert wurde. Als weitere Kontrolle wurden Ax3orf+ Zellen mit den vier oben genannten
Antikérpern behandelt. Mit dieser Probe wurden am konfokalen Mikroskop die ,detector
gains® so reguliert, dass das Fluoreszenzsignal des Farbstoffes Cy3 ausschlieRlich im ,Cy3-
Kanal“ detektiert wurde.

Die YFP-getaggten Myosindomanen der Ar-CS1 und die His-getagggten Myosindoméanen
unterscheiden sich nicht in der Proteinverteilung (vgl. Fig. 3.9. und 3.11.). Die
Myosindomanen der Ar-CS1 bilden mikroskopisch sichtbare Aggregate, die Uber die
gesamte Zelle verteilt sind. An einzelnen Stellen sammeln sich die Myosindomanen dicht
konzentriert an. Aktin ist in der gesamten Zelle verteilt. Die Aktinfilamente liegen vorwiegend
am Zellrand, dem Zellcortex, vor. Am Zellcortex ist keine Myosindomane der Ar-CS1
nachweisbar. Innerhalb der Zelle sind die aggregiert erscheinenden Myosindomanen der Ar-
CS1 mit Aktin kolokalisiert. An den Stellen, an denen die Myosindomane der Ar-CS1 etwas
hoher konzentriert vorliegt, ist eine Kolokalisation mit Aktin nicht auszuschlieRen. An einigen
dieser Stellen lag jedoch definitiv kein Aktin vor (s. Fig. 3.11.). Die verschiedenen Zelllinien
MMD-Y36, YFP-MA-LC, YFP-MA-A und YFP-MA-S unterscheiden sich nicht signifikant in

der Proteinverteilung des Aktins und der Myosindomanen der Ar-CS1.



Fig 3.11.: Untersuchung der Proteinverteilung von YFP-getaggten Myosindomanen der Ar-CS1 und
Aktin in den D. discoideum-Zellen

Zellen der Zelllinie MMD-Y36 (A)-(D) und der Zelllinie 3H-MA-LC (E)-(H) wurden mittels
Immunfluoreszenz untersucht. Das rotgefarbte Signal des Cy3-Kanals reprasentiert Aktin und das
griingefarbte Signal des AlexaFluor 488-Kanals reprasentiert YFP-getaggte Myosindomanen der Ar-
CS1. Die Uberlagerten Bilder aus dem DIC-Kanal und den beiden Fluoreszenzkanalen (A)/(E), die
Uberlagerung beider Fluoreszenzkanale (B)/(F), der Kanal, bei dem Fluoreszenz von Cy3 detektiert
wurde (C)/(G) und der Kanal, bei dem das Signal von Alexa Fluor® 488 detektiert wurde (D)/(H) sind
gezeigt.

Die Myosindomanen der Ar-CS1 sind Uber die gesamten Zellen verteilt. Aggregiert erscheinende
Myosindomanen der Ar-CS1 sind mit Aktin kolokalisiert (Pfeilspitzen). An den Zellrandern, an denen
Aktinfilamente mit der Membran wechselwirken, sind keine Myosindomanen der Ar-CS1 nachweisbar
(offene Pfeilspitzen). An einigen Stellen liegen die Myosindomanen der Ar-CS1 dicht konzentriert vor.
An diesen Stellen wurde in einigen Fallen Aktin nachgewiesen (vgl. Kreis mit gestrichelter Linie), in
anderen Fallen jedoch nicht (vgl. Kreis mit durchgezogener Linie).
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3.3.3. Aufreinigung der Myosindoménen der Ar-CS1 aus D. discoideum-Zellen

Bei dem analytischen Extraktionsverfahren (s. 3.3.1.) befanden sich 95% der
Myosindomanen der Ar-CS1 in der |I6slichen Fraktion, dem Volllysat nach der
Abzentrifugation der Cytoskelettfraktion. Generell wird Myosin als funktionell betrachtet,
wenn es sich mit ATP und Mg*-lonen von der Cytoskelettfraktion extrahieren lasst.
Myosindomanen der Ar-CS1 aus der Cytoskelettfraktion lielen sich unter den fir D.
discoideum-Myosin etablierten Extraktionsbedingungen nur zu 10%-50% ablésen.

Um die Gesamtausbeute an Myosindomane der Ar-CS1 zu steigern, wurde bei der
Etablierung der Aufreinigung versucht, die heterolog exprimierten Myosindomanen sowohl
aus der l6slichen Fraktion als auch aus der Cytoskelettfraktion zu isolieren. In der
schematischen Darstellung fiir die Aufreinigung im praparativen Malstab (s. Fig. 3.12.)
entspricht die I8sliche Fraktion dem Uberstand aus der Ultrazentrifugation (UZ-US) und die
Cytoskelettfraktion dem Pellet aus der Ultrazentrifugation (UZ-Pellet). Bei der Etablierung der
Aufreinigung wurden ausgehend von dem Protokoll nach Manstein und Hunt (1995) einzelne
Bedingungen zur Optimierung variiert. Das Aufreinigungsprotokoll wurde mit der Zelllinie
MMD-H81 erstellt.

I

UZ-Zentri- Dialyse und
- ) Ni-NTA-Saule
Emte bei 0s Lyse des fugation
1000xg Zellpellets Lysat bei 170.000 x g Bg_
far 10 min elibellet fur 1 h verschiedene
Kultur P Extraktionsbe-
UZ-Pellet dingungen

Fig. 3.12.: Schematische Darstellung der Aufreinigung von rekombinanten Myosindoméanen aus D.
discoideum-Zellen im praparativen Mal3stab

3.3.3.1. Aufreinigung der Myosindomane der Ar-CS1 im kleineren MaRstab

Die Aufreinigungen der Myosindomanen der Ar-CS1 aus der Islichen Fraktion und aus den
Extrakten der Cytoskelettfraktion mittels Ni-NTA-Affinitdtschromatographie wurden
miteinander verglichen. 100 ml-Kulturen von zwei verschiedenen Zelllinien MMD-H81
wurden entsprechend dem analytischen Extraktionsverfahren (s. 2.2.8.2.) gereinigt. Die
Cytoskelettfraktion wurde mit dem Lysepuffer gewaschen. Die Myosindomanen der Ar-CS1
wurden mit ATP und Mg®*-lonen in Lysepuffer von der Cytoskelettfraktion extrahiert. Die
Fraktionen wurden mittels Westernblot (s. 2.2.3.7.) analysiert (s. Fig. 3.13.). Die
Myosindomane der Ar-CS1 ist in allen Fraktionen nachweisbar. Die auf dem Westernblot
aufgetragenen Proteinmengen wurden abgeschatzt (s. 2.2.3.7.) und auf die Gesamtmenge

an Myosindomane der Ar-CS1 aus einer 100 ml- Kultur hochgerechnet:
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Kultur | Uberstand des Uberstand vom Extrakt Pellet
Lysats Waschen

2D1 36,0 ug 9,0 ug 0,9 ug 1,2 ug

2C4 41,0 ug 10,2 ug 0,9 ug 1,3 ug

76,5% der MMD-H81 befindet sich in der I6slichen Fraktion und 19% der MMD-H81 im
Uberstand des Waschschritts. Aus der Cytoskelettfraktion konnten 2% der MMD-H81 mit
ATP abgelost werden.

Vor der Ni-NTA-Affinititschromatographie wurden die 18sliche Fraktion bzw. der Mg?*-ATP-
Extrakt gegen 50 mM Tris, pH 7,3, 30 mM KAc, 7 mM B-Mercaptoethanol und 5 mM
Benzamidin dialysiert. EDTA und DTT in den Proben sollten auf die flir Ni-NTA-Agarose
zulassigen Grenzen reduziert werden und die Erhéhung des Salzgehalts sollte fur
stringentere Bedingungen wahrend der Bindung an die Ni-NTA-Affinitatsmatrix sorgen. Nach
dem Probenauftrag wurde schrittweise mit Niedrig-Salz-Puffer, Hoch-Salz-Puffer, und
Niedrig-Salz-Imidazol-Puffer (50 mM) gewaschen und danach mit 10%, 50% und 100%
Imidazolpuffer eluiert. Der Proteingehalt in den Eluaten war unter der Nachweisgrenze einer
herkdbmmlichen SDS-PAGE. Die Westernblotanalyse zeigte, dass in dem sechsten Eluat
MMD-H81 enthalten war. Nach Bradford wurde ein Proteingehalt von 12,4 pg Protein in
diesem Eluat bestimmt. Nach Abschatzung uber den Westernblot (s. 2.2.3.7.) waren davon
0,05 pg MMD-H81. Dies entspricht 0,04 % der Gesamtmenge an Protein in dieser
Eluatfraktion.

Demzufolge war eine Optimierung der Chromatographiebedingungen zwingend erforderlich.
Durch die Zugabe von 5 mM bzw. 20 mM Imidazol in den Bindepuffer bzw. in den
Waschpuffer sowie durch erhéhten Salzgehalt (300 mM KAc) in den Puffern sollte die
Stringenz der Binde- und der Waschbedingungen erhoht werden. Es wurden die Ni-NTA-
Puffer nach Manstein und Hunt (1995) (s. 2.1.3.) verwendet. Eluiert wurde schrittweise mit
50 mM, 100 mM, 200 mM sowie 500 mM Imidazol.

Fig. 3.14. A zeigt die Analyse der Aufreinigung der I8slichen Fraktion mit Ni-NTA-
Affinitatschromatographie. Auf das 7% SDS-Polyacrylamidgel wurden 50 pl Fraktionen, die
mit TCA gefallt wurden, aufgetragen. In den Waschfraktionen sind Proteinbanden zu sehen.
In den Eluaten sind nicht nur Banden im GrélRenbereich der Myosindomanen der Ar-CS1 zu
sehen. Mittels Westernblot wurde MMD-H81 im Durchlauf und in mehreren Eluaten
detektiert.

Bei weiteren Chromatographie-Experimenten wurde schrittweise mit 200 mM und mit 500
mM Imidazol eluiert. In Fig. 3.14. B ist die Analyse von 25 pl mit TCA gefallten Fraktionen
mittels Westernblot dargestellt. Aus der relativen Bandenintensitdt ergeben sich unter

Berlcksichtigung der Fraktionsvolumina folgende Mengen an MMD-H81:
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Fraktion Durchlauf (18 ml) | Eluat 5 (1 ml) | Eluat 6 (1 ml) | Eluat 7 (1 ml)

Menge an MMD-H81 | 39,4 ug 1,9 ug 2,1 ug 0,6 ug

Im Durchlauf befinden sich etwa 90% des MMD-H81. Die Myosindoméanen der Ar-CS1 aus
der l6slichen Fraktion binden unter den gewahlten Bedingungen nur zu einem geringen
Anteil an die Ni-NTA-Agarose.
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Fig. 3.13.: Aufreinigung aus zwei Zelllinien MMD-H81 nach dem analytischen Extraktionsverfahren
Auf ein 7% SDS-Polyacrylamidgel wurden 0,13% von den lI6slichen Fraktionen, 0,33% von den
Uberstéanden des Waschschritts, 4,17% von den Extrakten und 8,33% von den Pellets aufgetragen.

Die Analyse mittels Westernblot erfogte wie in 2.2.3.7. beschrieben.

T k]
Jﬂl - - L a1 5 ]
. 1 éiég £E & - ] ¥ i -.r., - ? o= o
; ;;';E RSN ISESE I
[ (G [ — il = il & o & il & -
. P |f" |ﬁ _,._\H/.. - ™
f i~ S v, “"‘—"//J o - A At
. qthT

200 kDa

| 116403 200 kDa
07 kDa
~ | 66kDa
- 116 kDa
A
.- | 97 kDa
45kDa
| 66 kDa
|
[}
20 kDa
— 45 kDa

B
5 ﬁ
= & - o I o Il
Pigis o555 !
d =& =L o & i [ &
27 kCa
- sl i

E5 kDa

Fig. 3.14.: Aufreinigung von MMD-H81 aus der I6slichen Fraktion mittels Ni-NTA-Chromatographie
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(A) Auf dem 7% SDS-Polyacrylamidgel wurden jeweils 50 pl der Fraktionen aufgetragen. Mittels
Silberfarbung konnten in allen Fraktionen Proteine nachgewiesen werden. In den Eluaten sind Banden
in Grofie der MMD-H81 von 90 kDa jedoch nur dufRerst schwach zu sehen.

(B) Mittels Westernblot wurden 25 ul der Fraktionen analysiert. Nach Abschatzung der aufgetragenen
Proteinmengen sind unter Bericksichtigung der Gesamtvolumina im Durchlauf etwa 90% der MMD-
H81.

3.3.3.2. Aufreinigung von Myosindomanen der Ar-CS1 aus der Cytoskelettfraktion im

praparativen MaRstab

Nach Manstein und Hunt (1995) kénnen Myosindomanen aus D. discoideum funktionell aus
der Cytoskelettfraktion isoliert werden. Dazu wird die Cytoskelettfraktion in HKM-Puffer (s.
2.1.3.) mit 7 mM B-Mercaptoethanol, 5 mM Benzamidin und 40 ug/ml Pefabloc SC
homogenisiert. Zu der Suspension wird ATP auf eine Endkonzentration von 10 mM
zugegeben und 20 min auf Eis inkubiert, bevor fir 1 Stunde bei 20.800 x g zentrifugiert wird.
Bis zu 5% der gesamten Myosindomanen aus Ar-CS1 konnten mit diesem Protokoll abgeldst
werden. Um die Ausbeute zu verbessern, wurden verschiedene Extraktionsbedingungen

getestet, die in folgender Tabelle zusammengefasst sind.

Extraktionsbedingung Wirkung

HKM-Puffer + 0,5 M NaCl + 10 mM ATP + Zentrifugation bei 15.000 x g | gering

HKM-Puffer + 0,5 M KCI + 10 mM ATP + Zentrifugation bei 15.000 x g gering

HKM-Puffer + 0,6 M KCI + 10 mM ATP + Zentrifugation bei 15.000 x g gering

Grolieres Puffervolumen (2 ml Puffer auf 0,3 g Pellet) gering

Variation der ATP-Konzentration (10mM, 15 mM, 20 mM, 50 mM, 100 | gering
mM)

HKM-Puffer + 0,5 M KCI + 50 mM ATP gering
HKM-Puffer + 0,5 M KCI + 100 mM ATP gering
HKM-Puffer + alkalische Phosphatase (25 U -50 U) + 10 mM ATP gering
HKM-Puffer + 15 mM ATP + 10 mM CaCl, gering
HKM-Puffer + 0,5 M KCI + 10 mM CaCl, + 15 mM ATP gering
HKM-Puffer + 0,5 M KCI + 2 mM EDTA + 15 mM ATP gering
50 mM Phosphatpuffer (pH 7,5) gering
HKM-Puffer + Calmodulin (10 yM, 100 uM) + 0,1 M CaCl, + 15 mM ATP | gering
HKM-Puffer + DMSO (5%, 15%, 30%) + 15 mM ATP gering
HKM-Puffer + Glykol (30%, 40%, 50%) + 15 mM ATP gering

HKM-Puffer bei verschiedenen pH-Werten (6,4; 8,5; 9,5) + 15 mM ATP gering
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Harnstoffpuffer c =1 M, 2 M, 25M, 3 M, 35M, 4 M, 6 M, 8 M) + 15 | je hbher c, desto

mM ATP besser
Guanidin-Hydrchlorid-Puffer (2 M, 6 M) + 15 mM ATP gut bei 6 M
Hepes/KI-Puffer mit 0,6 M Kl+ 15 mM ATP gut
HKM-Puffer + Cytochalasin D (2 pug/ml, 5ug/ml) + 15 mM ATP gering
HKM-Puffer + 10 yl DNase | + 15 mM ATP gering
HKM-Puffer + 30% DMSO + 0,5 M NaCl + 15 mM ATP gering

HKM-Puffer + 30% DMSO + 0,5 M NaCl + 0,5 yg/ml Cytochalasin D + | gering
15 mM ATP

HKM-Puffer + 50% Glykol + 0,5 M NaCl + 15 mM ATP gering

HKM-Puffer + 50% Glykol + 0,5 M NaCl + 0,5 pg/ml Cytochalasin D + 15 | gering
mM ATP

Harnstoffpuffer (2 M) + 20 ul DNase | + 15 mM ATP gering
Harnstoffpuffer (4 M) + 10 ul DNase | + 15 mM ATP gering

Einfluss der Reaktionsdauer (2 h bzw. 12 h) mit Harnstoffpuffer (2 M, 4 | 2 h besser als 12
M) bzw. mit Hepes/KI-Puffer mit 0,6 M KI + 15 mM ATP h

Mit Cytochalasin D wurde 15 min bzw. 1 h inkubiert, bevor ATP zugegeben wurde.

Die Ablésung der Myosindomane der Ar-CS1 konnte nur mit Harnstoff, Guanidin-
Hydrochlorid und Kaliumiodid signifikant verbessert werden.

Je hoher die Harnstoffkonzentration war, desto mehr Myosindomane der Ar-CS1 konnte
abgeldst werden. Selbst bei der Extraktion mit 8 M Harnstoff, der héchsten Konzentration,
konnten die Myosindomanen der Ar-CS1 jedoch nicht vollstdndig aus der Cytoskelettfraktion
abgelést werden. Es wurde aullerdem ermittelt, bei welcher Harnstoffkonzentration die
Myosindomanen gut extrahiert werden kdnnen ohne denaturiert zu werden. Nach dem
Waschen mit Extraktionspuffer wurden 0,55 g Pellet fir die verschiedenen Bedingungen
aufgeteilt. Die Cytoskelettfraktion wurde zwei Mal in gleicher Weise mitje 1T ml2 M -4 M
Harnstoffpuffer behandelt. Erst bei der zweiten Extraktion wurde die Myosindomane der Ar-
CS1 abgelost. In Fig. 3.15. ist die Westernblotanalyse dieser Extraktion gezeigt. Mit 4 M
Harnstoff wurde das beste Ergebnis erzielt. Trotzdem wurde in der Cytoskelettfraktion noch
Myosindomane detektiert.

Um die Extraktion mit 4 M Harnstoffpuffer zu steigern, wurden verschiedene Bedingungen
kombiniert. Der Einfluss des Verhaltnisses zwischen dem Gewicht der Cytoskelettfraktion
und Extraktionspuffervolumen wurde dberprift. Dazu wurden 0,1 g bzw. 0,44 ¢
Cytoskelettfraktion mit je 1 ml 4 M Harnstoffpuffer behandelt. Zudem wurden 0,44 g
Cytoskelettfraktion mit 1 ml Harnstoffpuffer, dem 5 pg/ml Cytochalasin, 10 pyl DNase | bzw.
0,5 M NaCl zugesetzt wurden, behandelt. Die Westernblotanalyse (s. Fig. 3.16.) zeigte, dass
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bei der zweiten Extraktion prinzipiell die Myosindoméane der Ar-CS1 abgeldst werden konnte.
Bei der Extraktion aus 0,1 g Cytoskelettfraktion konnte kein MMD-H81 detektiert werden. Die
Zugabe von DNase | konnte die Ablésung der MMD-H81 erhdhen.

Der Einfluss der Reaktionsdauer von 2 M Harnstoffpuffer, 4 M Harnstoffpuffer bzw.
Hepes/KI-Puffer mit 0,6 M Kl (s. 2.1.3.) wurde ebenfalls getestet. Die Cytoskelettfraktion
wurde vor der ATP-Zugabe mit jedem Puffer einmal 2 h und einmal 12 h auf Eis inkubiert.
Die Westernblotanalyse ergab, dass nach zwei Stunden in allen Extrakten MMD-H81, nach
12 Stunden am meisten MMD-H81 mit Kl gelést worden war (s. Fig. 3.17.).
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Fig 3.15.. Ermittlung der Harnstoffkonzentration, bei der MMD-H81 gut extrahiert, aber nicht
denaturiert wird

Fir die Westernblotanalyse wurde ein 7% SDS-Polyacrylamidgel verwendet. Gezeigt ist die zweite
Extraktion mit 2,0 M bis 4,0 M Harnstoff. Mittels Westernblot (s. 2.2.3.7.) wurden jeweils 1% Extrakt
und 3% Pellet analysiert. Je héher die Harnstoffkonzentration ist, desto intensiver sind die Banden.

Unter diesen Bedingungen wurde die Myosindomane der Ar-CS1 selbst bei 4 M Harnstoff noch nicht
vollstandig abgeldst.
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Fig 3.16.: Westernblotanalyse der Harnstoffextraktion von MMD-H81 aus der Cytoskelettfraktion in
Kombination mit verschiedenen Bedingungen

Zur Analyse mittels Westernblot (s. 2.2.3.7.) wurden je 1% Extrakt und 4% Pellet auf ein 7% SDS-
Polyacrylamidgel aufgetragen. Gezeigt sind die zweiten Extrakte. 0,1 g bzw. 0,44 g Cytoskelettfraktion
wurden mit je 1 ml 4 M Harnstoffpuffer behandelt. Dem 4 M Harnstoffpuffer wurden bei der Extraktion
aus 0,44 g Cytoskelettfraktion 5 pg/ml Cytochalasin D, 10 yl DNase | bzw. 0,5 M NaCl zugesetzt. Die
Intensitat der Bande bei der Extraktion mit Harnstoffpuffer und mit DNase | ist am starksten.
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Fig. 3.17.: Einfluss der Inkubationszeit auf die Extraktion

Auf 7%-SDS Polyacrylamidgele wurden jeweils 1% Extrakt und 2% Pellet fur die Westernblotanalyse
aufgetragen. Vor der Zugabe von 15 mM ATP wurde die Cytoskelettfraktion mit 2 M Harnstoff, 4 M
Harnstoff bzw. 0,6 M KI fiir 2 h bzw. UN inkubiert. Nach 2 Stunden konnte unabhangig von den
gewahlten Bedingungen MMD-H81 extrahiert werden. Nach 12 Stunden war die Extraktion von MMD-
H81 nur mit Hepes/KI-Puffer erfolgreich.

3.3.3.3. Aufreinigung der Myosindoméane der Ar-CS1 aus der I6slichen Fraktion im
praparativen MaBstab

Wie bereits gezeigt, war bei einer Aufreinigung nach Manstein und Hunt (1995) tber 95%
der Myosindomanen der Ar-CS1 in der I6slichen Fraktion. Um die Ausbeute zu erhdhen,
sollte der Kulturmalistab vergroBert werden und die selektive Anreicherung Uber Ni-NTA-
Affinitatschromatographie verbessert werden.

Im gréBeren Kulturmalistab (1 | - 8 I) wurden die Zellen durch Zentrifugation (Rotor JLA-
8.1000, Beckman, 1000 x g, 4°C) geerntet und nach Manstein und Hunt (1995) mit 1x PBS
gewaschen. Es wurde beobachtet, dass beim Waschen die Zellen schon durch das
Resuspendieren und durch die Zentrifugation in dem Waschpuffer lysiert wurden. Bei der
Analyse des Waschpuffers mittels Westernblot zeigte sich, das bei dem Waschschritt MMD-
H81 in betrachtlichen Mengen verloren ging.

Fig 3.18. zeigt die Analyse der Ioslichen Fraktion, die unter verschiedenen Bedingungen
zentrifugiert wurden.

Zellen einer 8 | Kultur wurden wie 2.2.8.3. beschrieben lysiert. Die Lysate wurden bei 50.000
x g fir 45 min zentrifugiert. Der Uberstand war noch triib und wurde nochmals bei 200.000 x
g fur 1 h zentrifugiert. Bei beiden Zentrifugationen entstand ein unteres, durchsichtiges und
ein oberes rétliches Pellet. Das Pellet der ersten Zentrifugation betrug ca. 4 g, das Pellet der
Utrazentrifugation betrug ca. 0,7 g. Das Pellet der milderen Zentrifugation wurde zweimal mit
Extraktionspuffer behandelt. In Fig 3.18. A ist die Westernblotanalyse dargestellt. Die
Myosindoméane der Ar-CS1 aus dem Uberstand der 50.000 x g Zentrifugation wurde mit
200.000 x g vollstandig abzentrifugiert. Sowohl das obere als auch das untere Pellet beider
Zentrifugationen enthalten MMD-H81.
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Um die Léslichkeit der Myosindomane der Ar-CS1 zu Uberprifen, wurde eine Waschfraktion
der Zelllinie MMD-H81 aufgeteilt und bei verschiedenen Geschwindigkeiten zentrifugiert: 10
min bei 1000 x g, 20 min bei 20.000 x g, 105 min bei 45.000 x g und 90 min bei 170.000 x g.
Die Westernblotanalyse (Fig. 3.18. B) zeigte, dass der Uberstand der hdchsten
Zentrifugation am meisten MMD-H81 enthielt. Nur I6sliche Proteine sind nach der
Ultrazentrifugation im Uberstand. Die unterschiedlichen Mengen der MMD-H81 in den
Uberstanden der verschiedenen Zentrifugationen lasst vermuten, dass die Zellen bei den
Zentrifugationen unterschiedlich stark lysiert werden.

Es wurde Uberprift, ob Triton X-100 fir die Zelllyse notwendig ist. Von einer 1 | - Kultur
wurden die Zellen (4,20-10° Zellen/ml) mit 40,4 ml 1x PBS durch kraftiges Auf- und
Abpipettieren resuspendiert. Die Zellen einer weiteren 11 -Kultur wurden wie in 2.2.8.3.
beschrieben in 40,4 ml Lysepuffer (s. 2.1.3.) und mit Ultraschall und Triton X-100 lysiert. Die
Zellsuspensionen wurden jeweils 10 min bei 1000 x g zentrifugiert. Die Uberstéande wurden 1
h bei 20000 x g zentrifugiert. Das Pellet aus der Lyse mit 1x PBS war rétlich und von
weicher Konsistenz, das andere war wie ein festes, farbloses Gel. Die Uberstiande dieser
Zentrifugation wurden 1 h bei 170.000 x g zentrifugiert. Das Pellet aus der Lyse mit 1x PBS
war unten ein farbloses Gel und oben rétlich, das Pellet aus der Lyse mit Triton X-100 war
rotlich. In Fig. 3.19. ist die Analyse der Fraktionen dieser Aufreinigung mittels SDS-PAGE
und mittels Westernblot gezeigt. Das 8%-SDS-Polyacrylamidgel wurde silbergefarbt (s. Fig.
3.19. A). Bei der Lyse mit Triton X-100 ist der Proteingehalt der einzelnen Fraktionen gréRer
als bei der Lyse durch Resuspendieren in 1x PBS. Die differentielle Zentrifugation brachte
keinen Reinigungseffekt. Die Westernblotanalyse (s. Fig. 3.19. B) beweist, dass in einer Lyse
mit Triton X-100 eine hdhere Ausbeute des MMD-H81 aus der I6slichen Fraktion erzielt wird.
In allen Uberstanden und in allen Pellets wurde im Westernblot auch Aktin detektiert (s. Fig.
3.19. C).

Es stellte sich die Frage, ob durch diese Vorreinigungsschritte auch die Bindung an Ni-NTA-
Agarose beeinfluRt wird. Der pH-Wert der l6slichen Fraktion aus der Lyse durch kraftiges
Resuspendieren betrug 7,78, der pH-Wert der Idslichen Fraktion aus der Lyse mit Triton X-
100 betrug 8,08. Durch beide pH-Werte sollte die Bindung der MMD-H81 an Ni-NTA-
Agarose nicht beeintrachtigt werden. Die Uberstdnde wurden im so genannten Batch-
Verfahren 24 h mit Ni-NTA-Agarose inkubiert, anschlie3end in einer Saule mit Hoch-Salz-
Puffer gewaschen und stufenweise mit 200 mM Imidazol und mit 500 mM Imidazol im
gleichen Puffer eluiert. In allen Eluaten befinden sich verhaltnismaRig wenig Proteine
unterschiedlicher Gro3e. Die Westernblotanalyse (s. Fig. 3.20.) zeigte, dass sich die MMD-
H81-Variante der Myosindomane der Ar-CS1 ausschliellich im Durchlauf und in den
Waschfraktionen befindet. In der SDS-PAGE sind bei 45 kDa die intensivsten Banden, die in

der Westernblotanalyse als Aktin erkannt wurden. Die Wechselwirkung des His-Tags der
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Myosindomane der Ar-CS1 mit Ni-NTA-Agarose unter diesen Bedingungen entsprach
absolut nicht den Erwartungen.

Um dieses Verhalten der MMD-H81-Variante in der loslichen Fraktion zu untersuchen,
sollten verschiedene Bedingungen fur die Ni-NTA-Affinitdtschromatographie getestet
werden. Als Basispuffer wurden 8 M Harnstoffpuffer, Gly-Gly-Puffer (pH 9) bzw. Hepes/KI-
Puffer mit 0,6 M Kl (s. 2.1.3.) verwendet. Als Ausgangsmaterial dienten die vereinigten
Saulendurchlaufe von Aufreinigungen, bei der die Zellen durch kraftiges Resuspendieren in
1x PBS (mechanische Lyse) sowie mit Detergenz (Triton X-100) lysiert wurden. Jedes
Aliquot wurde gegen den jeweiligen Basispuffer (s. 2.1.3.) fur insgesamt 7,5 h dialysiert. Die
Ni-NTA-Affinitatschromatographie wurde wie in 2.2.8.4. beschrieben durchgefihrt. Die
Analyse der Saulenfraktionen mittels Westernblot (s. Fig. 3.21.) zeigte, dass MMD-H81 unter
diesen Testbedingungen gereinigt werden konnte, sich jedoch immer noch variable Anteile
von MMD-H81 im Durchlauf oder der ersten Waschfraktion befanden. Jedoch wurde nicht
untersucht, ob sich nach der Elution noch MMD-H81 in der Saulenmatrix befand. Bei der
Verwendung des GlyGly-Puffers wurde MMD-H81 mit 200 mM Imidazol eluiert. Bei der
Aufreinigung mit Harnstoff lie3 sich MMD-H81 bevorzugt bei einem pH-Wert von 4,5
eluieren. Bei der Chromatographie mit Hepes/KI-Puffer war die Gesamtausbeute an MMD-
H81 in den Eluaten am groRten. MMD-H81 wurde bereits mit 200 mM Imidazol, aber auch
mit 500 mM Imidazol eluiert. In den Eluaten enthaltene Verunreinigungen machen zwar
einen zusatzlichen Reinigungsschritt erforderlich, prinzipiell entspricht aber eine Aufreinigung

mit Hepes/KI den Erwartungen fiir die Ni-NTA-Affinitdtschromatographie eines His-getaggten

Proteins.
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Fig. 3.18.: Einfluss von Zentrifugalgeschwindigkeiten auf die Ausbeute der Myosindomane der Ar-CS1
(A) Fur die Westernblotanalyse wurden auf das 7% Polyacrylamidgel 10 pl Uberstand und 7 mg Pellet
aufgetragen. Das Volllysat wurde bei 50.000 x g fiir 45 min zentrifugiert. Der Uberstand dieser
Zentrifugation wurde nochmals bei 200.000 x g fir 1 h zentrifugiert. Das Pellet der milderen
Zentrifugation wurde zweimal mit Extraktionspuffer gewaschen. Sowohl das obere als auch das untere
Pellet beider Zentrifugationen enthalten MMD-H81. Im Uberstand der Ultrazentrifugation ist kein MMD-
H81 nachweisbar. (B) Hier wurde ein Zelllysat aufgeteilt und bei verschiedenen Geschwindigkeiten

zentrifugiert. Von jeder Zentrifugation wurden 10 pl Uberstand und 8 mg Pellet mittels Westernblot
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analysiert. Bei der Ultrazentrifugation (170.000 x g; 1h 30 min) wurde am meisten MMD-H81 im
Uberstand detektiert.
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Fig. 3.19.: Einfluss von Lysemethoden auf die Ausbeute an Myosindomanen der Ar-CS1

Zellen der Linie MMD-H81 einer 1 I-Kultur wurde durch kraftiges Resuspendieren in 1x PBS lysiert.
Zellen einer weiteren 1 |-Kultur wurden mit Triton X-100 lysiert. Die Zelllysate wurden nacheinander
bei verschiedenen Geschwindigkeiten zentrifugiert. (A) Es wurden jeweils 0,05% Uberstand auf einem
8% Polyacrylamidgel, das silbergefarbt (s. 2.2.3.6.) wurde, analysiert. Der Proteingehalt ist bei den
Uberstanden aus der Lyse mit Triton X-100 groRer als bei den Uberstanden aus der Lyse durch
kraftiges Resuspendieren. Die Differentialzentrifugation bringt keinen Reinigungseffekt. Der Pfeil
markiert die Bande auf der fir MMD-H81 erwartenden Héhe (B) Bei der Westernblotanalyse wurden
15 ul Uberstand und 7 mg Pellet aufgetragen. Die Ausbeute an MMD-H81 ist bei der Lyse mit Triton
X-100 besser. (C) Bei dem Aktinnachweis in denselben Proben mittels Westernblot konnte Aktin auch

in den Uberstanden detektiert werden.
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Fig. 3.20.: Vergleich der Ni-NTA-Affinitatschromatograpie mit den I6slichen Fraktionen der MMD-H81
aus zwei Lysemethoden

Lyse mit Triton X-100

Die loslichen Fraktionen von mit Triton X-100 bzw. von durch kraftiges Resuspendieren lysierten
Zellen der Linie MMD-H81 wurden mittels Ni-NTA-Chromatographie aufgereinigt. Mittels Westernblot
wurden jeweils 0,02% des Durchlaufs, 2,5% der ersten Waschfraktion sowie 10% der Eluate
analysiert. Dabei wurde gleichzeitig MMD-H81 und Aktin nachgewiesen. MMD-H81 wurde im
Durchlauf beider Chromatographien und in der ersten Waschfraktion der Chromatographie der
I8slichen Fraktion der mit Triton X-100 lysierten Zellen detektiert. Aktin ist im Durchlauf, in der ersten
Waschfraktion sowie zum Teil in den Eluaten nachweisbar. Schwache Banden sind mit einem Kreis
markiert. Die l0sliche Fraktion der durch kraftiges Resuspendieren lysierten Zellen hatte einen
niedrigeren Proteingehalt.
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Fig. 3.21.: Vergleich unterschiedicher Pufferbedingungen bei der Ni-NTA-Affinitadtschromatographie

Auf 8%-SDS-Polyacrylamidgele wurden jeweils 0,03% Durchlauf, 7,5% der Waschfraktionen sowie
15% der Eluate aufgetragen und auf Nitrocellulosemembranen geblottet (s. 2.2.3.7.). Zusammen mit
dem 6H-Standard wurde als Positivkontrolle 6-His-p53 aufgetragen. Die relativ schwachen Banden
vom MMD-H81 wurden mit Kreisen markiert. (A) Bei der Ni-NTA-Affinitdtschromatographie wurde als
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Basispuffer ein GlyGly-Puffer (pH 9,0) verwendet. Banden in Hohe der erwartenden Grofke von MMD-
H81 finden sich im Durchlauf, in der Waschfraktion 1 und in den Eluaten 1-3. (B) Hier wurde als
Basispuffer ein 8 M Harnstoffpuffer verwendet. Banden in Hohe der erwartenden Gréfle von MMD-
H81 sind im Durchlauf und in den Eluaten 2-3 sowie 5-7. (C) Hier wurde als Basispuffer ein Hepes-
Puffer mit 0,6 M Kl verwendet. Banden in Hohe der erwartenden GréRe von MMD-H81 finden sich im

Durchlauf und in allen Eluaten. Hier wurde die grofte Ausbeute erzielt.

3.3.3.4. Vergleich der Eigenschaften der Myosindoméanenvarianten der Ar-CS1 aus der

I6slichen Fraktion und der Cytoskelettfraktion

Zellen der Zelllinien MMD-H81, 3H-MA-LC, 3H-MA-A und 3H-MA-S (s. 2.1.5.3.) wurden wie
in 2.2.8.3. beschrieben lysiert und zentrifugiert. Nach der Ultrazentrifugation wurden die
Myosindomanen der Ar-CS1 aus 0,4 g Cytoskelettfraktion mit 1 ml Extraktionspuffer (s.
2.1.3.) mit 15 mM ATP abgel6st. Es wurde 1 h bei 16.000 x g zentrifugiert.

Die Fraktionen wurden mittels Westernblot analysiert. Wie in Fig. 3.22. gezeigt, exprimieren
die Zelllinien die jeweilige Myosindomane der Ar-CS1 in etwa gleichen Mengen. MMD-H81
und 3H-MA-A befinden sich kaum in der I6slichen Fraktion. Alle Varianten konnten aus der
Cytoskelettfraktion abgelost werden. Dabei wurde die héchste Ausbeute bei 3H-MA-A und
bei 3H-MA-LC erzielt.

Die Proteinmengen auf dem Westernblot wurden quantifiziert (s. 2.2.3.7.) und auf die

Gesamtmenge hochgerechnet:

Myosin- Kultur Lésliche Extrakt Pellet > Mengen des

domane (100 ml) | Fraktion Proteins

MMD-H81 173 g | 4 yg (55 ml) 0,44 pug(3ml) | 0,52 ug (1,6 g) | 4,96 ug (2,9%)

3H-MA-LC | 147 pg | 13 ug (50 ml) | 0,50 pg (3 ml) | 0,79 g (1,29 g) | 14,29 pg (9,7%)

3H-MA-A | 200pg | 6pg (55ml) | 0,54 pg (3ml) | 0,561 pg (1,59) | 7,05 g (3,5%)

(
(
(
(

3H-MA-S | 167 pg | 10 ug (52 ml) | 0,42 ug (3 ml) | 0,62 pg (1,47 g) | 11,04 (6,6%)

In Klammern sind die gesamten Volumina bzw. Mengen der I6slichen Fraktionen, Extrakte
und Pellets angegeben.

Die Summe der Mengen der Myosindomanen der Ar-CS1 aus der I6slichen Fraktion, dem
Extrakt und dem Pellet wurde berechnet und mit der Menge aus der 100 ml-Kultur
verglichen. Nach der Zelllyse und der Anreicherung durch die Ultrazentrifugation sind
weniger als 10% des rekombinanten Myosindomane-Proteins aus der Kultur in den
einzelnen Fraktionen nachweisbar.

Es wurde gezeigt, dass die Ausbeute bei der Aufreinigung der MMD-H81 am groRten ist,

wenn die Zellen ohne Detergenz lysiert werden (s. 6.3.2.). Zellen der Zelllinien MMD-H81,
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3H-MA-LC, 3H-MA-A und 3H-MA-S wurden deshalb ohne Detergenz lysiert. Aus der
angereicherten Cytoskelettfraktion wurden die Myosindomanen mit 15 mM ATP abgel6st. Bei
der Zelllinie 3H-MA-LC konnte nach der Extraktion im Pellet keine Myosindoméane
nachgewiesen werden. Die I6slichen Fraktionen wurden gegen Hepes/KI-Puffer mit 0,4 M Ki
(s. 2.1.3.) dialysiert und Uber Ni-NTA-Affinitdtschromatographie (s. 2.2.8.4.) gereinigt. Als
Basispuffer wurde der Hepes/KI-Puffer verwendet. In Fig. 3.23. sind die Westernblotanalysen
dargestellt. Jede Variante der Myosindomanen der Ar-CS1 konnte im Durchlauf sowie in den
Eluaten mit 200 mM Imidazol nachgewiesen werden. Bei der Myosindomane 3H-MA-A war
im Dialysat die gréf3te Ausgangsmenge vorhanden, was die relativ hohe Ausbeute nach der

Affinitats-Chromatographie erklart. Auch im Saulenmaterial konnte 3H-MA-A nachgewiesen
werden.
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Fig. 3. 22.: Vergleich der Varianten der Myosindomanen der Ar-CS1

100 ml-Kulturen der Zelllinien MMD-H81, 3H-MA-LC, 3H-MA-A und 3H-MA-S wurden lysiert und
zentrifugiert. Aus der Cytoskelettfraktion wurden die Myosindomanen mit ATP extrahiert. Mittels
Westernblot wurden jeweils 0,015% Kultur, 0,03% I6sliche Fraktionen und 0,5% Extrakte sowie 0,7%
Pellet aufgetragen. Jede Variante der Myosindomane der Ar-CS1 wird exprimiert. 3H-MA-S ist

vorwiegend in der 16slichen Fraktion. 3H-MA-LC und 3H-MA-A konnten am besten extrahiert werden.
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Fig. 3.23.: Vergleich der Ni-NTA-Chromatographie mit MMD-H81, 3H-MA-LC, 3H-MA-A und 3H-MA-S
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Auf 8%-Gelen wurden 0,03% Dialysat, 0,03% Durchlauf, 15% Eluate und 20% der S&ulenmatrix
aufgetrennt und mittels Westernblot analysiert. Jede Variante der Myosindomane der Ar-CS1 konnte

Uber Ni-NTA-Chromatographie gereinigt werden. Schwache Banden wurden mit Kreisen markiert.

Die Varianten der Myosindomanen der Ar-CS1 wurden mit ausgewahlten Bedingungen in
ihrem Extraktionsverhalten miteinander verglichen. Dabei wurde die Cytoskelettfraktion
zweimal mit HKM-Puffer (s. 2.1.3.) gewaschen. Danach wurden jeweils 145 mg - 500 mg
Pellet mit 0,3 ml - 1,5 ml Extraktionspuffer homogenisiert. Nach ATP-Zugabe wurde die
Extraktion 20 min bei RT inkubiert. Die verschiedenen Extraktionsbedingungen sind in
2.2.8.3. aufgelistet.

Das Experiment wurde zweimal in gleicher Weise durchgefiihrt. Die Extrakte wurden mittels
Westernblot analysiert. Die aufgetragenen Mengen wurden quantifiziert (s.2.2.3.7.). Die

Werte aus beiden Experimenten wurden gemittelt (s. 6.3.3.).

45
mATP
401 m kein ATP
35 1 m CIAP + ATP
D 30 - i m NaCl + ATP
c 25 - 1 m NaCl
"g’; 20 | m KCl + ATP
§ 15 - o KCI
10 - mKI + ATP
5 @ Urea + ATP
0l | | @ Glykol + ATP
MMD-H8! 3H-MALC 3H-MAA 3H-MAS | DDOMSO*ATP

Fig. 3.24.. Bei verschiedenen Bedingungen extrahierte Mengen der Varianten der Myosindomanen
der Ar-CS1

MMD-H81 und 3H-MA-LC lésen sich schlechter von der Cytoskelettfraktion, wenn ATP
zugegeben wurden. Die Zugabe von NaCl, KCI, Kl, Harnstoff bzw. DMSO zu dem
Extraktionspuffer hat keinen Einfluss im Vergleich zu der Behandlung mit Extraktionspuffer
ohne Zusatze. Mit Glykol und ATP konnte am meisten MMD-H81 bzw. 3H-MA-LC extrahiert
werden.

Die Ablésung von 3H-MA-A aus der Cytoskelettfraktion wird durch die Zugabe von ATP nicht
wesentlich beeinflusst. Die beste Extraktion wurde mit Puffer mit NaCl und ATP erzielt. Mit
DMSO konnte am wenigsten 3H-MA-A extrahiert werden.

3H-MA-S konnte durch Zugabe von ATP besser aus der Cytoskelettfraktion gelost werden.
Die alkalische Phosphatase (CIAP) verschlechtert die Ausbeute der Extraktion. Die Zugabe
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von NaCl, KCI, Kl, Harnstoff, Glykol bzw. DMSO verschlechtern die Extraktion im Vergleich

zur Behandlung mit Extraktionspuffer.

3.3.4. MALDI-Analyse der Bande auf Hohe der zu erwartenden GroRe der
Myosindomane der Ar-CS1

Bei den Westernblotanalysen wurde eine Bande, die in Hohe der erwarteten GréfRe von ca.
90 kDa lief, durch den Antikdrper anti-(His)e-tag (s. 2.1.2.) erkannt. Zum Teil wurde auch eine
Bande bei 66 kDa bei den Westernblotanalysen gefarbt. Dieses Protein wurde manchmal
Uber Ni-NTA-Affinitatschromatographie mit grofReren Ausbeuten gereinigt als das 90 kDa
groflte Protein. Mittels MALDI sollte verifiziert werden, ob es sich bei dem Protein in Hohe
von 90 kDa um die Myosindomane der Ar-CS1 handelte. AuRerdem sollte untersucht
werden, ob das 66 kDa-Protein eine trunkierte Form der rekombinanten Myosindomane
darstellt.

Fir die MALDI-Analysen wurden Eluate aus einer Aufreinigung mittels Ni-NTA-
Affinitatschromatographie mit dem 50 mM Hepes-Puffer (pH 8,0) mit 0,5 M NaCl und 0,6 M
Kl als Laufpuffer verwendet. Auf dem 8%-SDS-Polyacrylamidgel liefen in Ho6he von etwa 90
kDa zwei Banden, die beide analysiert wurden. Zudem wurde die Bande bei 66 kDa
analysiert (s. Fig. 3.25.). Die Proteine wurden im Gel mit Trypsin wie in 2.2.3.8. beschrieben

verdaut. Die MALDI-Analyse wurde im Labor von Prof. R. Deutzmann durchgefuhrt.
e
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Fig. 3.25.: 8%-SDS-Polyacrylamid mit Proben fiir MALDI-Analyse
Die mit einem Pfeil markierten Banden wurden mittels MALDI analysiert. Die mit MMD beschriftete

Bande konnte als rekombinante Myosindomane der Ar-CS1 identifiziert werden.

Bei der Bande auf Hohe von 90 kDa handelte es sich um das rekombinant hergestellte

Protein, die Myosindomane der Ar-CS1. Die beiden anderen Proteine konnten als besonders
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Histidin-haltige Proteine aus Dictyostelium discoideum (gi/ 66815707; gi/ 66828255)
identifiziert werden.

In der unten aufgefiuihrten Tabelle ist die Kombination von Peptiden, die beim im Gel-Verdau
der Bande bei ca. 90 kDA entstanden und die mit der Sequenz der Myosindoméane der Ar-
CS1 korrelieren, aufgelistet. Bei CM handelt es sich um die berechnete Peptidmasse und bei
OM um die beobachtete Peptidmasse. Unter M stehen die Modifikationen: Oxidation von

Methionin (O) sowie Propionamidmodifikation von Cystein (P).

CM OM Sequenz M
764,4063 | 765,4216 | VCFGIR P
875,4613 | 876,4984 | RDGYPIR

953,4388 | 954,4877 | YVAQMGNR )

1095,5712 | 1096,6176 | IKFEDFAAR

1157,6556 | 1158,7081 | LSQAQPLFVR

1365,6313 | 1366,6898 | YHGEYENLVSR

1440,6844 | 1441,7452 | NLSGESSGSTLYAR

1560,7473 | 1561,8026 | APHLFWTADNAYR

In der Aminosaurensequenz der Myosindomane der Ar-CS1 wurden die Peptide markiert:

MKPDDLSDLEVLDENTIVQALRTRENKEKFYTYIGDILVAVNPCKPLNLF
DLKYHGEYENLVSRTOKAPHLEWTADNAYRSLCETGRNQCILVSGESGAG
KTESTKYMIQHLMKISPSDDSLLLDKIVQINPLLEAFGNAATEFMNKNSSR
FGKFIELHYSEYGQLLGAKIDDYILEKSRVVHRSNGEKNFHVFYALFAGM
SRERLLYYFLEDPDCHRIMREDDVQRGVFQDAEEYQHYKSMESDLTVIMS
HIGFSDEHIQVIFLILAAILHLANIVEMPIDSTDGVSVADEYPLHAVAKL
LGIEDEVELTEALISNVNTIKGEKIQSWKSLREANDSRDALAKDLYSRLEFE
GWIVGQINRNIWGKRONKNKMTRGSSIGLLDMSGFENFKVNGEFDQLLINI
SNEKLQQYFMDYIFPRERREYELEGIEWRDIVYHCNDEVLEVLEFKRPDGV
LSLLDEESHFPQSNDSSLVOQKLNKYCHDSTRYVAOMGNRVCEGIRHYAEQ
VITYNADGFLEGNRDSLSSDLVGCLLNSNNEFIKDLEFTASMSPTGTISDEFA
SKCASRPRLPSVWPSTINPEKLRVSLSGKASIRIKKKSFRNLSGESSGST
LYARSSPTVTKHFKRSLSDLMTKLSQAQPLEFVRCVKPNLHLSSGKFDSDL
VRROQLLCNGLMEIAELRRDGYPIRIKEEDEAARYKDICDEFGNTNSDDLGK
CLDILKTERIEGFKVGRSKIFLKDYQKDMLEDTLREALRQKELERRRKAE
EE

3.4. Zelllinien mit der Chitinsynthase Ar-CS1-YFP

Die YFP-getaggte Chitinsynthase aus Afrina rigida Ar-CS1 wurde heterolog in D.
discoideum-Zellen exprimiert. Die Proteinverteilung wurde mittels Immunfluoreszenz
untersucht. Mittels der Bindung von Fraktionen aus einer Membranpraparation an
Silicatkugeln sollte untersucht werden, ob das Enzym in die Membran eingebaut wurde. Die
Aktivitdt der Ar-CS1-YFP wurde mit einem radioaktiven Test geprift. Aullerdem wurden

Tests, um die Bildung von Chitin in vivo nachzuweisen, entwickelt. Mittels
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Rasterkraftmikroskopie wurde untersucht, ob sich die Membranstruktur der Dictyostelium-
Zellen durch die Expression der Ar-CS1-YFP verandert.

3.4.1. Herstellung und Handhabung der Zelllininen mit Ar-CS1-YFP

Die YFP-getaggte Ar-CS1 wurde in zwei verschiedenen D. discoideum-Stammen, Ax3-orf+
und dcsA-, heterolog exprimiert.

Eine Transformation des Stammes Ax3-orf+ war nur unter Einsatz der doppelten
Plasmidmenge wie normalerweise bei einer Elektroporation Ublich erfolgreich. Die ersten
Klone zeigten sich nach ca. einer Woche in der Petrischale. Insgesamt wurden etwa 50-100
Klone erhalten. Positive Klone wurden mittels Immunfluoreszenz (s. 2.2.4.) identifiziert. Die
Verdopplungszeit der erhaltenen Zelllinie Ax3ArCS1-YFP in Schiuttelkultur lag zwischen 16 h
bis 24 h. Die Sporen der Zelllinie waren keimfahig. Die aus den Sporen erhaltenen Amében
konnten aber Ar-CS1-YFP nicht exprimieren. Deshalb wurden die Ax3ArCS1-YFP-Zelllinien
regelmafig frisch hergestellt.

Um mutmallich gebildetes Chitin, das die Zellen beim Wachstum behindern koénnte,
abzubauen, wurde die Zelllinie Ax3ArCS1-YFP teilweise in Gegenwart von Lysozym
kultiviert. Mit verschiedenen Konzentrationen an Lysozym wurde getestet, wie das
Wachstum der Zelllinie beeinfluRt wird. Eine Konzentration von 0,05 mg/ml Lysozym im
Medium griff die Zellhdlle der Zellen stark an. In Gegenwart von 0,01 mg/ml Lysozym
veranderte sich die Zelloberflache nicht mikroskopisch sichtbar. Deshalb wurde diese
Konzentration eingesetzt.

Bei der Transformation der dcsA-, die dcsA REMI Mutanten sind, wurden positive Klone nur
mit der chemischen Transformation erhalten. Dabei wurde doppelt soviel Plasmid wie Ublich
eingesetzt. Nicht jede Transformation fihrte zu Klonen. Von 13 Transformationen flihrten
vier zu 12-24 Kolonien. Die ersten Klone waren einmal nach einer Woche und dreimal nach
zwei Wochen zu sehen. Nach Uber einem Monat konnten von zwei Platten nochmals 12
Klone gepickt werden. Positive Klone wurden mittels Immunfluoreszenz (s. 2.2.4.)

identifiziert. Die erhaltene Zelllinie dcsArCS1-YFP war nicht zur Sporulation fahig.

3.4.2. Expression und Verteilung der Ar-CS1-YFP in D. discoideum-Zellen

Die Fluoreszenzsignale des YFP-Tags der Ar-CS1-YFP in den D. discoideum-Zellen konnten
nicht direkt detektiert werden, weil die Signale zu schwach waren. Mittels Immunfluoreszenz
wurden die Signale verstarkt, und somit konnte die Verteilung der Ar-CS1-YFP untersucht
werden (s. 2.2.4.). Nach einer Fixierung mit 2% Formaldehyd in MeOH (s. 2.2.1.5.1.) wurden

Ax3-orf+ bzw. dcsA- Zellen und die entsprechenden Ar-CS1-YFP exprimierenden Zelllinien
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mit einem anti-GFP-tag-Antikdrper aus Kaninchen (Dianova, PA1-980A) und mit einem anti-
Aktin-Antikérper aus Maus (Dianova; DLN-07273) sowie mit den entsprechenden
sekundaren Antikorpern, Alexa Fluor® 488 anti-Kaninchen-Antikorper (Invitrogen, A11008)
und der Cy3™-konjugierte anti-Maus-Antikdrper (Dianova, 115-165-146), behandelt. Ax3-
orf+ bzw. dcsA- Zellen und die entsprechenden transformierten Zelllinien wurden als
Kontrolle fur unspezifische Bindung auch nur mit den sekundaren Fluoreszenz-Antikdrpern
behandelt. Mit diesen Proben wurden die Grundeinstellung der ,detector gains® beider
Fluoreszenzkandle am konfokalen Mikroskop (s. 2.2.7.1.) vorgenommen, so dass kein
Fluoreszenzsignal detektiert wurde. Als weitere Kontrolle wurden nicht transformierte Ax3-
orf+ bzw. dcsA- Zellen mit den vier oben genannten Antikérpern behandelt. Mit dieser Probe
wurden am konfokalen Mikroskop die ,detector gains® so reguliert, dass das dem Aktin
entsprechende Fluoreszenzsignal von dem Farbstoff Cy3 ausschlieBlich im ,Cy3-Kanal*
detektiert wurde.

Die Intensitat der Fluoreszenzsignale des Alexa Fluor® 488 anti-Kaninchen-Antikorper war
bei den Immunfluoreszenzen der Ar-CS1-YFP schwacher als bei den Immunfluoreszenen
der YFP-getaggten Myosindomanen (s. 3.3.2.). Um das Signal zu verstarken, wurden bei der
Bildbearbeitung mit der Software Adobe Photoshop (s. 2.1.10.) bei allen Bildern Helligkeit
und Kontrast auf 75 erhéht. Bei den Negativkontrollen wurde mit denselben Anderungen kein
Signal nachgewiesen. Wurde die Immunfluoreszenz mit Zelllinien aus Schuttelkulturen
durchgeflhrt, war das Fluoreszenzsignal des Alexa Fluor® 488 anti-Kaninchen-Antikdrper
schwaécher als bei frisch hergestellten Zelllinien aus der Titerplatte.

Innerhalb einer Zelllinie AxX3ArCS1-YFP waren immer alle Zellen positiv (vgl. Fig. 3.26.).

Es sind zwei verschiedene Muster aufgetreten: Ar-CS1-YFP war entweder unstrukturiert (s.
Fig. 3.26. A/B) oder globuar strukturiert verteilt (s. Fig. 3.26. C/D). Alle Zellen einer Linie
wiesen dasselbe Muster auf. Innerhalb einer Zelle mit unstrukturiertem Muster ist Ar-CS1-
YFP Uber die gesamte Zelle verteilt. An vereinzelten Stellen liegt Ar-CS1-YFP dichter
konzentriert vor (s. Fig. 3.26. A/B; offene Pfeilspitzen). In den Zellen gibt es einige nicht-
fluoreszierende Bereiche (s. Fig. 3.26. A/B; geschlossene Pfeilspitzen). Dort konnten
Zellorganellen lokalisiert sein. Das globular strukturierte Muster ist ebenso innerhalb der
gesamten Zellen zu erkennen. Bei den globularen Strukturen kénnte es sich um Chitosomen
oder um aggregiertes, denaturiertes Protein handeln. Ar-CS1-YFP ist auch in den Filopodien
lokalisiert (Fig. 3.26. C/D; Pfeilspitzen). Um eine mdgliche Kolokalisation der Ar-CS1-YFP mit
dem Aktincytoskelett zu untersuchen, wurde auch Aktin immunogefarbt (s. Fig. 3.26. (E)-(J)).
Die Chitinsynthase ist in das Cytoskelett eingelagert (vgl. Kreise). Teilweise wird eine
Uberlagerung beider Fluoreszenzsignale durch eine Gelbfarbung deutlich. An diesen Stellen
ist Ar-CS1-YFP mit Aktin kolokalisiert. Der Zellcortex ist durch das Aktin am Zellrand zu

erkennen. In einigen Zellen ist dort auch Ar-CS1-YFP lokalisiert (offene Pfeilspitzen). Die



Ergebnisse Seite 95

Kultivierung der Zellen in Gegenwart von 0.01 mg/ml Lysozym beeinflusst die Verteilung der
Ar-CS1-YFP nicht (vgl. Fig. 3.26. (1)/(J)).

Fig. 3.27. zeigt die Verteilung der Ar-CS1-YFP in den dcsArCS1-YFP. Das
Fluoreszenzsignal des Alexa Fluor® 488 war zum Teil intensiver als bei den Ax3ArCS1-YFP.
Die Verteilung der Ar-CS1-YFP unterschied sich bei den beiden Zelllinien nicht. Es konnte
das unstrukturierte (Fig. 3.27. A/B) und das globular strukturierte Muster (Fig. 3.27. C/D)
nachgewiesen werden. Im Cortex, direkt am Zellrand oder in den Filopodien konnte teilweise
Ar-CS1-YFP detektiert werden (Fig. 3.27. E-G). Ar-CS1-YFP ist mit Aktin kolokalisiert (Fig.
3.27. H/l) oder in das Cytoskelett eingelagert (Fig. 3.27. J/K).

Die Zellen wurden vor der Immunfluoreszenz mit 2% Formaldehyd in MeOH fixiert. Durch die
Dehydration der Zellen auf Grund des Alkohols sind die Membranen beschadigt worden.
Deshalb wurde die Immunfluoreszenz mit Zellen, die mit 4% Paraformaldehyd in PBS
schonender fixiert wurden, durchgefiihrt. Es konnte kein Aktin detektiert werden, weil die
Zellen fur die Antikérper nicht mehr durchlassig waren. Ar-CS1-YFP war kaum nachweisbar.
Zusammenfassend lasst sich also feststellen, dass es prinzipiell moglich ist, die YFP
getaggte Myosin-Chitinsynthase der Mollusken trotz ihrer enormen Grofle (290 kDa)
vollstdndig in D. discoideum zu exprimieren. Die beobachteten unterschiedlichen
Verteilungsmuster des Fluoreszenzsignals sind jeweils innerhalb einer Zelllinie konstant.
Offen bleibt jedoch die Frage nach der Funktionalitat, die in erster Linie davon abhangt, ob

der Einbau der komplexen Glykosyltransferase in die Membran richtig funktioniert.



Fig. 3.26.: Verteilung der Ar-CS1-YFP in der Zelllinie Ax3ArCS1-YFP

Das Verteilungsmuster der Ar-CS1-YFP wurde mittels Immunfluoreszenz untersucht. Das griin gefarbte
Fluoreszenzsignal des Alexa Fluor® 488 reprasentiert Ar-CS1-YFP und das rot gefarbte Signal von Cy3
reprasentiert Aktin. (A)-(D) Hier wurde Ar-CS1-YFP immunogefarbt (A)/(B) Bei den gezeigten Zellen ist Ar-CS1-
YFP unstrukturiert verteilt. Offene Pfeilspitzen markieren Stellen am Zellrand mit héherer Signalintensitat;
geschlossene Pfeilspitzen Stellen ohne Signal in den Zellen. (C)/(D) Hier ist Ar-CS1-YFP globular strukturiert
verteilt. Ar-CS1-YFP ist in Filopodien lokalisiert (Pfeilspitzen). (E)-(J) Ar-CS1-YFP und Aktin wurden
immunogefarbt. Gezeigt sind die Bilder aus dem "Alexa Fluor® 488-Kanal" sowie die jeweiligen Uberlagerungen
beider Fluoreszenzkandle. Ar-CS1-YFP ist in das Aktincytoskelett eingelagert (Kreise) sowie mit Aktin
kolokalisiert (geschlossene Pfeilspitzen). Im Cortex ist auch Ar-CS1-YFP lokalisiert (offene Pfeilspitzen). Die
Zellen in (1)/(J) wurden in Gegenwart von 0,01 mg/ml Lysozym kultiviert.

ig. 3.27.: Verteilung der Ar-CS1-YFP in der Zelllinie dcsArCS1-YFP
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Fig. 3.27.: Verteilung der Ar-CS1-YFP in der Zelllinie dcsArCS1-YFP

Das Verteilungsmuster der Ar-CS1-YFP wurde mittels Immunfluoreszenz untersucht. Das grin
gefarbte Fluoreszenzsignal des Alexa Fluor® 488 reprasentiert Ar-CS1-YFP und das rot gefarbte
Signal von Cy3 reprasentiert Aktin. (A)-(D) Ar-CS1-YFP wurde immunogefarbt. (E)-(K) Ar-CS1-YFP
und Aktin wurden immunogefarbt. (A)/(B) Ar-CS1-YFP ist unstrukturiert verteilt. Geschlossene
Pfeilspitzen kennzeichnen Stellen innerhalb der Zellen ohne Ar-CS1-YFP. An einer Stelle ist in einem
Filopodium Ar-CS1-YFP (offene Pfeilspitze). (C)/(D) Ar-CS1-YFP ist globular strukturiert verteilt. Die
Pfeilspitze markiert eine Stelle am Zellrand mit einem intensiveren Fluoreszenzsignal. (E)-(G) Ar-CS1-
YFP ist im Cortex mit Aktin kolokalisiert (geschlossene Pfeilspitzen). Ar-CS-YFP ist am Zellrand bzw.
in einem Filopodium lokalisiert (offene Pfeilspitzen). (H)/(I) Ar-CS1-YFP ist in das Aktincytoskelett
eingelagert. Die leichte Gelbfarbung reprasentiert eine Kolokalisation von Ar-CS1-YFP und Aktin
(gestrichelte Kreise). (J)/(K) Ar-CS1-YFP ist innerhalb der Zellen in das Cytoskelett eingelagert

(Kreise) und zum Teil am Zellrand lokalisiert (offene Pfeilspitze).

3.4.3. Untersuchung der Membranfraktionen der Zelllinien mit Ar-CS1-YFP

Um den Einbau der Ar-CS1-YFP in die Plasmamembran der D. discoideum-Zellen zu
untersuchen, wurden Membranfraktionen der Zelllinien AXx3ArCS1-YFP und der dcsArCS1-
YFP prapariert (s. 3.4.3.1.). Die Membranfraktionen wurden fiir die Bindung an Silikatkugeln
(s. 3.4.3.2.) und fur einen Aktivitatstest (s. 3.4.3.3.) eingesetzt.

3.4.3.1. Membranpraparation von Zelllinien mit Ar-CS1-YFP

Die Membranpraparationen wurden wie in 2.2.9.1. beschrieben durchgefihrt. Im Pellet der
1000 x g-Zentrifugation sollten sich Zellwdnde und nicht lysierte Zellen befinden. Der
Uberstand wurden nochmals bei 54.000 x g zentrifugiert. Der Uberstand der 54.000 x g-
Zentrifugation sollte Vesikel enthalten. Das bei der 54.000 x g-Zentrifugation entstandende
Membran-enthaltende Pellet bildete zwei Phasen aus: ein farbloses Gel und eine obere
rotliche Fraktion.

Mittels SDS-PAGE wurden die Pelletfraktionen und die Uberstande der beiden
Zentrifugationen untersucht. Als Negativkontrolle wurden in gleicher Weise behandelte
Fraktionen von Ax3-orf+ bzw. von dcsA- aufgetragen.

Die Proben wurden zunachst mit SDS-Probenpuffer (s. 2.1.3.) versetzt und fir 5 min bei
95°C inkubiert. Auf den Gelspuren waren wegen des starken Hintergrundes von Lipiden und
Zuckern keine definierten Proteinbanden zu sehen. Deshalb wurden verschiedene
Probenpraparationen getestet. Die Proben wurden in 2x Laemmli (s. 2.1.3.), der mehr SDS
als der SDS-Probenpuffer enthalt, aufgenommen. Dann wurden sie vor dem Aufkochen in 2x
Laemmli auf 0,5% Triton X-100 gebracht. AuRerdem wurden die Pellets in 125 mM Tris
(pH7) mit 1% SDS, in 125 mM Tris (pH7) mit 1% SDS und mit 2,5% B-Mercaptoethanol bzw.
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in 8 M Harnstoffpuffer aufgenommen. Die Uberstande wurden auf 1% SDS, auf 1% SDS mit
0,25% B-Mercaptoethanol bzw. auf 0,8 M Harnstoff gebracht. Diese Proben wurden 1 Stunde
bei 37°C inkubiert und dann 5 min lang bei 16.100 x g zentrifugiert. Die Uberstande dieser
Zentrifugation wurden vor dem Auftragen auf das SDS-Polyacrylamidgel mit 2x Laemmli
versetzt und 5 min bei 95°C inkubiert. Die besten Ergebnisse wurden mit den mit SDS
behandelten Proben erzielt. Anstatt die Proben in 2x Laemmli mit 95°C aufzukochen, wurde
auch getestet, sie 15 min bei 37°C zu inkubieren.

In Fig 3.28. A-C sind die Analysen von Membranfraktionen einer Praparation mit Ax3ArCS1-
YFP dargestellt. Die Bande der Ar-CS1-YFP ist in der Hohe von 290 kDa zu erwarten. Bei
der Kontrollpraparation mit Ax3-orf+ wurde auch ein D. discoideum-Protein in der Gré3e von
Ar-CS1-YFP nachgewiesen. Nur in der Spur, in der das obere 54.000 x g-Pellet von Ax3-orf+
aufgetrennt wurde, ist keine Proteinbande von 290 kDa zu sehen. Alle Membranfraktionen
der Ax3ArCS1-YFP einschliel3lich dem 54.000 x g-Pellet zeigen eine Bande bei 290 kDa.
Alle Fraktionen aus dcsArCS1-YFP enthalten ebenfalls Proteine von 290 kDa. Nur in dem
oberen roétlichen und dem unteren gelartigen 54.000 x g-Pellet von dcsA- konnten keine
Proteine von 290 kDa detektiert werden. Bei den dcsArCS1-YFP-Zelllinien sind jedoch auch
in diesen Pellets Banden in Gréfe der Ar-CS1-YFP zu sehen (s. Fig. 3.28. D/E). Die Analyse
der unteren Pellets weist hier Doppelbanden auf.

Die Nachweisgrenze der Banden in Héhe von 290 kDa liegt im Bereich der Silberfarbung
(ca. 1 ng pro Bande).

Mittels Westernblot sollte Ar-CS1-YFP Uber den YFP-Tag spezifisch nachgewiesen werden.
Zunachst wurde nach Protokoll auf PVDF-Membranen fir 1h 20 min geblottet. Da keine
Bande spezifisch detektiert werden konnte, wurden die Blotbedingungen variiert. Die
Probenvorbreitung wurde wie oben beschrieben gedndert. Da Ar-CS1-YFP ein relativ groes
Protein ist, wurde die Zeit fir den Transfer des Proteins auf die Membran auf 4 Stunden
verlangert. Um die Aufldsung und Solubilitdt des hydrophoben Membranproteins zu erhdhen,
wurde dem Blotpuffer 0,1% SDS (s. 2.1.3.) zugefugt. Bei Nitrocellulosemembranen sollte die
Bindung trotz Detergenz besser sein als bei PVDF-Membranen. Daher wurde fur 4 Stunden
auf eine Nitrocellulosemembran geblottet. Da eventuell die Proteinmenge auf den
Membranen unter der Nachweisgrenze des Antikorpers liegt, wurden die Proben fur eine
Aufkonzentrierung mit MeOH/HCCI; (s. 2.2.3.3.) gefallt. Die Proben bildeten jedoch auf dem
Gel einen undefinierten Hintergrund.

Da bei der Immunfluoreszenz mit Zelllinien aus Schuttelkulturen wenig Fluoreszenzsignal
detektiert werden konnte (s. 3.4.2.), wurden im Folgenden groRere Kulturmengen mit in
Petrischale kultivierten Zellen hergestellt, die vermutlich Ar-CS1-YFP reproduzierbarer
exprimieren. 2,1 10® Zellen wurden geerntet und in 1,2 ml Lysepuffer resuspendiert und mit
0,5% Triton X-100 lysiert. Die Lysate wurden 45 min bei 14.000 x g zentrifugiert. Uberstande
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und Pellets wurden mittels SDS-PAGE analysiert. Die Intensitat der Banden bei 290 kDa

konnte nicht verstarkt werden.
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Fig. 3.28.: Analyse der Fraktionen der Membranpraparationen von Zelllinien mit Ar-CS1-YFP

Die 5% SDS-Polyacrylamidgele wurden nach dem Gellauf silbergefarbt. (A)-(C) Jede Fraktion von
einer Membranpraparation mit Ax3-orf+ und mit Ax3ArCS1-YFP wurde analysiert. Pfeile markieren die
von Ar-CS1-YFP zu erwartenden HOhe von etwa 290 kDa. Nur in der Spur mit dem oberen 54.000 x g
Pellet von Ax3-orf+ ist keine Bande dieser Héhe zu sehen. (D)/(E) Hier wurden die 54.000 x g-Pellets
einer Membranpraparation von dcsA- und dcsArCS1-YFP untersucht. Die Proteine auf dem Gel in (E)
wurden langer elektrophoretisch getrennt. Bei den dcsA- konnte kein Protein von 290 kDa
nachgewiesen werden. In den Spuren mit den unteren Pellets der Zelllinien ist eine Doppelbande zu
sehen (vgl. VergréRerung in (D) und Bild (E)).

3.4.3.2. Bindung von Membranfraktionen an Silikatkugeln
Eine Immobilisierung der Membranfraktionen aus dem 1000 x g Uberstand und aus dem

Pellet der 54.000 x g- Zentrifugation an Silikatkugeln sollte zu einer Anreicherung von

Membranfragmenten fiihren. Die Die Proteinzusammensetzung der an glatten und porésen
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Kugeln immobilisierten Membranen wurde mittels SDS-PAGE und mittels Westernblot auf
die transmembrane Ar-CS1-YFP hin untersucht.

Es wurden verschiedene Silikatkugeln (s. 2.2.9.3.) getestet, weil nicht bekannt war, an
welche Kugeln die Membranen am besten binden kénnen. Die Membranproteine an den
Kugeln wurden mittels SDS-PAGE analysiert (Fig. 3.29). An den glatten, so genannten ,solid
beads“ sind insgesamt weniger Proteine nachweisbar. Der Proteingehalt an den porésen
Nucleoprep und an den porosen Nucleosil ist etwa gleich. Bei den an die Kugeln
gebundenen Proteinen konnte ein Protein in Grofle der Ar-CS1-YFP (290 kDa)
nachgewiesen werden. Dieses Protein wurde jedoch auch bei der Ax3-orf+ bzw. dcsA-
Kontrolle nachgewiesen. Die Intensitat der Banden zu vergleichen ist problematisch, da auch
die Banden der anderen Proteine nicht gleiche Intensitat aufweisen. In Fig. 3.29. A sind die
an ,solid beads* und an ,NUCLEOSIL 4000/10“ gebundenen Proteine aus den 1000 x g-
Uberstanden von Praparationen der Ax3ArCS1-YFP aufgetrennt zu sehen. Nur bei zwei
Zelllinien konnte die Bindung von einem 290 kDa groRRen Protein an die ,solid beads*
nachgewiesen werden. Allerdings war der Proteigehalt an den Kugeln hier allgemein groRer.
Auf ,NUCLEOSIL 4000/10“ war bei jeder Zelllinie und bei den Ax3orf+ ein Protein von 290
kDa zu finden. Die Membranfraktionen aus den 54.000 g x -Pellets wurden mit den ,solid
beads” inkubiert. Eine Analyse zeigte bei allen bei allen Fraktionen ein 290 kDa grofes
Protein (s. Fig. 3.29. B). Die Ax3ArCS1-YFP ChS1A3, ChS1A5, ChS13 und ChS15 wurden
in Gegenwart von Lysozym kultiviert. Sie unterscheiden sich bezlglich der
Proteinzusammensetzung nicht von den anderen Ax3ArCS1-YFP. In Fig. 3.29. C wurden die
an ,solid beads” gebundenen Membranproteine aus 54.000 x g-Pellets von dcsArCS1-YFP
analysiert. Nur in der Spur mit den Membranproteinen aus dcsA- ist keine Bande bei 290
kDa zu sehen. Allerdings ist in dieser Probe der Proteingehalt allgemein geringer.

Die Proben, die auf dem in Fig. 3.29. A abgebildeten SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt
wurden, wurden auch mittels Westernblot analysiert. Bei den Proben der Ax3ArCS1-YFP

sind sehr schwache Banden in Hohe von 290 kDa zu sehen.
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Fig. 3. 29.: Analyse der an Silikatkugeln gebundenen Proteine

Die 5% SDS-Polyacrylamidgele wurden silbergefarbt. (A) Die 1000 x g Uberstande einer
Membranfraktion von Ax3ArCS1-YFP und von Ax3-orf+ wurden mit ,solid beads” sowie mit
»,NUCLEOSIL 4000/10“ inkubiert. Die gebundenen Proteine wurden analysiert. Bei den ,solid beads*
sind nur bei zwei Zelllinien Banden in Hohe der Ar-CS1-YFP (Kreise). Bei den ,NUCLEOSIL 4000/10*
sind Banden in dieser Hohe in allen Spuren. (B) Die an ,solid beads“ gebundenen Proteine aus
54.000 x g-Pellets von Ax3 orf und ArCS1-YFP wurden analysiert. Die Bande in Hohe der Ar-CS1-
YFP ist auch beim Ax3-orf+ zu sehen (Pfeil). (C) Hier wurden die an ,solid beads“ gebundenen
Proteine, die aus 54.000 x g-Pellets von dcsA- (1. Spur von links) und dcsArCS1-YFP stammen,
aufgetrennt. Nur bei den Spuren der transformierten Zelllinien ist jeweils eine Bande in Héhe der Ar-

CS1-YFP zu sehen. Bei dcsA- ist der Proteingehalt allgemein etwas geringer.

3.4.3.3. Radioaktiver Aktivitatstest mit Membranfraktionen

Mit Hilfe eines sensitiven, radioaktiven Tests (s. 2.2.9.2.) wurden die Aktivitaten der Ar-CS1-
YFP in Membranfraktionen untersucht. Es wurden die Pellets der 1.000 x g-Zentrifugation
und der 54.000 x g-Zentrifugation sowie die Uberstéande der 54.000 x g Zentrifugation aus
Membranpraparationen (s. 3.4.3.1.) untersucht. Als Negativkontrolle wurde der Test mit den
entsprechenden Fraktionen einer Membranpraparation von Ax3-orf+ und mit 100 ug BSA
durchgefiihrt. Als Positivkontrolle wurden 10 pl eines 54.000 x g-Pellets einer
Membranpraparation aus Saccharomyces cerevisiae-Zellen verwendet. Die Proben wurden
kurz mit Trypsin behandelt, bevor die Polymerisationsmixtur mit UDP-"*C-GIcNAc zugegeben
wurde. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 0,2% SDS gestoppt. Die Proben waren uber
die Filter mit einer PorengréfRe von = 1,2 ym sehr schlecht abfiltrierbar. Um die Filtrierbarkeit
zu erhéhen, wurden die Proben mit dem SDS UN inkubiert. Zum Teil wurde zusatzlich 0,5%
Triton X-100 zugeflgt.

Nur bei den Pellets der 54.000 x g -Zentrifugationen, die die Membranen enthalten sollten,
wurde im Vergleich zu Ax3-orf+ bei den transformierten Zelllinien eine grofRere Radioaktivitat

gemessen. Es wurden drei Messreihen unabhdngig voneinander durchgefuhrt. Die
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Messwerte sind im Anhang (s. 6.4.) aufgelistet. Von den Werten wurde das
Hintergrundsignal des Szintalliationscocktails abgezogen. In Fig. 3.30. sind die Mittelwerte
von drei unabhangigen Messreihen grafisch dargestellt. Der deutliche Unterschied der
gemessenen Radioaktivitit zwischen den mit der Chitinsynthase Ar-CS1-YFP
transformierten Zelllinien (167 = 112 cpm bzw. 91 £ 48 cpm) und Ax3-orf+ (43 + 34 cpm)
deutet auf eine Aktivitat der Ar-CS1-YFP hin. Die Zelllinie ChS 3C4 war in Gegenwart von
0,01 mg/ml Lysozym kultiviert worden. Die Membranfraktion dieser Zelllinie synthetisierte

weniger radioaktives Polymer als die der Zelllinie ChS 2A4, die ohne Lysozym kultiviert

worden war.
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Fig. 3.30.: Quantitative Messung der Radioaktivitit von "*C-Chitinpolymeren

Der Test wurde mit pelletierten Membranfraktionen aus der 54.000 x g Zentrifuagtion von Ax3-orf+
und Ax3ArCS1-YFP durchgefiihrt. Der deutliche Unterschied der gemessenen Radioaktivtitat in den
Proben aus zwei verschiedenen Zelllinien ChS 2A4 und ChS 3C4 im Vergleich zur Probe aus Ax3-orf+
deutet auf eine Aktivitat der Ar-CS1-YFP hin.

3.4.4. Untersuchung der in vivo-Chitinsynthese

Wenn Ar-CS1-YFP in den D. discoideum-Zellen Chitinfragmente in vivo synthetisiert, sollten
diese Chitinfragmente sich an der Zelloberflache oder auch im Kulturtiberstand befinden. Um
zellular assoziierte Chitinfragmente nachzuweisen, wurden die Zellen mit Calcoflour White
oder mit GFP-getaggtem Chitinbindeprotein (CBGFP) gefarbt. Zur Detektion von
Chitinfragmenten im Medium wurden die Chitinfragmente durch Filtration aus dem
Kulturiberstand angereichert und anschlielend mit GFP-getaggtem Chitinbindeprotein
behandelt.

Mit 2% Formaldehyd in MeOH fixierte Ax3-orf+ und Ax3ArCS1-YFP Zellen wurden mit
Calcofluor White gefarbt (s. 2.2.5.). Bei Ax3ArCS1-YFP konnte im Vergleich zu der
Fluoreszenz der Ax3-orf+ ein intensiveres Fluoreszenzsignal direkt im Fluoreszenzmikroskop

beobachtet werden. Dieser Unterschied wurde von verschiedenen Personen bestatigt.
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Jedoch mussten die Messungen und die Bildaufnahme am Mikroskop optimiert werden, um
diesen Unterschied deutlich abbilden zu kénnen. Nachdem die optimale Belichtungszeit von
40 ms ermittelt worden war, wurden alle Proben in gleicher Weise vermessen. Jede Probe
wurde fokussiert und so schnell wie mdglich aufgenommen. So wurde sichergestellt, dass
alle Proben gleich behandelt wurden. Die Darstellung in Fig. 3.31. entspricht den
Originaleinstellungen am Mikroskop. Wurden die Zelllinien in Gegenwart von Lysozym
kultiviert, wurde auch ein starkeres Fluoreszenzsignal beobachtet, als bei nicht-
transformierten Ax3-orf+, die mit Lyoszym behandelt wurden.

Um die Aktivitat der Ar-CS1-YFP mdglicherweise zu steigern, wurden Zelllinien Ax3ArCS1-
YFP bzw. dcsArCS1-YFP und zur Kontrolle Ax3-orf+ bzw. dcsA- in 24 well-Titerplatten in je 1
ml Medium mit 5 mM UDP-GIcNAc kultiviert. AuRerdem wurde jede Kultur auch einmal mit
100 pM Nikkomycin Z, einem kompetitiven Chitinsynthaseinhibitor, behandelt. Nach drei
Tagen wurde ein Teil der Zellen mit 2% Formaldehyd fixiert, mit BSA blockiert und mit
CBGFP gefarbt (s. 2.2.6.). Von jeder Probe wurden im konfokalen Mikroskop ca. 100 Zellen
auf Fluoreszenz hin kontrolliert. Es gab keinen erkennbaren Unterschied zwischen Ax3-orf+
und Ax3ArCS1-YFP. Bei den dcsArCS1-YFP, die nur mit UDP-GIcNAc behandelt worden
waren, waren 2-3% der Zellen fluoreszierend (s. Fig. 3.32. C/D). Bei dem Kontrollansatz mit
dcsA- (s. Fig. 3.32. A/B) und bei den mit Nikkomycin Z behandelten Proben wurden bei
gleichen Einstellungen am konfokalen Mikroskop keine fluoreszierenden Zellen gefunden.
Das Signal ist vorwiegend am Zellrand lokalisiert (s. Fig. 3.32. E-H).

Der Kulturiiberstand wurde Uber zentrifugierbare Filtereinheinten mit einer Porengréfe von
0,22 um filtriert, wobei groflere Chitinfragmente im Filter zurlickbleiben sollten. Um
sicherzustellen, dass keine Zellen in die Filtereinheiten Uberfihrt werden, wurde der
abgenommene Kulturiberstand mit 1000 x g flr eine Minute zentrifugiert. Material in den
Filtern wurde mit BSA blockiert und mit CBGFP inkubiert. Mittels Westernblot wurde
untersucht, ob ein Teil des CBGFP an Chitin gebunden im Filter zurlickgeblieben ist. Als
Negativkontrolle wurde jeweils dcsA- mitgefihrt (s. 2.2.9.6.).

In Fig. 3.33. ist die Analyse von Chitinfragmenten aus dem Kulturiberstand einer dcsA- und
einer dcsArCS1-YFP Kultur dargestellt. Zur Kontrolle wurde auf dem Westernblot jeweils
auch das ungebundene CBGFP (U) aus dem Filtrat untersucht. In allen Ansatzen hat
CBGFP an Material, das in den Filtern zurickgeblieben war, gebunden. Die Banden in den
entsprechenden Spuren (B) unterscheiden sich jedoch in der Intensitat. Densitometrisch
wurden die Proteinmengen aus der Westernblotanalyse abgeschatzt (s.2.2.3.7.). Genormt
wurde auf eine Menge von 2,5 ug CBGFP, die als Positivkontrolle im Westernblot diente. Die

Zelldichte der einzelnen Kulturen war zuvor bestimmt worden:
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Kultur mit UDP-GIcNAc Kultur mit UDP-GIcNAc und

Nikkomycin Z
CBGFP-Nachweis bei dcsA- 1,33:10° Zellen/ml 1,30-10° Zellen/ml
CBGFP- Nachweis bei ChSB5 1,78:10° Zellen/ml 1,83:10° Zellen/ml

Die abgeschatzten Mengen an CBGFP wurden auf eine Zelldichte von 1-10” Zellen/ml
extrapoliert und in Fig. 3.34. graphisch dargestellt.

Im Vergleich zu den Proben der dcsA- Kultur wurde bei den Proben der dcsArCS1-YFP
(ChSB5) mehr CBGFP nachgewiesen. Dies ist ein Hinweis auf die Bildung von
Chitinfragmenten, die von den Zelllinien in den Kulturiberstand abgegeben wurden. Bei der
Zelllinie ChSB5 beeinflult die Zugabe von Nikkomycin Z die Synthese der Chitinfragmente
nicht. Entgegen der Erwartung wurde auch Bindung von CBGFP an Material aus dem
Kulturiberstand der in Gegenwart von UDP-GIcNAc kultivierten dcsA- Zellen beobachtet.
Hier wurde jedoch weniger gebundenes CBGFP nachgewiesen als bei den Proben der
transformierten Zelllinie. Allerdings wurde in der Probe der dcsA-, die mit Nikkomycin Z
behandelt wurden, etwa die doppelte Menge an CBGFP wie in der Probe der nicht mit
Nikkomycin Z behandelten dcsA- detektiert. Nicht bei allen Testansatzen konnte in den

Filtern zuriickgebliebenes CBGFP nachgewiesen werden.
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Fig. 3.31.: Farbung von Ax3-orf+ und Ax3ArCS1-YFP mit Calcofluor White
(A) Ax3-orf+ (B)/(C) Ax3ArCS1-YFP. Fixierte Zellen wurden mit Calcofluor White gefarbt. Bei
Ax3ArCS1-YFP ist das bei gleicher Belichtungszeit gemessene Fluoreszenzsignal starker als bei Ax3-
orf+.

Fig.: 3.32.: Farbung von dcsA- und dcsArCS1-YFP mit GFP-getaggtem Chitinbindeprotein (CBGFP)
Das Fluoreszenzsignal des CBGFP ist griin dargestellt. (A)/(B) Im gesamten dcsA- Praparat war keine
starker fluoreszierende Zelle als in diesem Bildausschnitt zu sehen. (C)/(D) Bei dcsArCS1-YFP zeigten
drei Zellen (Kreise) deutlich intensivere Fluoreszenz. (F)-(H) Zwei Zellen der Linie dcsArCS1-YFP sind
vergroRert dargestellt. Das Signal des CBGFP wurde vorwiegend am Zellrand detektiert.
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Fig. 3.33.:Nachweis von Chitinfragmenten im Medium

dcsA- (A) sowie die dcsArCS1-YFP (ChSB5) (B) wurden in Gegenwart von 5 mM UDP-GIcNAc sowie
von 5 mM UDP-GIcNAc und 100 yM NikkomycinZ kultiviert. Durch Filtration aus dem Kulturiberstand
abgetrennte Chitinfragmente wurden mit CBGFP gefarbt. Auf einem 12% SDS-Polyacrylamidgel
wurden gebundenes CBGFP (B) und das nicht gebundene (U) aufgetrennt und mittels Westernblot
analysiert. Bei der Zelllinie ChSB5 wurde mehr gebundenes CBGFP detektiert. Dies deutet auf eine

Synthese von Chitinfragmenten hin.
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Fig. 3.34. Abschatzung der Mengen von an Material aus dem Kulturiiberstand gebundenem CBGFP
dcsA- und dcsArCS1-YFP (ChS BS) wurden ohne sowie mit Nikkomycin Z (N) kultiviert. Die Mengen
an gebundenem CBGFP auf dem Westernblot (s. Fig. 3.33.) wurden abgeschatzt und auf eine

Zelldichte von 1-10” Zellen/ml extraopoliert.
3.4.5. Abbildung der D. discoideum-Zellen mittels Rasterkraftmikroskopie

Bei der Aufnahme von fixierten Zellen mit dem AFM kann man eine hdhere Auflésung
erreichen als bei der Aufnahme lebender Zellen. Zunachst wurden die D. discoideum mit 4%
Paraformaldehyd in 1x PBS auf Objekttragern aus Glas fixiert. Da die D. discoideum bei der
Messung von der abbildenden Feder verschoben wurden, wurden andere
Fixierungsmethoden getestet. Dabei sollte die Zellmembran moglichst nicht durch
Dehydration verandert werden. Die besten Ergebnisse wurden mit Zellen erzielt, die auf
Polysine®-Objekttrager (Roth, Karlsruhe) mit 4% Glutaraldehyd in 1x PBS oder mit 4%
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Paraformaldehyd in 1x PBS fixiert wurden. Entscheidend war auch die Dauer der Fixierung.
Wenn Uber mehrere Wochen fixiert wurde, wurde die Zellstruktur stark verandert. Um eine
ausreichend gute Fixierung zu erzielen, musste 12 h fixiert werden. Die Objekttrager
mussten vor der rasterkraftmikroskopischen Untersuchung der Zellen kraftig mit 1x PBS
gewaschen werden, um nicht fixierte Zellen zu entfernen.

Die Abbildung der Zellen erfogte in 1x PBS, um eine Dehydration der Zellen zu verhindern.
Da die D. discoideum keine harte Zelloberflachen aufweisen und leicht durch die Feder
verschoben wurden, wurden relativ weiche Federn mit folgenden Federkonstanten getestet:
MLCT-Microlever Probes (20 nN/m) und MicroCantilever (6,3 pN/nm), die jeweils
Abbildungsspitzen mit groRem Kriimmungsradius haben. Mit MLCT-Microlever Probes
(Veeco Instruments, Mannheim) war es moglich, Aufnahmen mit moglichst geringer Kraft zu
erzielen.

Folgende zwei Modi, der Kontaktmodus und der intermittierende Kontaktmodus, eignen sich
fir Zellen am besten. Bei dem Kontaktmodus bleibt die Feder in stdndigem Kontakt mit der
Probe. Mit diesem Modus kénnen Cytoskelettstrukturen unter der Zelloberflache und Zellen
mit tiefen Randern gut abgebildet werden. Allerdings kdnnen die Zellen leichter lateral in der
Scanrichtung verschoben werden. Wahrend der Messung muss standig tberprift werden,
dass die Einstellungen optimal bleiben und sich die angelegte Kraft nicht aufgrund der
Deflektionsdrift vergroRert. Bei dem intermittierenden Kontaktmodus oszilliert die Feder und
berihrt die Probe am niedrigsten Punkt der Oszillation. Die laterale Kraft ist niedriger als im
Kontaktmodus, da die Feder nicht andauernd die Probe beruhrt. Der intermittierende
Kontaktmodus wurde ausprobiert, weil mit diesem Modus die Zellen eventuell nicht
verschoben werden. Dies blieb erfolglos. Fir die Abbildungen wurde also der Kontaktmodus
verwendet, der ohnehin weniger anfallig gegen Komplikationen auf Grund der adhasiven
Zelloberflache der D. discoideum ist. Bei der Abbildung wurde der Setpoint so eingestellt,
dass er gerade ausreichend war, um in Kontakt mit der Probe zu bleiben. Dazu wurde er
solange heruntergeregelt, bis sich die Feder von der Probe abldste, um ihn dann wieder
knapp zu erhbhen, so dass die angelegte Kraft moglichst niedrig war. Wahrend der
Aufnahme wurde der Setpoint standig so herunterreguliert, dass die angelegte Kraft nicht
aufgrund der Deflektionsdrift zunimmt. Es wurde eine niedrige Scanrate von 0,2 Hz
eingestellt, um die vergleichsweise hohen Zellen mit guter Aufldsung abbilden zu kénnen.
Trotz dieser Optimierung der Einstellungen wurden Artefakte abgebildet. Werden
beispielsweise weiche und adhasive Bereiche mit der Abbildungsspitze bewegt, entstehen
Artefakte. Die Bereiche sind leicht zu erkennen, weil an diesen die Hohensignle in den
Bildern der Hin- und Rickbewegung der Feder in engegegesetzte Richtungen zeigen. Bei
dcsA- Zellen, die keine Cellulose synthetisieren kdnnen, traten diese Artefakte weniger

haufig auf.
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Zellen mit Ar-CS1-YFP wurden mittels Fluoreszenzmikroskopie ausgewahlt. Mit
Glutaraldehyd fixierte Zellen autofluoreszierten. Um ein Ausbleichen des YFP zu verhindern,
wurden die Zellen im Dunkeln mit 4% Paraformaldehyd in 1x PBS fixiert und mikroskopiert.
Obwohl mit Immunfluoreszenz im konfokalen Mikroskop gezeigt worden war, dass alle Zellen
einer Zelllinie Ar-CS1-YFP exprimieren, konnten bei diesem Versuchsaufbau nur wenige
fluoreszierende Zellen gefunden werden. Wurden diese Zellen mit dem AFM abgebildet,
wurden sie durch die Abbildungsspitze der Feder verschoben.

In Fig. 3.35. sind zwei dcsA-Zellen und in Fig. 3.36. zwei dcsArCS1-YFP-Zellen abgebildet.
Die Bilder wurden mit 1024 x 1024 Pixel> aufgenommen. Im Bild des Fehlersignals sind
Strukturen besser zu erkennen. In (A) ist jeweils das Hohenbild und in (B) das Fehlersignal
dargestellt. Die D. discoideum waren bis zu 7 ym hoch. Die Zellen waren zum Teil so hoch,
dass die Feder mit den hohen Strukturen interagierte, bevor die Abbildungsspitze der Feder
die Zelloberflache berlhrte. Dies fuhrte zu Artefakten, die in Fig. 3.35. (A) und (B) mit
Pfeilspitzen markiert sind. Durch adhasive Stellen verursachte Artefakte sind mit Ellipsen
gekennzeichnet. Es gibt einzelne auswertbare Bereiche. Diese sind vergrof3ert dargestellt.
Die Zelloberflachen der dcsA- und der dcsArCS1-YFP sind uneben. Die Vertiefungen sind
unregelmafig. Bei dem dcsA- erscheint im Vergleich zu den dcsArCS1-YFP die Feinstruktur
glatt. In den Profilen sind Unebenheiten im unregelmafligen Abstand zu sehen. Die
Feinstruktur der Zelloberflache der dcsArCS1-YFP erscheint Uber gro’e Bereiche homogen
koérnig (Fig. 3.36. (C)-(F)). Diese Koérner sind in Fasern angeordnet. In Fig. 3.36. (E) ist
gezeigt, dass die Fasern Uber einen gréReren Bereich einheitlich in eine Richtung zeigen
(Ellipse). Der Abstand der Korner ist weniger als 250 nm. Damit ist der Abstand kleiner als

bei den Erhéhungen der dcsA-.
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Fig. 3.35.: Untersuchung der Oberflache von dcsA- mittels Rasterkraftmikroskopie

(A) ist das Hohenbild und (B) das Bild des Fehlersignals. Die durch Pfeilspitzen und Ellipsen gekennzeichneten
Stellen sind Artefakte. Auswertbare Stellen des Bilds des Fehlersignals (B) sind vergrofert in (C) und (D)
dargestellt. Die Oberflache ist uneben. Das Profil (E) entlang der in (C) markierten Linie zeigt Erh6hungen in
unregelmafigen Abstand in der Feinstruktur. Ein &ahnliches Profil (F) zeigt sich an einer anderen Stelle (D).
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Fig. 3.36. Untersuchung der Oberflache von dcsArCS1-YFP Zellen mittels Rasterkraftmikroskopie
(A) ist das Hohenbild und (B) das Bild des Fehlersignals. Verschiedene Stellen des Bilds des Fehlersignals sind
vergrolert dargestellt (C)-(F). Die Oberflache ist uneben. Die Feinstruktur erscheint homogen koérnig. Diese

Korner sind in Fasern angordnet (Ellipsen). Die Profile entlang der in den Bildern markierten Linien zeigen, dass
der Abstand zwischen den Kérnern weniger als 250 nm betragt.
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4. Diskussion

4.1. Evolutionare Beziehung von Ar-CS1 zu den bekannten Chitinsynthasen

Die Chitinsynthase aus Atrina rigida sowie die Chitinsynthasen aus Mytilus galloprovincialis
und Pinctada fucata sind die ersten bekannten Chitinsynthasen aus Invertebraten, die eine
Myosinmotordomane enthalten. Insgesamt hat die Ar-CS1 zu 78% identische Aminosauren
mit der Pf-CHS1 und zu 72% identische Aminosauren mit der Mg-CS1.

Die phylogenetische Studie kann die Einzigartigkeit der Molluskenchitinsynthasen auf Grund
der Myosindomane in Kombination mit einer komplexen Transmembranstruktur
herausstellen.

Die Molluskenchitinsynthasen bilden eine eigene Gruppe. Auch die Myosindomanen der
Molluskenchitinsynthasen sind phylogenetisch von den bisher bekannten Myosindomanen
getrennt. Introns innerhalb der Ubergangssequenz zwischen Myosindomane und
Chitinsynthasedomane deuten darauf hin, dass die Molluskenchitinsynthase im Laufe der
Evolution mit der Myosindomane fusioniert sind. Suzuki et al. (2007) haben fir den
phylogenetischen Stammbaum nur einen Sequenzbereich in der katalytischen Doméane
herangezogen und einen ahnlichen Baum erhalten. Die komplexe Chitinsynthasedomane der
Mollusken unterscheidet sich von den Chitinsynthasedomanen der Insekten, der Nematoden
und der Pilze durch eine mutmalfliche coiled-coil Struktur in der katalytischen Domane.

Die Chitinsynthasen der Tiere haben sich wahrend dem Kambrium von den Chitinsynthasen
der Pilze divergiert (Ruiz-Herrera et al., 2002). Zu diesem Zeitpunkt entwickelten sich auch
die ersten Mollusken mit Schale (Lowenstam und Weiner, 1989).

Diese Analyse lasst vermuten, dass die Molluskenchitinsynthasen eine entscheidende Rolle
bei der Evolution komplexer mineralisierter Strukturen wie Perlmutt gespielt haben. Daher ist
anzunehmen, dass sie sich in ihren biochemischen Eigenschaften von den bisher
untersuchten Chitinsynthasen unterscheiden. Um sie naher charakterisieren zu kénnen und
damit ihre Rolle bei der Schalenbildung weiter untersuchen zu kénnen, ist ein Modellsystem
notwendig, das in dieser Arbeit etabliert wurde.

In Hinblick auf den mdglichen Einfluss der Chitinsynthase auf die Schalenbildung der
Muscheln strukturelle und biochemische Untersuchungen der Myosindomane der Ar-CS1
interessant. Daher wurde in dieser Arbeit ein Protokoll zur Aufreinigung rekombinanter

Myosindomanen der Ar-CS1 erstellt.
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4.2. Zelllinien mit Varianten der Myosindoméanen der Ar-CS1

4.2.1. Heterologe Expression der Myosindomane der Ar-CS1 in D. discoideum

Es wurden verschiedene Varianten der Myosindomane der Ar-CS1 in D. discoideum
ausgewahlt und kloniert, um beispielsweise den Einflul verschiedener C-Termini auf die
heterologe Expression untersuchen zu kénnen. Von besonderem Interesse war hier die C-
terminale Region niedriger Komplexitat, die eine relativ hohe Anzahl von bei
physiologischem pH geladenen Aminosauren aufweist. Um Auswirkungen einer moéglichen
ionischen Komplexbildung der Myosindomanen Uber diese Region untersuchen zu kénnen,
wurde die Myosindomane der Ar-CS1 auch ohne diese Region kloniert (s. 3.2.1.). Zudem
sollte der Einfluss der durch die TEDS-Regel identifizierten Regulationsstelle E323 auf die
Aktivitdt der Myosindomane untersucht werden. Dazu wurde das Glutamat ortsspezifisch
gegen ein phosphorylierbares Serin bzw. gegen das neutrale Alanin ausgetauscht (s. 3.2.2.).
An alle Varianten der Myosindomane der Ar-CS1 wurde ein Affinitats-Tag angefugt. In vivo
ist am C-Teminus der Myosindomane die Chitinsynthasedomane fusioniert. Deshalb wurde
angenommen, dass ein C-terminaler Tag die Tertiarstruktur und die biologische Aktivitat der
Myosindomane der Ar-CS1 maoglicherweise weniger beeinflusst als ein N-terminaler Tag. Die
Varianten wurden jeweils mit zwei verschiedenen Tags fusioniert: mit einem His-Tag, der
eine Reinigung uber Ni-NTA-Affinitdtschromatographie ermdglicht, und mit einem YFP-Tag,
der eine direkte Beobachtung des Fusionsproteins im Fluoreszenzmikroskop erlaubt.
Ausgangsmaterial fir die Klonierung waren 21 DNA-Fragmente, die sich in einzelnen
Nukleotiden unterscheiden. An Position 1353 konnte nicht aufgrund der Haufigkeit ein
Nukleotid ausgewahlt werden. Nach dem Sequenzierungchromatogramm wurde die
Entscheidung fir Cytosin und damit fur Leucin getroffen (s. 3.2.1.). In der Zwischenzeit sind
auch die Sequenzen der Molluskenchitinsynthasen Mg-CS1 und Pf-Chs1 bekannt. In den
beiden anderen Molluskenchitinsynthasen kommt an derselben Stelle die andere mogliche
Aminosaure, das Phenylalanin, vor (vgl. 6.1.). Die Frage nach der daraus resultierenden
maoglichen veranderten Funktionalitat durch diesen Aminosaureaustausch bleibt derzeit noch
offen.

Es konnten stabile Zelllinien, die die verschiedenen Varianten der Myosindomanen der Ar-
CS1 heterolog exprimieren, hergestellt werden. Dabei war es entscheidend, dass Uber
verschiedene Verfahren gut exprimierende Klone ausgewahlt wurden (s. 3.3.1.). Die stabilen
Zelllinien wurden durch die rekombinante Myosindomane der Ar-CS1 in ihrem Verhalten
prinzipiell nicht beeinflusst. Die Wachstumsraten waren etwas langsamer als bei den Ax3-
orf+ Zellen. Die vegetativen Zellen waren adharent und konnten sich fortbewegen. Sie waren
zur Sporulation fahig. Die Sporen wiederum waren keimfahig. Die aus den Sporen

erhaltenen Amdben waren erneut zur Expression der Myosindomane der Ar-CS1 im Stande.
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Das Expressionsniveau der Myosindoméanen der Ar-CS1 wurde mit Fluoreszenzmikroskopie
untersucht. Die Zelllinien mit YFP-getaggten Myosindomanen der Ar-CS1 wurden direkt, die
His-getaggten Myosindomanen der Ar-CS1 wurden mittels Immunfluoreszenz UGberpruft (s.
3.3.1.). Innerhalb der Zelllinien exprimieren nicht alle Zellen Myosindomanen der Ar-CS1.
Diese signifikante Heterogenitdt wurde schon flr andere Proteine, die auch unter dem
Aktin15 Promotor exprimiert wurden, gezeigt (Schwarz et al., 2000).

Die Verteilung der Myosindomanen der Ar-CS1 ist innerhalb der verschiedenen Zelllinien
gleich. Die rekombinanten Myosindoméanen sind im Cytoplasma verteilt. Da sie keine
Funktion innerhalb der D. discoideum-Zellen ausuben, ist dies auch zu erwarten. Die
Myosindomanen der Ar-CS1 sind nicht am Zellrand lokalisiert. Allerdings benétigen die D.
discoideum-Zellen am Zellrand fur die Fortbewegung am vorderen Rand Myosin | und am
hinteren Rand Myosin Il (Fukui et al., 1989). Die Myosindomanen der Ar-CS1 bilden
mikroskopisch sichtbare Aggregate aus und liegen zuweilen an Stellen innerhalb der Zelle
dicht konzentriert vor. Die Kolokalisation von YFP-getaggten Myosindomanen mit Aktin
wurde untersucht (s.3.3.2.). Die Aggregate sind zum Teil in ein aus Aktin gebildetem
Netzwerk eingelagert. Eine Wechselwirkung mit Aktin ist nicht auszuschlief3en. Dies konnte
mit anderen Methoden wie mit der auf konfokaler Technik basierenden STED-Mikroskopie
(Stimulated Emission Depletion) (Meyer et al., 2008) oder mittels FRET (Fluoreszenz
Resonanz Energie Transfer) (lwai und Uyeda, 2008) besser untersucht werden. Mit isolierten
Myosindomanen der Ar-CS1 koénnte beispielsweise auch ein Cosedimentationstest

durchgeflhrt werden.

4.2.2. Etablierung des Reinigungsprotokolls fiir die Myosindomanen der Ar-CS1 aus D.

discoideum-Zellen

Ziel dieses Projektes war es, ein heterologes Expressionssystem zu etablieren, das es
erlaubt, die Myosindomane der Ar-CS1 funktionell und mit mdglichst hohem Reinheitsgrad
herzustellen. Fir die geplanten Charakterisierungen werden mindestens 10 mg Protein
bendtigt. Mittels Westernblotanalysen wurde densitometrisch abgeschatzt, dass in 100 mi
Kultur bei einer Zelldichte von bis zu 6:10° Zellen/ml der verschiedenen Zelllinien insgesamt
etwa 120-200 pg Myosindomane der Ar-CS1 exprimiert wird. Umgerechnet auf eine 4 |
Kultur, die einem Nasszellgewicht von 10 g entspricht, sind das 4,8 mg - 8 mg
Myosindomanen der Ar-CS1. Laut Literatur konnen aus 10 g D. discoideum-Zellen etwa 2,5
mg rekombinantes D. discoideum- Myosin (Manstein und Hunt, 1995), 0,1 mg rekombinantes
Chara corallina-Myosin (lto et al., 2003) und 0,2 mg Arabidopsis Myosin IX (Hachikubo et al.,
2007) isoliert werden. Demnach sollten die im Rahmen dieser Arbeit erzeugten Zelllinien

sehr gute Ausbeuten an Myosindomane der Ar-CS1 liefern kénnen.
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Chara corillina-Myosin und Arabidopsis-Myosin sind bisher die einzigen Myosine aus
anderen Spezies, die in D. discoideum-Zellen rekombinant hergestellt wurden. Diese
Myosine wurden wie bei Manstein und Hunt (1995) beschrieben aufgereinigt. Die
Myosindomanen der beiden bereits langer bekannten Myosin-Chitinsynthasen CsmA
(Accession No. AB000125 ) und CsmB (Accession No. AB230981) aus Aspergillus nidulans
wurden bisher nicht heterolog hergestellt, sondern lediglich im kleinen Mafistab in vitro
translatiert (Takeshita, 2006). Die Myosindomane der Ar-CS1 ist phylogenetisch am
nachsten verwandt zu den Myosindomanen der Klasse lll (s. 3.1.2.). Soweit bekannt wurden
noch keine Myosindomanen der Klasse Ill rekombinant in D. discoideum exprimiert.

Myosine sind eine sehr groRe und diverse Familie und nicht alle Myosin-Aktin-Systeme
zeigen gleiches Verhalten bei der Fortbewegung von Myosin in vivo (Oosawa, 2008). Da sich
die Myosine in ihren Eigenschaften stark unterscheiden, ist kein standardisiertes Verfahren
zur Reinigung generell auf alle Myosine Ubertragbar (Pollard, 1982).

Zudem ist nicht bekannt, ob die Myosindomane der Ar-CS1 sehr fest an Aktin bindet oder ob
sie Polymerisation von Aktin induzieren kann. Es kdnnte aber auch zu elektrostatischen
Wechselwirkungen zwischen den Myosindomanen untereinander, mit Aktin oder mit anderen
Proteinen aus D. discoideum kommen. Die Bedingungen fir die Aufreinigung der
Myosindomane der Ar-CS1 missen deshalb individuell optimiert werden. In dieser Arbeit
wurde zunachst die Aufreinigung der Myosindomanen der Ar-CS1 wie bei Manstein und Hunt
(1995) beschrieben durchgefiihrt.

In den analytischen Extraktionsverfahren wurde beobachtet, dass sich etwa 80% der Ar-
CS1-Myosin-Variante MMD-H81 im Volllysat nach dem Abtrennen der Cytoskelettfraktion in
der so genannten l8slichen Fraktion befinden. Etwa 20% des MMD-H81 findet man im
Uberstand der Waschfraktion. In der Cytoskelettfraktion verbleiben nur etwa 3% der
Gesamtmenge des MMD-H81. Von dem MMD-H81 aus der Cytoskelettfraktion konnten etwa
2% unter den bei Manstein und Hunt (1995) beschriebenen Bedingungen abgeldst werden
(s. 3.3.3.1.).

Bei Aufreinigungen von Myosindomanen werden generell die aus der Cytoskelettfraktion
extrahierten Myosindomanen als funktionell betrachtet. Daher sollten die Myosindomanen
der Ar-CS1 aus der Cytoskelettfraktion gereinigt werden. Da sich hier ohnehin nur ein sehr
geringer Anteil an rekombinantem Myosin befindet, sollten zumindest die
Extraktionsbedingungen weitestgehend optimiert werden (s. 3.3.3.2.). Dabei wurde versucht
durch Erhéhung des NaCl- bzw. KCI-Gehalts im Extraktionspuffer, mogliche elektrostatische
Wechselwirkungen zwischen Myosindomanen der Ar-CS1 mit Aktin, untereinander oder mit
anderen Proteinen zu reduzieren. 0,5 M KCI erniedrigt die Assoziationsraten von Aktin-

Myosin-Komplexen um das 10-fache (Marston, 1982).
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Des Weiteren sollte die Prozessivitat der Myosindomane beeinflusst werden. Es wurde die
ATP-Konzentration variiert, um die Sattigung aller Myosindomanen mit ATP zu
gewahrleisten. Da die Myosindomane durch eine Phosphorylierungsstelle reguliert werden
konnte, wurde auch der Einfluss von alkalischer Phosphatase untersucht. Bei Myosin V fuhrt
eine von Ca?-lonen abhangige Konformationsanderung zur Aktivierung (Taylor, 2007).
Daher wurde zum Extraktionspuffer neben 15 mM ATP auch 10 mM CaCl, zugegeben.
Myosine koénnen verschiedene ATPase-Aktivitaten besitzen. Unter den normalen
Bedingungen wurde die Mg?*-ATPase aktiviert. Ca®*-ATPasen werden durch 10 mM CaCl,
sowie 0,5 M KCI aktiviert, K'/EDTA-ATPasen bendtigen dagegen 2 mM EDTA sowie 0,5 M
KCI (Cé6té et al.,, 1985). AuRerdem wurde der 50 mM Hepes-Puffer gegen einen 50 mM
Phosphatpuffer (pH 7,5) ausgetauscht, da dieser das Hydrolysegleichgewicht von ATP
beeinflussen konnte. Myosine konnen dber Calmodulin reguliert werden. Diese
Regulationsstelle findet man zwar normalerweise in der Gelenkregion und nicht in der
Myosinkopfdoméane, aber es wurde dennoch versucht, die Extraktion durch Zugabe von
Calmodulin zusammen mit CaCl, zu beeinflussen.

Myosin dissoziiert bei Bindung von ATP von Aktinfilamenten ab und bindet wieder fest nach
der Hydrolyse von ATP. Durch Zugabe von DMSO bzw. von Ethylenglykol sollte die ATPase-
Aktivitat von der Myosindoméane reversibel gehemmt werden (Mariano et al., 2001) und
damit nicht mehr an Aktinfilamente binden. 50% Glykol erniedrigt die Assoziationsrate von
Aktin-Myosin-Komplexen (Marston, 1982).

Es existieren hydrophobe Wechselwirkungen zwischen Myosin und Aktin sowie zwischen
Aktinflamenten. Diese Wechselwirkungen sollten Uber die Variation des pH-Werts
beeinfluRbar sein (Borejdo, 1984). Bei alkalischen pH-Werten groRer als 10 verlieren
Myosine ATPase-Aktivitat (Stracher, 1961). Auch Harnstoff bzw. Guanidin-Hydrochlorid
kénnen Veranderungen hydrophober Wechselwirkungen hervorrufen. Nur bei hohen
Harnstoffkonzentrationen bzw. Guanidin-Hydrochloridkonzentrationen konnte schon bei der
ersten Extraktion ein Teil der Myosindomane der Ar-CS1 aus dem Cytoskelett-Pellet gelost
werden. Bei niedrigen Harnstoffkonzentrationen konnten erst bei einer erneuten Extraktion
Erfolge verbucht werden, wobei mit steigender Harnstoffkonzentration mehr Myosindoméane
geldst wurde. Bei diesen Versuchen ist zu beachten, dass F-Aktin in Gegenwart von
Harnstoff depolymerisiert, aber bei gleichzeitiger Zugabe von ATP wahrend des
Depolymerisationsprozesses repolymerisieren kann (Szent-Gyérgyi und Joseph, 1951).
Dabei ist zu beachten, dass ab 2 — 4 M Harnstoff eine Denaturierung der Myosindomane
nicht auszuschlieRen ist (Rajagopalan et al., 1961; Stracher, 1961; Takashina und Kasuya,
1967).

Da sich bei einer starken Assoziation des Ar-CS1-Myosins mit Aktin eine Aufreinigung sehr

schwierig gestaltet, wurden weitere Bedingungen getestet, die Aktin depolymerisieren, aber
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im Gegensatz zum Harnstoff nicht die Aktivitat der Myosindomane beeinflussen sollten. Bei
einer Konzentration von 0,6 M KI depolymerisiert F-Aktin in gleicher Weise reversibel wie
durch Harnstoff induziert (Szent-Gyorgyi, 1951). Die Wirkung von Cytochalasin D (Schliwa,
1982), das ein bekannter Inhibitor der F-Aktin-Polymerisation ist und auch Mikrofilamente
zerstort, wurde Uberprift. G-Aktin oder G-Aktin-Protein-Komplexe wie beispielsweise G-
Aktin-Myosin-Komplexe binden an DNase |, wodurch die Polymerisation von Aktin verhindert
wird. Zudem wird die Affinitdt von Myosin zu Aktin um das 4- bis 5-fache reduziert (Harris et
al., 1982; Lheureux et al., 1993). Alle diese Bedingungen wurden einzeln und in Kombination
getestet, und zusatzlich der Einfluss der Reaktionsdauer bei Harnstoff und Kl untersucht.

Mit Harnstoff und mit KI konnten die besten Ausbeuten erzielt werden. Beide Bedingungen
wirken sich auf die hydrophoben Wechselwirkungen zwischen G-Aktin und zwischen
Myosindomanen der Ar-CS1 und anderen Proteinen aus. Demnach depolymerisieren sie
Aktinfilamente und kénnen eventuell damit eine Ablésung der Myosindomanen durch ATP
unterstitzen. Zudem koénnen sie die Myosindomanen von Aktin direkt 16sen. Die
Bedingungen, die sich auf die Prozessivitat bzw. die ATPase-Aktivitat der Myosindomane
auswirken sollten, zeigten keine besondere Wirkung. Die Zugabe von NaCl und KCI haben
geringen Einfluss auf die Extraktion. Diese minimieren elektrostatische Wechselwirkungen
zwischen mdglichen Aggregaten der Myosindomanen der Ar-CS1 oder auch zwischen Aktin
und der Myosindomane.

Aus diesen Beobachtungen a3t sich jedoch noch nicht ableiten, ob die in der
Cytoskelettfraktion befindliche Myosindomane der Ar-CS1 spezifisch an Aktin gebunden
vorliegt oder in Aggregaten, die sich im Netzwerk der Cytoskelettfraktion verfangen haben
und deshalb nicht notwendigerweise funktionell sein mussen. Aus der Cytoskelettfraktion
extrahierte Myosindomanen der Ar-CS1 konnten jedenfalls bislang nicht in signifikanter
Menge uber Ni-NTA-Chromatographie gereinigt werden. Es gelang jedoch, die Variante
MMD-H81 aus der loslichen Fraktion zu isolieren, die dem Uberstand nach der
Ultrazentrifugation entspricht. Hier findet man ebenfalls Aktin (Nachmias, 1974). Die
Myosindomane liegt hier also entweder geldst, in kolloidalen Komplexen oder an kleine,
kolloidal geloste Aktinfilamente gebunden vor, und kénnte also ebenfalls funktionell sein.
Aufgrund folgender Beobachtung wurde auf das Waschen des Zellpellets nach der Ernte
verzichtet: Wurden die Waschfraktionen bei verschiedenen Umdrehungszahlen zentrifugiert,
wurde mit steigender Drehzahl mehr MMD-H81 im Uberstand detektiert. Im Uberstand einer
Zentrifugation mit 200.000 x g wurde am meisten MMD-H81 nachgewiesen. Bei einer
derartigen Belastung der Zellen erscheint eine starke Lyse sehr plausibel. In den
beobachteten Fallen waren unter bestimmten osmotischen Bedingungen im Waschpuffer

offensichtlich auch geringere Zentrifugalkrafte ausreichend, um die Zellen zu lysieren.
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Um nachzuweisen, ob die Myosindomanen Komplexe bilden, wurden die Idslichen
Fraktionen bei verschiedenen Geschwindigkeiten zentrifugiert. Bei einer 170.000 x g-
Ultrazentrifugation wurde MMD-H81 nicht abzentrifugiert. Es bildet also keine grol3en
Komplexe. Eine differentielle Zentrifugation zeigte keinen Anreicherungseffekt und stellte
somit keinen geeigneten Vorreinigungsschritt dar.

Die Myosindomane der Ar-CS1 wurde rekombinant als Fusionsprotein mit einer His-Tag-
Sequenz konzipiert, um es Uber Ni-NTA-Affinitatschromatographie reinigen zu kénnen. Unter
den von Manstein und Hunt (1995) beschriebenen nativen Bedingungen wurde MMD-H81
jedoch vorwiegend im Saulendurchlauf nachgewiesen. Auch mit 8 M Harnstoffpuffern konnte
keine optimale Bindung erreicht werden, obwohl vermutet worden war, dass der His-Tag auf
Grund einer ungunstigen Tertiar- oder Quartarstruktur des MMD-H81 fur die Bindung an Ni-
NTA-Agarose nicht zuganglich sein kdnnte. Mit gewissem Erfolg wurde ein GlyGly-Puffer mit
einem pH-Wert von 9 getestet. Unter diesen pH-Bedingungen sollte eine Komplexbildung
Uber die Region niedriger Komplexitat, die den His-Tag moéglicherweise unzuganglich macht,
verhindert werden. Die beste Reinigung Uber Ni-NTA-Chromatographie wurde jedoch mit
einem Hepes-Puffer pH 8 mit 0,6 M KI, der auch die Extraktion der MMD-H81 aus der
Cytoskelettfraktion ermoglicht, erzielt. Da Kl depolymerisierend auf Aktinfilamente wirkt, ist
anzunehmen, dass kurzere Aktinfilamente bei der Bindung an Ni-NTA-Agarose storen. Es
hat sich herrausgestellt, dass fir die Bindung an Ni-NTA-Agarose das Zelllysat gegen den
Hepes/KI-Puffer dialysiert werden muss, da sich der Hepes/KI-Puffer nicht fur die Zelllyse
eignet. Zur vollstdndigen Depolymerisation des Aktins und der Abldsung der MMD-H81 ist
eine langere Reaktionsdauer notwendig.

Zusammengefal’t hat sich fur die Aufreinigung der Ar-CS1-Myosinvariante MMD-H81
folgendes Protokoll bewahrt: Die Zellen werden nach der Ernte in Lysepuffer nach Manstein
und Hunt (1995) resuspendiert und ohne Detergenz durch Plimpern und mit Ultraschall
lysiert. AnschlieRend werden sie fir 1h bei 170.000 x g abzentrifugiert. Nach der Dialyse
gegen Hepes/KI-Puffer mit 0,4 M Kl bzw. 0,6 M KI kann dann die Ni-NTA-
Affinitatschromatographie mit dem Hepes/KI-Puffer als Laufpuffer erfolgen. Eluiert wird mit
verschiedenen Imidazolkonzentrationen. Mittels MALDI wurde nachgewiesen, dass es sich
bei dem 90 kDa-Protein im Eluat um die Myosindomane der Ar-CS1 handelt (s. 3.3.4.).

Es konnten allerdings nicht fur Charakterierungsversuche ausreichende Mengen gewonnen
werden. Die Wechselwirkung des MMD-H81 mit Ni-NTA-Agarose war einerseits gering und
das Zielprotein war in allen Eluaten verteilt. Andererseits befand sich auch immer noch
MMD-H81 im Saulenmaterial. Es sind verschiedene Zustdnde denkbar, in denen die
Myosindomane in der l6slichen Cytoskelettfraktion vorliegen koénnte. Es kann Aggregate
bilden, es kann nicht funktionell mit einer falschen Tertiarstruktur gefaltet sein oder es kann

fest an kurze Aktinfilamente gebunden vorliegen. Da die besten Ausbeuten in Gegenwart
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von Kaliumiodid, das Aktinfilamente depolymerisiert und Myosindomanen von Aktin 10st,
erzielt wurden, ist anzunehmen, dass die Myosindomane der Ar-CS1 sehr stark an Aktin
bindet.

Kl wurde bereits in friiheren Arbeiten zur Reinigung von Myosin eingesetzt, um eine
vollstandige Trennung von den Aktinkomponenten zu erzielen (Nachmias,1974, Pollard et
al., 1974), auch in Kombination mit ATP und MgCl, bei D. discoideum (Aguado-Velasco et
al., 1993).

Mittels MALDI-Analysen wurde ein 66 kDa-Protein, das mit MMD-H81 co-
chromatographierte, als ein His-haltiges Protein aus D. discoideum identifiziert (s. 3.3.4.).
Obwohl flr die Aufreinigung von rekombinanten Proteinen aus D. discoideum haufig ein His-
Tag verwendet wird, ist es bekannt, dass viele D. discoideum-Proteine reich an Histidinen
sind, die mit den His-getaggten Myosindoméanen der Ar-CS1 um die Bindungsstellen an Ni-
NTA-Agarose konkurrieren. Um zuklinftig bessere Ausbeuten an rekombinanter
Myosindomane zu erzielen, erscheint es lohnenswert, ein anderes Tag wie beispielsweise
FLAG-Tag an Stelle des His-Tag einzufiigen. Ebenso ware ein Wechsel des
Expressionssystems zu Uberdenken. Aus D. discoideum konnten bisher nur zwei heterolog
exprimierte Myosin-Varianten gereinigt werden, wohingegen sich das Baculovirussystem
schon erfolgreich bei mehreren Myosinen und trunkierten Formen verschiedener Arten
bewahrt zu haben scheint. Jedoch konnten auch mit diesem System nicht alle Myosinformen
erfolgreich produziert und gereinigt werden (Geeves et al., 2005). Uber die Eigenschaften
der Myosindomane der Ar-CS1 ist bisher noch nichts bekannt. Bei der Etablierung des
Protokolls musste daher immer von verschiedenen Szenarien ausgegangen werden. Ist die
Myosindomane in der Cytoskelettfraktion und in der I6slichen Fraktion funktionell? Wie fest
bindet sie an die Aktinfilamente? Induziert sie die Polymerisation von Aktin und erschwert
daher die Aufreinigung Uber die Ni-NTA-Affinitdtschromatographie? Bildet die Myosindomane
Agreggate Uber ihre Region niedriger Komplexitat? Trotz dieser Schwierigkeiten konnte im

Rahmen dieser Arbeit ein Aufreinigungsprotokoll als erster Grundstein etabliert werden.

4.2.3. Vergleich der verschiedenen Varianten der Myosindomanen der Ar-CS1

Die Myosindomane der Ar-CS1 wurde auch ohne die Region niedriger Komplexitat kloniert.
Zudem wurde die Regulationsstelle, an der ein Glutamat codiert ist, ortsspezifisch mutiert,
um den Einfluss der Regulation auf die Aktivitdt untersuchen zu kénnen. Einmal wurde das
Glutamat gegen ein Alanin ausgetauscht, das in der Zelle nicht modifiziert wird und die
Tertiarstruktur nicht wesentlich beeinflussen sollte. Zum anderen wurde das Glutamat gegen

die phosphorylierbare Aminosaure Serin ausgetauscht.
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Die vier Varianten der Myosindomane der Ar-CS1 wurden in ihrem Verhalten miteinander
verglichen. Das etablierte Aufreinigungsprotokoll wurde mit den vier Varianten durchgefihrt
(s. 3.3.3.4.). Jede Variante liegt Giberwiegend in der Idslichen Fraktion vor. Uber die Ni-NTA-
Affinitadtschromatographie lasst sich am besten die Variante 3H-MA-A aufreinigen, bei der die
ATPase-Aktivitat nicht durch eine Phosphorylierung der Regulationsstelle aktiviert werden
kann.

Zudem wurden die Varianten in ihrem Extraktionsverhalten aus der Cytoskelettfraktion
verglichen (s. 3.3.3.4.). Durch zwei Waschschritte wurde sichergestellt, dass nicht aktiv
bindende Myosindomanen mdglichst vollstandig entfernt wurden. Die Extraktion von MMD-
H81 und von 3H-MA-LC wurde durch ATP-Zugabe verschlechtert, wohingegen mit Glykol
und ATP am meisten MMD-H81 bzw. 3H-MA-LC extrahiert werden konnte. Allgemein [6st
sich durch die Bindung von ATP Myosin von Aktin. Mit Glykol wird die ATPase-Aktivitat
gehemmt.

3H-MA-A sollte auf Grund der ortsspezifischen Mutation der Regulationsstelle eine geringere
ATPase-Aktivitat aufweisen. Bei dieser Variante wurde die Extraktion durch ATP nicht
nennenswert beeinflusst.

3H-MA-S kann an der Regulationsstelle phosphoryliert vorliegen und damit erhdhte ATPase-
Aktivitat aufweisen. Entsprechend hat bei dieser Variante die alkalische Phosphatase CIAP
die Abldsung vom Cytoskelett im Vergleich zu ATP-Standardbedingungen verschlechtert.

Die hier durchgefuhrten Tests stellen einen ersten Anhaltspunkt dar. Eine detailliertere
Untersuchung unter Berlcksichtigung einschlagiger statistischer Kriterien wirde sehr viel
weitreichendere Aussagen ermdglichen und ware deshalb eine durchaus sinnvolle

Weiterfuihrung dieses Projektes in einem gréReren zeitlichen Rahmen.

4.2.4. Eigenschaften der Myosindomane der Ar-CS1 und Riickschliisse auf ihre Rolle

bei der Biomineralisation

Die Myosindomane der Ar-CS1 ist am nachsten verwandt zu den unkonventionellen
Myosinen der Klasse lll. Motorproteine der Klasse Myosin Ill sind fir wichtig fir die
Phototransduktion und Horprozesse und spielen als Transporter eine wichtige Rolle. Myosin
IlIA hat ATPase- und Kinaseaktivitdt und kann in vitro Aktinfilamente bewegen. Das humane
Myosin IIIA hat eine relativ langsame durch Aktin aktivierte ATPase-Aktivitat. Die Affinitat zu
Aktin in Gegenwart von ATP ist relativ hoch. Hat das Myosin IIIA ADP gebunden, bleibt es
relativ lang an Aktin gebunden (Dosé et al., 2007). Ohne die N-terminale Kinasedomane und
ohne die 1Q Motive, die Calmodulin binden, ist die Affinitat fir Aktin extrem hoch (Kambara,

2006). Auf Grund der Beobachtungen, die im Laufe der Etablierung des
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Aufreinigungsprotokolls gemacht wurden, ist anzunehmen, dass die Myosindomanen der Ar-
CS1 wie die Myosine der Klasse Il eine hohe Affinitat fur Aktin haben.

Fur die Myosindomane der Ar-CS1 sind zwei Funktionen in vivo denkbar. Zum einen kann
die Myosindomane fiur den Transport oder die Lokalisation der Chitinsynthasen
verantwortlich sein. Damit kann sie die Bildung von Chitinsynthaseclustern in der Membran
beeinflussen. Die Cluster kdnnten ahnlich den Cellulosesynthaseclustern in der Membran
bewegt werden. Chitin beginnt in etwa zehn verknipften N-Acetylglucosamineinheiten zu
kristallisieren. Eine konzentrierte Synthese von einzelnen Chitinpolymeren wirde sich auf die
Gesamtstruktur des Chitins auswirken.

Uben die Myosindomanen Krafte auf die Chitinsynthasen aus, kdnnten diese Kréfte wie bei
der durch Scherung induzierten Kristallisation von Kolloiden die Chitinstruktur beeinflussen.
Von der Richtung der Kraft der Myosindomanen kénnte die Orientierung des Chitins
abhangen. Uber die Rate der Kraftschlage kénnte die Kristallisation von Chitin und damit
moglicherweise auch indirekt von amorphem Calciumcarbonat reguliert werden.

Um Informationen Uber ihre Funktion zu erhalten, muss die Myosindomane der
Chitinsynthase charakterisiert werden. Ihr Vorkommen innerhalb der Mantelelepithelgewebe-
Abschnitte muss beispielsweise mittels Immunfluoreszenz quantifiziert werden. Die ATPase-
Aktivitdt und die Affinitat zu Aktin kbnnen mit etablierten Aktincosedimentationstests und dem
»iN vitro motility assay“ bestimmt werden. Mittels Rasterkraftmikroskopie Iasst sich sogar die
Kraftentfaltung einer einzelnen Myosindomane bestimmen. Alle diese Tests setzen jedoch
ein etabliertes Aufreinigungsprotokoll fur die Myosin-Domane vorraus.

Ublicherweise kénnen einzelne Myosine Kréafte von 2 pN bis 5 pN generieren (Finer et al.,
1994; Molloy et al., 1995; Bustamante et al., 2004). Lokal entwickeln lebende Zellen Krafte
im Bereich von 1 nN um™ bis 10 nN pm™ aus. Diese Kréfte regulieren die Organisation und
Assemblierung von multimolekularen Komplexen an Adhdasionsstellen oder sie entfalten
Doméanen von Integrinen, die Verbindungen zwischen dem Aktincytoskelett und der
extrazellularen Matrix (ECM) darstellen. Durch eine Kraft von ca. 5 pN kann das Fibronectin
entfaltet werden, wodurch es erst zur Polymerisation kommen kann. In der ECM wird
Fibronectin zu Fibrillen angeordnet (Balaban et al., 2001; Geiger et al., 2001). Fir eine
vergleichbare Kraftaustibung mussten also umgerechnet 2000 Myosindomanen der Ar-CS1
mit einer Kraft von 5 pN pro Molekil konzertiert zusammenarbeiten. Die Rosetten der
Cellulosesynthase haben einen Durchmesser von ungefahr 25 nm. Angenommen die
Chitinsynthasen bilden ahnliche Komplexe gleicher Grofe, kénnten pro 1 um? 2000
Komplexe mit je 36 Molekilen verteilt sein. Auch wenn die Chitinsynthasen sicherlich nicht
dicht gedrangt in der Plasmamembran angeordnet sind, wiirden die Myosindomanen ein flir
die Regulation der Chitinsynthese ausreichend grofRes Kraftfeld aufbauen kénnen. Es ware

sicherlich eine der spannendsten Weiterentwicklungen dieses Projektes, den Einfluss von
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molekularen Kraften auf die Chitinstruktur im Zusammenhang mit der Biomineralisation der
Mollusken genauer untersuchen zu konnen. Auch hierfir legt diese Arbeit mit der

praparativen Isolierung der Myosindomane der Ar-CS1 einen wichtigen Grundstein.

4.3. D. discoideum als Modellsystem fiir die Charakterisierung der Ar-CS1

Ziel dieser Studie war es ein zellulares Modellsystem fir die Studie der transmembranen
Myosin-Chitinsynthase zu entwickeln. Obwohl D. discoideum als Expressionsystem fur
eukaryotische Proteine und auch fir eukaryotische Membranproteine geeignet ist, wurde
bisher noch kein derart grofles und komplexes Membranprotein wie die Ar-CS1 in D.
discoideum exprimiert. Seit 700 Millionen Jahren bilden die Schleimpilze, zu denen
Dictyostelium discoideum gehort, einen eigenen Zweig im Stammbaum des Lebens. Die
ersten Muscheln entwickelten sich 200 Millionen Jahre spater im Kambrium. Dieser
Unterschied in der Entstehungszeit macht es besonders deutlich, dass es eine

Herausforderung darstellte, die Ar-CS1 heterolog zu exprimieren.

4.3.1. Herstellung der Zelllinien Ax3ArCS1-YFP und dcsArCS1-YFP und Verteilung der
Ar-CS1 innerhalb der Zelllinien

Das Gen fur Ar-CS1 wurde in Ax3-orf+ und in dcsA- transformiert (s. 3.4.1.). Um ausreichend
Klone zu erhalten, musste doppelt soviel Plasmid als Ublich eingesetzt werden. Bei den
dcsA- konnten nur mit Hilfe der chemischen Transformation Klone erhalten werden. Zudem
waren nicht alle Transformationen erfolgreich. Es war Ubersehen worden, dass im
Gegensatz zu den Ax3-orf+ die dcsA- nicht das dDp2 ORF-Gen haben, dessen trans-
wirkendes Produkt fiir die extrachromosomale Replikation und flir den extrachromosomalen
Erhalt notwendig ist. Verschiedene Dictyostelium-Zellen tragen verschiedene, nicht
homologe Plasmide wie die dDp2-Plasmide (Hughes et al., 1988). Die verwendeten pDXA-
Expressionsvektoren tragen den Ddp2-Replikationsorigin. Das dDp2 ORF-Gen wurde von
den extrachromosomalen Vektoren getrennt. Bei einer Transformation missen daher
entweder die Ax3-orf+ mit integrierten Kopien des dDp2 ORF-Gens verwendet werden oder
es mussen Plasmide mit Kopien des dDp2 ORF-Gens cotransformiert werden (Manstein et
al., 1995). Durch Deletion und Zerstérung des Leserahmens des dDp2 ORF bei dDp2-
Plamiden wurde herausgefunden, dass ohne das dDp2 ORF das Plasmid autonom repliziert
wird. Nach mehr als 60 Generationen bleibt das Plasmid jedoch nicht Ianger
extrachromosomal erhalten. Es wird dann verloren oder in das Chromosom eingebaut
(Leiting, 1990). Vermutlich wurde bei den erhaltenen Zelllinien dcsArCS1-YFP das Gen fur
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die Chitinsynthase in das Chromosom integriert. Die Zelllinien wurden jedoch auch nie langer
als 60 Generationen kultiviert.

Mittels Immunfluoreszenz konnte gezeigt werden, dass Ar-CS1-YFP sowohl in Ax3-orf+ als
auch in dcsA- heterolog exprimiert wurde (s. 3.4.2.). Bei jeder Zelllinie waren alle Zellen
positiv. Das detektierte Fluoreszenzsignal war schwacher als bei Immunfluoreszenzen mit
denselben Antikdrpern gegen die Myosindomanen der Ar-CS1. Bei dem grofen Protein Ar-
CS1-YFP von 290 kDA ist ein niedrigeres Expressionsniveau zu erwarten. Wenn die Zellen
schon langer in Schittelkulturen kultiviert wurden, war das Fluoreszenzsignal deutlich
schwacher. Sporen der Ax3ArCS1-YFP waren keimfahig, aber bei den aus Sporen
erhaltenen, vegetativen Zellen konnte keine Expression mehr nachgewiesen werden.
Deshalb wurden regelmaRig frische Zelllinien hergestellt. dcsArCS1-YFP Zellen waren nicht
zur Sporulation fahig.

Das Verteilungsmuster der Ar-CS1-YFP unterschied sich bei den beiden Zelllinien
Ax3ArCS1-YFP und dcsArCS1-YFP nicht wesentlich. Ar-CS1-YFP war innerhalb der
gesamten Zelle verteilt. Bei den einzelnen Zelllinien sind zwei verschiedene Muster
aufgetreten. Ar-CS1-YFP war entweder unstrukturiert oder globular strukturiert verteilt. Diese
unterschiedliche Verteilung konnte durch verschiedene Kulturbedingungen wie
beispielsweise variable Zelldichte verursacht werden.

Mit der Doppelfarbung von Ar-CS1-YFP und Aktin sollte untersucht werden, ob die
Chitinsynthase Uber die Myosindomane mit dem Aktincytoskelett interagiert. An einigen
Stellen war in der Uberlagerung der beiden Fluoreszenzbilder eine gelbliche Farbung, die auf
eine Kolokalisation hindeutet, zu sehen. Haufig waren die globuldren Strukturen, die
Chitosomen sein kénnten, eher in das Cytoskelett eingelagert. Im Cortex, direkt am Zellrand
und in Filopodien ist Ar-CS1-YFP nachweisbar. Die verfigbaren Daten lassen keine
Schlussfolgerung zu, zu welchem Anteil die Chitinsynthase tatsachlich in die
Plasmamembran eingebaut worden sein kdnnte oder in Form von Chitosomen vorliegt. D.
discoideum-Zellen sind nicht kugelformig. Bei einigen untersuchten Querschnitten wurden
auch Signale von nach oben gerichteten Filopodien detektiert.

Ar-CS1-YFP konnte Uber die Myosindomane mit Aktin interagieren und deshalb lokal mit
dem Cytoskelett in der Zelle assoziieren. Die Cytoskelettverteilung konnte in den Zelllinien
verschieden sein und zu den oben beschriebenen Verteilungsmustern der Ar-CS1-YFP
fuhren. Um dies herauszufinden, kdnnte man in weiterfuhrenden Studien die Verteilung der
Ar-CS1-YFP abhangig vom Zellzyklus untersuchen.

Bei der Fixierung der Zellen mit 2% Formaldehyd in MeOH wurden die Zellen dehydriert.
Dadurch wurden die Zellmembranen beschadigt. Ein Nachweis flr den Einbau der Ar-CS1-
YFP in die Plasmamembran ist dadurch erschwert. Um die Zellmembran nicht zu

beschadigen, wurden die Zellen mit 4% Paraformaldehyd in PBS fixiert. Bei einer
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Immunfluoreszenz konnte kein Aktin nachgewiesen werden. Die Zellen waren nicht mehr
permeabel fur die Antikdrper. Die Chitinsynthase sollte aufgrund ihrer extrazellularen YFP-
Domane zuganglich fir die Antikorper sein, war aber kaum nachweisbar. Da nur wenige
Molekule in die Membran eingebaut werden kdnnen, ware auch ein geringes signifikantes

Signal ein Hinweis darauf, dass Ar-CS1-YFP in die Plasmamembran eingebaut worden ist.

4.3.2. Untersuchung von Membranfraktionen der Ar-CS1-YFP

Um den Einbau der Ar-CS1-YFP in die Membranen der D. discoideum nachzuweisen, sollten
die Membranen an Silikatkugeln gebunden werden und es sollte die Aktivitdt der Ar-CS1-
YFP in den Membranfraktionen untersucht werden. Bei der Praparation (s. 3.4.3.1.) wurden
die Zellen moglichst schonend lysiert, um die Membranen nicht zu zerstéren. Nach
Abtrennung lysierter Zellen und Zellwande wurde die Membranfraktion von einer mutmafRlich
Chitosomen enthaltenden Fraktion getrennt. Als analytischer Kniff wurde ein zusatzlicher
Detergenz-Schritt eingefiihrt, und ausgefallenes Material abzentrifugiert. Nur bei dieser
speziellen Probenvorbereitung vor Zugabe von Laemmli-Puffer konnten Proteinbanden im
SDS-Gel detektiert werden.

Proteine der zu erwartenden GréflRe der Ar-CS1-YFP sind in allen Membranfraktionen der
Zelllinien nachweisbar. Allerdings bildet D. discoideum ein Protein gleicher GrofRe, das sich
jedoch nicht in der Membranfraktion anzureichern scheint. In Ausnahmefallen war hier eine
Doppelbande zu beobachten. Bisher gibt es keine Erklarung, weshalb vor allem die Banden
des unteren 54.000 x g-Pellets zum Teil verjungt erscheinen (s. Fig. 3.28.).

Mittels Westernblot sollte Ar-CS1-YFP in den Membranfraktionen nachgewiesen werden. Die
Blotbedingungen wurden an die Bedingungen fiir hydrophobe Membranproteine angepasst.
Die Analysen fuhrten trotzdem zu keinem Ergebnis. Vermutlich waren die Mengen an Ar-
CS1-YFP, die auf die Blotmembran Ubertragen wurden, unterhalb der Nachweisgrenze der
Antikorper. Da keine Aufkonzentrierung der Proben moglich war, waren die Mengen auf dem
Polyacrylamidgel auch nicht ausreichend fiir MALDI-Analysen.

Die Expressionsniveaus der Proteine sind in D. discoideum nicht immer gleich. So ist auch
das etwa 290 kDa groRe D. discoideum-Protein in Ax3-orf+ und in dcsA- nicht immer
nachweisbar. In den Membranpraparationen der transformierten Zelllinien wurde jedoch
immer in der fur Ar-CS1-YFP zu erwartenden Hohe eine Bande oder eine Doppelbande
detektiert. Bei diesen Banden kénnte es sich um Ar-CS1-YFP handeln. Aufgrund der
Zentrifugationsbedingungen ist anzunehmen, dass Ar-CS1-YFP in die Membranen eingebaut
wurde. Dies wirde mit den Immunfluoreszenz-Nachweisen (s. 4.3.1.) Ubereinstimmen.

Um beweisen zu kdénnen, dass Ar-CS1-YFP in die Membranen der D. discoideum eingebaut

wurde, sollten die Membranen an Silikatkugeln gebunden werden (s. 3.4.3.2.). Membranen
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konnen an die Kugeln durch einfache Inkubation immobilisiert werden (Kaufmann und
Tanaka, 2003). Die verschiedenen Kugeln, die getestet wurden, wurden mit Membranen und
Vesikel enthaltenden Fraktionen inkubiert. Unabhangig von der Porositat der Kugeln wurden
in den diversen, auf diese Weise angereicherten Membranfraktionen Banden in Héhe der Ar-
CS1-YFP nachgewiesen, was ein weiteres Indiz dafir ist, dass Ar-CS1-YFP in den
Membranen lokalisiert ist, obwohl ein Membranprotein aus D. discoideum gleiche Grolie
aufweist. Die Proteinmengen auf den Kugeln reichten fiir eine MALDI-Analyse nicht aus. Im
Westernblot ergaben sich sehr schwache Banden in Hohe von 290 kDa, die nicht bei Ax3-
orf+ Kontroll-Ansatzen auftauchte. Eine Wiederholung dieses Experiments im gréReren
MalRstab kdnnte hier Klarheit schaffen.

Mit einem sensitiven, radioaktiven Test wurden die verschiedenen Membranfraktionen auf
eine Enzymaktivitdt der Ar-CS1-YFP hin untersucht (s. 3.4.3.3.). Chitinsynthasen sind
gewdhnlich zymogen. Deshalb wurde vor Zugabe des Polymerisationsmixes mit "C-UDP-
GIcNAc ein proteolytischer Aktivierungsschritt durchgefiihrt. Ob Ar-CS1-YFP jedoch durch
Trypsin aktiviert werden kann, ist bisher nicht bekannt. In drei unabhangig voneinander
durchgefiihrten Tests konnte in der Membranfraktion von zwei verschiedenen Ax3ArCS1-
YFP Zelllinien eine erhéhte Radioaktivitat in Filterrlickstdnden von = 1,2 ym im Vergleich zur
Kontrolle mit Ax3-orf+ Membranen gemessen werden. Durch eine langere Behandlung der
Proben mit Detergenzien wurde die Filtrierbarkeit nur minimal verbessert. Die bei der
Kontrolle mit Ax3-orf+ gemessene Radioaktivitat beriicksichtigt auch unspezifische Bindung
der "C-UDP-GIcNAc-Monomere an Agglomerate, die nicht filtriert werden konnten, sowie
den Einbau von "C-UDP-GIcNAc-Monomere in unldsliche Polysaccharide, die von anderen
Glykosyltransferasen stammen. Diese unspezifische Bindung sowie der Einbau der
radioaktiv markierten Zuckermonomere in andere Polysaccharide sollten in allen Proben
gleich sein. Damit ist die gréRere, gemessene Radioaktivitat in den Proben der Zelllinien im
Vergleich zur Kontrolle ein Indiz fir eine Aktivitdt der Ar-CS1-YFP, obwohl die
Standardabweichung relativ hoch ist. Aus Zeit- und Kostengriinden konnten die fir eine
bessere Statistik erforderlichen Tests nicht durchgefihrt werden. Die Streuung der Werte
koénnte an einer stark unterschiedlichen Konzentration von Chitinsynthasen in der Membran
liegen. Die Immunfluoreszenzen hatten gezeigt, dass die Kulturen nicht immer gleiches
Expressionsniveau der Ar-CS1-YFP aufweisen (s. 3.4.2.).

Die bei den Enzymtests der Ar-CS1-YFP Zelllinien gemessene Radioaktivitdit war im
Vergleich zu Membranen aus Saccharomyces cerevisiae gering (s. 6.4.). Uber die
Regulation von Myosin-Chitinsynthasen wie der Ar-CS1 in den Mollusken ist derzeit noch
Uberhaupt nichts bekannt. Die wahrscheinlich komplexen Signaltransduktionswege, die fur
die Aktivierung der Ar-CS1 noétig sind, sind in den D. discoideum mit hoher

Wahrscheinlichkeit nicht vorhanden. Ein weiterer wichtiger Faktor ware die
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Lipidzusammensetzung der Membranen, die sich bei Mollusken und D. discoideum sicher
drastisch unterscheiden. Dies konnte sich auf die Struktur und damit auf die Aktivitat der Ar-
CS1-YFP auswirken.

4.3.3. Untersuchung der Aktivitat der Ar-CS1-YFP in vivo

Die Chitinsynthese wurde anhand von transformierten Zellen untersucht (s. 3.3.4.). Um zu
Uberprufen, ob in vivo gebildete Chitinfragmente entweder an die Zellen gebunden vorliegen
oder in die Umgebung ausgeschleust und abgegeben werden, wurden fixierte Ax3ArCS1-
YFP und dcsArCS1-YFP mit Calcofluor White, einem etablierten Farbstoff flr Chitin und
Cellulose, bzw. mit einem spezifischen GFP-getaggten Chitinbindeprotein (Weiss und
Schonitzer, 2006) gefarbt. Der Unterschied zur nicht-transformierten Kontrolle war nicht
immer signifikant. Im Amoében-Stadium von D. discoideum sollte eigentlich keine Cellulose
nachzuweisen sein (Grimson et al., 1996). Bei den Ax3ArCS1-YFP konnte auf Grund einer
durch die Expression der Ar-CS1-YFP veranderten Membran- oder Zelloberflachenstruktur
eine mogliche unspezifische Bindung von Calcofluor White verstarkt sein. Um eine Bindung
an eventuell vorhandene Cellulose ausschlieRen zu konnen, wurden Experimente mit dcsA-
durchgefuhrt. Um einer Substratlimitierung fur die Synthsese von Chitinfragmenten
vorzubeugen, wurden dcsArCS1-YFP und dcsA- mit UDP-GIcNAc behandelt. Allerdings ist
nicht bekannt, ob D. discoideum Uber Transporter flr diese Zuckermonomere verflgt. Bei 2-
3% der dcsArCS1-YFP konnte Fluoreszenz des GFP-Chitinbindeproteins am Zellrand
detektiert werden. Vermutlich werden die Chitinfragmente doch an die Umgebung
abgegeben, was plausibel erscheint, wenn Zellen Uber keine chitinbindenden
Membranproteine verfigen oder keine Integration der Chitinfragmente in die extrazellulare
Matrix erfolgt. Mdglicherweise wurden nur wenige Zellen genau in dem Moment fixiert, in
dem sie massiv Chitinfragmente bildeten. Im Gegensatz zu dem Calcofluor White bindet das
CBGFP kaum unspezifisch an die Zelloberflache der D. discoideum. Wie in 4.3.3. erwahnt
konnte die Aktivitat der Ar-CS1-YFP aufgrund der unterschiedlichen Lipidzusammensetzung
der D. discoideum-Membranen und der fehlenden Signaltransduktionswege gering sein. Da
die hier fir den Fluoreszenz-Nachweis verwendete Chitinbindedomane der Chitinase A1 aus
Bacillus circulans nicht an I6sliche (GIcNAc)s —Chitooligosaccharide bindet (Hashimoto et al.,
2000), wurden hier also erste Indizien dafiir geliefert, dass D. discoideumn mit Hilfe von
ArCS1-YFP in der Tat kristalline Chitinfasern bilden kann.

Makromolekulares Chitin sollte deshalb auf alle Falle im Kulturiberstand von dcsArCS1-YFP
nachweisbar sein. Dazu wurde ein neuartiger Filtrationstest mit anschlieBendem
Westernblotnachweis entwickelt. Hauptproblem dieses Tests war, dass die zu testenden

Kulturiberstande teils eine unspezifische Wechselwirkung mit CBGFP aufwiesen. Ungeklart
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blieb auch die Frage, weshalb bei einer mit Nikkomycin Z behandelten Fraktion aus dcsA-
Kulturen die doppelte Menge an CBGFP detektiert wurde, was an in die Filter gelangten
Zellen liegen kdnnte. In den Kulturiiberstdanden aus der transformierten Zelllinie mit und ohne
Behandlung mit Nikkomycin Z wurde mehr CBGFP nachgewiesen. Die Behandlung mit
Nikkomycin Z zeigte hier keine inhibitorische Wirkung. Nikkomycin Z hemmt die Mg-CS1 aus
der Muschel Mytilus galloprovincialis (Schoénitzer und Weiss, 2007) und damit sehr
wahrscheinlich auch die Ar-CS1. Nikkomycin Z sollte eigentlich als Analogon zu UDP-
GIcNAc Uber entsprechende Transporter in D. discoideum aufgenommen werden. Es wurde
die Ubliche Menge an Nikkomycin Z eingesetzt. Allerdings wurde die 50 x Menge an UDP-
GIcNAc eingesetzt. Bei Einsatz von einem UberschuR an Nikkomycin Z kénnte

moglicherweise ein Effekt durch diesen Chitinsynthaseinhibitor nachweisbar sein.

4.3.4. Untersuchung der Membranstuktur der Zelllinien mit Ar-CS1-YFP

Mittels Rasterkraftmikroskopie kénnen  Strukturen auf der Zelloberfliche unter
physiologischen Bedingungen dreidimensional dargestellt werden. Gemessen werden die
Hoéhenunterschiede der Zellen, die in den Héhenbildern dargestellt sind. In den Bildern des
Fehlersignals werden die Rander innerhalb der Probe hervorgehoben.

D. discoideum wurde bereits in vivo mittels Rasterkraftmikroskopie im kraftkartierenden
Modus auf lokale mechanische Eigenschaften hin untersucht (Haupt et al., 2007) und es
wurden Zelladhasionskrafte von lebenden D. discoideum auf molekularer Ebene gemessen
(Benoit und Gaub, 2002). In dieser Arbeit wurden zum ersten Mal die
Zelloberflachenstrukturen von D. discoideum untersucht. Mégliche Veranderungen der
Membranstruktur durch die Expression der Ar-CS1-YFP sollten analysiert werden (s. 3.4.5.).
Die Abbildung der D. discoideum mit dem AFM war schwierig. Die Zellen verhielten sich
anders als die Mesenchymzellen und Osteoblasten, mit denen die Kollaborationspartner in
diesem Projekt, Prof. Dr. H. Clausen-Schaumann und D. Padula bereits Erfahrung hatten.
Die D. discoideum wurden trotz Fixierung auf beschichteten Polysine®-Objekttragern und der
Messung mit méglichst geringer Kraft leicht verschoben.

Die Zelloberflache der D. discoideum erwies sich als adhasiv und weich. Dies fUhrte bei der
Bildaufnahme zu Artefakten. Die Zellen der Cellulose-defizienten Stdmme dcsA- und
dcsArCS1-YFP lielen sich besser abbilden als die Zelllinien Ax3-orf+ und die Ax3ArCS1-
YFP. Derzeit liegen keine Erkenntnisse vor, ob bei den dcsA- die Oberflachenbeschaffenheit
durch die fehlende Cellulosesynthase bedingt weniger adhasiv sein konnte.

Die Zelloberflache der D. discoideum zeigt unregelmalige Furchen. Im Vergleich zu der
Feinstruktur der dcsA- erscheint die Feinstruktur der dcsArCS1-YFP in groReren Bereichen

kornig. Diese Kdrner sind teilweise in Fasern mit einheitlicher Orientierung ausgerichtet. Es
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ware interessant zu untersuchen, ob diese kdrnige Struktur durch in der Membran lokalisierte
Ar-CS1-YFP verursacht wird. Dann wirde sich nadmlich die Frage stellen, ob gebildete
Chitinfragmente oder eine Wechselwirkung der Ar-CS1-YFP Uber die Myosindomane mit
dem Aktincytoskelett die Faserbildung induzieren oder verstarken kénnen.

Zur Identifizierung von Zellen mit Ar-CS1-YFP wurden Fluoreszenzaufnahmen gemacht. Nur
vereinzelnte, fluoreszierende Zellen mit extrem hohem Expressionsniveau konnten in dem
zur Verfigung stehenden nicht konfokalen Fluoreszenzmikroskop direkt detektiert werden.
Diese Zellen wurden leichter von der Abbildungsspitze verschoben und es gelang deshalb
nicht, eine solche Zelle mittels Rasterkraftmikroskopie zu untersuchen.

Da die Zelloberflache weich war, konnten keine Bilder im Nanobereich aufgenommen
werden, mit denen mdgliche Komplexe der Chitinsynthase in der Membran nachgewiesen
werden konnten. Um hochauflosende Bilder mit dem AFM aufnehmen zu konnen, musste die
Chitinsynthase aufgereinigt werden, in klnstliche Lipidschichten eingebaut und auf
Festkérper immobilisiert werden. Die D. discoideum-Zellen kénnten beispielsweise auch
cryo-fixiert und mittels Cryo-Tomographie dreidimensional abgebildet werden. Die Auflésung
des Cryo-TEM liegt etwa bei 4-6 nm. Bisher wurde bereits die Verteilung eine Glykoproteins
auf der Zelloberflache von D. discoideum-Zellen mit dem SEM untersucht (Geltosky et al.,
1980). Fur die Abbildung mit dem SEM mussen Zellen dehydriert werden, mit dem Cryo-
TEM nicht. Eine Komplexbildung der Ar-CS1-YFP sollte auf diese Weise nachweisbar sein.
Bei der Cellulosesynthase haben die Komplexe einen Durchmesser von 25 nm. Fur derartige
strukturbiologische Untersuchungen wurde in dieser Arbeit somit ein wichtiges zellulares

Modellsystem geschaffen.

4.3.5. D. discoideum als Modellsystem fiir die Untersuchung der Ar-CS1 auf

molekularer Ebene

In dieser Arbeit konnte ein zellulares in vivo Modellystem fir die Untersuchung der Ar-CS1
auf molekularer Ebene etabliert werden. Es stellte sich heraus, dass sich die hoch-komplexe
transmembrane Myosin-Chitinsynthase Ar-CS1-YFP durchaus in D. discoideum heterolog
exprimieren lakt. Die Ar-CS1-YFP-Molekiile sind sowohl innerhalb der Zellen, vermutlich in
Chitosomen, als auch in der Cytoplasmamembran lokalisiert. Ar-CS1-YFP verandert die
Mebranstruktur der D. discoideum und erste Experimente deuten sogar auf eine geringe
enzymatische Aktivitat hin. Gebildete Chitinfragmente werden offensichtlich bevorzugt in den
Kulturiberstand abgegeben.

Mit diesem Modellsystem fur die Myosin-Chitinsynthase der Mollusken wurde der erste
Grundstein gelegt, um die weitere Funktionalitdt auf Ebene verschiedener Einzeldomanen

des Proteins bis hin zur Komplexbildung in Membranen und insbesondere im Hinblick auf
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ihre wesentliche Rolle in der Biomineralisation der Schalenbildung zu untersuchen.
Basierend auf dem hier neu geschaffenen System sind beispielsweise Mutationen in der Ar-
CS1 fur Funktionsstudien sehr leicht einflihrbar. Dartberhinaus kann dieses System dazu
beitragen, die Bedeutung der mechanischen Interaktion zwischen der Myosin-Chitinsynthase
und dem Aktincytoskelett zu erforschen, was sich anbieten wiirde, mit biochemischen
Inhibitoren aufzuklaren. Derzeit stehen keine geeigneten Methoden zur Verfigung, um
Biomineralisationsprozesse und deren zellbiologische Kontrolle in vivo direkt im
schalenbildenden Organismus zu studieren. Auf dem Weg dorthin stellt dieses stark
vereinfachte, aber dadurch besser zugangliche zellulare Modell mit der Expression eines der
wichtigsten Schlisselenzyme fir die Biomineralisation der Mollusken einen entscheidenen
Schritt dar.

Bals ala afale alawa]a o]

Zellcern === Aktinfllamente B UDP-GlckAz

Endoplasmatisches Reticulum ] : BEEm ChERfragmente
; B FiEsmamemoran Q Chitasomen

Fig. 4.1.: Dictyostelium discoideum als Modellsystem
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5. Zusammenfassung

Bei der Schalenentwicklung von Mollusken spielt Chitin eine funktionelle Rolle. Die
Chitinsynthese wird durch eine hochkonservierte Myosin-Chitinsynthase katalysiert. Bei der
Schalenbildung entstehen physikalische Krafte an der Flache zwischen Mantelepithelzellen
und der entstehenden Schale. Die Myosin-Chitinsynthase kénnte diese Krafte detektieren
und zwischen entstehender Schale und Cytoskelett ber Rickkopplungsregulationen ein
Kraftegleichgewicht herstellen. Auferdem kdénnten die durch die Myosindomane
entstehenden kolloidalen Scherkrafte die Kristallisation von Chitin und moglicherweise
indirekt die Kristallisation von amorphem Calciumcarbonat beeinflussen.

Phylogenetische Studien mit bekannten Chitinsynthasen haben gezeigt, dass die
Molluskenchitinsynthasen eine eigene Gruppe bilden. Auch die Myosindomanen der
Molluskenchitinsynthasen sind phylogenetisch von den bisher bekannten Myosindomanen
getrennt. Die Chitinsynthasen der Tiere haben sich wahrend dem Kambrium, als sich auch
die ersten Mollusken mit Schalen entwickelten, von den Chitinsynthasen der Pilze divergiert.
Die Molluskenchitinsynthasen kénnten eine entscheidende Rolle bei der Evolution komplexer
mineralisierter Strukturen wie Perlmutt gespielt haben.

Mittels strukturellen und biochemischen Untersuchungen sollte die Funktionen der
Myosindomane der Ar-CS1 untersucht werden. Um Auswirkungen einer moglichen ionischen
Komplexbildung Uber die Region niedriger Komplexitdt zu untersuchen, wurde die
Myosindomane mit und ohne diese Region kloniert. Zudem sollte durch ortsspezifische
Mutation der Einfluss einer mutmalllichen Regulationsstelle auf die Aktivitat der
Myosindomane untersucht werden. Dictyostelium discoideum stellte sich als geeignetes
Expressionssystem fur die Myosindomanen der Ar-CS1 heraus. Immunfluoreszenzen
zeigten, dass die verschiedenen Varianten der Myosindomanen der Ar-CS1 im Cytoplasma
der D. discoideum-Zellen lokalisiert waren. Fir Myosindomanen gibt es kein standardisiertes
Aufreinigungsprotokoll. Myosindomanen aus der Cytoskelettfraktion, die prinzipiell als
funktionell betrachtet werden, konnten nur mit Harnstoff und Kl, die auf hydrophobe
Wechselwirkungen wirken, gelést werden. Folgendes Protokoll hat sich zur Aufreinigung
rekombinanter Myosindomanen der Ar-CS1 bewahrt: ohne Detergenz lysierte Zellen werden
mittels Ultrazentrifugation zentrifugiert. Der Uberstand entspricht der I8slichen Fraktion und
wird gegen einen Hepespuffer mit Kl dialysiert. AnschlieBend kann die Ni-NTA-
Chromatographie mit demselben Puffer als Laufpuffer erfolgen. Eluiert wurde mit
verschiedenen Imidazolkonzentrationen. Mittels MALDI wurde nachgewiesen, dass es sich
bei dem 90 kD-Protein im Eluat um die Myosindomane der Ar-CS1 handelt. Die
Myosindomanen der Ar-CS1 konnten nicht in fur Charakterisierungsversuchen

ausreichenden Mengen isoliert werden. Diese Arbeit mit der praparativen Isolierung der
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Myosindomanen legt den Grundstein fur eine weitere Untersuchung der maoglichen
Regulationsstelle. Eine der spannendsten Weiterentwicklung dieses Projektes ware den
Einfluss der molekularen Krafte auf die Chitinstruktur im Zusammenhang mit der Entwicklung
der Molluskenschale genauer zu untersuchen.

AuBerdem wurde in dieser Arbeit ein Modellsystem fur die Untersuchung der Rolle der Ar-
CS1 bei der Schalenbildung der Mollusken entwickelt. Als Modellsystem dienen D.
discoideum-Zellen. Bisher wurde noch kein so komplexes Membranprotein wie die Ar-CS1
heterolog exprimiert. Die Myosin-Chitinsynthase wurde in Ax3-orf+ und in dcsA-
transformiert. Die erhaltenen Zelllinien Ax3ArCS1-YFP und dcsArCS1-YFP zeigten zwei
verschiedene Verteilungsmuster: die Ar-CS1-YFP war entweder unstrukturiert oder globular
strukturiert verteilt. Die Ar-CS1-YFP ist vorwiegend im Cytoplasma und zu einem geringen
Anteil im Cortex und in Filopodien lokalisiert. Eine Wechselwirkung mit dem Cytoskelett ist
nicht auszuschlieBen. Analysen von Membranfraktionen der Zelllinien deuten an, dass sich
Ar-CS1 in der Plasmamembran-enthaltenden Fraktion befindet. Ein sensitiver radioaktiver
Chitinsynthaseaktivitdtsassay und der Nachweis von Chitin mittels Calcofluor White bzw. mit
einem GFP-getaggten Chitinbindeprotein an mit UDP-GIcNAc behandelten Zelllinien und in
deren Kulturiiberstand liefern den Hinweis, dass die Zelllinien Chitinfragmente synthetisieren
konnen. Die Chitinfragmente bestehen vermutlich aus mehr als sechs GIcNAc-Monomeren
und werden vor allem ins Medium abgegeben. Die Abbildung der Zellen mit Ar-CS1-YFP und
der Wildtypzellen mittels Rasterkraftmikroskopie zeigte, dass die Zellen mit Ar-CS1-YFP im
Vergleich zu den nicht transformierten Zellen eine kornige Feinstruktur der
Membranoberflache aufweisen.

Dieses Modell bildet die Basis flr die Studie der Prozesse der Biomineralisation bei
Mollusken ausgehend von der Chitinbildung. Das bisher bestehende Modell fiir die Vorgange
bei der Bildung der verschiedenen Schalenschichten beruht auf Untersuchungen der

entkalkten Matrix.
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6. Anhang
6.1. Multiples Alignment der Ar-CS1, Mg-CS1 und PfCHS1

Die Aminosaurensequenzen der Myosin-Chitinsynthasen aus Mollusken wurden verglichen.

Axr-CE1 SEEMEPDDLE S LE IKFYTYIGDILVAVHP P DA EYENLUERUQKEP HL FWSAD RELOSTGRNQC|

PECHEL AMEPDDLE:LE aD VAVNPCEE HI Q) EYENLy§{RS[AREIP HL FWAD RLOETGRNGC

Mg-CE1 1 LUATE[SA:{E} A : D If; ANNPCEP HE I YIANLERNR E QFRS PHL P AD REV S TIARNQ C|

consensus 1 ww,  wEE EE, aaEEE R A AR R Rk Rk k Rk R P T T T T I
ATP switch I-Region

Ar-CE81 81 SPSDDEYLLDEIVQINPLLEAF ¥ EEMOLLGA EKSRV
PECHE1 a1l 8P DR LLDEIVQINPLLE AR TLHH[ K E

Mg-CE1 91 A MePEDDIRELLDKIVQINPLLEAFGHAE MGEILLGA DD EK SR
consensus G] ww AR mwm R AR KRR IR R R AR RERR KA TRRE | KR RRAAANA AR AT TR TR AT * LE R REAARREERR AR A EE R
Ar-C851 181l HRES)JG ii! F YALFAGMSRERLLYYFLEDPFDCHRIME) DD N FRIDEEEYWHY) 4= MF-DL’ 15 H| IQ'\FI?LILR&IL
PECHEL 181 pENATCle: FH ALFAGMERERLLYYFLEDPDCHRIMRDFH Q) FEEDEEEYEHY) 3 AMF TDL TYN I MiNs] B QVIFLILAAIL
Mg-CE1 RNV HE S12GEENFH ALFAGMERHWRLLYYFLEDPDCHR IMRDDDUEEE VA EEY EF Y): {«|MF TiUL T):4 Erg: EHIEVIFLGLAAMGL
congenaus 1Bl **%, wkkkkkA AR RRRREARRE RR AR KR RRORNRA RS kE K kkRk Lk, kR kk KK kEAK KER KKK _REE L *

Ar-CE1 Y BEHLANIVFMP I TDGVEVADEY PLHAVAKLLGIEDEVELTEALIEBNYV IKGEKIQSWESLEEANDSRDALAKDLYERLFG VaQINEN
PECHEL Y B HLANIVFMP IB TDGVTVADEY PLEAVARLLGIEDEVELTEALIENVE llBB]IQEIRELRIAHDBRDALIKDLH’E

Mg-CS51 271 NN R0 gV T DEVTVA PLEHAVAELLGIEDEVELTEALIENVH IR L BRLFG R);
congensue 2T kkkkw kL hkkk hhkkkkkhhhh kA h kR R AR AR R R AR R R Rk RA R R kAR ok kh kk kA ARk R R AR R R R R R R

switch |I-Region

Ar-CE1 361 DEREQNEN T SE B NF 4 NGFDQILINIENEKLQQYE
PECHS1 EEEWT W) LR WK hiMTRGPSIGLLDMSGFENFINGFDQFLINISNEKE QQY
Mg-CE1 361 8 BGFENFRUNEFDQ FIGI NS NEEILQQYE

b
consensus 361 ** e e R EE_EE_ REE EERRRR K KAK wE KA E, RAEAE

Ar-CE81 451 3 EESHF = EILETY HDE TEVQFAOM ARV .'HYRBQ ADGF ENRDELSSDLVG 8 EF DLFTAS
PECHEL P BF IHERNYR Y VALK NAN KSRyt B Y A EQ Vs ¥iY ; RNRDWLSAADLVGCLLNE m#
Mg-CE1 EEHF BFVQI LY CEE SjuR YN AN Ky '.EYLBQ F RNRDRLSSDLVAGCILNE EF DLFTAS

. * L. *.. K, Rk kA AR

congensus 451 *, L * H Lk kAR K KEE Kk RANKK KRR ARK R R AR AR

Ar-CE1 LTSNS PFTGTISDFABKCL ERPRLP S WP S TI PlHELRYSLSEEAE) Q. AA=pIRI 7 E[8:18 S S T) ¢ RESPTVTMHEFERELEDLMTELEQAQFL
PECHEL LS PTGTISDFASKCEERPILPIHIWPSTI N ELRESLSREAS) RYA IR &) S TGI8 S PTV T {HEFERSLEIDLMTELSQAQPL
Mg-C81 LTSS PTATISDFPABKCESRPRLPSIWP ST P KLRESLSR[EAS| ERER S SFIE TIGRE S PTVTHFKRELEDLMTRLEOEQPL

- * L. Sk

congenaus S4l ek rrphrrdhs Rk &% _*hk & fR ARE R _RRR, * L e .

- wEEES

N ko kkckk ok ok wk kR L

2 5

=

* T LhEEkAk kkkkAk kR EEAE

SH1-Halix Converter-Subdomain Convertar-
Ar-CE1 CEPNRFVECKP NPHL{z1e K F D S)Y REQLLC EIAELI FEDFAARRY)AD ICDFE NN S DDLGIACLD ILEYS  IEGPEHAREKI
PECHEL [V FVECIKENHL FDEE RR LELR DFJSR YD TED Py N)248 DD L Gjeky K IEGFELGREET
Mg-CE1 [ FVERECIEP NS 3B T): RO R Fj DFAARRYENSACDEEI D . STEDIZAI | ARHpY QFEEELSY
congensue 631 kEkkk _w ok L, Kk, kkkkE EukArhRE AR AAE Rk T * Hkk L kE L Lk, R R, L L kEE,  kEE, kA

Subdomain Region nizdriger Komplextst

Ar-CE81 721 DIQE E| SALRQEE - - - - ERIREAHE EMIGE 'EIEDVDKHRQS PR GE AREIVEDTDIT ELEIEHEHRIPIVDVD ]

PECHEL T17 | PAANTHGE TR T QLN - - - - JRENI0 - S|HT SLASTUTDEE CIAPPTRALD: L TR G GEISNFFETECEMSHVDLGERMIZI) AN

Mg-CE1 71g SHEB: SEE?SRIAI AQIEOKROEQIARQEHQERMERLERQE YIS TDSVFFVDTSTPEKPLLEFITHNEFVTPERTFEZVYT
oL Lk kR e * . .

consensus T2l *, *

Ar-CE1 807 ---RELE[E TENsEddvkiciERT LA QLR F D)l A S T) YTy TN} Ao g I WR PYDLFQ VEIEREFEDWDYIFEEIfKGIRLFL F

PECHEL 802 NHEEWRTQEEVishgsipiD =g SISRE VEESELHEIESTET b Dpd:e e DN WR PYD IFQJ{SEREFEDEDYIFEEIMEGI RLFLY)F P

Mg-CE81 808 QENRV|EFGEVENppds VHIGAY-IT QMG ELREL 'SKE.TmS py=R el D e WR PYDIFQVSEREFEDLD YR FEEIMKG IR FLY)AF Fid
. SRRER aere rawe e . . . KRERKEAE *,L %

consensus 811 * *h ok E . * FhEkEA Kk kA K wkk A KA *
1. Transmembrandomane 2. Transmembrandomane 2. Transmembrandomans
Ar-CE1 k] GENVAEEMELLLLTEGINGEDENSRGEHAVISLL FCMCGP ML MAFM:ILFGG] PEMNETFMILLLFEOTFGMCLLLFREVLPS
PECHEL 892 e KMELLLLTSGINGR DS RGEH I VELLFCMCGPMLWNWLMAFMKILFGGA P ILL BLQTPGECLLLFRELPS
Mg-CE81 s IWASBEMELLIJITS GIENKDENEIRGE[IN VA T[&L[sA)JT G WIREFMEILFEGGERWPENETFIAJLLL FLOTFE@MCLLLFREVLEPS
congenaue OG0l *®w®, w wkwwwww wrwE Kk, kEE kK, ok kK, kRE kE KEREEE KKKk kEwk K MK EEREARE_ F
4. Transmembrandomans 5. Transmembrandomans
Axr-CE1 EEF T DFFRGLIG TF AR COUPELLEVIVEERRPNP B SEIVAIIMNIEAFLVQVEAIPFFEIGEF IHGH}{SIVEGY NAT T} ELDST
PECHEL 81 DPPRIIL\FIE?R\FCQ[FELLRV[‘FE]KRPHPEISlﬁvﬂlIH}II-RPL\FQ'\FEEIPFFTEUIF ]IIHBSI\FIIIIN@T I BYTVEN
Mg-CE1 ER-R:] DFFRGLVITFAVCQIPELLEVIVEEERPNASISEIVARNMNIEAPLVQVEAIPFFTIGEFLEEGNHSARNG Y HA TiEN:] ICEGGG
congensus 991 kkkkwhk kk kk khmmk Rk kE hhkk ok kk ok, KAk hEEkAkE HEk k| wEkk kR, kkE kL kR L *
&. Transmembrandomans
Ar-C851 1072 ELPVSLILLE GWWE VEGEWTVFGRITIPFEQWRESILODVRETEYFLIL PREIGLE VLI RLLTNRT)3 PATGE '*- G0 YEERA
PECHEL 1071 ELPFS{ILLEIG ENYVEGEWTVFGRITIPFEQWRSILODVRETEYFLIGPEEIGLCVLLERLLTNNTFI{LP E L BIAFS8K
Mg-CE1 M WELPVSLLFIEIa ENYVBGEWTVFGITIPFEQWRSILOQDVRETE @GP RIGLCIILERFLT NEELIAVLE A EFHA BFBEK
congenaus LOBLl #*xxk, __ * *kwkdkkkhhhrhhrhhud *rhhr AR R AR RRRRARROT _*__® hhk® L kEK L Kkk kEEKKKE KA
7. Transmembrandomans 8. Transmembran-
Ar-C81 11s2z ENIANF B QIGEE 8| AG HMORINAFALPLTLAPPELIAY HMGGWFCPERDPRIELLIPLICAVL
PECHEL NS RRIEEVEVEY S FIQIGEG AG HMORLAFALPLTLAPPLE F HiZ WHMGGWF CPEREL FLI{IPLI CAL
Mg-CS51 llss EX: GVEYH FIQINGEE AG HMOI# WM FALPLTLAPP. FL BSR40 HiI|GGWF CPEFD BLLIPLICAVL
congenaus L1171 .*%k _#« *ekhwwn *rhrrk kxR ERRRRTRRT | RRRET T AA AT F Fh Lk kEE, L kw kmwmwww ok EEEEE | ®
domane
Ar-CE1 1252 MOEREFERTFFLT DTN RM2 FITPHRYYGI)IPDFTLELRRRRNDEE GFDTFR GEDTYYMDD Bl Bl TP QVYEIC AT MW
PECHE1 1251 WLBIITVEHII!PQER ITPHFEGIFPDFTLELRERRRNDKE @GFDTFR GED DD G MTRPQVYVCATHW
Mg-CE81 I L WLSYSITVEHIWFPQEER A F PHFENIFPDFTL{N IGRRRNDEENENTGFDTFR LDy -L{CEE) NIPIVYVCATHW
congensue LIELl *kkkk wkkhhkuhkhE REhRAT AR R R R IR E K kAR R E kR RIAEE Kk KR EA AR R T Rk kL kL Lk kE kkEEE
Ar-CE1 1342 [E BMTQ D ] LD PDj${DLELE F PNEFVRQLUWEC! REVVEGPISI{LPP
PECHEL 1341 ¥ Q D 8 LD PDF FLELEL IF PNSFVEQLEC REVVEGPISLHEPP
Mg-CE1 1347 [pg:de): Q ELFRLD HCAB A JADPDFFDLECEIIE PHEF VRIAL}TC AREBVVEGPFLEEP
conEenBue 1351 #ttaarRAnhh AR RARRRARAARS KRR _BARE KAR, KK kR REXRRAAEE _KARE KR AR, Kk AARREANRARREE__ ®
Region niedriger Komplexiidt Fegion niedriger Komplexitdt
Ar-C81 1432 PY QG WIMPGHTEK v :‘. DEN RHEERWSQCMY)*YYLLG FERALIEADI YMEIEDAE S SMTE == L EEEKMORER,
PECHEL 1431 PYGG@ELIWTMPGHTE ..- RERWSQCMYMYYLLGY FAGAMAEADL YMMEDAE S SMTE) KRR EEEEEKNORER,
Mg-CS51 1437 PYGGELIWTMPGHTE H DER RHEERWSQMYMYYLLG AR TR VEF L UV ENDEEN PMS[ANVE 0 EEEEIS3A5 R
congenaus 1441 %% _wkkkk K _KAKEERRAE K ARRRARRRRCARRR RS KA RRRXRRRTRTT  RRE,  F_® L, * L EEE K _k® L kE
Ar-C851 IR P LESLFMEMTPEQYEQAENTFL LTLDGDVDF|ZPDS LLIDEMEENEEVGAVC G50 QQ G Q EHVFGCVL
PECHEL 1518 PLRBLPHRHTPIQYRQ@HT ILTLD@DVDFEPDS LLIDEMEENEEVGAVC 380 QQ GH Q EHVFGCVL|
Mg-CE1 JR-F- MNP Liis LPERMIE EQY[EQAENT P LTLDGD VD FEPDIWELLIDRMEE ai GEGF QIEFEYAVAE Q HVF 3

congenaus 1531 *% kwwk *k WK Tk _KEK_FRRRRRARE KK _KARRRKRRARS KRR AR R AR R R AR R AR R IR RS RN KRR R RRRRR R R R AT T



Anhang Seite 132

akfives Zentrum
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6.2. Expression der Myosindomane der Ar-CS1 in E.coli

Es wurde untersucht, ob die Myosindomane der Ar-CS1 in E. coli (XL1-Blue und M15[pRep])
exprimiert werden kann. Die Myosindomane wurde in hohen Mengen exprimiert, aber bildete
so genannte ,inclusion bodies®, aus denen sie mit den verschiedensten etablierten Methoden
wie Reduktion der Wachstumstemperaturen, Zugabe von 6% EtOH bei IPTG-Zugabe sowie
Zugabe von Tween® 20 bei der Aufreinigung nicht in Lésung gebracht werden konnte. Bei
denaturierender Aufreinigung mit 8 M Harnstoff war die Bindung der Myosindoméane an die
Ni-NTA-Matrix nicht optimal. Die Myosindoname sollte zudem nicht unter denaturierenden
Bedingungen gereinigt werden. McNally et al. (1991) beschreiben, dass manchmal in E. coli
rekombinant exprimierte Myosine nach der Zelllyse unléslich sind und nur mit scharfen
Denaturierungsmitteln gelést werden kénnen. Deshalb wurde als neues fir Myosine

prinzipiell geeignetes Expressionssystem Dictyostelium discoideum gewahilt.

6.3. Reinigung der Myosindomane der Ar-CS1 aus D. discoideum

6.3.1. Verschiedene Bedingungen bei der Ni-NTA-Affinitatschromatographie

Um die Bindung der in D. discoideum rekombinant hergestellten Myosindomanen der Ar-CS1
an Ni-NTA-Agarose zu verbessern, wurden verschiedene Bedingungen bei der
Chromatographie getestet.
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Um den Effekt ionischer Wechselwirkungen zwischen MMD-H81 und anderen Proteinen auf
das Chromatograpieverhalten zu untersuchen, wurde zu den Puffern 0,5 M NaCl sowie 10
mM MgSO, gegeben. Zudem wurde im Lysepuffer das EDTA auf die bei der Ni-NTA-
Chromatographie zulassige Grenze von 1 mM reduziert. Falls die Myosindomanen der Ar-
CS1 in der l6slichen Fraktion an kurze Aktinfilamente, die nicht abzentrifugiert wurden,
gebunden waren, sollte ATP die Loslésung von MMD-H81 unterstitzen.

Zellen einer 4l-Kultur (6,42:10° Zellen/ml) wurden in 150 ml 50 mM Hepes, pH 8, 10 mM
MgSO,4, 500 mM NaCl, 7 mM B-Mercaptoethanol, 5 mM Benzamidin, 0,02% NaNs;, 40 pg/mi
TLCK, 20 pg/ml TPCK, 200 pM PefablocSC, 200 uM 1,10-Phenanthrolin resuspendiert und
mit 1% Triton X-100 lysiert. Der Uberstand wurde 2 h bei 20000 x g zentrifugiert. Das
resultierende Pellet war farblos. Der Uberstand wurde nochmals fiir 1 h bei 170000 x g
zentrifugiert. 50 ml Uberstand wurde mit 2,5 mM ATP sowie mit 200 pl 50% Ni-NTA versetzt
und UN inkubiert. Bei der Ni-NTA-Affinitdtschromatographie diente der oben aufgefiihrte
Lysepuffer als Basispuffer. Ansonsten wurde die Chromatographie wie in 2.2.8.4.
beschrieben durchgefiihrt. Laut Westernblotanalyse hat MMD-H81 nicht an Ni-NTA-Agarose
gebunden. Allerdings wurde auch wenig MMD-H81 im Durchlauf detektiert.

Eventuell wurde durch das ATP und das MgSO, die Polymerisation von vorhandenem G-
Aktin zu F-Aktin induziert. Dies hatte dann die Bindung von Myosin an Ni-NTA-Agarose
unterbunden. Zudem koénnte MgSO, die Interaktion von MMD-H81 Uber die
Carboxlatgruppen der Region niedriger Komplexitat der MMD-H81 fordern. EDTA hingegen
ist gegen die Proteasen in den D. discoideum-Zellen nétig. AuRerdem kdnnte EDTA eine
Aggregation Uber die Carboxylatgruppen der Region niedriger Komplexitat verhindern.
Nachdem sich fir die Ni-NTA-Affinitdtschromatographie der Hepes/KI-Puffer am
geeignetsten erwies, wurde Uberpriift, ob die Zellen schon im Hepes/KI-Puffer lysiert werden
kénnnen, so dass vor der Ni-NTA-Affinitdtschromatographie nicht dialysiert werden muss.
Anstelle von 0,6 M KI wurden zunachst nur 0,1 M Kl zugesetzt. Unter dieser Bedingung
konnte MMD-H81 nicht tber Ni-NTA-Affinitatschromatographie gereinigt werden.

Deshalb wurde untersucht, welche Rolle der Lysepuffer spielt. Es wurde der Lysepuffer nach
Manstein und Hunt (1995) (s. 2.1.3.) mit (100 U auf 14 ml Puffer) oder ohne alkalischer
Phosphatase bzw. Hepes/KI-Puffer mit 0,4 M Kl oder mit 0.6 M KI verwendet. Die geernteten
Zellen jeweils einer 100 ml-Kultur wurden wie in 2.2.8.3. beschrieben lysiert und zentrifugiert.
Die Cytoskelettfraktionen der Lysate in Lysepuffer wurden mit Extraktionspuffer (s. 2.1.3.)
sowie mit 15 mM ATP behandelt (s. 2.2.8.3.). Die Mengen an MMD-H81 sind in den I6slichen
Fraktionen und in den Cytoskelettfraktionen vergleichbar (vgl. Fig. 3.21.). Uber die
Bandenintensitat wurden die auf den Westernblot aufgetragenen Mengen quantifiziert. Nach
Abschatzung sind in 100 ml Kultur etwa 200 pyg MMD-H81. In der Tabelle sind die
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abgeschatzten Mengen, die auf die gesamte Fraktion hochgerechnet wurden, angegeben. In

Klammern steht die Ausbeute.

Bedingung Losliche Fraktion Extrakt (0,4 ml) Pellet (60 mg)
(14 ml)

Hepes/KI-Puffer (mit | 9,0 ug (4,5%) - 0,2 ug (0,1%)

0,4 MKI)

Hepes/KI-Puffer (mit | 12,9 pg (6,5%) - 0,1 pg (0,05%)

0,6 M KIl)

Lysepuffer mit 8,3 Mg (4,2%) 0,1 pg (0,05%) 0,1 pg (0,05%)

Phosphatase

Lysepuffer 11,5 ug (5,8%) 0,1 ug (0,05%) 0,1 ug 0,05%)

Fir die Ni-NTA-Chromatographie mit den Iéslichen Fraktionen dieser Praparationen wurde
als Basispuffer der Hoch-Salz-Puffer (s. 2.1.3.) bzw. der Hepes/KI-Puffer (s. 2.1.3.)
verwendet. Bei keiner der gewahlten Bedingungen konnte MMD-H81 in den Eluaten mittels
Westernblot nachgewiesen werden.

Die sehr geringen Ausbeuten lassen sich durch Proteasen erklaren. Auf Grund von
Proteasen oder geringen Mengen an MMD-H81 war auch die Ni-NTA-
Affinitatschromatographie nicht erfolgreich.

D. discoideum sind sehr reich an Proteasen. Deshalb werden zu den Puffern
Proteaseinhibtoren zugesetzt. Offenbar waren diese nicht immer ausreichend. Ohne den
Dialyseschritt konnten die Myosindomanen nicht Gber die Ni-NTA-Affinitatschromatographie
gereinigt werden.

Die Aufreinigung mittels Ni-NTA-Chromatographie sollte verbessert werden, indem vor dem
Saulenlauf ein weiterer Reinigungsschritt durchgefihrt wird.

Deshalb wurde getestet, ob sich die MMD-H81 mit Ammoniumsulfat fallen lassen. Dies war
jedoch nicht erfolgreich.

Vor der Ni-NTA-Affinitdtschromatographie sollte als weiterer Reinigungschritt eine andere
Affinitatschromatographie verwendet werden. Dazu wurde die Bindung an anti-(His)e-tag in
einem Tupfeltest getestet. Antikdrperlésung wurde auf Nitrocellulose-Membran aufgetragen
und getrocknet. Nach Waschen mit 1x PBS wurden die Membranstickchen mit 10%
Milchpulver in PBT 30 min blockiert. Die Membranen wurden dreimal mit PBT gewaschen, in
Eppendorf-ReaktionsgefalRe Uberfihrt und zusammen mit 2 ml I8slicher Fraktion UN
inkubiert. Die Membranen wurden 3x mit 1x PBS mit 0,1% BSA, 2x mit PBT mit 0,1% BSA

sowie 3x mit 1x PBS mit 0,1% BSA gewaschen. Anschliefiend wurden die Proteine von der
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Membran mit 0,2 M Glycin-HCI (pH 2.7) eluiert und mit 1 M K;HPO,4 (pH 7.4) neutralisiert. Bei

der Analyse mittels Westernblot konnte jedoch keine Bindung nachgewiesen werden.
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Fig. 6.1.: Einfluss von Lysepuffer auf die Ausbeute an MMD-H81

Zellpellet einer 100 ml-Kultur der Zelllinie MMD-H81 wurde in verschiedenen Puffern (Hepes-Puffer
mit 0,4 M Kl oder mit 0,6 M Kl bzw. Lysepuffer nach Manstein und Hunt (s. 2.1.3.) ohne bzw. mit
alkalischer Phosphatase) resuspendiert, lysiert und zentrifugiert. Die Extraktion der MMD-H81 aus den
Pellets erfolgte mit ATP. Auf 8%-SDS-Polyacrylamidgele wurden je 0,1% Uberstand (I6sliche
Fraktion), 4% Extrakt sowie je 17% Pellet aufgetragen. Es wurde wie in 2.2.3.7. beschrieben geblottet.
Zu dem Standard wurde je 30 ng p53 gegeben. Die Ausbeuten bei den verschiedenen

Pufferbedingungen sind vergleichbar.

6.3.2. Einfluss von Detergenzien auf die Ausbeute bei der Aufreinigung von

Myosindomanen der Ar-CS1

Es besteht die Mdglichkeit, dass Triton X-100, das zur Zelllyse zugesetzt wird, Micellen bildet
und in diesen Myosindomanen einschliet. Deshalb wurde Zellen der Linie MMD-H81 in
Lysepuffer (s. 2.1.3.) resuspendiert und durch Homogenisieren lysiert. Die Suspension
wurde aufgeteilt und mit 0,5 % Triton X-100, mit 1,0 % CHAPS bzw. mit 1,5 % N-
Lauroylsarcosine fir 30 min auf Eis geriuhrt bzw. ohne Detergenz mit Ultraschall behandelt.
Nach der Zelllyse wurde 1 h bei 170.000 x g =zentrifugiert. Bei der Lyse mit N-
Lauroylsarcosine war nur ein farbloses, gelartiges Pellet entstanden; das obere rétliche
Pellet fehlte. Die Pellets unterschieden sich in ihrem Gewicht: bei der Aufreinigung ohne
Detergenz hatte das Pellet ein Gewicht von 0,528 g, bei der mit Triton X-100 0,254 g, bei der
mit CHAPS 0,278 g und bei der mit N-Laurolylsarcosine 0,123 g. Die gesamten Pellets
wurde jeweils mit Extraktionspuffer, 15 mM ATP, 5 mM Benzamidin und 200 yM PefablocSC
homogenisiert, wobei auf 0,1 g Pellet 250 pl Puffer gegeben wurde. Nach 30 min auf Eis
wurde 1 h bei 16.000 x g zentrifugiert. Die I6slichen Fraktionen wurden dreimal gegen
Hepes/KI-Puffer mit 0,4 M Kl (s. 2.1.3.) flr insgesamt 20 h dialysiert. Bei der Ni-NTA-
Chromatograpie diente der Hepes/KI-Puffer als Basispuffer. In Fig. 6.2. ist die

Westernblotanalyse der Reinigung dargestellit.
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Nach Quantifizierung der Proteinmengen auf dem Westermblot befinden sich in den

gesamten l6sliche Fraktionen und Extrakten folgende Mengen an MMD-H81:

Behandlung

Losliche Fraktion

Extrakt

ohne Detergenz

11,3 pg (12 ml)

1,1 ug (1,320 ml

mit Triton X-100

9,8 ug (12 ml)

0,4 ug (0,635 ml

mit CHAPS

11,1 ug (12 ml)

0,2 ug (0,695 mi

)
)
)
)

mit N-Lauroylsarcosine 13,6 ug (12 ml) 0.2 ug (0,308 ml

In Klammern sind die Gesamtvolumina angegeben.

In der 1I-Kultur, die aufgeteilt wurde, waren insgesamt nach Abschatzung 830 yg MMD-H81.
Am meisten MMD-H81 ist in der léslichen Fraktion, bei der das Zelllysat mit N-
Lauroylsarcosine behandelt wurde. Bei der Praparation, bei der das Zelllysat mit N-
Lauroylsarcosine behandelt wurde, war kaum Cytoskelettfraktion vorhanden, so dass beim
Pellet kein MMD-H81 und im Extrakt am wenigsten MMD-H81 detektiert wurde.
Erwartungsgemafy befand sich MMD-H81 also vorwiegend in der I6slichen Fraktion. Am
meisten MMD-H81 konnte aus der Cytoskelettfraktion extrahiert werden, die zuvor nicht mit
Detergenz behandelt worden war. Diese Praparation lieferte auch nach der Ni-NTA-
Chromatographie die beste Ausbeute. Die Praparationen, die mit Triton X-100 bzw. mit N-
Lauroylsarcosine behandelt wurden, konnten hingegen nicht tGber Ni-NTA-Chromatographie

aufgereinigt werden (s. Fig. 6.2. B).
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Fig. 6.2.: Einfluss von Detergenzien auf die Ausbeute

(A) Zellen der Linie MMD-H81 wurden einmal ohne Detergenz, einmal mit 0,5% Triton X-100, einmal
mit 1,0% CHAPS und einmal mit 1,5% N-Laurolysarcosine lysiert. Mittels Westernblot wurden je 15 pl
Uberstéande bzw. Extrakte und je 10 mg Pellet analysiert. Bei der Behandlung mit N-Lauroylsarcosine
ist in den l6slichen Fraktionen am meisten MMD-H81. Die grofite Ausbeute wurde bei den Extrakten in
der Probe ohne Detergenz erzielt. Kein MMD-H81 ist im Pellet der mit N-Lauroylsarcosine
behandelten Probe nachweisbar. (B) Die I6slichen Fraktionen wurden tber Ni-NTA-Chromatographie
gereinigt. Mittels Westernblot wurden je 15 pl der Saulenfraktionen und 20% Saulenmaterials
analysiert. Die schwachen Banden wurden mit Kreisen markiert. Bei der Praparation ohne Detergenz
konnte die groRte Ausbeute erzielt werden.

Die Myosindomanen aus der I6slichen Fraktion konnten nicht optimal Uber Ni-NTA-
Chromatographie gereinigt werden. Weitere Tests wurden deshalb mit aus dem
Cytoskelettpellet geldstem Proteinextrakt durchgeflihrt, was Rlckschlisse auf die Bindung
des His-Tags an Ni-NTA-Agarose und somit die Proteinfaltung zulassen wirde. Bei
Verwendung des Hoch-Salz-Puffers (s. 2.1.3.) konnte in den Eluaten nur ein 66 kDA-Protein
nachgewiesen werden. Daher wurden die Durchlaufe dieser Saulenldufe gegen 0,6 M
Hepes/KI-Puffer (s. 2.1.3.) dialysiert und in demselben Puffer chromatographiert. Die
Westernblotanalyse zeigte wieder nur ein 66 kDa-Protein.

Ein weiterer Extrakt wurde vergleichend gegen einen Hepes/Kl-Puffer mit 0,6 M Kl sowie
gegen einen 8 M Harnstoffpuffer (s. 2.1.3.) dialysiert und chromatographiert. Auch hier
befand sich die gewunschte Myosindomane nicht im Eluat.
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Auch die aus der Cytoskelettfraktion extrahierten Myosindoméanen der Ar-CS1, die prinzipiell
als funktionell gelten, konnten nicht optimal Gber Ni-NTA-Affinitdtschromatographie gereinigt

werden.

6.3. Werte der Quantifizierung der extrahierten Myosindoméanen bei verschiedenen

Bedingungen

Um das Extraktionsverhalten der verschiedenen rekombinant hergestellten Varianten der
Myosindomane der Ar-CS1 zu vergleichen, wurden sie mit ausgewahlten Bedingungen aus
der Cytoskelettfraktion agelost. Das Experiment wurde zwei Mal durchgefiihrt (s. 3.3.3.4.).
Die auf Westernblot analysierten Proteinmengen wurden quantifiziert. Die Werte sind in

folgender Tabelle zusammengefasst:

Probe 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
ATP NaCl alkalische Glykol DMSO | Harnstoff | KI + | KCI + kein NaCl KCI
+ATP | Phosphatase | + ATP | + ATP | + ATP ATP ATP ATP ohne ohne
+ATP ATP ATP
MMD- 11,6 18,0 13,4 18,7 10,8 25,3 21,6 18,0 13,3 17,0 12,7
H81 0 0 7,7 36,6 17,8 243 0 16,4 18.7 19,6 22,2
3H- 6,3 6,6 5,1 14,8 11,4 14,6 10,1 9.0 9,3 11,5 11,0
MA-LC | O 15,0 0 11,1 10,8 32,0 21,4 10,8 13,4 19,8 14,7
3H- 17,3 31,4 21,0 18,2 11,4 26,6 24,7 17,9 14,0 18,1 13,1
MA-A 20,7 22,2 14,7 14,7 7,2 14,7 0 12,3 28,8 19,5 14,1
3H- 11,6 15,4 12,5 20,0 11,9 32,3 18,1 14,7 13,6 10,0 11,5
MA-S 66,9 18,0 255 16,2 10,8 34,2 29,4 12,9 54,0 24,9 24,3

6.4. Messwerte des Radioaktivitatstest zur Untersuchung der Aktivitat der Ar-CS1-YFP

1. Aktivitatsassay 2. Aktivititsassay 3. Aktivitatsassay

CPM CPM CPM

Szinti 37 Szinti 43 Szinti 24
100pg BSA 100pg BSA 75 100pg B3A 68
Hefe 5112 Hefe 3731 Hefe 4458
WT(1'xgP) 100 WT(1'xgP) 104 WT({1'xgP) 131
WT (54" xgP) 7 WT{20'xgP) 409 WT (54'xgP) 80
WT (54'x g US) 39 WT (20000 g US) 57 WT (54'x g US) 76
Chs 284 -L(1'xgP) 81 WT(b4'xgP) 4 ChSAR-L(1'xgP) 131
Chs 284 -L (B4'x g P) 360 WT (54'x g US) 57 ChSAS-L(54'xgP) 67
ChS 244 -L (54'x g US) 78 ChSZ2A4-L(1'xgP) 56 ChS A5-L (54'x g US) 64
ChS3C4+L (1'xgP) 77 ChS2A4-L{(20'xgP) 206 ChSC4-L{1'xgP) 107
ChS 3C4 +L (54'x g P) 85 ChS 2A4 -L (20" x g US) 45 ChSC4-L(54'xgP) 4
ChS 3C4 +L (54" x g US) 69 ChS284-L (54 xgP) 110 ChS C4 -L (54'x g US) 67
Waschfraktion 213 ChS2A4 L (54'xgUs) 35 Waschfraktion 208

ChS3C4+L (11'xgP) 43

ChS3C4+L (20'xgP) 129

ChS 3C4 +L (20" x g US) 37

ChS3C4+L (54'xgP) 125

ChS 3C4 +L (54" x g US) B4

Waschfraktion 174
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4. Aktivitatsassay 5. Aktivititsassay 6. Aktivitatsassay
CPM CPM CFM

Szinti 56  Sazinti 70 Sazinti 104
100pg BSA 54 100pg BSA 72 100pg BSA 135
Hefs 5117 Hefe 3789 Hefe 330
WT (1"'xgP) 77 WT(1'xgP) M6 WT(1'xgP) 264
WT (54 xgP) 134 WT({54'xgP) 271 WT (1"x g US) 98
WT (54" x g US) 41 WT (54' x g US) 73 ChS3DE-L{I"'xgP) 169
Chs 2A4 -L{1'xgP) 92 Ch38(1'xgP) 167 ChS 3D5-L (1'x g US) 152
Chs2a4 L {54 xgP) 166 ChS8(54'xgP) 283 ChSZ2B3-L{1'xgP) 264
ChS 2A4 -L (54' x g US) 70 ChS 8 (54'x g US) 53 ChS3B3-L(1'xgUS) 177
ChS3C4+L (1'xgP) 67 ChS13(1'xgP) 152 ChS1A3+L{1'xgP) 151
ChS 3C4 +L (54’ x g P) 199 ChS13(34'xgP) 246 ChS 1A3+L (1'xg US) 76
ChS 3C4 +L (54" x g US) 42 ChS 13 (54" x g US) 50 ChS2A5+L(1'xgP) 230
Waschfraktion 218 Ch322(1'xgP) 188 ChS 1A5 4L (1'x g US) 17

ChS 22 (54'x g P) 178 Waschfraktion 240

ChS 22 (54" x g US) 61

Waschfraktion 214

Auswertung der Aktivitat in 54.000 x g-Pellets aus dem 1., 2. und 3. Test

WT 2A4 3C4
39 323 48
11 67 82
78 112 143
43 167 91 Mittelwert
34 112 48 Stabw.

6.5. Chitinsynthese in Ar-CS-YFP Zelllinien in Gegenwart von Latrunculin A

Die Zelllinien dcsA- und dcsArCS1-YFP wurden in 1 ml Kulturma3stab mit 5 mM UDP-
GIcNAc und 5 pM Latrunculin A, das zur Depolymerisation von Aktin fihrt, behandelt. Nach
drei Tagen hatten sich die Zellen kaum vermehrt. Unter dem Mikroskop sahen die Zellen
stark deformiert aus. Die Depolymerisation von Aktin beeintrachtigt wichtige Zellfunktionen
wie beispielsweise die Zellbewegung oder den Transport von Vesikeln. Fixierte Zellen
wurden mit CBGFP gefarbt (s. 2.2.6.). Aufgrund von unspezifischer, zumindest unerwartete
Bindung des CBGFP an die deformierten Zellen war das gemessene Fluoreszenzsignal bei
dcsA- und dcsArCS1-YFP gleich intensiv. Der Kulturiberstand wurde wie in 2.2.9.6.
beschrieben mit CBGFP auf Chitinfragmente hin untersucht. Die Westernblotanalyse (s. Fig.
6.3.) ergab, dass bei den Proben des mit Latrunculin A behandelten dcsA- am meisten
CBGFP im Filter zurlckgeblieben war. Bei den Proben des dcsArCS1-YFP war die Menge
an CBGFP aus dem Filter nur geringfligig weniger als bei den Proben der mit UDP-GIcNAc,
jeweils mit und ohne Nikkomycin Z behandelten Zelllinie (vgl. 3.4.4.). Moglicherweise waren
bei dem Test durch die Zentrifugation nicht alle deformierten Zellen aus dem Kulturiberstand
entfernt worden und wurden in den Filter Gberfihrt. Eine Aussage dartber, ob CBGFP an
diese Zellen gebunden hatte oder aus anderen Griinden nicht vollstandig ins Filtrat gelangte,

konnte nicht getroffen werden.
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Fig. 6.3. CBGFP-Analyse des Kulturiiberstandes von in Gegenwart von Latrunculin A kultivierten
dcsArCS1-YFP Zellen

(A) dcsA- (B) dcsArCS1-YFP. Auf dem Westernblot wurde das an Material aus dem Kulturiberstand
gebundene CBGFP (B) und das ungebundene CBGFP (U) analysiert. Als Positivkontrolle wurden 2,5
ug CBGFP aufgetragen.

6.6. Aufreinigung von Chitin aus dem Kulturiiberstand mittels Fallung

Durch Fallung mit Aceton und TCA des Mediums einer Kultur kénnen Polysaccharide
aufgereinigt werden (Rosan und Hammond, 1974). Die Lange und der Acetylierunsgrad und
damit die Eigenschaften bezuglich Loéslichkeit in Aceton und Wasser des Chitins, das
mutmallich von den Zelllinien mit Ar-CS1-YFP gebildet wurde, sind nicht bekannt. Daher ist
nicht sicher, ob das Chitin mit dieser Methode aufzureinigen ist. Trotzdem wurde wie in
2.2.9.4. beschrieben versucht aus dem Kulturiiberstand von vier verschiedenen Ax3ArCS1-
YFP und zur Kontrolle aus Ax3-orf+ Zucker aufzureinigen. Zwei Zelllinien (ChS2B3 und
ChS3D5) wurden ohne Lysozym und zwei Zelllinien (ChS1A3 und ChS1A5) wurden mit
Lysozym Kkultiviert. Der gewonnene Rickstand wurde mit CBGFP und mittels GC-MS
analysiert.

6.6.1. Analyse der aus dem Kulturmedium aufgereinigten Polysaccaride mit CBGFP

Wie bei Weiss und Schoénitzer (2006) beschrieben wurden in einem Bindungstest jeweils 15
mg von den polysaccharidhaltigen Proben von Ax3-orf+ und den vier verschiedenen
Zelllinien mit CBGFP behandelt. Als Referenz wurde das Experiment mit jeweils 5 mg Chitin
(Roth), Chitosan (Roth), Cellulose, Agarose (Roth) und Starke (AppliChem) durchgefuhrt.
Pellet (P) und Uberstand (US) der Bindereaktion wurden quantitativ in 2x Laemmli
aufgenommen und bei 95°C flir 5 min inkubiert. Die Proben wurden mittels Westernblot
analysiert (s. Fig 6.4.). CBGFP bindet nicht nur an die Polysaccharide aus dem
KulturGiberstand der transformierten Zelllinien, sondern auch an die Polysaccharide aus dem
Kulturiberstand der Ax3-orf+. Es ist kein Unterschied der Mengen an CBGFP in den
verschiedenen Pellets oder Uberstanden zu erkennen. Nur bei einer Zelllinie (ChS1A3)

wurde im Pellet kein CBGFP nachgewiesen. Da dieser Klon mit Lysozym kultiviert wurde,
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kdénnte es sein, dass das Chitin vom Lysozym abgebaut wurde. Dann dirfte jedoch bei der
ebenfalls mit Lysozym kultivierten Zelllinie ChS1A5 auch kein Chitin nachweisbar sein.

Die Bindungsspezifitat des CBGFP wurde nochmals mit Agarose, Starke, Cellulose, Chitin
und Chitosan uberpruft. Bei allen Substraten ist vermutlich aufgrund von unspezifischer
Bindung im Pellet CBGFP detektierbar. Die Bindung an Chitin unterscheidet sich von den
anderen Substraten, da das gesamte CBGFP an Chitin gebunden hat. Im Uberstand kann
kein ungebundenes CBGFP detektiert werden. Chitosan, deacetyliertes Chitin, wird

hingegen vom CBGFP kaum erkannt.
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Fig. 6.4.: Analyse der Polysaccaride aus dem Kulturmedium mittels CBGFP-Bindungstest

Gefallte Polysaccharide aus dem Kulturiberstand von Ax3 orf + und Ax3ArCS1-YFP (A) und
Referenzen (B) wurden mit CBGFP inkubiert. Die Proben wurden auf 12% SDS-Polyacrylamidgele
aufgetrennt und mittels Westernblot analysiert. (A) CBGFP bindet unspezifisch an Polysaccaride aus
Ax3-orf+ (vgl. P (Ax3-orf+)). Nur bei der Zelllinie ChS21A3, die in Gegenwart von Lysozym kultiviert
wurde, wurden keine Polysaccharide erkannt. (B) CBGFP bindet an alle Substanzen unspezifisch.

Beim Chitin ist jedoch kaum CBGFP im Uberstand.

6.6.2. Analyse der Polysaccharide aus dem Kulturmedium mit GC-MS

Die aus dem Kulturiiberstand gewonnenen Polysaccharide sowie Chitin als Referenz wurden
zur Analyse mittels GC/MS mit 6 N HCI bei 110°C hydrolysiert. Dabei wurden die
entstandenen Zuckermonomere deacetyliert. Anschlie®end wurden die Zucker mit NaBH,
reduziert. Um die Aminozucker in der Kationenaustausch-Chromatographie nicht zu
verlieren, wurden sie vor dem Saulenauftrag wieder reacetyliert. Als Standard wurden auch
100 pg Glucosamin und 100 pg Galactosamin fur GC/MS vorbereitet. (s. 2.2.9.5).
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Nach dem Standard betragen die relativen Retentionszeiten flr GIcNAc 1,54 und fur GalNAc
1,61 (s. Fig. 6.5. A). Bei der Chitinanalyse ist ein Peak bei der relativen Retentionszeit von
GIcNAc zu sehen (s. Fig. 6.5. B). Bei den Proben wurde nicht nur bei den Spektren der
Zelllinien, sondern auch bei dem Spektrum von Ax3-orf+ GIcNAc nachgewiesen. Die relative
Retentionszeit ist jeweils bei 1,55. Bei den Proben von Ax3-orf+, ChS1 und ChS2 wurde
GalNAc mit einer Retentionszeit von 1,62 detektiert. Bei den Proben ChS3 und ChS4 war
GalNAc nicht nachweisbar (s. Fig. 6.5. C-G). Diese beiden Zelllinien waren mit 0,01 mg/ml
Lysozym im Medium kultiviert worden.

Nach Abschatzung scheint in allen Proben ungefahr dieselbe Menge an GIcNAc zu sein.
Eine genauere Quantifizierung ist nicht sinnvoll, da die Probe aus dem Kulturiiberstand von
Ax3-orf+ mit einem Dialyseschlauch mit groRerem MWCO dialysiert worden war. Auferdem
ist die Hydrolyse mit HCI nicht quantitativ. Die Peaks scheinen hauptsachlich von GIcNAc
oder von im Zuge der Aufreingung acetyliertem Glucosamin aus Dictyostelium zu stammen.
Yamada et al. (1974) untersuchten die extrazellularen Polysaccharide der D. discoideum und
konnten unter anderem Glucosamin nachweisen.

Um Chitinfragmente aus dem Kulturtiberstand der Zelllinien nachweisen zu kénnen, missten
vor allem die Bedingungen bei Aufreinigung Uber die Aceton- und TCA-Fallung optimiert

werden.
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