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Einleitung

1 Einleitung

Zur Einfihrung der in dieser Arbeit behandelten Thematik soll ein Uberblick (iber den
untersuchten Organismus Dictyostelium discoideum, dessen grundlegende Eigenschaften, seine
phylogenetische Stellung sowie seine Bedeutung in der Forschung gegeben werden. Es folgt
eine Darstellung des Wissensstandes Uber das in dieser Arbeit zu charakterisierende Protein
C-Modul-bindender Faktor A (CbfA, DDB_G0279409) im Allgemeinen und dessen Carboxy-

terminaler Domane (CTD) im Speziellen.

1.1 Die soziale Amobe Dictyostelium discoideum

Die Gattung Dictyostelium wurde erstmalig Mitte des 19. Jahrhunderts anhand der Art
Dictyostelium mucuroides beschrieben und aufgrund der Morphologie der Fruchtkoérper den
Pilzen zugeordnet (Brefeld 1869). Wegen des Fehlens filamentdser Stadien schien diese
Zuordnung bereits friih Gberholt, wobei die Stellung im System des Lebens lange ungeklart
geblieben ist. Die in dieser Arbeit untersuchte Art Dictyostelium discoideum wurde in den
dreiBiger Jahren des letzten Jahrhunderts erstmalig beschrieben (Raper 1935). Es handelte sich
hierbei um das Isolat NC4 aus dem Boden des Hardwood Forest, einem Mischwald in
Mittelgebirgslage in North Carolina (USA). Dieses Isolat ist der direkte Vorganger des in dieser
Arbeit untersuchten Laborstammes AX2 (Sussman und Sussman 1967, Watts und Ashworth
1970). D. discoideum und andere Vertreter der Gattung leben auf Waldbdden und erndhren
sich dort von Bakterien oder anderen Mikroorganismen (u.a. Bozzaro und Ponte 1995). In
Phasen ausreichender Nahrstoffversorgung liegt dabei der Organismus als einzellige Amdobe vor,
welche sich in 4 Stunden durch Zellteilung verdoppeln kann. Fir eine Teilung missen etwa
1.000 Bakterien phagozytiert, getétet und verdaut werden (Mutzel 1991, Clarke und Maddera
2006). Der auf hohe Makropinozytoseraten selektionierte Stamm AX2 bendétigt fir eine
Zellteilung 10 bis 12 Stunden, ist aber zum Wachstum auf axenischen Medien geeignet (Watts
und Ashworth 1970), was viele biochemische und molekulare Studien erst ermdoglicht. In der
vegetativen Wachstumsphase kénnen sich die 8 bis 12 um grofRen Zellen durch Aktin- und

Myosindynamik amdéboid bewegen. Bei dieser Bewegung werden Pseudopodien ausgebildet.
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Bei einsetzendem Nahrstoffmangel oder abiotischen Signalen, wie zu hoher Temperatur oder zu
geringer Feuchtigkeit, kommt es zur Aggregation der Amdében. Etwa 100.000 Amoben bilden
einen Fruchtkorper (Kessin 2001). Im Verlauf der Ausbildung eines Fruchtkorpers kommt es zur
Auspragung multizellularer Charakteristika. Dazu gehoren die Zelldifferenzierung, Zell-Zell-
Kontakte, die Bewegung als ein Organismus sowie der programmierte Zelltod. Zellen sterben
kontrolliert bei der Ausbildung des Stieles ab, wodurch die sich bildenden Sporen empor
gehoben werden (Raper 1984, Kessin 2001, Schaap et al. 2006). Die multizelluldre Entwicklung

ist ein Prozess, welcher unter Laborbedingungen etwa 24 Stunden dauert.

1.2 Multizellulare Entwicklung

Der Entwicklungszyklus von Dictyostelium discoideum, wie in Abbildung 1 dargestellt, beginnt
durch das Aussenden des Botenstoffes cyclisches Adenosin-3',5'-monophosphat (cAMP) durch
sogenannte Schrittmacherzellen (Loomis 1993). Diese Zellen sind die ersten, welche durch eine
mehrere Komponenten enthaltende Sensor- und Signalkaskade nachteilige Bedingungen
feststellen. Sezernierte Komponenten dieses Quorum-sensing-Systems sind unter anderen der
Pre Starvation Factor (PSF) und der Conditioned Medium Factor (CMF) (Clarke und Gomer 1995).
Zu den auslosenden Umweltbedingungen gehoren eine zu hohe Amodbendichte, geringe
Nahrungsressourcen sowie abiotische Faktoren wie zu hohe Temperaturen oder der
Ammoniumgehalt im Boden. Etwa 100.000 Zellen bilden ein Aggregat am Punkt des ersten
Signales. Dabei sezernieren die einstromenden Zellen ebenfalls cAMP. Da dieses zum Grofteil
an ihrem dem Aggregationszentrum abgewandten Zellende geschieht, kommt es zum
sternférmigen Einstromen der Zellen (Abbildung 1). Diese Phase wird als Streaming bezeichnet.
Im Unterschied zu den plasmoidalen Schleimpilzen verschmelzen die Zellen nicht zu einem
Synzytium, sie bilden ein Pseudoplasmodium. Die Aggregation ist nach 8 bis 12 Stunden
beendet. Bereits in diesem Stadium kommt es zu einer Differenzierung der Zellen in zwei
Hauptkategorien, welche im spateren Verlauf in mehrere Unterkategorien eingeteilt werden
kdnnen. Etwa 20% der Zellen sind Pra-Stielzellen, etwa 70% sind Pra-Sporenzellen. Die
restlichen 10% sind undifferenziert (Escalante und Vicente 2000). Es kann zu Umwandlungen
zwischen den beiden Kategorien von Zellen kommen, wobei das Verhdltnis wahrend der

gesamten Entwicklung konstant bleibt. Die Differenzierung in Pra-Stielzellen verlauft unter
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anderen in Abhangigkeit vom Differentiation-Inducing Factor (DIF), einem chlorinierten

Alkylphenon (Kay und Jermyn 1983, Insall et al. 1992) und cAMP.

uonebeaibby

Streaming

Abbildung 1: Darstellung der multizelluliren Entwicklung von D. discoideum; (A) schematische
Darstellung nach Chisholm und Firtel (2004); (B) durch Scanning-Elektronen-Mikroskopie erstelltes Bild

des Entwicklungszyklus; Copyright, M.J. Grimson & R.L. Blanton Biological Sciences Electron Microscopy
Laboratory, Texas Tech University.



Einleitung

Das sich an die Aggregation anschlieBende Stadium wird Mound genannt. Aus diesen Mounds
kann es zur Ausbildung von Slugs Kommen. Dabei kommt es zur vertikalen Ausdehnung der
Aggregate (Finger), welche nach vorne Uberkippen. Der nacktschneckenformige Zellverband
kann sich auf einer aus Zellulose und Proteinen gebildeten Scheide photo- und thermotaktisch
bewegen. Diese Bewegung wird sehr wahrscheinlich ebenfalls durch den Botenstoff cAMP
gesteuert (Dormann et al. 1998). Die Entscheidung liber die Ausbildung und Art der Slugs ist
multifaktoriell (Kellermann und McNally 1999).

Die Kulmination entweder direkt aus dem Mound-Stadium oder Uber den Zwischenschritt der
Slug fuhrt zur terminalen Differention der Zellen. Innerhalb der Pra-Stielzellen (pst) kénnen
dabei mindestens 4 Subpopulationen von Zellen anhand der Expression bestimmter Marker
differenziert werden. PstA und PstO unterscheiden sich in der Expression des Gens ecmA,
welches fir ein Protein der extrazellularen Matrix und Bestandteil des Stielgerlistes codiert
(Early et al. 1993). PstAB-Zellen exprimieren neben ecmA auch ecmB, dessen Protein dhnliche
Eigenschaften wie EcmA besitzt (Jermyn und Williams 1991). Der vierte Zelltyp, die Anterior-like
cells, variieren in der Expression der beiden Marker. Diese Zellen bilden die sogenannten Upper
und Lower Cups, welche die Verbindung zwischen Sporen und Stiel darstellen (Jermyn und
Williams 1991). Zusammen mit den anderen Stiel-Zelltypen bilden sie auch die Basal disk, die
Verbindung zwischen Substrat und Stiel aus (Jermyn et al. 1996). Der Stiel selber besteht aus
PstA, AB und O0-Zellen. Die Zellen des Stiels vakuolisieren und sterben kontrolliert ab.
Die Pra-Sporenzellen kénnen von den Pst-Zellen durch die Expression der Gene cotA, cotB und
cotC unterschieden werden (Escalante und Vicente 2000). Sie werden von den Stielzellen nach
oben geschoben und dort durch den Upper und Lower Cup gehalten. Beim Eingang in das
dormante Stadium sinkt der Wassergehalt der Sporen und es wird eine Mukosaccharid-Kapsel
ausgebildet. Unter glinstigen Umweltbedingungen konnen die Sporen innerhalb weniger

Stunden wieder in die vegetative Wachstumsphase (ibergehen (Cotter et al. 1992).
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1.3 Initiation und Regulation der frithen multizelluldren Entwicklung

Die Einleitung und frihen Stadien der multizellularen Entwicklung wird durch ein diffiziles
regulatorisches Netzwerk gesteuert. Teile dieses Netzwerkes sind in Abbildung 2 dargestellt. In
Winckler et al. 2001 und 2004 konnte eine Abhangigkeit dieses Netzwerkes von dem in dieser
Arbeit untersuchten CbfA gezeigt werden. Deshalb soll nachfolgend ein Uberblick iiber dieses

Thema gegeben werden.
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Abbildung 2: Schematische Darstellung des PKA-Regelkreises zur Initiation der Entwicklung in
Dictyostelium discoideum; Beschreibung siehe Text; beteiligte Proteine: ACA = Adenylylcyclase A,
CAR1 = cAMP-Rezeptor 1, PKA = Proteinkinase A (Serin-Threonin Kinase), REG A = intrazelluldre
cAMP-Phosphodiesterase, ERK2 = Extracellular Signal Regulated Kinase 2 (MAP-Kinase),
PDE = extrazellulare cAMP-Phosphodiesterase

Die Initiilerung der Entwicklung wird durch den Botenstoff cyclisches Adenosin-3',5'-mono-
phosphat (cAMP) gesteuert (u.a. Devreotes 1994, Firtel 1995). Senden mehrere Zellen in der
Umgebung dieses Signal aus, kommt es zur vermehrten Bindung des cAMPs an den Rezeptor
CAR1 (Klein 1988). Es handelt sich dabei um einen Rezeptor mit sieben

Transmembrandomadnen, welcher an ein heterotrimeres G-Protein gekoppelt ist. Durch
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Ligandenbindung kommt es zur Freisetzung der GBy-Untereinheit von der Ga-Untereinheit, was
zusammen mit dem Protein CRAC (Insall et al. 1994) zur verstarkten Bildung der Adenylyl-
cyclase A (AcaA) fiihren. Die Aktivitat der AcaA erreicht nach 90 Sekunden ihren Héhepunkt. Es
kommt zur Umwandlung von ATP zu cAMP, welches teilweise sezerniert wird. Das Signal wird
dadurch an benachbarte Zellen weiter gegeben. In der das Signal aussendenden Zelle kommt es
ferner zu einer Erhohung des intrazellularen cAMP-Spiegels (Loomis 1999). Das sich selbst
verstarkende cAMP-Signal wird durch die Proteinkinase A (PKA) beendet (Gerisch et al. 1979).
Diese Serin-Threonin-Kinase liegt in vegetativen Zellen als inaktives Heterodimer vor. Die
katalytische Untereinheit PKA-C wird durch die regulatorische Untereinheit PKA-R gebunden.
Kommt es nun zur Erh6hung der intrazellularen cAMP-Konzentration tGber 100 nM bindet cAMP
an PKA-R, welches die nun aktive Form der PKA-C frei gibt. Diese inhibiert die Adenylylcyclase A.
Es wird (iber mehrere Minuten kein cAMP mehr gebildet. Die Blockierung der Funktion der AcaA
wird durch Senkung des intrazellularen cAMP-Spiegels durch das Enzym cAMP-
Phosphodiesterase (RegA) aufgehoben. Durch die Umwandlung des cAMPs in AMP kommt es
zur Inaktivierung der PKA (Shaulsky et al. 1998). Die AcaA kann nun durch extrazellulares cAMP
wieder aktiviert werden. Dies erklart die fir Dictyostelium discoideum typischen cAMP-Pulse in
einer Frequenz von 5 bis 10 Minuten. Es kommt zur Ausbildung der Aggregate. Das zur
Initilerung der Entwicklung genutzte cAMP-System wird durch einen von der MAP-Kinase ERK2
abhangigen Regulationsweg kontrolliert. ERK2 wird in Abhangigkeit von CAR1 cAMP-abhangig
aktiviert (Aubry et al. 1997). Dadurch kommt es durch Phosphorylierung zur Inaktivierung der
Phosphodiesterase RegA. Die Aktivitat der PKA bleibt |anger erhalten, AcaA langer inaktiv. Das
System kommt zum Erliegen. Die dauerhafte Aktivitat der PKA inaktiviert ERK2. Dies erfolgt (iber
die Ras-Proteine Ras-GEF und Ras-GAP (Aubry et al. 1997 und Insall et al. 1996). Die sezernierte
Phosphodiesterase PDE baut das extrazellulare cAMP ab. Der Botenstoff cAMP ist an weiteren
Prozessen in der Entwicklung, z.B. der Migration im S/ug-Stadium (Dormann et al. 1998),
beteiligt. Die entwicklungsabhangige Genregulation wird durch die Aktivierung der PKA

eingeleitet (Thomason et al. 1998).
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1.4 Phyletische Einordnung der Art Dictyostelium discoideum

D. discoideum gehort zu der Ordnung der Dictyosteliales, welche nur aus der Familie der
Dictyosteliidae besteht. Diese Familie umfasst 89 Arten der Gattungen Dictyostelium,
Polysphondylium und Acytostelium. Die urspriingliche Einteilung der Gattungen erfolgte nach
der Morphologie der Fruchtkorper. Dictyostelium-Arten besitzen unverzweigte oder lateral
regelmalig wiederholende,

verzweigte Fruchtkorper, die Gattung Polysphondylium sich

verzweigte Fruchtkorper. Acytostelium-Arten zeichnen sich durch zellfreie Stiele ihrer
Fruchtkorper aus (Raper 1984, Schaap et al. 2006). Neuere Untersuchungen unter Nutzung
molekularbiologischer Methoden zeigen vier distinkte Gruppen von Arten (Alvarez-Curto et al.
2005 und Schaap et al. 2006). Die in Abbildung 3 dargestellte Phylogenie ist auf Basis der

ribosomalen RNA von 74 Arten und Uber 100 Isolaten erstellt worden.
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Abbildung 3: Phylogenie der Dictyosteliidae; gezeigt ist der durch Bayesian inference entstandene Baum
auf Grundlage von 1.655 Nukleotiden der 17S rRNA; AuRengruppe: Vertreter anderer Amoebozoa;
Gruppe 4 im Vergleich zu Gruppen 1 bis 3 im anderen MaRstab dargestellt; Abbildung aus Schaap et al.
(2006)
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Die phylogenetisch alteste Gruppe 1 umfasst dabei ausschlieRlich Arten der Gattung
Dictyostelium, welche sich teils sehr stark in ihrer Fruchtkérpermorphologie unterscheiden. Die
Gruppe 2 besteht aus allen Arten der Gattung Acytostelium, wobei bis auf A. ellipticum hier von
einem Monophylum auszugehen ist. Des Weiteren sind zwei Dictyostelium-Arten und fast alle
Polysphondylium-Arten in dieser Gruppe vorhanden. Gruppe 3 wird ausschlielRlich aus Arten der
Gattung Dictyostelium gebildet, darunter auch die im Bezug auf andere Dictyosteliales
kannibalistische Art D. caveatum. Der Kern der Gruppe 4 besteht aus im Vergleich zu den
anderen Gruppen phylogenetisch und morphologisch sehr nah verwandten Dictyostelium-Arten,
darunter D. discoideum und die als erstes beschriebene Art D. mucuroides. Ferner wurden die
Arten D. laterosporum und P. violaceum der Basis der Gruppe 4 zugeordnet. Beide Arten bilden

violett erscheinende Fruchtkorper.

) S. cerevisiae
S. pombe Neurospora
. .
Dt(:‘t) ozctehum Fugu
discoideum Human rubripesC.
Zea mays “iona
Oryza sativa Anopheles gambiae
Arabidopsis .
Drosophila
Chlamydomonas C. elegans
reinhardtii
Plasmodium
falciparum Leishmania
Giardia
= 100 Darwins
Archaea

Abbildung 4: Proteombasierende Phylogenie der Eukaryonten; der Stammbaum basiert auf 5.279
orthologen Proteinclustern der 17 dargestellten, komplett sequenzierten Organismen; die Wurzel wird
aus 159 Proteinclustern aus 6 Archaea-Proteomen gebildet; 1 Darwin = 1/2.000 des genetischen
Unterschiedes zwischen Hefen und Menschen; verdndert nach Eichinger et al. (2005)
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Die Stellung der Dictyosteliidae im System des Lebens wurde ebenfalls erst in jlingerer
Vergangenheit aufgelost. Nach der anfanglichen Einteilung als Vertreter der Pilze (Brefeld 1869)
wurden die Dictyosteliden spdter zusammen mit den plasmoidalen Schleimpilzen
(Myxogastridae) und den Protosteliden zu den Schleimpilzen (Mycetozoa) zusammengefasst
(Olive und Stoianovitch 1975, Loomis et al. 1995, Baldauf und Doolittle 1997). Daher stammt die
auch heute noch geldufige deutsche Bezeichnung zelluldarer Schleimpilz. Alle Schleimpilze haben
die Eigenschaft, einen definierten Entwicklungszyklus durchlaufen zu kénnen. Der Ursprung der
Schleimpilze liegt nach der Abzweigung der Viridiplantae (Pflanzen) von der Entwicklungsline
der Eukaryonten, aber noch vor der Auftrennung der Metazoa und Mycota (Baldauf et al. 2000,
Eichinger et al. 2005). In Abbildung 4 ist die Einordnung von D. discoideum in das System der
Eukaryonten dargestellt. Die wissenschaftliche Bezeichnung sowohl im Deutschen als auch im
Englischen lautet heute sozialen Amoében (social amoeba). Die Bezeichnung leitet sich von der

Ausbildung multizellularer Fruchtkérper aus unizellularen Amdben ab.

1.5 Bedeutung von Dictyostelium discoideum in der Forschung

Der Organismus Dictyostelium discoideum bietet die Moéglichkeit der funktionellen Analyse von
Genprodukten in einem sequenzierten, kontrollierten und genetisch manipulierbaren Umfeld.
Dabei sind im Vergleich zur Kultur von Saugetierzelllinien mit relativ beschrankter Ausstattung in
wenigen Tagen hohe Zellmengen zu erreichen (Watts und Ashworth 1970). D. discoideum
besitzt einen hoéheren Anteil homologer Proteine zu den Vertebraten als andere genutzte
Modellorganismen auBerhalb des Tierreiches (Eichinger et al. 2005). Zahlreiche in menschlichen
Krankheiten involvierte Faktoren und Vorginge sind vorhanden. Durch moderne
molekularbiologische Methoden sind dabei viele Prozesse in Echtzeit sowohl verfolgbar als auch
darstellbar. Einige allgemeingiltige Zusammenhange wurden erstmalig bei D. discoideum
beschrieben. Dazu gehoren die (berlappende Funktion von Proteinen des Zytoskeletts
(Eichinger et al. 1999), die funktionelle Bedeutung und Charakterisierung des Motorproteins
Myosin (DeLozanne und Spudich 1987, Metha et al. 1999), die Vielfalt der Zwei-Komponenten-
Systeme in der Signaltransduktion (Wang et al. 1996) und der Aufbau sowie die Funktionsweise
von G-Protein gekoppelten Rezeptoren (Maeda und Firtel 1997, Plyte et al. 1999, Leung et al.
1999).
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Die Ernahrungsweise von D. discoideum in seiner vegetativen Form Uber Phagozytose zeigt viele
Homologien zu Teilen der =zellularen Immunantwort der Vertebraten. Grundlegende
Erkenntnisse Uber diesen Prozess und die Mdglichkeit von bakteriellen Krankheitserregern,
diesen Vorgang zu ihren Vorteil auszunutzen, wurden an diesem System beschrieben
(u.a. Farbrother et al. 2006, Na et al. 2007). Des Weiteren bietet D. discoideum durch seinen
vom vegetativen Wachstum deutlich abgetrennten, multizellularen Entwicklungszyklus die
Moglichkeit, grundlegende Entwicklungsprozesse zu untersuchen. Obwohl sich der
Mechanismus der multizellularen Entwicklung mechanistisch zu dem der Metazoa
unterscheidet, koénnen in diesem System Prozesse wie Zell-Zell-Kommunikation,
Zelltypdeterminierung und Morphogenese untersucht werden. Auch in diesem Zusammenhang
sind einige grundlegende Vorgdnge in D. discoideum erstmalig beschrieben worden. Dazu
gehoren die Erkennung des extrazellularen cAMPs Uber G-Protein gekoppelte Rezeptoren (Sun
und Devreotes 1991), die Verwendung des chlorinierten Alkylphenons DIF zur Festlegung des
Zelltyps (Kay und Jermyn 1983, Insall et al. 1992, Kubohara 1999) sowie Mechanismen der

raumlichen Differenzierung (Uberblick in Escalante und Vicente 2000).

1.6 Genomische Organisation von Dictyostelium discoideum

Das komplette Genom von D. discoideum ist bekannt (Eichinger et al. 2005) und Uber die
Plattform www.dictybase.org der Offentlichkeit zuginglich. Das Genom des untersuchten
Stammes AX4 (Knecht et al. 1986) besitzt etwas mehr als 34 Millionen Basenpaare. Im
Gegensatz zu dem in dieser Arbeit verwendeten Stamm AX2 entstanden der Stamm AX3 und
dessen direkter Nachkomme AX4 einer chemischen Mutagenese. Es ist zu erwdhnen, dass der
sequenzierte Stamm AX4 im Gegensatz zu AX2 eine etwa 750.000 bp lange Verdopplung eines
Bereiches auf Chromosom 2 besitzt. Dieser schlieBt sich dem Ausgangsbereich direkt an und ist
in AX2 nicht vorhanden. Das Genom ist haploid und umfasst sechs Chromosomen im
GroRRenbereich von 3,5 bis 8,6 Millionen Basenpaaren. Ein oftmals beobachtetes, potentiell
siebtes Chromosom in Prdparationen vegetativer Zellen ist ein extrachromosomales
Konkatemer eines palindromischen rDNA-Elementes. Es besteht aus 88.000 bp groRen
Einzelelementen mit einer Kopienzahl von etwa 100. Das Ursprungselement des Palindroms

befindet sich auf Chromosom 4 (Sucgang et al. 2003).
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D. discoideum und einige andere soziale Amében haben einen sehr geringen GC-Anteil im

Genom. In D. discoideum betragt er 22,4% (Dutta und Mandel 1972).

Das Genom von D. discoideum hat neben dem geringen GC-Gehalt einige weitere spezielle
Eigenschaften, besonders im Vergleich zum menschlichen Genom. Das Genom ist um den Faktor
90 kleiner als das menschliche Erbgut, besitzt aber mit 13.605 Genen (Dictybase, nach Eichinger
et al. 2005 etwa 12.500) mehr als die Hélfte der Anzahl menschlicher Gene (etwa 22.000,
International Human Genome Sequencing Consortium 2004). In dem Genom von D. discoideum
sind 390 tRNA-Gene enthalten. Die durchschnittliche Lange der codierenden Sequenz eines
Gens ist dabei vergleichbar um 1.400 bp. Der Bereich zwischen zwei Genen, welcher zusatzlich
Promotoren und andere regulatorische Elemente umfasst, ist bei D. discoideum 750 bp lang, im
Menschen etwa 60.000 bp. Jede Zelle besitzt etwa 200 Mitochondrien, welche jeweils ein
Genom von 55.600 bp Lange besitzen. Das mitochondriale Genom codiert fiir 41 Gene. Am
starksten wird der Unterschied der Genome durch den Anteil codierender Sequenzen im Genom
sichtbar. Beim Mensch liegt er bei etwa 1%, bei D. discoideum bei 60%. Die Kompaktheit ist
hauptsachlich dem haploiden Chromosomensatz geschuldet, welcher jegliche nachteiligen
Ereignisse auf das Genom zur Entfaltung bringt. Der Anteil der durch Transposition
entstandenen Sequenzen betragt bei D. discoideum etwa 10% (Glockner et al. 2001), beim

Menschen 45% (International Human Genome Sequencing Consortium 2004).

1.7 Transposable Elemente in Dictyostelium discoideum

Da das in dieser Arbeit untersuchte Protein C-Modul-bindender Faktor A (CbfA) Uber seine
Interaktion mit dem Retrotransposon TRE5-A erstmalig beschrieben wurde (Geier et al. 1996),
soll nachfolgend auf die in D. discoideum vorhandenen Transposons eingegangen werden.
Mobile genetische Elemente wurden seit ihrer ersten Beschreibung durch McClintock (1948) in
fast allen untersuchten Organismen nachgewiesen. Als Transposons werden genetische
Elemente bezeichnet, die ihre Lokalisation im Genom andern kénnen, aber nicht in der Lage
sind, infektiose Partikel zu bilden. Dabei unterscheidet sich der Gehalt der Transposons am
gesamten Genom von Organismus zu Organismus. Wahrend er bei Arabidopsis thaliana nur bei

0,1% liegt (Konieczny et al. 1991), sind es bei Zea mays bis zu 85% (Kumar und Bennetzen 1999).
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Dictyostelium discoideum hat einen Transposongehalt von etwa 10% (Glockner et al. 2001), der
Anteil am menschlichen Genom liegt bei 45% (Hedges und Batzer 2005). Die zur Transposition
eines Elementes bendtigten Enzyme sind innerhalb des Transposons codiert oder werden durch
andere Transposons gebildet. Des Weiteren sind in bisher untersuchten Systemen immer

zellulare Prozesse wie z.B. DNA-Reparaturmechanismen beteiligt (Zingler et al. 2005).

Transposons in Dictyostelium discoideum

DNA-Transposons ‘ Retrotransposons ‘
| | | | |
Tdd- DDT- thug- LTR- Non-LTR-
Familie || Familie || Familie Retrotransposons Retrotransposons

Tdd-4 DDT-A  thug-S DGLT-P DGLT-A
Tdd-5 DDT-B  thug-T DIRS-1 | |

DDT-S skipper | TRES-Familie | | TRE3-Familie
| | TRE3-A
\ TRE5-A H TRE5-B H TRES5-C \ TRE3-B
TRE3-C
TRE5-A.1 TRE3-D
TRE5-A.2
TRE5-A.3
nicht spezifisch integrierend tRNA-Gen-assozilert integrierend

Abbildung 5: Ubersicht iiber die Transposons in Dictyostelium discoideum; nach Winckler et al. (2005),
Abbildung aus Siol (2006c) Ubernommen; grauer Kasten zeigt Transposons mit tRNA-assoziierter
Integration, Erlauterung im Text

Transposons kdnnen anhand ihres Mechanismus in zwei Klassen eingeteilt werden (Craig et al.
2002, siehe Abbildung 5). Gemeinsam haben beide Klassen, dass es bei der Integration des
Transposons meist zu einer Verdopplung einer kurzen Zielsequenz durch einen versetzten
Schnitt in der DNA kommt. Diese Verdopplung ist transposonspezifisch (Gilbert et al. 2002). Die
DNA-Transposons werden aus einem Locus ausgeschnitten und integrieren in einen anderen
Locus. Dabei bleibt die Kopienzahl des Elementes konstant. In D. discoideum kénnen drei
Familien von DNA-Transposons mit insgesamt sieben Vertretern identifiziert werden. Es
existieren 235 Kopien von DNA-Transposons mit einem Anteil von zusammen 1,5% am Genom

(Glockner et al. 2001). Alle vollstandigen DNA-Transposons codieren fir eine multifunktionelle

12



Einleitung

Transposase. Die zweite Klasse von Transposons sind die Retrotransposons. Im Gegensatz zu
den DNA-Transposons bendtigen sie einen RNA-Zwischenschritt. Das Transposon wird in seiner
vollen Lange in eine mRNA transkribiert. Fir die Transposition wichtige Proteine werden
aufgrund dieser Information gebildet. Darunter befindet sich bei Retrotransposons genau wie
bei den strukturell ahnlichen Retroviren eine reverse Transkriptase (Malik et al. 1999). Diese
wandelt die Information der mRNA des Transposons in eine komplementdare DNA (cDNA) um.
Diese cDNA wird dann mit Hilfe transposoncodierter Proteine, aber auch Wirtsfaktoren, in das
Genom integriert. Es kommt dadurch zur VergroBerung des Genoms, da das Ausgangselement

erhalten bleibt.

In D. discoideum, wie auch in anderen Organismen, kdnnen zwei Gruppen von Retrotransposons
unterschieden werden. Die LTR-Retrotransposons werden von zwei 100 bis 500 bp langen
Sequenzen flankiert, den Long Terminal Repeats. Diese besitzen sowohl eine Promotor- als auch
eine Terminatorfunktion und tragen dazu bei, dass diese Elemente mit einer hohen
Wahrscheinlichkeit komplett integrieren. Es sind vier Vertreter dieser Gruppe mit etwa 300
Kopien im Genom von D. discoideum nachgewiesen. Diese machen 4,5% des Genomes aus.
Dabei entfallen 3,3% Anteil am Genom auf die 235 Kopien des in seinen Aufbau fiir ein
LTR-Transposon eher untypischen DIRS-1-Element (Gléckner et al. 2001). Die D. discoideum

LTR-Transposons bestehen aus ein bis vier offenen Leserahmen.

Die Vertreter der Non-LTR-Retrotransposons in Dictyostelium discoideum werden aufgrund ihrer
spezifischen Integration in der Umgebung von tRNA-Genen als tRNA gene-targeted
retroelements (TRE) bezeichnet. Anhand der Integration stromaufwarts (5‘ oder upstream) oder
stromabwarts (3 oder downstream) von tRNA-Genen spricht man von TRE5 oder TRE3-
Elementen. Beide Elementgruppen besitzen in ihren jeweiligen vollstandigen Vorganger zwei
offene Leserahmen (ORF). Es sind vier Vertreter der TRE3-Familie in etwa 150 Kopien
vorhanden. Sie machen 2,2% des Genoms der sozialen Amd&be aus. Die Integration erfolgt

40-150 bp downstream der tRNA-Gene (Winckler et al. 2002).

Die TRE5-Familie umfasst drei Vertreter, wobei das am besten untersuchte TRE5-A in drei

Formen unterschiedlicher Lange vorkommt. In Abbildung 6 ist das 5.659 bp lange TRE5-A.1
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schematisch dargestellt. Die Besonderheit der TRE5-Transposons ist der modulare Aufbau der
untranslatierten Regionen (UTR). Am 5 Ende befindet sich mit dem A-Modul ein
elementinterner Promotor, welcher fir die Bildung der Plusstrang-RNA verantwortlich ist. Die
Transkription umfasst das komplette A-Modul. Daran schlief§t sich das B-Modul an. In diesem
Bereich befindet sich der Translationsstart des ORF1-Proteins. Zu Beginn der 3-UTR wird das
B-Modul wiederholt. Es existiert eine Indizienkette, die daraufhin deutet, dass es sich bei dem
B-Modul um den urspriinglichen Promotor sowohl fir die Plus- als auch fiir die Minusstrang-
RNA des TRE5-A-Elementes handelt (Schumacher et al. 1994, Winckler et al. 2005). Ferner
existiert am 3‘ Ende das C-Modul. Es handelt sich dabei um einen aktiven Promotor, welcher fiir
die Transkription der Minusstrang-RNA verantwortlich ist. Entgegen der Erwartung einer
negativen Auswirkung von Antisense-RNA auf die Transposition durch die vorhandene RNAi-

Maschinerie (Martens et al. 2002), scheint diese die Integration von TRE5-A zu beglinstigen.

5'UTR 3'UTR

'NB EN RT HC _[e

ORF1 |

Abbildung 6: Schematische Darstellung der Struktur von TRE5-A.1; aus Winckler et al. (2005);
UTR = untranslatierte Region, EN = Endonuklease, RT = Reverse-Transkriptase, HC = histidin- und
cysteinreiche Domane

Die Suche nach den mit dem C-Modul interagierenden Proteinen in D. discoideum fihrte zur
Entdeckung des C-Modul-bindenden Faktors A (Geier et al. 1996). Diese Interaktion wurde in
vitro validiert (Horn et al. 1999). TRE5-A.1 codiert fiir zwei offene Leserahmen. Das ORF1-
Protein ist 51 kDa grof8 und durch Protein-Protein-Interaktionen mit Untereinheiten des
Transkriptionsfaktors 11IB fir die tRNA-spezifische Integration verantwortlich (Siol et al. 2006b,
Chung et al. 2007). Das ORF2-Protein besitzt drei funktionelle Domanen mit Endonuklease- und
Reverse-Transkriptaseaktivitat. Die Funktion der histidin- und cysteinreichen Domaéne ist nicht
geklart. TRE5-A-Elemente sind in aktuell kultivierten Zelllinien aktiv (Beck et al. 2002, Siol et al.
2006b). Es existieren etwa 90 Kopien der TRE5-Elemente, welche circa 1,5% des Genoms
ausmachen. Die Integration erfolgt 44 bis 54 bp upstream von tRNA Genen (Szafranski et al.

1999, Winckler et al. 2002, Siol et al. 2006b).
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Es muss erwahnt werden, dass auch das LTR-Retrotransposon DGLT-A spezifisch 10-30 bp
upstream von tRNA-Genen integriert (Hofmann et al. 1991, Winckler et al. 2005). Der

Integrationsmechanismus ist dabei wie bei den TRE3-Elementen noch nicht aufgeklart.

1.8 Aufbau des C-Modul-bindenden Faktors A

Arbeiten Uiber das Retrotransposon TRE5-A.1 in Dictyostelium discoideum zeigten die Existenz
von drei unterschiedlichen, als A-Modul, B-Modul und C-Modul bezeichnete Sequenzbereiche in
den untranslatierten Regionen des Transposons (siehe Abschnitt 1.7, Marschalek et al. 1992a
und 1992b). Es konnte eine Polymerase-ll-abhadngige Promotoraktivitat fiir diese Module gezeigt
werden (Schumann et al. 1994). Elektrophoretische Gelretardierungsversuche zeigten die
spezifische Bindung eines in Kernextrakten von Dictyostelium discoideum vorhandenen Proteins
an das fiur die Bildung der Antisense-RNA des TRE5-A.1 verantwortliche C-Modul (Geier et al.
1996). Dieses Protein wurde als C-Modul-bindender Faktor A (CbfA) bezeichnet. Die anfanglich
genutzte Proteinbezeichnung CMBF st aufgrund der Verwechselungsgefahr mit dem
Conditioned Medium Factor (CMF) in CbfA gedndert worden. Das CbfA-codierende Gen cbfA
(Gen ID nach Dictybase: DDB_G0279409) wurde durch Microsequenzierung und anschlieBendes
Screening einer genomischen DNA-Bank (Horn et al. 1999) identifiziert. Die DNA-Sequenz ist
ferner Gber den Genbank®-Eintrag AF052006.2 zuganglich. Das Gen cbfA befindet sich auf dem
Chromosom 3, Position 2.308.619 bis 2.312.032. Die codierende Sequenz ist 3.003 bp lang und
wird durch ein 410 bp langes Intron unterbrochen. Das Intron beginnt nach dem fir die
Aminosaure 60 codierenden Basentriplett an der Position 181. Das Protein CbfA ist 1.000

Aminosauren lang und hat eine Masse von 114.270 Dalton.
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Anhand der Aminosduresequenz lassen sich mehrere strukturelle und funktionelle Domanen
innerhalb von CbfA ableiten (Abbildung 7). Am Amino-terminalen Ende befindet sich eine
Jumonji-Doméadne vom Carboxy-terminalen Typ (JmjC). Der Kernbereich der JmjC erstreckt sich
Uber die Aminosauren 113-280 von CbfA. JmjC-Domanen wurde erstmalig in dem Mausprotein
Jumonji identifiziert (Takeuchi et al. 1995). Die Einteilung der Jumonji-Domanen nach Amino-
und Carboxy-terminal bezieht sich auf das gemeinsame Vorkommen dieser Domanen in einem
Protein (Klose et al. 2006). In Proteinen, in denen nur eine Jumonji-Domane existiert, ist diese
immer vom Carboxy-terminalen Typ. Die JmjC-Domine zeigt strukturelle Ahnlichkeiten zu
Metalloenzymen vom Cupintyp (Clissold und Ponting 2001). Die Kristallstruktur einiger JmjC-

Domanen ist gelOst, u.a. die eines Vertreters der IMJD2-Familie (Chen et al. 2006).

— €11
— 08¢
— €LE
— 91V
— 6V
— 0SS
A
— 692
— C18
— 0001

GRP

Abbildung 7: Schematische Darstellung des Domanenstruktur des C-Modul-bindenden Faktors A;
JmjC = Jumonji Domane vom Carboxy-terminalen Typ, angegebener Bereich ist Kerndomane;
ZnF = Zinkfinger, angegebener Bereich gibt das erste und letzte identifizierte Cystein oder Histidin des
potentiellen Zinkfingermotives an; poly N = Asparagin-reicher Bereich; CTD = Carboxy-terminale
Domane, beinhaltet AT-Haken mit dem zentralen GRg;;P-Motiv sowie einen an Threonin und Serin
reichen Bereich von AS 771-789.

Uber die Funktion der JmjC-Domainen gab es besonders in den Jahren 2006 und 2007 eine Flut
von Veroffentlichungen. Es wurde dabei hauptsdchlich die Modulation des epigenetischen
Histoncodes durch JmjC diskutiert. Tsukada und Kollegen zeigten die Lysindemethylaseaktivitat
der JmjC-Domadne des humanen JmjC domain-containing histone demethylase 1-Proteins
(JHDM1, Tsukada et al. 2006) an Histonen. Die Demethylierungsaktivitat einer JmjC-Domane an
Argininresten von Histonen wurde erstmalig flir das murine Protein Jumonji domain-containing
6 (JMJD6, Chang et al. 2007) gezeigt. Der Mechanismus der Demethylierungsreaktion eines
einfach methylierten Lysinrestes ist in Abbildung 8 dargestellt. Dabei ist der Prozess an ein-,

zwei- und dreifach methylierten Lysinen und Argininen identisch (Klose et al. 2006, Chang et al.
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2007). Die JmjC-Domane Ubertragt in einer Eisen(ll)-abhangigen Dioxygenase-Reaktion je ein
Sauerstoffatom auf a-Ketoglutarat und die Methylgruppe des zu demethylierenden Restes. Es
entstehen  Succinat, Kohlendioxid und eine hydroxylierte Methylgruppe. Diese

Hydroxymethylgruppe wird spontan als Formaldehyd abgegeben.

H,OH
+H N D
JmjC-haltiges Protein
Fe(II
aKG Succinat H,0
0, co, D
Mono-methyl Lysin Lysm

Abbildung 8: Chemischer Mechanismus der Demethylierung von Arginin- und Lysinresten durch
JmjC-haltige Proteine; Erlduterung im Text; Fe(ll) = zweiwertiges Eisen, aKG = a-Ketoglutarat; Verandert
nach Klose et al. (2006)

Neben der Histondemethylaseaktivitdt von JmjC-Doméanen vor allem in Proteinen der JHDM-
Familien sind weitere Funktionen der Domane denkbar. Bekannt ist die Funktion als Plattform
flr Protein-Protein-Interaktionen zur Bildung hoherer Komplexe. Das erste beschriebene
Beispiel daflir ist das Hefeprotein Gisl, dessen Jumonji-Domane mit mindestens 19 anderen
Proteinen interagiert. Die Interaktionspartner sind funktionell in der DNA-Reparatur,

Transkription und in der Sumoylierung von Proteinen anzusiedeln (Tronnersjo et al. 2006).

An die JmjC-Doméane von CbfA schlieRen sich zwei Zinkfinger-Motive an. Der ndher am Amino-
Terminus gelegene Zinkfinger befindet sich zwischen den Aminosauren 373 bis 416. Dieser
Bereich besitzt insgesamt acht Cysteine und ein Histidin. Zur Koordinierung eines Zinkions sind
vier Cysteine oder Histidine notwendig (Borden et al. 1995, Brayer und Segal 2008). Welche
Aminosauren von CbfA an der Ausbildung des Zinkfingers beteiligt sind, ist nicht bekannt. Der
Amino-terminale Zinkfinger von CbfA kann in keine bekannte Klasse eingeordnet werden und
wurde erstmalig durch die Anhdufung von Cysteinen und Histidinen in einem kurzen
Sequenzbereich definiert. Es existieren nach heutiger Einteilung 20 verschiedene

Zinkfingerfamilien (Brayer und Segal 2008).
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Der naher am Carboxy-Terminus gelegene Zinkfinger befindet sich zwischen den Aminosauren
492 bis 550. In diesen Bereich sind elf Cysteine vorhanden. Es besteht eine geringe
Sequenzdhnlichkeit zu mehreren Klassen von Zinkfingern, darunter der sogenannten PHD-Typ.
Diese Art von Zinkfingern kommt in histonmodifizierenden Proteinen wie etwa

Acetyltransferasen vor (Aasland et al. 1995).

Zinkfinger wurden urspriinglich als sequenzspezifische Bindungsmotive mit der DNA identifiziert
(unter anderen fiir den C2H2-Typ in Miller et al. 1985). Sie sind in allen Reichen des Lebens
vorhanden. Ein Protein kann ein bis vierzig Zinkfinger-Motive besitzen (Brayer und Segal 2008).
Dabei modulieren Zinkfingerdomanen haufig die Bindung von funktionellen Einheiten, wie etwa
von JmjC-Domaénen, an die DNA (Klose et al. 2006). Das Wissen Uber die sequenzspezifische
Bindung von Zinkfingern ist so umfangreich, dass durch ihre Anordnung eine ,,Adressierung” von
artifiziellen Proteinen an eine kurze DNA-Sequenz moglich ist (Papworth et al. 2006, ,ZifBase“:
Jayakanthan et al. 2009). Neben den Protein-DNA-Interaktionen wurden Zinkfinger als

Interaktionsflache mit RNAs (Hall 2005) und Proteinen (Brayer und Segal 2008) identifiziert.

Der Amino-Terminus von CbfA wird durch eine asparaginreiche Sequenz von der Carboxy-
terminalen Domane von CbfA getrennt. Dier sogenannte poly N-Stretch befindet sich zwischen
den Aminosauren 574 bis 769 (siehe Abbildung 7). Er beinhaltet 104 Asparagine, welche in drei
fast homopolymeren Abschnitten angeordnet sind. Diese werden durch zwei serinreiche
Abschnitte unterbrochen. Uber die Funktion dieser Domine kann nur spekuliert werden.
Ahnlich wie die in den menschlichen Krankheiten Huntingtin oder Spinocerebellare Ataxie 17
(SCA17) beteiligten Polyglutamin-Bereiche der entsprechenden Proteine, kann die poly N-
Domaéane eine Flexibilitat der Proteinteile vermitteln, welche die Funktionen der anderen

Domaéanen ermoglicht (Friedman et al. 2007).
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Die in dieser Arbeit im speziellen untersuchte Carboxy-terminale Doméane (CTD) von CbfA
beginnt nach dem Ende der asparaginreichen Domane mit der Aminosaure 770. Die
Aminosauresequenz der CTD ist in Abbildung 9 dargestellt. Der dem Amino-Terminus von CbfA
am ndchsten gelegene Abschnitt der CTD umfasst einen Bereich, welcher viele Serine und
Threonine besitzt. Diese serin- und threoninreichen Sequenzen sind aufgrund der
Phosphorylierbarkeit dieser Aminosauren haufig das Ziel posttranslationeller Regulation durch

Kinasen und Phosphatasen (Marnef et al. 2009).

770 780 790 800 810 820
PTTSSLSSLS TSLSSSSTST QKPMDVHSKK RPIVLDNDKP KGRPPKNLKE WTSTHKFIIS
830 840 850 860 870 880
LIELFRSSNN AILGKPNPHY KPIENLPPLV QLYLSQRKAF GGVLWAKTNS CPLLPCIWVK
890 900 910 920 930 940
DLSVIPPNTK LLPSLIQGKK IVVLFFGDQD QEEYVGIVGK KSIFSFDEVN QTLLLKCGEV
950 960 970 980 990 1000
PLAQLEDLEFN TTEPEIAMKK DIAAFNYKNQ ITEEKEEGLYV KQELYNNKKI I

Abbildung 9: Primadrsequenz von der Carboxy-terminalen Domane von CbfA; die Nummerierung der
Aminosduren bezieht sich auf Gesamt-CbfA; Unterstrichen = Threonin- und Serin-reicher Bereich;
fett = AT-Haken mit zentralen Arginin 812

An diesen Bereich schlief3t sich ein AT-Haken an. Diese Einheit ist durch sein zentrales Glycin-
Arginin-Prolin-Motiv (GRP) in der Lage, desoxyadenosin- und desoxythymidinreiche DNA-
Sequenzen zu binden. Es kommt dabei zu einer Interaktion mit der kleinen Furche der DNA
(Arvind und Landsman 1998). AT-haltige Basenpaare sind in ihrer Ausdehnung kompakter als
GC-haltige. Der in der CTD von CbfA vorhandene AT-Haken kann aufgrund seiner ihn
umgebenden Sequenz dem Typ-lll zugeordnet werden (Arvind und Landsman 1998). In dieser
Einordnung spielt vor allem die Verteilung basischer Aminosauren und die von Prolinen eine
Rolle. Die Bindung an die DNA erfolgt durch das zentrale Arginin, wobei fir den Typ-II-AT-Haken
des humanen high-mobility-group-Proteins | (HMG-1) die Beteiligung einer weiteren basischen
Aminosaure in der Bindung gezeigt werden konnte (Huth et al. 1997). Das Wirken des AT-
Hakens in der Bindung von Gesamt-CbfA und CbfA-CTD an das C-Modul von TRE5-A.1 konnte in
vitro durch elektrophoretische Gelretardierungsexperimente gezeigt werden (Horn et al. 1999).

Dabei konnten sowohl die Wichtigkeit des zentralen Arginins an der Stelle 812 sowie die
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Bindung des AT-Hakens an der kleinen Furche der DNA nachgewiesen werden. Des Weiteren
konnten zwei fir die Bindung von CbfA essentielle Sequenzmotive, CMBS-1 und CMBS-2,
identifiziert werden. Diese Sequenzen bestehen in ihrem Kern fast ausschlieBlich aus
Desoxythymidin-Phosphaten, bezogen auf den Minus-Strang. Dies ist insofern lberraschend, da
D. discoideum durch seinen hohen AT-Gehalt sehr viele dieser oligo-dT-Bereiche besitzt. Fiir die

Bindung des C-Moduls ist die CTD von CbfA ausreichend (Horn et al. 1999).

Abgesehen von den beiden bekannten, kurzen Strukturelementen ist die Primarsequenz der
Carboxy-terminalen Domadne von CbfA einzigartig. Durchgefiihrte Datenbanksuchen vor der
teilweisen Aufkldrung der Genome anderer sozialer Amdben zeigten keinerlei Ahnlichkeit zu

anderen bekannten Proteinfragmenten.

Im Genom von Dictyostelium discoideum existiert ein zu cbfA paraloges Gen. Dieses wurde
aufgrund seiner Sequenzverwandtschaft als cbfB bezeichnet. Es codiert fiir einen 1.474
Aminosauren umfassenden, offenen Leserahmen. Dieser zeigt im Bereich der JmjC-Domane, der
Zinkfinger sowie durch das Vorhandensein einer poly N-Domine Ahnlichkeit zu CbfA. Die
Carboxy-terminale Domane von CbfB ist verlangert und zeigt keine Sequenzverwandtschaft zur
CbfA-CTD. CbfB besitzt ferner eine Amino-terminale Verlangerung, welche in CbfA nicht

vorhanden ist. Die Funktion von CbfB ist derzeit unbekannt.

1.9 Funktion des C-Modul-bindenden Faktors A

Zur Untersuchung der in vitro nachgewiesenen Interaktion von CbfA mit dem C-Modul des
Retrotransposons TRE5-A.1 sowie zur weiteren funktionellen Charakterisierung des Proteins
wurde der Versuch unternommen, einen CbfA-negativen Stamm zu erstellen. Dies schlug
mehrfach fehl, was auf eine fiir das Uberleben der Zelle essentielle Funktion von CbfA
hindeuten kdnnte (Winckler et al. 2001). Alternativ wurde deshalb ein Stamm erstellt, welcher
CbfA stabil unterexprimiert. Dazu wurde die Amber-Stop-Codon Suppression genutzt. Die dabei
entstandenen Stamme zeigen einen ausgepragten Phanotyp im Vergleich zu dem Wildtyp AX2 in
Abhéngigkeit von der verbleibenden Menge an funktionellen CbfA (Winckler et al. 2001). Der fir
diese Arbeit genutzte Stamm JH.D hat etwa 5% der Wildtypmenge an Gesamt-CbfA. Es ist zu

erwahnen, dass aufgrund der Methodik der Suppression 100% des Amino-terminalen Teils von
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CbfA gebildet werden. Eine autonome Funktion dieses Proteinabschnittes kann nicht

ausgeschlossen werden.

Der Phanotyp von JH.D im Vergleich zu AX2 zeigt eine erhdhte Pinozytoserate einhergehend mit
einem grofleren Volumen der Zellen. Die Fahigkeit zur Phagozytose ist gesenkt, was mit dem
geringen Wachstum auf Bakterien korreliert. Die Verdopplungszeit in axenischer Kultur ist in der
Mutante leicht verlangert. Die Menge an TRE5-A-Transkripten nimmt drastisch ab. JH.D ist nicht
in der Lage, den multizellularen Entwicklungszyklus zu durchlaufen. Hungernde Zellen bilden

keine Aggregate (Winckler et al. 2001).

Der Entwicklungsphanotyp von JH.D konnte auf die fehlende Aktivierung der an der Ausbildung
des cAMP-Pulses direkt beteiligten Adenylylcyclase A zurlickgefiihrt werden (siehe Kapitel 1.3,
Winckler et al. 2004, Siol et al. 2006a). Er dhnelt den Entwicklungsphdnotypen einiger anderer
an der Initiation der Entwicklung beteiligter Faktoren, wie etwa dem von acaA™ oder pkaC-
Zellen (Pitt et al. 1992, Mann und Firtel 1991). Des Weiteren gibt es Ahnlichkeiten zu mybB'-
Zellen, wobei der direkte Zusammenhang hier noch nicht geklart ist (Otsuka und van Haastert

1998). Das Genprodukt von mybB hat Einfluss auf die Expression der Adenylylcyclase A.

Die Bindung von CbfA an den Promotor der Adenylylcyclase A konnte in vitro gezeigt werden
(Siol et al. 2006a). Dabei konnte die fir die Bindung bendtigte Promotorregion den Bereich -739
bis -448 bezogen auf den Translationsstart von acaA zugeordnet werden. Innerhalb dieser
Sequenz existieren, ahnlich dem C-Modul von TRE5-A.1, zwei homopolymere dT-Bereiche,
welche fiir die Bindung von CbfA essentiell sind. Die Interaktion zwischen Promotor und CbfA
kann durch Stoffe, die in der kleinen Furche der DNA bindenden, verhindert werden. Dies lasst

indirekt eine Beteiligung des AT-Hakens von CbfA an der Bindung vermuten.

Initiale Experimente zeigen, dass die heterologe Expression der Carboxy-terminalen Domane
von CbfA in der Suppressionsmutante JH.D den Phanotyp in Bezug auf die TRE5-A-Transkripte

revertieren kann. Der Entwicklungsdefekt bleibt jedoch bestehen.
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1.10 Zielstellung

Aus Vorarbeiten ist zu vermuten, dass der C-Modul-bindende Faktor A (CbfA) aus Dictyostelium
discoideum wichtige genregulatorische Funktionen sowohl in der vegetativen Wachstumsphase
als auch in der multizelluldaren Entwicklung von D. discoideum lbernimmt. Ziel dieser Arbeit ist
es, diese Funktionen zu identifizieren und eine funktionelle und strukturelle Analyse der an der

Genregulation beteiligten Domanen von CbfA durchzufiihren.

Dazu soll die differentielle Genexpression vegetativ wachsender Zellen des Wildtyps AX2 mit der
dauerhaft CbfA-unterexprimierenden Mutante JH.D anhand der etablierten Methode der
Microarray-Technologie ermittelt werden. Die erhaltenen Daten werden durch quantitative
Real Time-PCR (qRT-PCR) verifiziert. Differentiell exprimierte Gene sollen funktionell annotiert
werden. Ein weiteres Ziel ist es, die immer schneller und billiger werdenden Methoden zur
Sequenzierung von Genomen und Transkriptomen auf das Problem der Identifizierung der CbfA-
regulierten Gene anzuwenden. Ein Vergleich dieser Techniken mit den Microarray-Daten soll
zeigen, inwieweit die neuen Techniken der direkten Transkriptom-Sequenzierung fiir die
Genfunktionsanalyse in Dictyostelium geeignet sind. Ferner wird mit Hilfe der steigenden
Zuganglichkeit von Genomdaten anderer Dictyosteliidae sowie durch PCR-Screenings mit

degenerierten Primern nach orthologen cbfA-Genen gesucht.

Einzelne unvero6ffentlichte Experimente lassen eine autonome genregulatorische Funktion der
Carboxy-terminalen Doméane (CTD) von CbfA vermuten. Aus diesem Grund soll in die bereits
erwahnten Microarray-Experimente jeweils eine die CTD exprimierende Transformante der
Stamme AX2 und JH.D mit eingeschlossen werden. Ferner ist eine Beteiligung des innerhalb der
CTD gelegenen AT-Hakens an der spezifischen Bindung an die DNA belegt (Horn et al. 1999). Die
Bedeutung des AT-Hakens fiir die genregulatorische Aktivitdit der CTD soll in vivo naher

charakterisiert werden.

Zur strukturellen Charakterisierung und der daraus eventuell resultierenden Ableitung der
Funktionsweise der bisher nur in CbfA von D. discoideum gefundenen CTD soll eine
rontgenkristallographische Strukturaufklarung durchgefihrt werden. Ferner wird nach

potentiellen Proteininteraktionspartnern der CTD mittels des Hefe-2-Hybrids gesucht werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Laborgerate

Autoklav:

Blotapparaturen:

Elektrophoresen DNA:

Elektrophoresen Protein:

Elektroporator:

Geldokumentation:

Inkubatoren (Schranke):

Inkubatoren (Schuttler)

Mikroskope:

PCR-Gerat:
pH-Wert-Messgerat
Real-Time-PCR-System:
Sterile Werkbank (LAF):

UV/VIS-Spektrometer:

Vortexer:

Waagen:

Varioklav Dampfsterilisator (H + P Labortechnik)
Hiclave™ HV-85L (HMC)

PerfectBlue Semi-Dry Elektroblotter SEDEK M (Peqlab)
X Cell Blot Modul (Invitrogen)

PerfectBlue Gelsystem Mini (Peqlab)

PerfectBlue Doppelgelsystem Twin M und L (Peglab)

Gene Pulser Xcell mit ShockPod (BioRad)
Gel Jet Imager 2004 (Intas)

TS606-G/4-i (WTW)
B20 (Heraeus)

Multitron 2 (HT-Infors)

Binokular-Mikroskop SZX9 (Olympus)

Mikroskop CXX 41 (Olympus)

Lichtquelle U-RFL-T (Olympus)

Kamera Evolution® MP COLOR (Media Cybernetics)
Primus 96 advanced (Peqglab)

pH-Meter pH 526 MultiCal® (WTW)

Mx3000P (Stratagene)

MRF-B (Steag)

BioPhotometer (Eppendorf)
DU®640 Spectrophotometer (Beckman)

VF2 (Janke & Kunkel, IKA Labortechnik)

E2000D, BA 6100 und PT 310 (Sartorius)
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Waagen (Analyse):

Wasseraufbereitung:

Zentrifugalevaporator:

Zentrifugen:

2.2 Chemikalien

A 210 P, BP 210 P und MC 210 P (Sartorius)

Seradest SD 2800 (SERAL Reinstwassersysteme)
Serapur Delta (SERAL Reinstwassersysteme)

Concentrator 5301 (Eppendorf)

Centrifuge 5415 D (Eppendorf)
Centrifuge 5810R (Eppendorf)
J2-MC (Beckman)

Labofuge 400R (Heraeus)
Multifuge 1 L-R (Heraeus)
Megafuge 1.0R (Heraeus)

Die verwendeten Chemikalien hatten einen hohen Reinheitsgrad, welcher immer mindestens

»pro analysi“ entsprach. Die in Standartverfahren genutzten Chemikalien sind nachfolgend nicht

aufgelistet. Sie wurden von folgenden Firmen/Marken bezogen: BD Biosciences, BDH Prolabo,

FERAK, Fluka, Invitrogen, Merck, Roth, Oxoid, Serva, Sigma. In Rahmen dieser Arbeit genutzte,

spezielle Chemikalien waren folgende:

Chemikalie Bezugsquelle
Dynabeads® M-280 Streptavidin Invitrogen
poly (dAdT) DNA: Poly(deoxyadenylic-thymidylic) acid sodium salt ~ Sigma-Aldrich
Ni-NTA Agarose Qiagen
Amylose Resin New England
Biolabs
Hefeminimalmedium: Minimal SD Base Clontech
Hefe-Dropout: -Leu DO Supplement Clontech
Hefe-Dropout: -Trp DO Supplement Clontech
Hefe-Dropout: -Leu/-Tro DO Supplement Clontech
Hefe-Dropout: -Leu/-Trp/-His DO Supplement Clontech
Hefe-Dropout: -Ade/-His/-Leu/-Trp DO Supplement Clontech
Adenin: Adenine hemisulfate salt, >=99% cell culture tested Sigma
X-a-Gal: X-alpha Gal Clontech
5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-a-D-galactopyranosid Glycosynth
HL5 Medium: ForMedium™ HL5 Medium ForMedium
AEBSF hydrocloride Molekula
Aprotinin Roth
1,4-Dithiothreit (DTT) Roth
Leupeptin Hemisulfat Roth

24

Bestellnummer
112.05D
P0883-10UN
1018240
E8021L

630411
630414
630413
630417
630419
630428
A3159-5G
630407
70039
HLB0102
M41447139
Al62.1
6908.1
CN33.3



Material und Methoden

2.3 Losungen und Puffer

50x Phosphatpuffer:

Lysepuffer (Kernextrakte):

Grundpuffer (GP):

20x SSC:

Waschpuffer (Microarray):

100x Denhardts Reagenz:

Hybridisierungspuffer:

Columnpuffer (pMAL):

Elutionspuffer MBP (pMAL):

Lysispuffer (pET):
Waschpuffer (pET):
Elutionspuffer (pET):
10x Faktor Xa-Puffer:
10x Imidazol:

Proteaseinhibitoren:

Losung A:

Lésung B:

N82PO4 100 mM, KH2PO4 735 mM

30 mM Hepes-NaOH, pH 8; 10 mM KCI; 10 mM Mg-Acetat;
10% Saccharose; 2% Triton X-100; 1 mM EDTA; 1 mM DTT

20 mM Hepes-NaOH, pH 8; 1 mM EDTA; 1 mM DTT;
15% (v/v) Glycerin; 15-600 mM KCl

3 M NaCl; 300 mM Na-Citrat

1,2 M Phosphatpuffer, pH 6,8; 2 mM EDTA; 50% Formamid
1% Na-Laurylsarcosinat; 0,2% SDS; in 2x SSC

2% Ficoll; 2% Polyvinylpyrrolidon; 2% BSA

4x Denhardts Reagenz; 2 uM oligo (dA)1s;
500 pg/ml Fisch Sperma DNA; in Waschpuffer

20 mM Tris-HCl; 200 mM NaCl; 1 mM EDTA; pH7,4

20 mM Tris-HCl; 200 mM NaCl; 1 mM EDTA;
10 mM Maltose; pH7,4

50 mM NaH,P04; 300 mM NaCl; 10 mM Imidazol; pH 8,0
50 mM NaH,P0O,, 300 mM NaCl; 20 mM Imidazol; pH 8,0
50 mM NaH;,P04; 300 mM NacCl; 250 mM Imidazol; pH 8,0
200 mM Tris-HCl; 1 M NaCl; 10 mM CaCly; pH 7,8

250 mM Imidazol; in 1x Xa-Puffer

1.000x AEBSF (100 mM > 100 uM) in MQ-Wasser

200x Aprotinin (1 mg/ml = 5 pug/ml) in MQ-Wasser
1.000x Leupeptin (5 mg/ml = 5 pug/ml) in MQ-Wasser
1.000x DTT (1 M =2 1 mM) in MQ-Wasser

0,5 M Ethylenglykol; 10 mM Bicin; 1 M Sorbitol

0,4 M Polyethylenglykol 1.000; 0,2 M Bicin
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Loésung C:

Lysispuffer (Hefe):

10x TBS:

TBS-T:

150 mM NaCl; 10 mM Bicin

10 mM Tris-HCl (pH8,0); 1 mM EDTA; 300 mM NacCl; 1% SDS;
2% Triton X-100

200 mM Tris; 1,5 M NaCl; pH 7,4

1x TBS; 0,05% TWEEN-20

2.4 Verwendete Medien und Antibiotika

Luria Broth-Medium (LB): 10 g/l Bacto-Trypton; 5 g/l Bacto-Hefeextrakt; 10 g/l NaCl;

YPDA:

SD:

HL5:

HL5 (ForMedium™):

SM/5:

(15 g/l Agar); pH 7,0

10 g/l Hefeextrakt; 20 g/l Bacto-Pepton; 20 g/l Glukose;
(18 g/l Agar); pH 6,5;
nach Autoklavieren 15 ml/1 0,2% (w/v) Adeninhemisulfat

26,7 g/1 SD-Base; entsprechendes Dropout; (18 g/l Agar); pH 5,8
5 g/l Proteose-Pepton; 5 g/l Thioton E Pepton; 5 g/l Hefeextrakt;
0.35 g Na,HPO,-7H,0; 0.35 g KH,PO,; pH 6,4 bis 6,7;

nach Autoklavieren 25 ml/l 40% (w/v) Glukose

22 g/l ForMedium™ HL5 Medium;
nach Autoklavieren 25 ml/l 40% (w/v) Glukose

2 g/l Glukose; 2 g/I Bacto-Pepton; 0.2 g/l Hefeextrakt
0.1 g/I MgS04: 1.9 g/l KH,POy4; 1.0 g/l K;HPOg; 15 g/l Agar; pH 6,5

Tabelle 1: Verwendete Antibiotika

Antibiotikum | Einsatz Stocklésung Endkonzentration
Ampicillin Bakterienkultur 100 mg/ml in 50% Ethanol | 100 pg/ml

. Bakterienkultur . 30-50 pg/ml
Kanamycin Hefernedien 50 mg/ml in MQ-Wasser 15 ug/tfl
Gentamycin Bakterienkultur 20 mg/mlin MQ-Wasser 20 pg/ml
Streptomycin | Bakterienkultur 20 mg/mlin MQ-Wasser 10 pg/ml
Blasticidin Dictyostelium-Kultur | 4 mg/ml in MQ-Wasser 4 pg/ml
G418 Dictyostelium-Kultur | 4 mg/ml in MQ-Wasser 5-10 pg/ml
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2.5 Benutzte Antikorper

7F3: Gegen die Carboxy-terminale Domane von CbfA (Aminosduren 795 bis 998) gerichteter,

monoklonaler,

primdrer Antikérper aus Hybridomazellen (Winckler et al. 2001).

Anwendung im Western-Blot 1:1 in 3% (w/v) BSA in TBS-T.

3H7: Gegen die Amino-terminale Domadne von CbfA (Aminosdauren 78 bis 355) gerichteter,

monoklonaler, primarer Antikérper aus Hybridomazellen. Anwendung im Western-Blot 1:1

in 3% (w/v) BSA in TBS-T.

Anti-Maus IgG, HRP gekoppelt: Sekundarer, in Pferden entwickelter Antikdrper zur Detektion

von murinen primaren Antikérpern. Katalognummer 7076 (Cell Signaling), Gber New

England Biolabs bezogen. Anwendung im Western-Blot 1:2.000 in 5% (w/v) Milchpulver in

TBS-T.

2.6 Verwendete Mikroorganismen

Tabelle 2: Verwendete Escherichia coli und Klebsiella planticola-Stamme

Stamm Beschreibung Bezugsquelle
DH5a™ F endA1 gInV44 thi-1 recAl relAl gyrA96 deo® nupG Life
@®80dlacZAM15 A(lacZYA-argF)U169, hsdR17(r) Technologies™
BL21 (DE3) F ompT hsdS(rg, mg) dem” Tet' gal endA (DE3) Novagen
BL21 (DE3) RIL F ompT hsdS(rg, mg) dem” Tet' gal endA Hte[argU ileY leuwW Novagen
Cam'] (DE3)
BL21 (DE3) ROSETTA™| F ompT hsdS(rg, mg) dcm” Tet" gal endA pRARE [Cam'] (DE3) Novagen
ArcticExpress™ (DE3) | F ompT hsdS(rg, mg) dcm® Tet" gal A(DE3) endA Hte [cpn10 Stratagene
cpn60 Gent']
ArcticExpress™ (DE3) | F ompT hsdS(rg, mg) dcm® Tet" gal A(DE3) endA Hte [cpn10 Stratagene
RIL cpn60 Gent'] [argU ileY leuW Str']
RZ1032 F’, cat, (pCJ105; m13s, CMR) dut, ungl, thi-1, relAl, spoT1,
mcrA (Sambrock et al. 1989)
Klebsiella planticola Dictyostelium
Stock Center
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Tabelle 3: Verwendete Saccharomyces cerevisiae-Stamme

Stamm Beschreibung Bezugsquelle

AH109 MATa, trp1-901, leu2-3, 112, ura3-52, his3-200, galdA, gal804, Clontech
LYS2 : : GAL1IUAS-GAL1TATA-HIS3, GAL2UAS-GAL2TATA-ADE?2,
URA3 : : MEL1UAS-MEL1TATA-lacZ, MEL1

Y187 MATa, ura3-52, his3-200, ade2-101, trp1-901, leu2-3, 112, Clontech
galdA, met—, gal80A, URA3 : : GALIUAS-GALITATA-lacz, MEL1

KFY1 MATa ura3-52 his3-200 lys2-801 trp1-901 leu2-3 112 gal4A F. Hanel (HKI
gal80A cyh'2 LYS2::GAL1 yps-HIS31ara-HIS3 Jena)

URA3::GALIUAS-GALITATA-lacZ

Tabelle 4: Verwendete Dictyostelium discoideum-Stamme

Stamm

Beschreibung

Bezugsquelle

AX2

Durch natlrliche Selektion Uber die Zwischenschritte DdB
(erstmalig in Brackenbury et al. 1974 erwdhnt) und AX1
(Sussman und Sussman 1967) aus dem Isolat NC4 (Raper 1935)
entstande, axenisch wachsender Laborstamm (Watts und
Ashworth 1970). axeA, axeB, axeC

Dictyostelium
Stock Center

JH.D

Aus AX2 hervorgegangene Amber-Suppressionsmutante des
CbfA-codierenden Gens (Winckler et al. 2001). axeA, axeB,
axeC, pJH1.2(am)-tetO:Glu(su)

2.7 Verwendete Kits und Enzymsysteme
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Qiaquick® Gel Extraction Kit (Qiagen)

Qiaquick® PCR Purification Kit (Qiagen)

DNeasy® Tissue Kit (Qiagen)

RNeasy® Mini Kit (Qiagen)

RNase-Free DNase Set (Qiagen)

Oligotex® Kit (Qiagen)

Omniscript® Reverse Transcription Kit (Qiagen)

Brilliant® Il SYBR® Green QRT-PCR Master Mix Kit, 2-Step (Stratagene)
PCR Extender System, vormals Triple Master Mix (5 Prime)

Taq DNA Polymerase (5 Prime)

Matchmaker™ Library Construction & Screening System (Clontech)
RNA 6000 Nano Chip (Agilent)

SpotReport-10 Array Validation System (Agilent)

Cy™3 und Cy™5 (Amersham Biosciences)

PGEM®-T Vector System | (Promega)

Xa Removal Resin (Qiagen)




Material und Methoden

Restriktionsendonukleasen, 4-100 U/ul (New England Biolabs)
Antarktische Phosphatase, 5 U/ul (New England Biolabs)

T4 DNA Ligase, 400 U/ul (Fermentas und Invitrogen)

T4 Polynukleotidkinase, 10 U/ul (New England Biolabs)

T7 DNA Polymerase, unmodified, 10 U/ul (New England Biolabs)
Proteinase K, 900 U/ul (Fermentas)

Faktor Xa Protease, 1 U/ul (New England Biolabs)

Lysozym, 20.000 U/mg (Roth)

2.8 Benutzte Software

ScanArray® Express 3.0 (PerkinElmer Life Sciences)

Array Tools
http://www.uni-koeln.de/med-fak/biochemie/transcriptomics/toolsarray.e.shtml
R 1.6.2 und R 1.9.1 Uber BioConductor, http://www.bioconductor.org/
Significance Analysis of Microarrays 1.21 (SAM, Tusher et al. 2001),
http://www-stat-class.stanford.edu/~tibs/clickwrap/sam.html

GeneSpring 7.2 (Agilent Technologies), http://www.chem.agilent.com

Gene Ontology Analysis Tool (GOAT) fiir R (Xu und Shaulsky 2005) (iber BioConductor,
http://www.bioconductor.org/

Gene Expression Omnibus, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/

Gene Ontology Project (GO), http://www.geneontology.org/

Dictybase (Chisholm et al. 2006) , http://dictybase.org/

dictyExpress (Rot et al. 2009), http://www.ailab.si/dictyexpress/run/

Protparam (Gasteiger et al. 2005) tUber Expasy,
http://www.expasy.org/tools/protparam.html

PSIPRED (Jones 1999, Bryson et al. 2005), http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/
ClustalX 2.0.11 (Thomson et al. 1994, Larkin et al. 2007),
http://www.clustal.org/download/

BoxShade 3.21, http://www.ch.embnet.org/software/BOX_form.html
TREE-PUZZLE 4.0 (Schmidt et al. 2002), http://www.tree-puzzle.de/

PHYLIP 3.67 (Felsenstein 1989), http://evolution.genetics.washington.edu/phylip.html
Microsoft® Office Excel® 2003 und 2007 (Microsoft Corporation)

pDRAW 1.1, http://www.acaclone.com/

MxPro™ QPCR Software (Stratagene)

QCapture Pro 5.0.1.26 (QImaging)

Imagel 1.42 (http://rsbweb.nih.gov/ij/)
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2.9 Allgemeine molekularbiologische Methoden
Die weit verbreiteten Standardmethoden zur molekularbiologischen Klonierung wurden nach
Angaben der Hersteller der verwendeten Enzyme durchgefiihrt. Einen generellen Uberblick

bezuglich der Techniken geben Sambrook et al. 1989 und Milhardt 2009.

2.10 Kultivierung von Dictyostelium discoideum und anderen Dictyosteliales

Die verwendeten D. discoideum-Stamme AX2 und JH.D wurden in dem axenischen HL5-Medium
angezlchtet. Frisch aufgenommene JH.D-Kulturen wurden eine Passage lang mit 4 pg/ml
Blasticidin auf das Vorhanden sein des cbfA-Suppressionskonstruktes Uberprift.
Transformanten im JH.D-Hintergrund sind mit 5, im AX2-Hintergrund mit 10 pg/ml G418
selektioniert worden. Zur Transformation sind verschiedene Protokolle verwendet worden, ein
Uberblick dies beziiglich ist in Gaudet et al. 2007 gegeben. Es wurde sowohl die Kultivierung als
adhdrente Zellschicht in Petrischalen als auch in Schittelkultur durchgefiihrt. Die Inkubation
erfolgte bei 22°C, die Schittelkultur wurde mit 150 rpm bewegt. Die in Petrischalen
wachsenden Kulturen sind bei einer Konfluenz von 70-90% geteilt worden, die Schittelkultur
wurde mit Zelldichten zwischen 2*10° bis 5*10° Zellen/ml benutzt. Fir weiterfiihrende Arbeiten
wurden die Zellen bei 100 x g fir 5 min bei 4°C pelletiert, das Pellet in 1x Phosphatpuffer
resuspendiert und zu 2 x 10’ Zellen in kleine ReaktionsgefiRe uberfihrt. Nach einer ein-
minitigen Zentrifugation bei 10.000 x g wurde der Uberstand verworfen und die restliche
FlUssigkeit mit einer Kanlle abgesaugt. Eine Lagerung der Pellets erfolgte sofort bei -80°C.
Andere Vertreter der Dictyosteliales sind auf SM/5-Agarplatten in Verbindung mit Klebsiella
planticola angeziichtet worden. Vor dem Einsetzen der multizelluldaren Entwicklung wurden die
Zellen durch Zentrifugation von den assoziierten Bakterien getrennt und zu je 2 x 10’ Zellen bei

-80°C eingefroren.

2.11 Isolation und Synthese von gDNA, RNA, mRNA und cDNA

Zur Isolation der Gesamt-RNA oder der genomischen DNA wurde ein Zellpellet von 2 x 10’ Zellen
verwendet, welches mindestens einen Tag bei -80°C gelagert worden ist. Die Gewinnung der
gDNA erfolgte mit dem DNeasy® Tissue Kit (Qiagen). Zur RNA-Isolation wurde das RNeasy® Mini

Kit (Qiagen) unter Verwendung des Animal Cell-Protokolls genutzt. Zur Aufreinigung von mRNA
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ist das Oligotex® Kit (Qiagen) mit dem mRNA Spin-Column Protokoll angewendet worden. Es
dienten 100 bis 200 pug RNA als Ausgangsmaterial. Die Synthese der cDNA erfolgte aus 2ul
Gesamt-RNA der Konzentration 250 ng/ul unter Verwendung des Omniscript® Reverse

Transcription Kits (Qiagen) sowie eines oligo (dT).s-Primers.

2.12 Erstellung von Kernextrakten

Mindestens 1 x 10° Zellen wurden 5 min bei 100 x g und 4°C pelletiert. Die Zellen sind
anschliefend zweimal in 200 bzw. 50 ml kalten 1x Phosphatpuffer resuspendiert und erneut
pelletiert worden. Zur Lyse der Zellen wurde der Ansatz zehn Minuten in Lysepuffer plus 60
ug/ml Leupeptin auf Eis inkubiert. Dabei sind 7,5 ml Puffer pro g Zellpellet genutzt worden.
AnschlieBend erfolgte eine Homogenisierung der Zellsuspension in eine Glashomogenisator,
dreimal mit dem StoRel A (loose) und finfmal mit dem StoRel B (tight). Zwischen den
unterschiedlichen StoReln wurde die Probe kurz auf Eis inkubiert. Die Kerne wurden bei 10.000
x g und 4°C fiir 20 min sedimentiert. Der Uberstand ist mit einer Wasserstrahlpumpe entfernt
worden. Das Kernpellet wurde nun in 2 ml Lysepuffer plus 60 pg/ml Leupeptin resuspendiert
und drei weitere Male mit StéRel B homogenisiert. Die anschlieBende Pelletierung erfolgte
unter den genannten Parametern fir zehn Minuten. Das Kernsediment wurde nach folgenden
Schema mit jeweils 2 ml des Grundpuffers plus 20 pug/ml Leupeptin mit unterschiedlichen KCI-
Mengen behandelt: 1x GP15 (Grundpuffer plus 15 mM KCI), 3x GP50, 3x GP600. Die
Zentrifugationen wurden jeweils mit 10.000 x g, 4°C fiir zehn Minuten durchgefiihrt. Durch die
Anwendung von 600 mM KCI kam es zur Lyse des Zellkernes. Diese Waschfraktionen enthielten
die Kernproteine und wurden gesammelt. Zur weiteren Verwendung wurde die GP600-Fraktion

zweimal gegen mindestens 20 Volumen GP15 bei 4°C dialysiert und bei -80°C gelagert.

2.13 Quantitative Real Time-PCR (qRT-PCR)

Fir die vergleichende Expressionsanalyse weniger Gene wurde die quantitative Echtzeit-
Polymerase-Kettenreaktion an einer komplementdaren DNA (gRT-PCR) durchgefiihrt. Die
Expression ist gegen das Gen, welches die GAPDH codiert (gpdA, DDB_G0275153),
standardisiert worden. Die verwendeten Primer QGAPDH-01 und 02 Giberspannen ein Intron, so

dass Kontaminationen mit gDNA durch eine konventionelle RT-PCR ausgeschlossen werden
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konnten. Die Durchfihrung der Echtzeitquantifizierung erfolgte auf einem Mx3000P
(Stratagene) unter der Verwendung des Brillant® SYBR® Green QPCR Master Mix (Stratagene).
Pro Ansatz wurden ein pl einer 1 zu 10 Verdlinnung der unter 2.11 beschriebenen cDNA zur
Quantifizierung benutzt. Eine Liste der verwendeten Primer befindet sich im Anhang A. Einen
zehnminutigen initialen Denaturierungsschritt bei 95°C schlossen sich 40 Zyklen von 95°C fiir 30
sek, 58°C fiir 30 sek, 72°C fiur 30 sek an. AnschlieRend wurde die Schmelzkurve der
entstandenen Produkte und die Regulation nach der Methode von Pfaffl (2001) bestimmt. Alle
Messungen sind an mindestens drei unabhangigen RNA-Praparationen durchgefiihrt worden.
Die Berechnung der Standartabweichung erfolgte tber die Excel®-Funktion ,STABWN®, die des

Signifikanzwertes p Giber , TTEST".

2.14 Microarray-Methoden

Die Arbeiten betreffend der Microarray-Experimente wurden in der Arbeitsgruppe von
Privatdozent Dr. Eichinger in K&éln unter der Nutzung der dort vorhandenen Ressourcen
durchgefiihrt. Der benutzte cDNA-Microarray , Dictyostelium discoideum cDNA Microarray
6000“ umfasst 5423 nicht-redundante ESTs des Dictyostelium cDNA Projektes aus der
vegetativen Wachstumsphase (Urushihara et al. 2004), 450 selektierte Gene sowie Positiv- und
Negativkontrollen, unter anderem das SpotReport-10 Array Validation System von Agilent
(beschrieben in Farbrother et al. 2006). Alle Proben untersuchter Gene sind zweifach gespottet,
Kontrollen mehrfach. Der Array besteht aus 14620 Spots. Eine genaue Beschreibung des
Microarrays ist unter der Accession Number GPL1972 im Gene Expression Omnibus
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/) zu finden.

Die Qualitdat der zu untersuchenden RNA ist mit Hilfe des RNA 6000 Nano Chips (Agilent)
Uberprift worden. Fir jedes Experiment wurden aus 20 pg Gesamt-RNA, im Beisein des
SpotReport-10 Array Validation System (Agilent) unter Nutzung des FairPlay™ Microarray
Labeling Kits (Stratagene), cDNA synthetisiert. Durch die Nutzung von Aminoallyl-dUTP wahrend
der Synthese konnte die cDNA mit aktivierten Cy™3 bzw. Cy™5 (Amersham Bioscience) markiert
werden. Fir jede RNA-Kombination wurden Dye Swaps durchgefiihrt. Das prazipitierte Gemisch

ist in 65 pl Hybridisierungspuffer aufgenommen worden (Noegel et al. 1985).
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Der Ansatz wurde zehn Minuten lang auf 80°C erhitzt und anschlieBend auf einen mit Deckglas
versehenen Microarray appliziert. Der Array ist 16 Stunden in einer Hybridisationskammer bei
37°C inkubiert worden. AnschlieRend wurde wie folgt gewaschen: je einmal 2x SSC + 0,1% SDS
fur 10 sek, 2x SSC + 0,1% SDS fiir 5 min, 0,1x SSC + 0,1% SDS fiir 5 min, finfmal 0,1x SSC fir 5
sek, 0,01x SSC fur 5 sek. Die Trocknung des Arrays erfolgte durch Zentrifugation (finf Minuten
bei 235 x g). Fluoreszenzsignale sind mit einem ScanArray® 4000XL (Perkin Elmer Life Sciences)
gemessen worden. Um dabei moglichst viele Proben erfassen zu kénnen, wurde mit zwei
Lasereinstellungen gescannt. Die Quantifizierung der Signalstarke erfolgte mit dem Programm
ScanArray® Express 3.0 (Perkin Elmer Life Sciences). Dieses Programm diente ferner der
manuellen Uberpriifung der erhaltenen Werte. Spots mit schlechter Qualitdt wurden als ,bad*

oder ,not existing”“ markiert und so aus der Analyse ausgeschlossen.

Array Tools (http://www.uni-koeln.de/med-fak/biochemie/transcriptomics/toolsarray.e.shtml)
wurde genutzt, um die Primardaten in das jeweils bendtigte Format fir weitere Analysen
umzuwandeln. Die Normalisierung der Daten eines Experimentkomplexes erfolgte mit dem
Programm R 1.6.2 (BioConductor), dabei ist die LOWESS-Methode (Yang et al. 2002)
angewendet worden. Differentiell exprimierte Gene wurden mit dem Programm Significance
analysis of microarrays (SAM, Tusher et al. 2001) identifiziert. Dieses verwendet einen
erweiterten t-Test, welcher die erwartete und die tatsachliche Verteilung der Daten vergleicht.
Die Clusteranalyse ist mit GeneSpring 7.2 (Agilent Technologies) erstellt worden.
Anreicherungsstudien beziglich der Genontologie sind mit dem Programmpaket Gene Ontology
Analysis Tool (GOAT) fir R 1.9.1 (Uber BioConductor, http://www.bioconductor.org/, Xu und
Shaulsky 2005) durchgefihrt worden. Dabei werden statistisch signifikante Anreicherungen und
das MaR der Signifikanz innerhalb einer Liste von Genen im Bezug auf alle annotierten Gene

errechnet.

2.15 Phylogenetische Analysen
Die untersuchten Dictyosteliales wurden Uber das Dictyostelium Stock Center bezogen.

Folgende Stamme fanden Verwendung: Dictyostelium giganteum WS589 (Stamm ID:

DBS0235820), D. sphaerocephalum GR11 (DBS0235889), Polysphonylium pallidum WS320
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(DBS0236811), Acytostelium subglobosum Lbl (DBS0235452), D. fasciculatum SH3
(DBS0235810), D. purpureum WS278 (DBS0235880). Die Reinigung der Genomische DNA und
Synthese der cDNA erfolgten wie unter 2.11 beschrieben. Degenerierte Primer wurden von
D. discoideum-CbfA und im Verlauf der Experimente von multiplen Alignments abgeleitet. Die
DNA-Sequenz orthologer cbfA-Gene wurde aus (iberlappenden PCR-Fragmenten generiert und
manuell angeordnet. Die Klonierung schwer zu amplifizierende PCR-Produkte erfolgte in das

Vektorsystem pGEM®-T (Promega).

Die Nukleotidsequenz der cbfA und cbfB Gene von D. fasciculatum und P. pallidum wurden aus
unveroffentlichten Daten vergleichender Genomsequenzierungen der Arbeitsgruppe von
Dr. Glockner am Leibnitz-Institut fir Altersforschung in Jena assembliert. Die entsprechenden
Sequenzen von A. subglobosum wurden von Urushihara und Mitarbeitern (Universitat Tsukuba,
Japan) zur Verfligung gestellt, die von D. purpureum cbfA und cbfB von Kuspa und Mitarbeitern

(Baylor College of Medicine, Houston, USA).

Multiple Sequenzalignments sind mit dem Programm ClustalX 2.0.11 (Larkin et al. 2007,
http://www.clustal.org/download/, nach der Methode von Thomson et al. 1994) erstellt
worden. Die phylogenetischen Baume wurden mit dem Programm TREE-PUZZLE 4.0 (Schmidt et
al. 2002) unter Verwendung des JTT-Modells generiert. Die Verwendung des Programmpaketes
PHYLIP 3.67 (Felsenstein 1989) diente zur Uberpriifung der Biume und ergab im Wesentlichen

gleiche Ergebnisse.

2.16 Aufreinigung rekombinanter CbfA-CTD im analytischen MaRstab

Jeder zu untersuchende E. coli-Expressionsstamm wurde mit dem Plasmid pET33b(+)-CTD bzw.
PMAL-c2x-CTD durch Standartmethoden transformiert. Durch 30 pug/ml Kanamycin (pET) bzw.
100 pg/ml Ampicillin (pMAL) selektierte Klone sind in Schittelkultur vermehrt und anschlieBend
konserviert worden. Aus einer ausgewachsenen Vorkultur wurden 50 ml Hauptkultur 2%ig
inokuliert. Nach zwei Stunden Inkubation bei 37°C und 200 rpm erfolgte die Bestimmung der
optische Dichte bei 600 nm (ODggg). Kulturen, welche nicht bei 37°C induziert werden sollten,
wurden 10 Minuten auf die zu untersuchende Inkubationstemperatur abgekihlt. Die Induktion

erfolgte durch Zugabe von einem mM IPTG (Endkonzentration). Die Kultur wurde bis zum
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Erreichen der stationdren Phase inkubiert, anschlieBend pelletiert (9.000 x g, 4°C, 5 Minuten)

und das Feuchtgewicht der Bakterien bestimmt. Die Pellets wurden bei -80°C gelagert.

Die Lyse der Zellen erfolgte durch Aufnahme des Pellets in 5 ml pro Gramm Feuchtgewicht
Columnpuffer (pMAL) bzw. Lysepuffer (pET) mit Proteaseinhibitoren und 1 mg/ml Lysozym. Es
wurde 30 min auf Eis inkubiert und anschlieRend dreimal 30 sek sonifiziert. Die I&sliche Fraktion

konnte durch Zentrifugation fir 30 Minuten bei 4°C und 9.000 x g gewonnen werden. Nach der
Uberpriifung des pH-Wertes erfolgte die Aufreinigung durch die Bindung an % Volumen

Amylose-resin (New England Biolabs, pMAL) bzw. Ni-NTA-slurry (Qiagen, pET). AnschlieRend

wurde zweimal mit einem Volumen Column- (pMAL) bzw. Waschpuffer (pET) gewaschen. Die
Elution erfolgte durch zehnminitige Inkubation mit%Vqumen Elutionspuffer MBP (pMAL) bzw.

Elutionspuffer (pET). Der Uberstand ist durch dreiminiitige Zentrifugation mit 3.000 x g

abgetrennt und entfernt worden. Die Elution wurde zweimal durchgefiihrt.

2.17 Aufreinigung rekombinanter CbfA-CTD im praparativen MaRstab

Fir alle Aufreinigungen im groRem Malstab wurde der Klon E. coli BL21 (DE3)
pPET33b(+)-CTD-Xa #4 genutzt. Die Anzucht erfolgte in allen Schritten in LB-Medium mit
30 pg/ml Kanamycin. Aus einer ausgewachsenen 100 ml Vorkultur wurden je 250 ml
Hauptkultur 2%ig inokuliert und in acht Kolben mit je einen Liter Volumen bei 37°C und 200 rpm
kultiviert. Nach dem Erreichen einer optischen Dichte bei 600 nm (ODggo) von 0,6 nach etwa 100
Minuten wurde die CTD-Expression durch Zugabe von 1 mM IPTG (Endkonzentration) induziert.
Die Kultivierung ist bis zum Erreichen der stationdaren Phase fortgesetzt worden. AnschlieRend
wurden die Bakterien bei 9.000 x g, 4°C finf Minuten pelletiert, ihr Feuchtgewicht bestimmt

und das Pellet bei -80°C gelagert.

Die Zelllyse erfolgte durch zweimalige Benutzung der French Press des Lehrstuhls fir
Angewandte und o©kologische Mikrobiologie Jena. Dazu wurde das Pellet pro Gramm
Feuchtgewicht in 4 ml Waschpuffer mit Proteaseinhibitoren und 10 pl DNase (3 U/ul)
resuspendiert. Die Lyse der Zellen ist mikroskopisch tberprift worden. Der I6sliche Anteil wurde

durch Zentrifugation fiir 30 Minuten bei 4°C und 9.000 x g abgetrennt, dessen pH-Wert
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bestimmt und gegebenenfalls mit 1 N Salzsdaure auf acht eingestellt. Zur Entfernung der E. coli-
Proteine sind pro Gramm Feuchtgewicht ein Milliliter Ni-NTA-slurry verwendet worden, welche
5 bis 20 mg/ml rekombinantes Protein bindet. Der Proteinliberstand und das Sdulenmaterial
wurden zusammen eine Stunde mit 15 rpm bei 4°C rotiert. Anschlieend ist das Gemisch in eine
Glassaule mit Fritte gegeben worden. Der Lauf durch die Sdule erfolgte allein durch Schwerkraft.
Das Saulenmaterial wurde zweimal mit drei Volumen Waschpuffer gewaschen. Die Elution
erfolgte nach zehnmintiger Inkubation mit zwei Volumen Elutionspuffer. Dieser Schritt wurde

wiederholt und die Elutionsfraktionen vereinigt.

Das Eluat ist (iber Nacht bei 4°C gegen mindestens 20 Volumen 1x Faktor Xa-Puffer dialysiert
worden. Der Dialysepuffer wurde dabei viermal gewechselt. Das erhaltene Dialysat wurde fiir 30
sek mit 3.000 x g zentrifugiert und die Proteinkonzentration sowie das Volumen des
Uberstandes bestimmt. Die Lésung des rekombinanten Proteins wurde zu je einen Milliliter
aliquotiert und pro mg Protein 2 ul Faktor Xa (1 U/ul) zugegeben. Es folgte eine Inkubation von
24 Stunden bei 4°C. Das Schneiden wurde durch Zugabe von AEBSF und DTT abgestoppt, der
Faktor Xa anschliefend durch Nutzung des Xa Removal Resin (Qiagen) nach Angaben des
Herstellers entfernt. Dem Uberstand nach der Zentrifugation fiir 3 Minuten bei 1.000 x g wurde
ein funftel Volumen 10x Imidazol zugesetzt (Endkonzentration Imidazol 40 mM). Das
ungeschnittenes Protein und die Affinitdtsmarkierung sind durch Applizierung des Gemisches
auf gleiche Volumen Ni-NTA-slurry wie bei der anfanglichen Aufreinigung entfernt worden. Der

Uberstand nach Zentrifugation enthielt das gereinigte, geschnittene Protein.

Alle Reinigungsschritte sind durch Uberpriifung der Proteinkonzentrationen wihrend der
Aufreinigung und durch SDS-PAGE mit Coomaisse-Farbung (iberprift worden. Die
Proteinkonzentration von Gemischen ist durch einen Bradford-Assay (Bradford 1976) bestimmt
worden. Ab der ersten Elution konnte die Konzentration der hinreichend reinen Proben auch
durch die Bestimmung der Extinktion bei 280 nm bestimmt werden (Pace et al. 1995).
Entsprechende  Extinktionskoeffizienten wurden durch das Programm ProtParam

(http://www.expasy.org/tools/protparam.html) berechnet.
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2.18 DNA-Protein-Interaktionsassay — CTD-Pulldown

Diese Methode orientiert sich an Siol et al. (2006a) und wurde entsprechend der Fragestellung
modifiziert. Biotinylierte Proben sind durch eine PCR unter Beteiligung des Primers pGEM-
for(biotin) erstellt worden. Das PCR-Produkt wurde Uber Agarosegelelektrophorese aufgetrennt
und mit Hilfe des Qiaquick® Gel Extraction Kits (Qiagen) aufgereinigt. Die DNA-Konzentration
wurde photometrisch bestimmt. Die nach Methode 2.12 erstellten Kernextrakte sind durch
einen Western-Blot mit dem Antikdrper 7F3, welcher gegen die CbfA-CTD gerichtet ist, auf ihren
Gehalt an CbfA und GFP-CbfA’?+9%8 Uberprift worden. Die Konzentration des bakteriellen

CbfA?319% wurde wie unter 2.17 beschrieben bestimmt.

Pro Ansatz wurden bis zu 400 pl Kernextrakt bzw. 10 oder 125 pmol bakteriell erstellte CTD
(rCTD) genutzt. Die Proteingemische sind auf 430 pl Volumen mit GP50 aufgefiillt worden. Dem
Protein bakteriellen Ursprungs wurde 1 mg/ml BSA zugefiigt. Ferner wurden 0,5 (rCTD) bis
2,5 ug (Kernextrakt) poly (dAdT) DNA hinzugefiigt und 15 min Inkubiert. Anschlieend wurde
5 pmol biotinyliertes PCR-Produkt in 70 pl GP50 zugegeben und eine Stunde bei
Raumtemperatur mit 15 rpm rotiert. Die Aufreinigung des Komplexes erfolgte durch die Zugabe
von 25 pl Streptavidin-gekoppelter Dynabeads® (Invitrogen). Nach 30-minlitigem Rotieren
wurden die Beads magnetisch aus der Losung entfernt und fiinfmal mit GP50 gewaschen. Der
letzte Waschschritt erfolgte in einem neuen Reaktionsgefal. Die Probe ist sofort mit 60 pl 2x
Laemmlipuffer versetzt und 5 min bei 95°C erhitzt worden. Je 15 ul wurden elektrophoretisch

aufgetrennt, auf eine Membran geblottet und mit dem Antikorper 7F3 beprobt.

2.19 Kultivierung und Transformation von S. cerevisiae

Die Kultivierung von S. cerevisiae erfolgte nach den Standardmethoden wie unter anderem in
Johnston (1994) beschrieben. Alle Wachstumsschritte wurden bei 30°C vollzogen und die
Schittelkulturen mit 150 rpm bewegt. Die Transformation im kleinen MaRstab erfolgte nach der

in Gietz und Woods (2001) beschriebenen Methode.

Eine Kolonie eines maximal einen Monat alten Ausstriches eines Cryostocks auf YPDA-Platte
wurde in 10 ml YPDA angeimpft und tGber Nacht bei 30°C geschittelt. Am nachsten Tag dienten

5 ml als Inokulum fiir 100 ml YPDA. Nach Erreichen einer ODggovon 0,6 wurden die Zellen zu
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50 ml aufgeteilt und fiinf Minuten bei 2.000 x g und 4°C sedimentiert. Das Pellet |6ste man
anschlieend durch Vortexen und resuspendierte es in 10 ml Losung A. Durch zehnminiitige
Zentrifugation bei 2.000 x g und 4°C wurden die Zellen erneut sedimentiert und anschlieSend
kurz getrocknet. Je Ansatz wurden die Zellen in 1 ml Losung A durch Klopfen resuspendiert und
nach Zugabe von 55 pul DMSO in Portionen von 200 pl in vorgekiihlte ReaktionsgefaRe tberfihrt,

welche daraufhin sofort bei -80°C eingefroren worden.

Zehn Minuten auf Eis angetaute Zellen wurden mit jeweils 2 ug zu transformierenden Plasmid
gemischt. AnschlieBend wurde der Ansatz 5 Minuten bei 37°C und 700 rpm im Heizblock
geschittelt, mit einem Milliliter Losung B beflllt und eine Stunde bei 30°C und 400 rpm
inkubiert. Im Anschluss erfolgte ein Zentrifugation fir finf Minuten bei 2.000 x g,
Resuspendierung in 1 ml Losung C und eine erneute Zentrifugation. Nach Abgielen des
Uberstandes wurden die Zellen auf entsprechendes Hefeminimalmedium ausplattiert und drei

Tage bei 30°C inkubiert.

2.20 Isolierung von Plasmid-DNA aus Hefe — Plasmidrescue

5 ml Minimalmedium ohne Histidin, Adenin, Leucin und Tryphtophan (SD minus HALT) wurden
mit einer einzelnen Kolonie beimpft und fir 36 Stunden bei 30°C und 200 rpm geschiittelt. Als
nachstes Uberfiihrte man dieser Kultur in drei 1,5 ml fassende, extradichte Reaktionsgefal3e
(safe lock tubes) und zentrifugierte eine Minute bei maximaler Geschwindigkeit. Die Zellpellets
wurden anschlieBend in 200 pl Lysispuffer (Hefe) resuspendiert, mit 300 ul Glasperlen versehen
und mit 200 pl Phenol / Chloroform gemischt. Nun wurden die Ansatze fiur zwei Minuten
gevortext und anschlieRend fiinf Minuten bei 4°C und maximaler Geschwindigkeit zentrifugiert.
Die plasmidhaltigen Oberphasen sind vereinigt worden, wobei das Endvolumen bei etwa 600 pl
lag. Durch Zugabe von § Volumen Chloroform / Isoamylalkohol, kurzes Vortexen und
Zentrifugation wurde das Phenol entfernt. Die entstandene Oberphase von ca. 500 pl wurde in
einem neuen Reaktionsgefall mit 0,7 Volumen lIsopropanol und 0,1 Vol 3 M Natriumacetat
versetzt und flinfzehn Minuten bei 4°C und 10.000 x g zentrifugiert. Die pelletierte Plasmid-DNA
wurde dreimal mit einem Milliliter 70%igen Ethanol gewaschen und jeweils drei Minuten bei

10.000 x g zentrifugiert. Das getrocknete Pellet wurde in 10 ul MQ-Wasser resuspendiert. 3 pl

38



Material und Methoden

dieser Suspension wurden durch Elektroporation in Escherichia coli DH5a™ transformiert.
iVqumen der transformierten Zellen plattierte man auf LBamp-Platten zur lIsolierung des

Beuteplasmides aus, dass restliche Volumen auf LBgane-Platten zur Isolierung des

Koderplasmides.

2.21 Konstruktion und Screening von Hefe-2-Hybrid-Banken

Zur Erstellung der Hybrid-Banken wurde das Matchmaker™ Library Construction & Screening
System (Clontech) genutzt. Als Ausgangsmaterial dienten vegetativ wachsende Dictyostelium
discoideum-Zellen des Stammes AX2. Dazu ist die mRNA wie unter 2.11 beschrieben aus den
AX2-Pellets isoliert worden. 80 bis 100 ng mRNA wurden zur Synthese der cDNA genutzt. Dabei
fanden die Protokolle F bis | des Abschnittes ,Generating a cDNA Library” der Anleitung
PT-3955-1 (Invitrogen) Anwendung. Die Herstellung von kompetenten Hefezellen des Stammes
Y187 geschah leicht modifiziert nach dem Protokoll , Preparation of Competent Yeast Cells—
LiAc Method”. Die Transformation, In-vivo-Rekombination und Vermehrung der Bank erfolgte

nach den Schritten 1 bis 3 des Protokolls A ,Screen by Yeast Mating”.

Das Interaktionsmating vollzog sich nach den Angaben des Systemherstellers mit den jeweils in
Tabelle 8 aufgefiihrten Modifikationen. Initial als positiv erkannte Interaktionen wurden unter
Verwendung der in dem Anleitungsabschnitt , Analyzing Positive Interactions” dargestellten

Methoden untersucht.
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3 Ergebnisse

3.1 Kurze Ubersicht zum Stand der Forschung

Der C-Modul-bindende Faktor A (CbfA) ist ein aus mehreren Domanen aufgebautes Protein von
1.000 Aminosauren. Die native Molekiilmasse betragt etwa 120 kDa (Geier et al. 1996), die aus
der Primarsequenz berechnete liegt bei 114.270 Da (Winckler et al. 2004). Das Genprodukt kann
in allen Stadien des Lebenszykluses von Dictyostelium discoideum mit konstant bleibender
Menge mit Hilfe eines spezifischen Western-Blots nachgewiesen werden. CbfA wurde lber seine
Bindung an den Promotor des fiir die Synthese von (-)-Strang-RNA des Retrotransposons
TRE5-A.1 verantwortlichen C-Moduls (Schumann et al. 1994) erstmalig identifiziert (Geier et al.
1996). Es wurde aus Zellkernextrakten aufgereinigt, was eine Lokalisierung im Nucleus vermuten
lasst. Das Protein besitzt am Amino-terminalen Ende (N-Terminus) eine Jumonji-Domane des C-
terminalen Types — JmjC — (Clissold und Ponting 2001), dessen genaue Funktionen noch
unbestimmt ist. Diskutiert werden vor allem Chromatin-remodulierende Prozesse, wie sie
bereits in anderen JmjC-haltigen Proteinen beschrieben sind (u.a. Tsukada et al. 2006).
Moglicherweise dient die JmjC auch als Plattform fiir Protein-Protein-Interaktionen (Tronnersjo
et al. 2006). An die Jumonji-Domane von CbfA schlieflen sich zwei Zinkfinger an, welche fiir DNA
(u.a. Elrod-Erickson et al. 1996), RNA (Hall 2005) oder Protein-Protein-Bindungen (Brayer und
Segal 2008) verantwortlich sein kdnnen. Der folgende Abschnitt von CbfA besteht aus einer
etwa 200 Aminosdauren langen Region, welche zu 50% aus Asparagin zusammengesetzt ist.
Daran schlieft sich die Carboxy-terminale Domane (CTD) an. Diese besitzt ein AT-Haken-Motiv
zur Bindung kompakter, dA und dT reicher Sequenzen (Arvind und Landsman 1998). Die
Beteiligung des AT-Hakens an der Bindung von CbfA an das C-Modul ist nachgewiesen (Horn et

al. 1999).

Studien an der CbfA-Suppressionsmutante JH.D, welche nur noch etwa 5% des Wildtyplevels an
CbfA bildet, zeigen eine Reihe phanotypischer Veranderungen. Dies sind eine Erhohung des
Zellvolumens durch verdnderte Pinozytoseraten bei gleichzeitig verminderter axenischer

Wachstumsrate. Des Weiteren geringe Phagozytoseraten, die einhergehen mit geringerem
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Wachstum auf Bakterien sowie eine fehlende multizellulare Entwicklung als Antwort auf

Nahrstoffmangel (Winckler et al. 2001).

Eine Reihe von Entwicklungsmarkern werden in dem Stamm JH.D kaum bzw. gar nicht durch das
Hungern der Zellen induziert (Winckler et al. 2004). Dabei kann dieser Effekt jeweilig durch die
Zugabe von cyclischem Adenosinmonophosphat (cAMP), ektopisch exprimierten CbfA
(DDB_G0279409), der katalytischen Untereinheit der Proteinkinase A (pkaC, DDB_G0283907)
oder der Adenylylcyclase A (acaA, DDB_G0281545) zumindest teilweise phanotypisch geheilt
werden (Winckler et al. 2004, Siol et al. 2006a). Die Beeintrachtigung des Entwicklungszykluses
in der Suppressionsmutante kann direkt auf die fehlende basale Aktivitdit des acaA-Gens
zuriickgefiihrt werden. Bisherige Daten lassen vermuten, dass CbfA als Transkriptionsfaktor an

dessen Transkription direkt beteiligt ist (Siol et al. 2006a).

Des Weiteren zeigt JH.D eine stark verminderte Transkription beider TRE5-A-Strange (Winckler
et al. 2001, Beck et al. 2002). In diesen Zusammenhang ist zu erwahnen, dass die
transkriptionelle Aktivitat von CbfA in diesem Fall durch die Expression von CbfA”***%in JH.D
vollstandig wiederhergestellt werden kann. Mit Hilfe eines Northern-blots gegen die mRNA des
Retrotransposon TRE5-A (Abbildung 10) kann gezeigt werden, dass der Verlust der Transkription
des Transposons in JH.D durch CbfA’***%® umgekehrt werden kann. Dies l3sst eine eigenstindige

genregulatorische Funktion der CTD vermuten.

Abbildung 10: Northern-Blot mit Sequenz von ORF1 als Sonde gegen TRE5-A; JH.D [CbfA"**®%®] sind 3
CTD-exprimierende JH.D-Transformanten
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3.2 Transkriptionelle Reaktion auf die cbfA-Suppression und die
Uberexpression von GFP-CbfA’>*%%

Die im vorangegangenen Abschnitt zusammengefassten Daten lber den Stamm JH.D lassen
zahlreiche Funktionen von CbfA als Transkriptionsfaktor sowohl in vegetativ wachsenden Zellen
als auch in der Steuerung des Entwicklungsprozesses vermuten. Um die durch den
beobachteten Phinotyp der CbfA-Mutante reprisentierten Anderungen zu beleuchten, sind
Transkriptomanalysen durchgefiihrt worden. Da aufgrund der in Abbildung 10 dargestellten
Beobachtungen in Zusammenhang mit der Retrotransposition des TRE5-A-Elementes von einer
eigenstandigen Funktion der CTD auszugehen ist, sind in Analysen des gesamten CbfA-Proteins
auch Untersuchungen der Carboxy-terminalen Domane mit einbezogen worden. Zunachst
wurde die codierende Sequenz fiir die Aminosduren 724-998 des CbfA mit Hilfe der Primer
attrBcmbfl und 2 aus genomischer DNA des Stammes AX2 amplifiziert und in den Vektor
pDonor kloniert. Das entstandene Plasmid pEntr Cmbfl-2 fungierte als Basis fiir eine
Rekombinationsreaktion in den Expressionsvektor pPT132. Dieser Vektor codiert neben den fiir
Expressionsvektoren typischen Sequenzen fiir eine Amino-terminale Fusion des Grin
fluoreszierenden Proteins (GFP) mit dem rekombiniertem Genabschnitt. Der Expressionsvektor
pPT132 Cmbfl-2, welcher fiir das Fusionsprotein GFP-CbfA’*"%% codiert, wurde in die Stimme

AX2 und JH.D transformiert.

120 » — — < CbfA

60 »| o € GEP-ChfA724-998

30 » - g & ChfA724-998
o
M 1 2 3 4

Abbildung 11: Western-Blot mit Antikorper 7F3 von Gesamtzelllysaten; M = Magic Mark (Invitrogen);
AX2 (Spur 1), AX2 [GFP-CbfA”***%®] (Spur2), JH.D (Spur 3) und JH.D [GFP-CbfA”***®] (Spur 4);
Molekiilmasse in kDa
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In Abbildung 11 ist der proteinspezifische Nachweis elektrophoretisch aufgetrennter Proben
(Western-Blot) jeweils eines Klons dargestellt. Es wurde der primadre, monoklonale Antikoérper
7F3, welcher gegen die CTD gerichtet ist, eingesetzt. Bei 115 kDa ist deutlich die
unterschiedliche Expression an CbfA in AX2 (Spuren 1 und 2) sowie JH.D (Spuren 3 und 4) zu
sehen. Die Menge an GFP-CbfA”***?® in den Transformanten von AX2 und JH.D war vergleichbar.
Bei der Bande um 30 kDa handelte es sich wahrscheinlich um ein Proteolyseprodukt von GFP-
CbfA’**%%  Ahnliche Mengen an gespaltenem Fusionsprotein waren nach Entfernung der ersten

Antikorper und Detektion mit einem GFP-spezifischen Antikorper sichtbar (Daten nicht gezeigt).

Bei den Stamm JH.D handelt es sich um einen Stamm, welcher durch Amber-Stopp-Codon-
Suppression des cbfA-Gens generierten wurde. Bisherige Versuche, cbfA komplett zu entfernen,
schlugen fehl, was auf eine fiir das Uberleben von D. discoideum wichtige Funktion von CbfA
schlieBen lasst. (Winckler et al. 2001). Die gewahlte Methode fiihrt zu einer Verringerung der
Expression durch Einflihrung eines Stopp-Codons in die codierende Sequenz. Es kommt zum
reguldren, Stopp-Codon-bedingten Abbruch der Polypeptidkettenbildung mit cbfA(amber)-RNA
als Template am Ribosom. Der Abbruch der Expression von CbfA erfolgt an dem im Wildtyp fir
Glutaminsdure 453 codierenden Triplett und liegt im Bereich vor dem zweiten Zinkfinger. Durch
die zusatzliche Einflhrung einer Suppressor-tRNA, welche das Amber-Stopp-Codon UAG
erkennt, aber mit Glutaminsaure beladen ist, wird dieser Prozess zu einem gewissen Prozentsatz
verhindert (Dingermann et al. 1990 und 1992). Dadurch wird die komplette Polypeptidkette
— hier CbfA — gebildet. Dies ist im Falle von JH.D fiir die Lebensfahigkeit von D. discoideum

1’452, welches eine

ausreichend (Winckler et al. 2001). Das durch Suppression entstandene CbfA
Masse von 52 kDa besitzt, kann wie auch Gesamt-CbfA mit Hilfe des Antikorpers 3H7 in
Zelllysaten nachgewiesen werden (Abbildung 12 A). Bei 3H7 handelt sich um einen
monoklonalen Antikérper, der gegen die JmjC-Domane gerichtet ist. Flir die Untersuchung der
genregulatorischen Eigenschaften allein der Carboxy-terminalen Domane von CbfA in JH.D sollte
eine zur Bildung eines funktionellen Gesamt-CbfAs in Frage kommende Interaktion mit dem
Amino-terminalen Teil ausgeschlossen werden. Um diese Interaktion zumindestens teilweise zu

724-998

widerlegen, wurden Kernextrakte von AX2, JH.D und JH.D [CbfA ] hergestellt.
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Abbildung 12: Zellulire Verteilung von CbfA, durch CbfA-Suppression entstandenes CbfA™*** und

ektopisch exprimiertes CbfA”>**%; Western-Blot von (A) Gesamtzelllysat mit dem gegen den N-Terminus

von CbfA gerichteten Antikérper 3H7 (B) Kernextrakt mit 3H7 (C) Kernextrakt mit dem gegen die CTD
gerichteten Antikdrper 7F3; AX2 (Spur 1), JH.D (Spur 2) und JH.D [CbfA”***%*] (Spur 3); Molekilmassen in
kDa

Auf eine N-terminale Fusion des GFP an die CTD ist wegen moglicher negativer Effekte auf die
Interaktion verzichtet worden. In Abbildung 12 B und C sind die Western-Blots gleicher Mengen
der Kernextrakte mit den Antikérpern 3H7 gegen den Amino-Terminus und 7F3 gegen den
Carboxy-Terminus zu sehen. Eine funktionelle Interaktion zwischen NTD und CTD wiirde zu einer
Anreicherung des Amino-terminalen Proteinfragmentes im Zellkern flihren, obwohl dieses keine

eigene detektierbare Kernlokalisierungsequenz hat.

Der gegen den Amino-terminalen Teil gerichtete Antikdrper ergibt nur eine spezifische Bande
bei 115 kDa (Abbildung 12 B). Dies entspricht CbfA. Es sind keine weiteren Fragmente
erkennbar. Im Teil C der Abbildung ist neben der CbfA-spezifischen Bande in Spur 3 (JH.D
[CbfA"?*?®]) die erwartete CTD-Bande bei 31 kDa zu sehen. Dementsprechend sind die
nachfolgenden beschriebenen Ergebnisse mit hoher Wahrscheinlichkeit nicht auf eine
funktionelle Interaktion des durch Stopp-Codon-Suppression gebildeten Amino-terminalen Teils

mit der CTD zurlickzuflihren, sondern sind direkte Folgen der zusatzlichen Expression der CTD.

Fur die vergleichende Transkriptomanalyse der Stimme AX2, JH.D, AX2 [GFP-CbfA’***%] und
JH.D [GFP-CbfA"***%®] wurde Anfang 2008 in der Arbeitsgruppe von Privatdozent Dr. Eichinger in
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K6In eine Serie von Microarray-Experimenten durchgefiihrt. Um Aussagen sowohl tGiber CbfA, als

auch Uber die CTD treffen zu kénnen, wurden folgende Kombinationen untersucht:

AX2 JH.D GFP-CbfA"+%% AX2 GFP-CbfA”**%®
JH.D JH.D AX2

In der Literatur wird allgemein eine entgegengesetzte Darstellung benutzt. Die als Experiment
definierte Mutante JH.D wiirde dann oben stehen und die Kontrolle AX2 unten. Die gefundenen
Regulationen entsprechen dann dem Kehrwert der in dieser Arbeit dargestellten Werte. Da aber
in spateren Experimenten die Komplementation der aberenten Genexpression in JH.D durch die
Carboxy-terminale Domane gezeigt wird, ist es sinnvoller, die Genexpression in AX2 und JH.D
[GFP-CbfA"**%®] auf JH.D zu beziehen.

Fir jede Serie von Experimenten wurden drei unabhangige RNA-Prdparationen vegetativ
wachsender Kulturen genutzt. Diese sind im Vorfeld des Microarray-Experimentes mit Hilfe des
RNA 6000 Nano Chips (Agilent) auf ihre Qualitat Gberprift worden. Diese Technologie liefert
neben zahlreich weiteren Informationen Uber die untersuchte Probe einen Zahlenwert (RNA
Integrity Number) von 1-10, wobei 10 der hochsten Qualitat vollkommener RNA entspricht. Alle
benutzten Proben hatten einen Wert groBer 8. Es wurde jede RNA-Probe jeweils mit einer
entsprechenden anderen Probe untersucht. Dabei sind die Experimente mit beiden moglichen
Kombinationen der Farbstoffe Cy3 und Cy5 durchgefiihrt worden (dye swap), um eventuelle
farbstoffspezifische Effekte auszuschlieen. Fir jeden Vergleich wurden folglich sechs
Microarrays hybridisiert. Der genutzte Microarray ,Dictyostelium discoideum cDNA Microarray
6000 enthielt 450 handverlesene Gene sowie 5.423 exprimierte Sequenzen (EST) aus dem
Stadium des vegetativen Wachstums (Urushihara et al. 2004, Farbrother et al. 2006). Genauere
Informationen Uber den Array sind im Material-Teil (2.14) oder auf der Seite des Gene
Expression Omnibus (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/) unter der Referenznummer GPL1972
zu finden. Jeder Array ist mit zwei unterschiedlichen Lasereinstellungen gescannt worden, um
ein moglichst breites Spektrum an Intensitdten abzudecken. Nach der manuellen Kontrolle der
Zuordnung der fluoreszierenden Spots durch das Programm ScanArray Express 3.0 (Perkin
Elmer) zu den aufgetragenen Genen, sind die Signalstarken quantifiziert worden. Dadurch

konnte jedem auf dem Array vorhandenen Gen das Verhdltnis der Farbintensitat der beiden
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Proben zugeordnet werden. Ferner sind nicht vorhandene oder als unzureichend erkannte Spots
markiert worden. Die entstandene Liste der Primardaten wurde fir jede Serie vereinigt und mit
dem Programm R 1.6.2 (BioConductor) normalisiert. Dadurch werden die aufgrund der
verschiedenen Lasereinstellungen und Farbstoffkombinationen unterschiedlich verteilten
Primardaten vergleichbar. Es wurde dabei die LOWESS-Methode (Yang et al. 2002) angewendet.

In Abbildung 13 ist die Normalisierung fir den Datensatz AX2 zu JH.D zu sehen.

A All arrays raw data B All arrays normalized data
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Abbildung 13: Normalisierung der Primardaten einer Serie von Microarrays; (A) Primardaten (B) Daten
nach LOWESS-Normalisierung; Box-Whisker-plots von AX2 zu JH.D

Zur ldentifizierung differentiell exprimierter Gene ist das Programm Significance analysis of
microarrays (SAM, Tusher et al. 2001) genutzt worden. Dieses verwendet einen erweiterten
t-Test, welcher die erwartete und die tatsdchliche Verteilung der Daten vergleicht. Des
Weiteren gibt dieses Programm eine Abschatzung lber die Anzahl falscher, als differentiell
exprimiert identifizierter Gene an. Diese false discovery rate (FDR) lag in allen Experimenten

unter 0,13%.

Fir den Vergleich AX2 zu JH.D konnten 473 nicht redundante Gene als differentiell exprimiert
identifiziert werden. Davon waren 235 Gene in AX2 héher exprimiert als in JH.D, 238 geringer.
Legt man einen Schwellenwert von einer 1,5-fachen Regulation an, so dndern sich die Anzahl

der regulierten Gene auf 80 in AX2 hoher exprimierte Gene und 82 geringer exprimierte Gene.
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Das fiir CbfA codierende Gen gehort zu den manuell ausgewahlten Genen auf dem Microarray.
Die Sonde AF052006 entspricht dem 3‘-Ende von cbfA. Sie wird nicht differentiell exprimiert.
Dies belegt, dass die CbfA-Unterexpression in JH.D nicht durch den Abbau der

cbfA(amber)-mRNA, sondern durch partielle Stopp-Codon-Suppression entsteht.

Der Vergleich JH.D [GFP-CbfA’**%®] zu JH.D ergab 914 differentiell regulierte Gene. 408
(Schwellenwert 1,5x 79) dieser Gene waren in JH.D [GFP-CbfA"**%8] hoher exprimiert als in
JH.D, 506 (88) geringer. Die cbfA-Sonde AF202006 zeigt eine Uberexpression der fiir CTD

codierenden RNA im Vergleich mit der endogenen cbfA-RNA um den Faktor 2,331 an.

Die dritte Serie von Experimenten resultierte in 1.391 unterschiedlich exprimierten Genen.
Dabei waren in AX2 [GFP-CbfA’***%®] 568 Gene starker exprimiert als in AX2, 823 geringer. Unter
Einbeziehung des Schwellenwertes von 1,5 sinken die Zahlen auf 153 in AX2 [GFP-CbfA”%**%%] im
Vergleich zu AX2 Uberexprimierte Gene und 82 unterexprimierte Gene. Dies sind 114 auch in
der JH.D-Umgebung durch die CTD 1,5-fach regulierte Gene. 49 Uber dem Schwellenwert von
1,5 regulierte Gene werden in JH.D nur um den Betrag von 1,2 bis 1,5 durch GFP-CbfA’249%8
differentiell reguliert, 4 sind nicht signifikant reguliert. Neben den 167 sowohl in AX2 und JH.D
durch GFP-CbfA’2+%% regulierten Genen sind in AX2 68 zusatzliche vorhanden, welche in der
JH.D-Umgebung durch GFP-CbfA’**°% nicht differentiell reguliert werden. Diese Beobachtung
kann durch einen dominant negativen Effekt der Uberexpression der CTD in der AX2 Umgebung,
welche 100% CbfA bildet, erklart werden. Dementsprechend wurden diese Gene nicht in die

weiteren Analysen einbezogen. Das MaR der Uberexpression der CTD lag in dem Vergleich

AX2 [GFP-CbfA’**%%] zu AX2 bei 2,358 bezogen auf die endogene chbfA-RNA.

Es ist zu erwdhnen, dass die Experimente in der oben erwadhnten Reihenfolge durchgefiihrt
worden sind. Die statistische Zuverldssigkeit der Daten stieg Uber die Zeit an. Dadurch erhohte
sich die Anzahl differentiell exprimierter Gene mit Regulationen unter 1,3x, wahrend die Menge
an hoher regulierten Genen vergleichbar blieb. Ferner ist die biologische Bedeutung von
geringen Regulationen fraglich sowie schwer nachweisbar. Deshalb werden nachfolgend nur

Gene betrachtet, welche durch CbfA mindestens 1,5-fach reguliert werden.
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3.3 Clusteranalyse der erhobenen Microarray-Daten

Das Ergebnis einer Microarray-Analyse ist eine Liste von Genen und ihrer differentiellen
Expression aufgrund eines Experimentes. Sie ist nur der Startpunkt flr weitere Analysen. Eine
Moglichkeit ist dabei die Clusteranalyse, wobei die regulierten Gene aufgrund ihrer Expression
an mehreren Zeitpunkten oder in unterschiedlichen Stammen hierarchisch geordnet werden.
Man nimmt an, dass dhnlich oder gleich regulierte Gene einen funktionellen Zusammenhang
haben (u.a. Farbrother et al. 2006, Na et al. 2007). Firr die folgende Analyse wurden nur die
Daten der Experimente AX2 zu JH.D sowie JH.D [GFP-CbfA’**%®] zu JH.D genutzt und das
Programm Gene Spring 7.2 (Agilent) verwendet. Der Endpunkt der Analyse ist in Abbildung 14
dargestellt. Die Liste der verwendeten Gene, ihr Expressionsprofil sowie die Zuordnung zu den

Clustern befindet sich im Anhang B.

Cluster Gene Definition
| 37 AX2 > JH.D
CbfA724-998 hat keinen Effekt
‘F I 8 AX2 > JH.D
= CbfA724-998 yerstarkt Effekt
- 35 AX2>JHD
CbfA724-998 kehrt Effekt um
Sy 4 AX2<JHD
CbfA724-998 yerstarkt Effekt
e
. o AX2<IHD
CbfA724-998 kehrt Effekt um
Vi 18 AX2 < JH.D
CbfA724-998 hat keinen Effekt
AX2 JH.D GFP-ChfA724-998
JH.D JH.D

Abbildung 14: Clusteranalyse der durch CbfA-Suppression regulierten Gene und ihre Reaktion auf
GFP-CbfA”***%; Starke der Regulation ist farbcodiert, Regulation groRer 1 (hdhere Expression des Genes
in AX2 als in JH.D) rot, gleich 1 , kleiner 1 (geringere Expression des Genes in AX2 als in JH.D) blau
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Es konnten sechs Cluster zugeordnet werden. Die Gene der Cluster | bis Il sind in AX2 héher
exprimiert als in JH.D. Da die Suppressionsmutante nur etwa ein zwanzigstel der Wildtypmenge
an CbfA bildet, kann man vereinfachend sagen, dass diese Gene durch CbfA aktiviert werden.
Dementsprechend werden die Gene in Cluster IV bis VI durch CbfA reprimiert. Jedem dieser
Gene ist seine Reaktion auf GFP-CbfA”***?® in der JH.D Umgebung zugeordnet. Gene, welche in
dieser Serie von Experimenten nicht als differentiell exprimiert erkannt wurden, haben per
Definition eine Regulation von 1. |hre Codierung in Abbildung 14 ist gelb. Dabei ist es moglich,

dass der Analyseweg eine Regulation ungleich 1 bestimmt, diese aber nicht fiir statistisch

signifikant halt.

In Cluster | sind 37 Gene zusammen gefasst, welche durch CbfA positiv reguliert werden. Sie

724-998 .
. Die

zeigen keine Reaktion bezogen auf ihre Expression durch die Einfliihrung von GFP-CbfA
Carboxy-terminale Domédne (CTD) ist nicht ausreichend fiir die Wiederherstellung des
Expressionsniveaus durch CbfA, wobei jedoch nicht ausgeschlossen werden kann, dass sie an

der Regulation beteiligt ist.

Cluster Il umfasst acht positiv durch CbfA regulierte Gene, welche durch die CTD in JH.D noch
weniger exprimiert werden. Dies bedeutet, dass die Uberexpression von GFP-CbfA"**%% den

durch Reduktion von CbfA erzielten Effekt noch verstarkt.

Der mit 35 Genen vertretene Cluster Il verhielt sich in seiner Reaktion auf die CTD
entgegengesetzt zum Cluster Il. Die verloren gegangene Regulation durch CbfA in JH.D wurde
durch GFP-CbfA’**°%® wieder erreicht. Dabei ist zu erwidhnen, dass die Expression oft im
gleichen Umfang wiederhergestellt wurde. Dies ist an einer sehr dhnlichen Farbcodierung der
beiden Spalten in Abbildung 14 zu erkennen. Die Funktion von CbfA kann durch die CTD alleine
erflllt werden. Zu diesem Cluster gehort auch das durch die Sonde SLI671 vertretene Gen
DDB_G0293690, welches mit einer Identitdat von 98% als Fragment eines Retrotransposons vom
TRE5-A-Typ identifiziert werden kann. Es wird in AX2 2,3-fach mehr exprimiert als in JH.D,
GFP-CbfA’24+9% steigert die Expression in JH.D um den Faktor 4,7. Dies entspricht den

Northern-blot in Abbildung 10.
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Cluster IV hat mit vier Genen die kleinste Anzahl. Sie werden durch CbfA negativ reguliert, dass

Vorhanden sein von GFP-CbfA’2+%% steigert deren Expression.

Fast 40% aller analysierten Gene befinden sich im Cluster V. Diese Gene werden durch CbfA
negativ beeinflusst, dies bedeutet, dass ihre Expression in JH.D grofer ist als in AX2.

Entsprechend Cluster Ill wird hier die Funktion durch GFP-CbfA”***% wieder erlangt.

Cluster VI beinhaltet 18 Gene. Diese durch CbfA negativ regulierten Gene zeigen keine
expressionelle Reaktion auf die CTD. Hier gelten die gleichen Aussagen wie fiir die Cluster |

Gene.

3.4 Verifizierung der Microarray-Daten

Zum Nachweis der Richtigkeit der erlangten Daten wurden zwei unterschiedliche Ansdtze
gewahlt. Aufgrund der Struktur der benutzten Microarrays sind fiir viele Gene mehr als eine
Sonde vorhanden. Deshalb wurden jeweils zehn mit mindestens zwei Sonden vertretene Gene,
welche differentiell exprimiert werden, Gberprift. Fiir alle Serien war die Art der Regulation der
unterschiedlichen Sonden eines Genes identisch. Bei jeweils acht Genen betrug die maximale
Abweichung 10% (Tabelle 5). Des Weiteren sind drei nicht signifikant unterschiedlich
exprimierte Gene Uberprift wurden. Auch hier verhalten sich die verschiedenen Sonden

dhnlich. Diese Analyse basiert auf dem gleichen Experiment wie die Primardaten.

Tabelle 5: Vergleich der Regulation von Genen mit mehreren Sonden

Vergleich @ Abweichung | maximale Abweichung

AX2 vs. JH.D 11% 48% (DDB_G0277761 mit Sonden VSD732 1,541x
und SSC695 2,278x )

JH.D GFP-CbfA”***® vs. JH.D | 9% 35% (DDB_G0271916 mit Sonden U48298 1,249x
und SSL284 1,682x)

AX2 GFP-CbfA”***%8 vs. AX2 13% 39% (DDB_G0272560 mit Sonden X52688 1,359x
und SLI144 1,884x)

Der zweite Ansatz zur Verifizierung nutzt eine andere Methode zur Quantifizierung von
Expressionsmustern. Bei der quantitativen Echtzeit-Polymerase-Kettenreaktion an einer
komplementdaren DNA (qRT-PCR) kdnnen im Gegensatz zum Microarray, in dem bis zu einem

gesamten Transkriptom untersucht werden kann, nur einige Gene betrachtet werden. Es sind
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deshalb fur jedes erwahnte Cluster (Abschnitt 3.3) ein bis drei Gene ausgewahlt worden. Fir
Cluster unter 20 Genen ist ein Gen gewahlt worden, fir Cluster Giber 20 sind es zwei. Fir das
Cluster Il wurde =zusatzlich das Gen orfSGP (DDB_G0282815) betrachtet, da es in
Proteomuntersuchungen als das am starksten von CbfA regulierte Protein identifiziert wurde
(Jennes 2006). Die Auswahl der restlichen Gene erfolgte willklrlich, wobei ohne Kenntnis ihrer
Funktion darauf geachtet wurde, dass am 3‘-Ende eine spezifische PCR-Bande um 180 bp
entsteht. Flr einige Gene erstreckt sich die Probe Uber ein Intron, sodass die Qualitdt der cDNA-

Praparation lberprift werden konnte.

Alle Messungen wurden gegen das Gen fir die Glycerinaldehyd-3-Phoshat-Dehydrogenase
(gpdA, DDB_G0275153) standardisiert. Die fiir dieses Gen auf dem Microarray vorhandene
Sonde SLD171 war in allen Experimenten nicht differentiell exprimiert. Die Regulation wurde
mit einer modifizierten delta-delta-Methode nach Pfaffl (2001) bestimmt. Im Teil A der
Abbildung 15 ist die Verifizierung des Vergleiches AX2 zu JH.D zu erkennen. Die Regulationsart
war bei beiden Methoden fir alle Gberpriften Transkripte gleich. Eine von ihrem Betrag hohere
Regulation in der gRT-PCR ist ein sehr oft beobachtetes Phanomen, welches noch nicht

zufriedenstellend geklart werden konnte (u.a. Na et al. 2007).

Der Teil B der Abbildung 15 zeigt mit dem in griin dargestellten Balken den Einfluss einer
Transformation auf die Expression ausgewahlter Gene. Es gibt eine Reihe von
Veréffentlichungen, die zeigen, dass einige Anderungen des Expressionsprofils eines
Organismus allein auf den Prozess der Transformation bzw. Transfektion zuriickzufiihren sind
(u.a. Jacobsen et al. 2009). Um dies fir die selektierten Gene auszuschlieBen, wurde ein leerer
Expressionsvektor in JH.D transformiert und der entstandene JH.D [leer] mit JH.D verglichen. Die
transkriptionellen Anderungen sind bis auf eine Ausnahme gering. Das Cluster Ill-Gen
DDB_G0282815 wird in JH.D 3,4-mal starker exprimiert als in JH.D [leer]. Die Expression in JH.D
[GFP—beA724’998] ist aber um den Faktor 42 héher als in JH.D. Der mathematische Vergleich JH.D
[GFP-CbfA’**%%%] zu JH.D [leer] ergibt eine liber 140-fache, plasmidbereinigte Regulation. Um
eine bessere Vergleichbarkeit mit den Arraydaten zu ermdéglichen und aufgrund der geringen
Anderungen der anderen untersuchten Gene wird im weiteren Verlauf der Arbeit der Effekt der

Leertransformation vernachlissigt. Die Abbildung 15 B zeigt ferner die Uberpriifung der Daten
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fur die Funktion von GFP-CbfA’?**%® in JH.D. Fur Cluster | und VI ist die Regulation der
Arraydaten entsprechend dem Punkt 3.3 per Definition 1. Die durch gRT-PCR ermittelten Werte
haben hier einen Betrag kleiner 1,3. Fiir die restlichen Cluster ist die Art der Regulation durch

beide Methoden gleich. Es gelten die gleichen Aussagen wie fiir AX2 zu JH.D.

Cluster
A | | Il 11| I I \Y) V V VI

100 M qPCR
M Array

Lt il

10

Lol

0,1

Regulation AX2/IH.D

B 0,01
100

10

0,1

0,01

Regulation JH.D Plasmid / JH.D

X J

Abbildung 15: Verifizierung der Arraydaten mittels qRT-PCR; (A) fiir den Vergleich AX2 zu JH.D
(B) JH.D [leer] zu JH.D (griin) bzw. JH.D [GFP-CbfA”*****] zu JH.D (blau); gezeigt sind Mittelwerte und
Standartabweichung von 6 Microarray-Experimenten beziehungsweise die Quantifizierung von 3
unabhangigen RNA-Praparationen mittels gRT-PCR; die Darstellung erfolgt aufgrund besserer
Ubersichtlichkeit logarithmisch
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3.5 Differentiell exprimierte Gene im Vergleich AX2 zu JH.D bilden
Anhdaufungen in funktionellen Kategorien — GOAT-Analyse

Eine oftmals sehr schwierige Aufgabe von Transkriptom- und Proteomanalysen ist die
Zuordnung von molekularen Funktionen und biologischen Prozessen zu einer Liste von
regulierten Genen. Einen grofen Fortschritt stellt dabei das , gene ontology project” (GO;
http://www.geneontology.org/) dar, welches eine einheitliche Plattform fir die Annotation
ganzer Genome liefert. Von den etwa 12.500 D. discoideum-Genen sind zum Zeitpunkt dieser
Arbeit 7407 Genprodukte annotiert (http://www.geneontology.org/GO.current.annotations.
shtml, Stand 16.09.2009). Die Beschreibung teilt sich in die Kategorien molekulare Funktion,
biologischer Prozess und Lokalisierung des Genprodukts auf. Eine Zuordnung der Annotationen
sowie eine statistische Auswertung erfolgte mit dem Anwendungspaket Gene Ontology

Analysis Tool (GOAT, Xu und Shaulsky 2005) fiir R 1.9.1 (BioConductor).

Aufgrund des Datensatzes AX2 zu JH.D kdnnen Aussagen liber die Funktion der von CbfA
regulierten Gene getroffen werden. In Abbildung 16 sind einige Prozesse und molekulare
Funktionen mit ihrer Anreicherung unter den differentiell exprimierten Genen dargestellt. Die
komplette Liste der Annotationen mit statistischer Signifikanz p < 0,05 und mindestens zwei
Genen befindet sich im Anhang D. Die im Teil A der Abbildung genannten Anreicherungen
positiv von CbfA regulierter Gene konnten neben der Glukosehomeostase unter den Begriffen
Aufnahme und Verdauung von Bakterien zusammengefasst werden. Die in Verbindung zur
Glukosehomeostase assoziierten Gene cf45-1 (DDB_G0269248) und cf50-1 (DDB_G0273175)
sind Komponenten des counting factor complexes, welcher die GroRRe der Aggregate wahrend
der Fruchtkorperbildung steuert (Brock et al. 2002 und 2003). Eine Uberpriifung des
Datensatzes auf die zwei anderen bekannten Komponenten dieses Signalkomplexes zeigte eine
differentielle Expression des Genes c¢f60 (DDB_G0284363) in dhnlichem Ausmal wie die beiden
oben genannten. Countin (ctnA, DDB_G0274597) wurde nicht differentiell exprimiert. Eine
Abfrage der Gene uUber dictyExpress (http://www.ailab.si/dictyexpress/run/ Rot et al. 2009)
zeigte die hochste Expression bei der Initilerung der Entwicklung wahrend bzw. am Ende der

vegetativen Wachstumsphase. Untersuchungen in JH.D in Bezug auf die basale Expression der
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Adenylylcyclase A deuten auf einen dhnlichen Zeitpunkt des Einflusses von CbfA auf die

Entwicklung hin (Siol et al. 2006a).

Auch unter den reprimierten Genen (Teil B) lassen sich mehrere Anhdufungen feststellen. Dies
sind neben den Aminosdurestoffwechsel auch zwei Hauptenzyme der Glukoneogenese,
Phosphoenolpyruvat-Carboxykinase (pckA, DDB_G0271678) und Fruktose-1,6-bisphosphatase
(fbop, DDB_G0270836). In Anbetracht der differentiell exprimierten Gene des
Nukleotidstoffwechsels, kann in der Bereitstellung von Glukose als der Ausgangspunkt fur die
Synthese von Ribosen durch den Pentose-Phosphat-Weg hier ein Wirken in der De-novo-

Synthese von Nukleotiden vermutet werden.

GO level Anreicherung Liste Total p-Wert GOID Annotation A
7 l 2 5 0,002 GO:0042593 Glukosehomeostase
6 % 4 10 O G0:0009253 Peptidoglykan katabolischer Prozess
7 : 4 14 0 G0:0016998 Zellwand katabolischer Prozess
6 :] 11 212 0 G0:0006508 Proteolyse
7 2 20 0,016 GO:0006907 Pinozytose

[e)]
N

34 0,039 GO:0016298 Lipase Aktivitat
10 O G0:0003796 Lysozym Aktivitat

6:] 7 29 0 G0:0004197  Cystein-Endopeptidase Aktivitat

o))
~

31 0,038 GO0:0042493 Antwortauf Drogen
15 0,01 GO:0015893 Drogentransport
16 O G0:0009126 Purinmonophosphatnukleosid metabolischer P.
43 0 G0:0006163  Purinnukleotid metabolischer Prozess
14 0 G0:0009127 Purinmonophosphatnukleosid biosynthetischer P.
41 0 G0:0006164 Purinnukleotid biosynthetischer Prozess

0 GO0:0006559 L-Phenylalanin katabolischer Prozess

4
5 0,002 GO:0006572 Tyrosin katabolischer Prozess

4 0 G0:0006558 L-Phenylalanin metabolischer Prozess
5 0,002 GO:0006570 Tyrosin metabolischer Prozess

9 0,01 GO:0006563 L-Serin metabolischer Prozess

152 0,01 GO:0006520 Aminosaure metabolischer Prozess
14 0,01 GO:0006090 Pyruvat metabolischer Prozess

35 0,038 GO:0006006 Glukose metabolischer Prozess

17 0,01 GO:0019319 Hexose biosynthetischer Prozess

N NNUNNNNNONON PP
NNNOUONNNMNMNNMNNOROOBRNN

Abbildung 16: GOAT-Analyse CbfA regulierter Gene; Auswahl an (A) aktivierter Gene (B) reprimierter
Gene; GO level gibt hierarchische Ordnung der Annotation an, wobei 1 der allgemeinsten entspricht,
Anreicherung ergibt sich aus dem Verhéltnis der Gene in der Liste und aller Gene (Total) mit dieser
Annotation in Bezug auf die Gesamtzahl der Gene in der Liste und der annotierten Gene, p-Wert
entspricht der statistischen Signifikanz, GO ID und Annotation definieren den Prozess bzw. die Aktivitat
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Unter den angereicherten Genen befinden sich fiinf Gene der De-novo-Purinnukleotidsynthese
(guaA, guaB, purB, purC/E, purD) und eines der De-novo-Pyrimidinsynthese (pyr4). Uberpriift
man die restlichen in den Synthesewegen vorhandenen Gene, so stoft man fir die
Purinnukleotidsynthese auf zwei weitere, 1,3-fach in JH.D hoéher regulierte Gene (purF und
purH). Die Gene purl und purN sind auf dem Microarray nicht vorhanden, purA wird nicht
signifikant in seiner Expression beeinflusst. Die an der Pyrimidinnukleotidsynthese beteiligten

Enzyme pyr1-3, pyr56 und pyrK werden alle 1,4-fach in JH.D starker exprimiert.

Des Weiteren sind vier ABC-G-Drogentransporter (abcG2, abcG3, abcG10 und abcG21) in AX2
geringer exprimiert als in JH.D. In die Analyse der Abbildung 16 B flieBen nur abcG2 und abcG3
ein, da abcG10 und abcG21 zum Zeitpunkt der Arbeit nicht in der GO-Ausgangsliste vertreten
waren. Eine manuelle Berechnung der Anreicherung ergibt 25 (4 gefundene abcG-Transporter

zu 24 im Genom im Verhaltnis zu 82 reprimierten Genen bei etwa 12.500 Genen gesamt).

3.6 Neue Transkriptomansatze

Die Transkriptomanalyse mittels Microarrays ist eine weit verbreitete und sehr ausgereifte
Technik (u.a. Churchill 2002, Leung und Cavalieri 2003). Wie jede andere Methode besitzt auch
sie Grenzen. Zwei limitierende Parameter dabei sind das Vorhandensein eines Arrays fir die
jeweilige Fragestellung sowie der Fakt, dass nur Aussagen Uber Gene getroffen werden kdnnen,
die auf dem Array vertreten sind. Im Zeitalter immer schnellerer, billigerer und parallelerer
werdender Sequenziertechniken entwickeln sich neue Ansatze zur Analyse von Transkriptomen.
In Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe von Dr. Gléckner am Leibnitz-Institut fir
Altersforschung in Jena werden deshalb die Sequenziertechniken ,454“ eine Form der
Pyrosequenzierung, und ,Solexa“, eine Ligase-vermittelte Sequenziermethode, auf die

Fragestellung der CbfA-regulierten Gene angewandt.

Fiir die Erstellung des ,454“-Datensatzes wurde mRNA aus vegetativ wachsenden AX2 und JH.D
Kulturen isoliert. Diese mRNA diente als Ausgangsmaterial zur Sequenzierung, wobei die Anzahl
der Zuordnungen gelesener Sequenzen (Reads) eines Genes als direkt proportional zu seiner
Expression angesehen wird. Vergleicht man nun die auf die Gesamtzahl aller Reads

normalisierten Werte eines Experimentes zu seiner Kontrolle, erhdlt man einen Wert, welcher
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vereinfachend der Regulation in einen Arrayexperiment entspricht. Fiir den ,Solexa“-Datensatz
wurde Total-RNA als Ausgangsmaterial verwendet. Die Sequenzierung und anschlieBende
Zuordnung der Sequenzen zu den Genen erfolgte in der Arbeitsgruppe von Dr. Glockner. Einige
Eckdaten der Experimente sind in Tabelle 6 festgehalten. Beide Sequenziertechniken erfassen
wesentlich mehr Gene als der zuvor verwendete Microarray.

Tabelle 6: Vergleich Transkriptomanalysen AX2 zu JH.D; oberer Teil enthdlt Eckdaten (ber die
Experimente; *erfasste Gene im Array setzen sich aus 5.423 cDNAs und 450 manuell gewéhlten Genen
zusammen, wobei einige Gene bis zu 4-mal vertreten sein kénnen; *zur Vergleichbarkeit sind nur Gene in
der oberen Hilfte der Gesamtreads ausgewertet; *Gene mit mindestens 2,5-facher Regulation

unabhangig von der Gesamtread-Anzahl; Festlegung der Grenzen erfolgt nach dem 2. biologischen
Replikat; unterer Teil Vergleich der Regulation der reprasentativen Gene der Cluster, Darstellung x-fache

Regulation in AX2 zu JH.D

Technik Array 454 Solexa
erfasste Gene (AX2; JH.D) ca. 5.000° 8.789 (7.787; 7.387) 10.045 (9.222; 9.744)
reads AX2 175.143 465.624.841
reads JH.D 144.789 509.433.802

@ (min.; max.) reads

36 (1; 4008)

73.335 (11; 12.047.741)

50% (10; 90) Gene haben

> 5 (55; 0) reads

>7.554 (95.759; 330) reads

1,5x regulierte Gene (+; -)*

2,5x regulierte Gene (+; -)*

162 (80; 82)
30 (14; 16)

482 (280; 202)
1359 (697; 672)

323 (200; 123)
1671 (384; 1233)

Replikate

3 biologische

je 2 technische

1 biologisches

1 biologisches

(2. biologisches in Arbeit)

I-DDB_G0277473 2,120 3,269 (35 reads) 3,672 (42.737 reads)

I-DDB_G0277403 1,671 1,144 (132 reads) 2,407 (255.575 reads)
II-DDB_G0281609 1,727 7,021 (10 reads) 16,251 (70.709 reads)
I11-DDB_G0286953 2,818 5,876 (52 reads) 7,349 (471.129 reads)
I1I-DDB_G0282815 6,091 48,044 (2252 reads) 33,747 (204.801 reads)
I11-DDB_G0274181 3,529 3,093 (67 reads) 3,389 (217.795 reads)
IV-DDB_G0292986 0,572 0,321 (71 reads) 0,068 (143.105 reads)
V-DDB_G0275689 0,541 0,467 (22 reads) 0,147 (131.376 reads)
V-DDB_G0279751 0,267 0,130 (7 reads) 0,069 (15.328 reads)

VI-DDB_G0267528 0,373 0,299 (122 reads) 0,078 (110.714 reads)
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Fir die Nichterfassung aller etwa 12.500 Gene sind zahlreiche Griinde anzufiihren. Einige Gene
sind durch Genverdoppelung entstanden und sind sich in ihrer Sequenz so ahnlich, dass eine
Unterscheidung nicht moglich ist. Dies gilt auch fiir die verschiedenen Familien der mobilen
genetischen Elemente, welche knapp 10% des D. discoideum Genoms ausmachen (Winckler et
al. 2002). Eine weitere Erklarungsmoglichkeit ist, dass die Expression des Genes so gering ist,
dass es auch angesichts einer halben Milliarde reads die mRNA nicht detektierbar ist.
Kandidaten hierfiir sind alle Gene, welche nur in speziellen Situationen exprimiert werden, wie

z.B. Gene der multizellularen Entwicklung oder durch physiologischen Stress induzierte Gene.

Zu der Anzahl differentiell exprimierter Gene in den neuen Transkriptomanalysen lasst sich nur
schwer eine Aussage treffen. Die in der Tabelle angegebenen Werte sind durch rein empirische
Grenzsetzungen gewonnen wurden, welche sich an Veroffentlichungen von Mane et al. (2009)
und Wall et al. (2009) orientieren. In beiden Veroffentlichungen werden komplexere statistische
Verfahren genutzt, welche aufgrund nicht Ubertragbarer Qualitdatsdaten innerhalb unseres
Experimentes nicht anwendbar sind. Deutlich ist allerdings zu erkennen, dass die Zahl der
regulierten Gene sich erhoht. Dabei muss bedacht werden, dass die Arraydaten sich aus sechs
Einzelexperimenten zusammensetzen und nur statistisch signifikante Gene gezahlt werden.
Benutzt man nur einen Datensatz, so werden auch hier im Durchschnitt 640 Gene 1,5-fach
reguliert. Des Weiteren bergen natirlich die 4-5.000 zusatzlich untersuchten Gene ein Reservoir
von in der Microarray-Analyse nicht berlcksichtigten Zielgenen. Vergleicht man die

Sequenziertechniken, so fallt die 3.000-mal héhere Anzahl von zugeordneten Solexareads auf.

Im unteren Teil der Tabelle 6 sind die Regulationen, der fir die Cluster aus Kapitel 3.3 als
reprasentativ gewahlten Gene, verglichen. Alle Regulationen haben die gleiche Richtung,
unterscheiden sich aber teilweise im Betrag. Die Anderungen der durch RNA-Sequenzierungen
entstandenen Datensédtze sind starker und liegen meist auf einem Niveau mit den gRT-PCR-
Daten (Vergleich Abbildung 15 A). Das Gen DDB_G0277403 bildet eine Ausnahme, da hier die
differentielle Expression gemessen durch den Microarray hoéher als die innerhalb des 454-
Experimentes ist. Zum exemplarischen Vergleich der durch die unterschiedlichen Techniken
erzielten Daten dient die Abbildung 17, in der schematisch die De-novo-Synthese von

Nukleosid-5-monophosphaten dargestellt ist.
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A 5-Phosphoribosyl-1-pyrophosphat
purF 0,758 0,654 0,526 0,520
1 purD 0,642 0,435 0,277 0,536
5-Phosphoribosyl-glycinamid
(D purN NV 0,412 0,464 0,414
5-Phosphoribosyl-N-formylglycinamid
/ purl NV 0,834 0,447 0,424
\ purD 0,642 0,435 0,277 0,536
5-Aminodiazol-ribonukleotid
q purC/E 0,556 1,241 0,422 0,434
purH 0,788 1,147 0,821 0,563
{ purB 0,633 0,246 0,424 0,432
Inosin-5‘-phosphat
l purA n.s. 1,657 0,981 0,919 l guaB 0,656 0,637 0,618 NV
Adenylosuccinat Xanthosin-5‘-monophosphat

(I) purB 0,633 0,246 0,424 0,432 (I) guaA 0,633 0,445 0,300 0,429

Adenosin-5-monophosphat Guanosin-5‘-monophosphat
B Glutamin + Hydrogencarbonat
(I) pyrl-3 0,741 1,304 0,393 0,529
Dihydroorotat
<I> pyr4 0,631 0,623 0,348 0,612
Orotat
@ pyr5-6 0,771 0,806 0,481 0,429

Uridin-5-monophosphat
) thyA ns. 0,845 0,438 0,421
Thymidin-5‘-monophosphat

Abbildung 17: De-novo-Synthese von Nukleosid-5‘-Monophosphaten im Vergleich der Regulation der
beteiligten Gene; (A) Purin-5-Monophosphatsynthese (B) Pyrimidin-5‘-Monophosphatsynthese; gezeigt
ist die Genregulation AX2 zu JH.D; erster Wert Microarray, zweiter Wert 454-Sequenzierung, dritter Wert
Solexa-Sequenzierung, vierter Wert gRT-PCR (Mittelwert aus 3 Experimenten); NV = nicht vorhanden,

n.s. = nicht differentiell exprimiert; Pfade durch Metacyc generiert (Caspi et al. 2007)
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Die in Abschnitt 3.5 erwdahnten Gene der De-novo-Purinnukleotidsynthese, welche nicht auf
dem Microarray vorhanden sind (purl und purN), werden in dem Solexa-Experiment zweimal
weniger in AX2 als in JH.D exprimiert. Im 454-Experiment gilt dies auch fur purN. Alle anderen
genannten Gene der Nukleotidsynthese verhalten sich im Solexa-Experiment dhnlich wie in den
Microarray-Daten. Der Betrag der negativen Regulation im Vergleich AX2 zu JH.D ist bis auf das
Gen purH in der Solexa-Sequenzierung immer starker. Das im Microarray-Datensatz nicht
differentiell exprimierte Gen purA ist im Solexa-Experiment ebenfalls nicht reguliert, in den 454-
Daten zeigt es eine positive Regulation durch CbfA. Zur zusatzlichen Einschatzung der Werte
sind qRT-PCRs durchgefiihrt worden. Die mit dieser Methode erstellten Daten dahneln denen

durch Solexa-Sequenzierung generierten.

Die relative Expression der an der De-novo-Synthese von Pyrimidin-5-Monophosphaten
beteiligten Genprodukte ist in AX2 im Vergleich zu JH.D ebenfalls geringer. Dabei ahneln sich
jeweils die durch Microarray und 454-RNA-Sequenzierung sowie die durch Solexa-RNA-

Sequenzierung und gRT-PCR generierten Daten.

Bei den angewandten Techniken handelt es sich auch immer um biologische Replikate. Die
beobachtete Varianz weist auf die Notwendigkeit der Untersuchung mehrerer solcher Replikate

zum Treffen moglichst sicherer Aussagen hin.

3.7 GOAT-Analyse der CbfA-abhdngigen Gene unter Betrachtung der Regulation
durch GFP-ChfA”**"%

Die Daten, welche durch das Microarray-Experiment und durch die Transkriptomanalysen durch
Sequenzierung erzieltet worden, weisen deutlich auf eine oder mehrere Funktionen von CbfA in
vegetativen Zellen hin. Fir die Expression des Retrotransposons TRE5-A kann die durch einen
Northern-blot (Abbildung 10) gezeigte Funktionalitdt der Carboxy-terminalen Domane durch das
Microarray-Experiment bestatigt werden. Neben dem TRE5-A-Gen DDB_G0293690 deuten die
unter 3.3 definierten Cluster auf weitere CTD-abhdngige Gene hin. Entsprechend der unter 3.5
dargestellten Anreicherungsanalyse der CbfA regulierten Gene wurde diese Methode auch auf

diese Genliste angewandt.
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GO level Anreicherung Cluster Liste Total p-Wert GO ID Annotation A
7 2 5 0,001 GO:0042593 Glukosehomeostase

|

6 | 7 212 0 G0:0006508 Proteolyse
7 | 2 20 0,009 GO:0006907 Pinozytose
6 | 2 34 0,018 GO0:0016298 Lipase Aktivitat
6 | 4 29 0 G0:0004197 Cystein-Endopeptidase Aktivitat
6 1 3 10 O G0:0009253 Peptidoglykan katabolischer Prozess
7 1} 3 14 0 G0:0016998 Zellwand katabolischer Prozess
6 1] 3 10 O G0:0003796  Lysozym Aktivitat

0 20 40 60 80 100 B

31 0,016 GO0:0042493 Antwortauf Drogen
15 0,013 GO:0015893 Drogentransport
16 0 G0:0009126 Purinmonophosphatnukleosid metabolischer P.

43 0 G0:0006163  Purinnukleotid metabolischer Prozess

14 0 G0:0009127 Purinmonophosphatnukleosid biosynthetischer P.
41 0 G0:0006164 Purinnukleotid biosynthetischer Prozess

4 0 GO0:0006559 L-Phenylalanin katabolischer Prozess

5 0,001 GO:0006572 Tyrosin katabolischer Prozess

4 0 G0:0006558 L-Phenylalanin metabolischer Prozess
5 0,001 GO:0006570 Tyrosin metabolischer Prozess

152 0,014 GO:0006520 Aminosdure metabolischer Prozess

VNN NNONON BB
<K < << <K<K <K<K <K<K KL<
P NNNNNNOOWNN

0 0 40 6 8 100

Abbildung 18: GOAT-Analyse der durch CTD Co-regulierten Gene; GO-Auswahl an (A) CbfA-aktivierten
Cluster | und Il (B) CbfA-reprimierten Cluster V; GO level gibt hierarchische Ordnung der Annotation an,
wobei 1 der allgemeinsten entspricht, Anreicherung ergibt sich aus dem Verhiltnis der Gene in der Liste
und aller Gene (Total) mit dieser Annotation in Bezug auf die Gesamtzahl der Gene in der Liste und der
annotierten Gene, Cluster ergibt sich aus Zuordnung im Kapitel 3.3, p-Wert entspricht der statistischen
Signifikanz, GO ID und Annotation definieren den Prozess bzw. die Aktivitat

Es konnten fir vier Cluster signifikante Anreicherungen gefunden werden. Einige sind in der
Abbildung 18 dargestellt, eine komplette Liste befindet sich im Anhang E. Fir Cluster Il und IV
kann keine Anreicherung festgestellt werden, was aufgrund von nur vier bzw. acht Genen zu
erwarten ist. Fur die Bedeutung der CTD sind hier insbesondere die Cluster Ill und V interessant.
Die durch Suppression von CbfA in JH.D bedingten Anderungen werden durch GFP-CbfA’%+%%
umgekehrt. Einige Proteinprozesse, die am Abbau von Bakterien beteiligt sind, kdnnen durch die
CTD allein aktiviert werden. Zu erwdhnen ist in diesen Zusammenhang, dass die am counting
factor complex beteiligten Genprodukte nicht durch den C-Terminus von CbfA reguliert werden.
Sie befinden sich im Cluster | zusammen mit anderen Aktivitaten, die am Abbau von Bakterien
beteiligt sind. Im Gegensatz dazu werden Teile des Drogentransportes, des Purinnukleotid- und
des Aminosaurestoffwechseles durch die CTD autonom reprimiert. Die eventuell fiir die

Bereitstellung von Ribose benétigte Glukoneogenese ist nur in der Expression von pckA von der

CTD abhangig. Das Gen fbp wird nur durch Gesamt-CbfA reguliert.
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3.8 Einfluss der Carboxy-terminalen Domane auf die Entwicklung

Aufgrund der Ausrichtung des Microarrays kénnen im Verlauf dieser Experimente keine
Aussagen Uber entwicklungsspezifische Prozesse getroffen werden. Bereits erwahnte Strukturen
wie z.B. der counting factor complex besitzen zwar Einfluss auf die Entwicklung, werden aber

hauptsachlich in vegetativen Zellen exprimiert.

Bereits in friiheren Arbeiten wurde eine Abhédngigkeit des Genes fiir die Adenylylcyclase A
(acaA) von CbfA belegt (Siol et al. 2006a), was den moglichen Grund fiir den Ausfall praktisch
aller getesteten Entwicklungsgene bedingt (Winckler et al. 2004). Um die Auswirkungen der CTD
auf die Entwicklung zu testen, wurden mehrere positive Klone der Transformationen von AX2
und JH.D mit GFP-CbfA”**?*®in Schuttelkultur vermehrt und sowohl auf Phosphatplatten als
auch auf Bakterienrasen ihre Fahigkeit zur makroskopischen Entwicklung Uberprift. Als
Vergleich dienten die nicht transformierten Ausgangsstaimme. In Abbildung 19 sind

mikroskopische Aufnahmen der multizellularen Entwicklung nach Abschluss des Zyklus in AX2

abgebildet.
A ] B )
AX2 AX2 [GFP-ChfA724-9%8] AX2 AX2 [GFP-CbfA724-9%8]
. [ y P % E 4 - ata SF F
EN ST N bR R
[ ] 5 . 1 @ . e | ' / ‘.\-g, - ’
. o & . A 2 . e[ 8 = » .
g 2 -9 < - re o / g . . ' F
L] oy @, s ) 4 g k} N .* Sy =
— ,_'._ '3 - ' . A ) ““\" - @ - o } ..‘ ..\' ’
B o R YL
; :'kil:} ° {.. ,:.f e ) - N . .
e — el \/‘ = . 1 \ - . » -
S -
°
0.
Ih-
JH.D JH.D [GFP-CbfA724-998] JH.D JH.D [GFP-CbfA724-998]

Abbildung 19: multizellulire Entwicklung von AX2, JH.D und deren Transformanten mit
GFP-CbfA7?**%, (A) auf Phosphatplatten nach 30 Stunden (B) auf Klebsiella planticola nach 34 Stunden;
alle Aufnahmen mit 57x VergréBerung
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Eine langere Inkubationszeit resultierte nach 72 Stunden in einigen kleinen Fruchtkdrpern
sowohl in JH.D als auch in JH.D [GFP-CbfA"**?®], was mit frilheren Beobachtungen in Einklang
zu bringen ist (Winckler et al. 2001). In beiden angewandten Tests waren die Ergebnisse dhnlich.
Die Expression von GFP-CbfA’?*°® in JH.D hat keinen sichtbaren Einfluss auf den

Aggregationsdefekt. Es sind auBerdem keine Effekte in der AX2 Umgebung zu beobachten.

Entsprechend den mikroskopischen Beobachtungen ist auch bei diesem Experiment kein

Einfluss von GFP-CbfA’*%%

in JH.D auf die Induktion der Entwicklungsmarker zu erkennen. Die
Adenylylcyclase A wird acht Stunden nach Beginn der Entwicklung drei- bis viermal mehr wie in
der vegetativen Phase exprimiert. In der AX2-Umgebung hat diese Induktion den Faktor 140 bis
160. Das csaA-Transkript wird in JH.D sogar starker induziert als in CTD-exprimierenden JH.D-
Zellen. Ein ahnlicher Trend ist in AX2 und AX2 [GFP-CbfA"***%*] zu beobachten, wobei beide
Anderungen aufgrund der hohen Standardabweichung nicht signifikant sind. Diese

Schwankungen lassen sich durch eine schwierige Quantifizierung der sehr geringen Expression

der Entwicklungsmarker zum Zeitpunkt null erklaren.

200
180 M acaA
160 " A
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Abbildung 20: qRT-PCR 8 Stunden hungernde Zellen gegen nicht hungernde Zellen; angegeben sind
Mittelwert und Standartabweichung aus drei Experimenten
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3.9 Kernlokalisation von GFP-CbfA”**°%® und AT-Haken-Mutanten

Die in Kapitel 3.3 und 3.7 dargestellten Ergebnisse lassen eine autonome regulatorische
Funktion der CbfA-CTD vermuten. Die Daten legen nahe, dass sowohl CTD-reprimierte als auch
CTD-aktivierte Gene existieren. In der einzigartigen Carboxy-terminalen Domane lassen sich
aufgrund ihrer Sequenz zwei Strukturelemente ausfindig machen. Dies ist zum einen die
zweigeteilte Kernlokalisierungssequenz K;9gKRPIVLDNDKPKGRg1, (NLS unterstrichen) sowie ein
sogenannter AT-Haken mit seinem zentralen GRg;,P-Motiv. Dieses Element kann adenin- und

thymidinreiche Sequenzen aufgrund ihrer Kompaktheit binden (Arvind und Landsman 1998).

Es ist zu erwdhnen, dass CbfA eine zweite potentielle NLS besitzt (Ks3sKIKCHRCEKRFKKFsp,),
welche sich im Bereich des zweiten Zinkfingers befindet. Ziel der nachfolgend beschriebenen
Arbeiten ist es, durch gezielten Austausch funktionell wichtiger Aminosduren die Beteiligung des
AT-Hakens an der CTD-vermittelten Regulation zu belegen. Da sich zentrale Elemente dieser
Struktur mit der Kernlokalisation tberschneiden, miissen diese Themen zusammenhangend
betrachtet werden. Alle durch Einzelstrangmutagenese manipulierten Plasmide sind in den
Stamm JH.D transformiert worden. Erhaltene Klone wurden auf vorhandene Fluoreszenz, sowie

auf die Expression des Fusionsproteins GFP-CbfA’?*%%®

mittels Western-Blot Uberprift. Die
Fluoreszenzverteilung fixierter Zellen reprasentativer Klone wurde mittels konfokaler
Laserscanning-Mikroskopie dokumentiert. Dies erfolgte in Zusammenarbeit mit der Abteilung
Molekulare und Angewandte Mikrobiologie des Leibniz-Institut fir Naturstoff-Forschung und

Infektionsbiologie — Hans-Knoll-Institut (Jena).

Die Lokalisation der GFP-markierten CTD sowie ihrer Mutanten ist in Abbildung 21 dargestellt.
Es wurden als erstes die Komponenten der NLS betrachtet. Durch die Umwandlung der
Aminosauren 799 bis 800 von Lysin und Arginin zu Asparagin und Glycin wird ein groBer Anteil
des Fusionsproteines nicht mehr in den Kern transloziert. Die funktionell entgegengesetzte
Mutation Prolin 801 zu Arginin hat im Vergleich zum Wildtyp keine sichtbare Auswirkung auf die
Verteilung. Das entstandene KKRK-Motiv entspricht einer ,klassischen” NLS (u.a. Cristophe et al.
2000). Die Umwandlung von Arginin 812 zu Alanin fuhrt zu einer deutlichen Erhéhung des

cytoplasmatischen Anteils von GFP-CTD, welcher jedoch geringer war als der von K799N R800G.
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GFP-CbfA7249% (WT)
KKRPIVLDNDKPKGRPPKNLKEW

N-terminal zerstort (K799N R800G)
KNGPIVLDNDKPKGRPPKNLKEW

N-terminal optimiert (P801K)
KKRKIVLDNDKPKGRPPKNLKEW

~ AT-Haken zerstort (R812A)
' KKRPIVLDNDKPKGAPPKNLKEW

N-terminal zerstort (K799N R800G)
AT-Haken zerstort (R812A)
KNGPIVLDNDKPKGAPPKNLKEW

N-terminal optimiert (P801K)
8 AT-Haken zerstort (R812A)
| KKRKIVLDNDKPKGAPPKNLKEW

Abbildung 21: Kernlokalisation der GFP-CbfA’***®® in JH.D; von links nach rechts: Durchlichtbild,
Farbauszug der GFP-Fluoreszenz, Uberlagerung beider; GroRenstandart ist 10um; Sequenz entspricht der
AS 798-820 von CbfA; Teile der NLS fett, AT-Haken in rot, gedanderte Aminosduren in blau
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Diese Veranderung ist offenbar bestimmend fiir die Funktionsweise des AT-Hakens. Deshalb
wurden sowohl cytoplasmatische (K799N R800G R812A) als auch vollkommen kernlokalisierte
(P801K R812A) CTD-Versionen getestet.

3.10 Genregulation durch GFP-CbfA’****® und AT-Haken-Mutanten

Zur Ermittlung der regulatorischen Aktivitdt der unter 3.9 beschriebenen Mutanten sind gRT-
PCR-Messungen der fiir die Cluster reprasentativen Gene durchgefiihrt wurden. Jede Messung
wurde mit mindestens drei unabhdngigen RNA-Isolationen eines Klones durchgefihrt und mit
mindestens einem weiteren Klon verifiziert. Alle Berechnungen beziehen sich auf JH.D als
Kontrolle. In Abbildung 22 sind zu Gunsten der Ubersicht nur die Werte der CTD-abhingigen
Cluster 1I-V dargestellt. Die CTD-unabhdngigen Cluster | und VI zeigen in allen untersuchten

Mutationen dhnliche Expression wie in Abhéngigkeit von GFP-CbfA”**%%,

Cluster

*
100 - Il 1] III!_| Il v \) V

10 -

Regulation JH.D Plasmid / JH.D
e
FIH 1%
*
E%:
3

0,1
% % N © N
q)'\' %QJ Q;L /\V qu’ /\") ,\03
W K & ¥ K S q,
Q}c& Q)(o %(9 %o %o Q)(a %co
7 7 7 7 Vs e ¥
P S P P P P P
M JH.D GFP-CTD /IJH.D H JH.D GFP-CTD K799N R800G / JH.D
i JH.D GFP-CTD R812A / JH.D M JH.D GFP-CTD P801K /JH.D
L4 JH.D GFP-CTD P801K R812A / JH.D B JH.D GFP-CTD K799N R800G R812A /JH.D

Abbildung 22: Einfluss von Mutationen im Bereich des AT-Hakens auf die Regulation durch CbfA”**"%;

dargestellt sind Mittelwert und Standartabweichung von mindestens 3 Messungen; Signifikanz im
Vergleich P801K zu P801K R812A: *p < 0,05 **p < 0,005 ***p < 0,0005 (t-Test)

Eine Reduzierung der Regulation durch die Mutationen K799N R800G (+R812A) ist durch die

verminderte Translokation in den Kern (vgl. Abbildung 21) zu erkldren. Die Mutante R812A
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zeigte zumindest fir die Cluster lll und V eine stark verringerte Fahigkeit zur Regulation. Fir
P801K wurde eine dem Wildtyp entsprechende Funktionsweise erwartet, welche sich im Cluster
I, 1l und fir ein Cluster V-Gen (DDB_G0275689) erkennen lasst. Das zweite Cluster V-Gen wird

in beiden untersuchten Klonen nicht reguliert.

Die fir die Beteiligung des AT-Hakens aussagekraftigste Mutante ist das kerngangige
P801K R812A-Protein. Der Faktor Kernlokalisation ist hier im Vergleich zur Mutante P801K
vernachldssigbar. Fur alle Cluster lll-Gene kann mittels eines t-Testes ein statistisch signifikanter
Unterschied festgestellt werden. Dies gilt ebenfalls fiir das durch die P801K-Mutante regulierte
Cluster V-Gen. Die Starke der Signifikanz ist in Abbildung 22 durch Sterne dargestellt.
Interessant ist die Tatsache, dass die Regulation zweier Cluster IlI-Gene nicht auf Werte um eins

sinkt. Eine Restaktivitdt der Mutante scheint noch vorhanden zu sein.

Das getestete Cluster II-Gen zeigt keine signifikanten regulatorische Effekte auf die
durchgefiihrten Manipulationen. Das Cluster IV-Gen verhalt sich bis auf P801K entgegen der
Erwartungen. Die Mutation des zentralen Arginin 812 resultiert in einer erhéhten Regulation
des untersuchten Gens. Zu erwarten wdre hier eine Anndherung an eine differentielle
Expression von eins. Allgemein ist aber die Funktion des nicht mutierten GFP-CbfA’*"*% pereits

sehr gering, was eine Diskussion dieses Ergebnisses erschwert.

3.11 Regulatorischer Einfluss von Lysinen im Bereich des AT-Hakens

Eine Sequenzanalyse bekannter Typ-lll AT-Haken zeigt die hohe Konservierung von Argininen
und Lysinen im direkten Umfeld des AT-Hakens (Arvind und Landsman 1998). Der Einfluss dieser
basischen Aminosduren wurde in den strukturell etwas anders aufgebauten Typ-Il
AT-Hakenproteinen der HMGA-Familie bereits etwas naher untersucht (Huth et al. 1997, Reeves
et al. 2001 a, Reeves 2001 b) und lasst vermuten, dass sie an der DNA-Bindung beteiligt sind.
Um dies fir die Carboxy-terminale Domane von CbfA zu Uberpriifen, wurden jeweils die zwei
dem Kernmotiv Glycin Arginin Prolin des AT-Hakens nachst gelegenen Lysine ausgetauscht. Dies
erfolgte an dem Konstrukt, welches bereits die Mutationen P801K R812A in [GFP-CbfA’29%)

724-998

aufwies. Die Lokalisation der entstandenen GFP-CbfA -Mutanten in den Transformanten

von JH.D ist in Abbildung 23 erkenntlich. Unterschiede in der Zellmorphologie sind auf eine
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unzureichende Fixierung der spater erstellten Stamme zurlickzuflihren, in Kultur erscheinen alle
Stamme gleich. Die Fluoreszenzverteilung unterscheidet sich fiir die N-terminalen Lysine nicht
von der kerngdngigen AT-Haken-Mutante. Die beiden C-terminalen Verdanderungen erhdhen

den cytoplasmatischen Anteil der Fluoreszenz minimal.

N-terminal optimiert (P801K)
AT-Haken zerstort (R812A)
KKRKIVLDNDKPKGAPPKNLKEW

N-terminal optimiert (P801K)
AT-Haken zerstort (R812A)
Lysin -4 verdndert (K80O8A)
KKRKIVLDNDAPKGAPPKNLKEW

N-terminal optimiert (P801K)
AT-Haken zerstort (R812A)
Lysin -2 verdndert (K810A)
KKRKIVLDNDKPAGAPPKNLKEW

N-terminal optimiert (P801K)
AT-Haken zerstort (R812A)
Lysin +3 verdndert (K815A)
KKRKIVLDNDKPKGAPPANLKEW

N-terminal optimiert (P801K)
AT-Haken zerstort (R812A)
Lysin +6 verdandert (K818A)
KKRKIVLDNDKPKGAPPKNLAEW

Abbildung 23: Kernlokalisation von AT-Haken-Mutantenin JH.D; von links nach rechts: Durchlichtbild,
Farbauszug der GFP-Fluoreszenz, Uberlagerung beider; GroRenstandard ist 10um; Sequenz entspricht
der AS 798-820 von CbfA; Teile der NLS fett, AT-Haken in rot, gedanderte Aminosauren in blau; Position
der Lysine bezieht sich auf das urspriingliche Arginin 812 des AT-Hakens
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In Abbildung 24 ist die regulatorische Kapazitat der untersuchten Transformanten dargestellt.
Experimente wurden wie in 3.10 beschrieben durchgefiihrt und auf den Ausgangsstamm JH.D
bezogen. Da fiir Cluster Il und IV aufgrund des vorherigen Experimentes keine schliissigen
Aussagen mehr moglich sind, werden nachfolgend nur die Cluster Il und V betrachtet. Fir
Cluster IIl ist bei allen drei untersuchten reprasentativen Genen eine signifikante Reduzierung
der Aktivitat durch den Austausch des Lysins 815 (+3) erkennbar. Fiir das Gen DDB_G0282815
ist ferner die Mutation des Lysins 808 (-4) statistisch signifikant von Einfluss, die Mutation
Lysin 818 (+6) mit p = 0,06 zeigt eine deutliche Tendenz. Entgegen der Erwartung steigen fir die
beiden anderen Cluster lll-Gene die Regulationen der Mutante P801K R812A K818A im Vergleich
zu P801K R812A wieder an. Die Cluster V-Gene verhalten sich vollig anders. DDB_G0279751
zeigt ebenfalls eine Reaktion auf die Mutation des Lysins 815 (+3), welche zu einer leichten
Verringerung der Regulation fiuhrt. Da aber bereits die Mutation P801K R812A die
reprimierende Wirkung von GFP-CTD aufhebt, sind Riickschliisse auf die Funktion der Lysine in
diesem Fall schwer zu treffen. Das Gen DDB_G0275689 zeigt diesen Effekt fiir alle Lysine aul3er
K810 (-2), wobei die reprimierende Wirkung von GFP-CbfA”***?® durch die Veranderung der

Lysine 815 (+3) und 818 (+6) fast vollstandig wieder erreicht wird.
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Regulation JH.D Plasmid / JH.D
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it

DDB_G0286953 DDB_G0282815 DDB_G0274181 DDB_G0275689 DDB_G0279751

|JH.D GFP-CTD P801K R812A /JH.D i JH.D GFP-CTD P801K K808A R812A /JH.D
H JH.D GFP-CTD P801K K810A R812A /JH.D JH.D GFP-CTD P801K R812A K815A / JH.D
i JH.D GFP-CTD P801K R812A K818A /IH.D

Abbildung 24: regulatorischer Einfluss von Lysinen im Bereich des AT-Hakens; dargestellt sind
Mittelwert und Standardabweichung von mindestens 3 Messungen; Signifikanz im Vergleich P801K
R812A zu entsprechenden Lysinmutanten: *p < 0,05 **p < 0,005 ***p < 0,0005 (t-Test)
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3.12 Bindung der AT-Hakenmutanten an den Modellpromotor von acaA

Der beobachtete Einfluss des Lysins 815 sollte in einem weiteren Experiment gezeigt werden.
Dazu wurden DNA-Protein-Bindungstests durchgefiihrt. Eine Interaktion von CbfA mit dem
Bereich -739 bis -448 des Genes der Adenylylcyclase A (acaAP’* bis “8) ist in der Literatur
beschrieben (Siol et al. 2006a). Obwohl die CbfA-CTD nicht ausreichend ist, um acaA zu
aktivieren (vgl. Kapitel 3.8 insbesondere Abbildung 20), zeigen Versuche eine spezifische
Bindung der Proteindomane an ein biotinyliertes Promotorfragment. Diese Bindung wurde mit
bekannten Modifikationen des Promotors von acaA verifiziert. Des Weiteren wurde die Bindung
des C-Moduls von TRE5-A untersucht, da hier zumindest eine Beteiligung des AT-Hakens der

CbfA-CTD an der Bindung dieses Elementes bekannt ist (Horn et al. 1999).

Die verwendeten Promotorfragmente und ihre Modifikationen sind schematisch in der
Abbildung 25 A skizziert. Ein reprasentativer Western-Blot eines durchgefiihrten
Bindungsnachweises ist in Abbildung 25 B dargestellt. Aufgrund der in JH.D gebildeten Menge
an CbfA kann das Bindungsverhalten der CTD direkt mit dem gesamten Protein verglichen
werden. Das Muster der Bindung an die biotinylierten PCR-Produkte ist dhnlich, die CTD bindet

739 bis -448

sowohl an das C-Modul als auch an acaAP . Der mit dem Interaktionsbereich des

739bis-448 \yird ebenfalls gebunden. Entfernt man den Bindebereich

C-Moduls modifizierte acaAP’
ersatzlos, kann keine Interaktion mehr nachgewiesen werden. Der Unterschied von CbfA und
seiner Carboxy-terminalen Domane in der Interaktion mit dem acaAp7* P 448 hai dem im
identifizierten Bindebereich jeweils zweimal zehn Thymidine durch Adenosine ersetzt werden,
ist auf ein allgemein starkeres Signal der GFP-CTD im Vergleich zum Gesamt-CbfA
zurlickzufiihren. Die Bindung an dieses Konstrukt ist zwar gering, wiederholt sich aber in allen
Experimenten. Es ist anzumerken, dass die gezeigten Intensitaten nicht absolut vergleichbar

sind, da sich das Protein und seine Domane in der Masse unterscheiden und GFP-CTD erheblich

mehr als CbfA in JH.D gebildet wird.
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Abbildung 25: Aufreinigung von CbfA-Fragmenten mit Hilfe spezifischer DNA-Proben; (A) schematische
Darstellung der benutzten DNA-Fragmente: C-Modul ist 134 bp-langer Bereich mit Promotoraktivitat in
der 3‘-untranslatierten Region von TRE5-A, schraffierter Bereich enthdlt die bekannten CbfA-
Bindemotive CMBS-1 und 2 (Geier et al. 1996, Horn et al. 1999); acaAP ™ ** *% mit den zwei
homopolymeren Thymidinbereichen in grau; acaAP’®® ** ¥ T zu A mit Unterbrechung der
Thymidinbereiche durch jeweils zehn Adenosine in schwarz; acaAP”®® ®* **® ABglll mit entfernten
putativen CbfA-Bindebereich; acaAP”*® ** **® C Bindebereich mit dem entsprechenden Bereich des
C-Moduls ersetzt (Siol et al. 2006a) (B) Verifizierung der Bindung von CbfA und GFP-CbfA’***% an
bekannte DNA-Proben; Molekiilmasse in kDa

Um die Fahigkeit zur Interaktion der AT-Hakenvariationen mit der DNA zu testen, sind

72499 |nd dessen Mutationen

Kernextrakte prapariert worden. Dazu wurden mit GFP-CbfA
versehene Transformanten in der JH.D genutzt. Die erhaltenen Proteingemische sind auf gleiche
Signalstarken der GFP-CTD mit Hilfe eines Wester-blots mit dem Antikdrper 7F3 eingestellt

739 bis 448 probe inkubiert und die

worden. AnschlieBend wurde mit der biotinylierten acaAP
gebildeten Komplexe Uber ihre Affinitat zu Streptavidin gereinigt. Der Western-Blot gegen die
CTD von CbfA einer dieser Reinigungen ist in Abbildung 26 zu sehen. Die schwache Bande in der
Spur 3 des Inputs ist auf das mit Abstand grofSte aufgetragene Volumen zurickzufiihren.
Dadurch kam es zu einer Verbreiterung der Spur dieser Probe im Gel, was die optisch geringe

Bandenintensitat erklart. Bis auf die Mutante P801K K808A R812A ist kein Unterschied in der
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Bindung an acaAp’*® bis 448

zu erkennen. Eine Wiederholung des Versuches mit neuen
Kernextrakten bestatigte dieses Ergebnis nicht, hierbei war die mit intakten Lysinen versehene
P801K R812A sogar etwas schwicher. Durch Anderungen der Versuchsparameter, wie zum
Beispiel der Salzkonzentration, konnte keine graduelle Bindung der Mutanten festgestellt
werden. Ein Verlust der Bindung ging immer auch mit einem Verlust der als positiv

identifizierten Interaktion CTD mit acaAP”>?**** ginher (vgl. Abbildung 25 B).
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Abbildung 26: Aufreinigung von GFP-CbfA”****® und dessen Mutanten mit acaAP”*°** *%; dargestellt
sind die AS 798-820 von CbfA, Spur 0 = keine biotinylierte DNA eingesetzt, KatA = jeweils ein Lysin im
Bereich des AT-Hakens durch Alanin ersetzt, zentrales AT-Haken-Motiv GRP unterstrichen, gednderte AS
fett, Molekiilmasse in kDa

3.13 Konstruktion von Hefe-2-Hybrid-Banken

Die in dieser Arbeit prasentierten Ergebnisse lassen eine Reihe von Moglichkeiten fir die
Funktion der Carboxy-terminalen Domane vermuten. In einem biologischen System ist dabei die
Betrachtung eines Faktors allein meist nicht sehr aussagekraftig. Oftmals wird die Funktion
durch Protein-Protein-Interaktionen entscheidend bestimmt. Zur Identifizierung und weiteren
Untersuchung dieser Interaktionen wird haufig das Hefe-2-Hybrid-System genutzt, wobei fir die
Suche gute Bibliotheken (Banken) geeigneter Fusionsproteine vorhanden sein mussen. Eine
Recherche nach brauchbaren Banken fir Dictyostelium discoideum war erfolglos. Aus diesem

Grund wurden mit Hilfe des Matchmaker™ Library Construction & Screening System (Clontech)
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zwei komplexe Banken konstruiert. Vorteil dabei ist das Umgehen des aufgrund des hohen AT-
Gehaltes oft unzureichend funktionierenden, bakterienabhangigen Klonierens. Beide Banken
sind aus der mRNA vegetativ wachsenden AX2 erstellt worden und unterschieden sich in der Art
des Primers der Erststrangsynthese. Ein am 3‘-Ende mit 30 dT versehener Primer — oligo (dT) —
bindet an das polyadenylierte 3‘-Ende einer mRNA, wahrend ein mit sechs zufalligen
Nukleotiden endender Primer — (dN)es — an jeder Stelle einer mRNA binden kann. Die durch die
Erststrangsynthese entstandene, einzelstrangige cDNA wird mit einer speziellen Form der PCR in
eine doppelstrangige cDNA umgewandelt und amplifiziert. Die dabei entstandene DNA ist
aufgrund der benutzten Primer durch bekannte Sequenzen flankiert. Diese Sequenzen
ermoglichen eine homologe Rekombination des PCR-Produktes mit einem entsprechenden
Vektor in der Hefezelle. Da dieser Vektor linearisiert ist, kann es nur durch erfolgreiche
Rekombination zu einer Expression des vektorcodierten Auxotrophiegenes aus dem
rekombinierten Plasmid kommen. Beide Banken wurden abweichend von der Anleitung des
Herstellers in den Hefestamm Y187 konstruiert und vermehrt. Dieser Stamm ist aufgrund seines
Matingtyps (MATa) fir ein breiteres Spektrum an fiir die Interaktionssuche bendtigten, im
Labor vorhandenen Matingstammen des Typs MATa geeignet. Ferner zeigt Y187 eine hohere
Transformationseffizienz als AH109, was die Komplexitdt der Banken erhoht.

Tabelle 7: Eigenschaften der erstellten Hefe-2-Hybridbanken; *ergibt sich aus den sequenzierten Klonen
einer Verdiinnungsreihe (Liste im Anhang F) abziiglich der flankierenden Primersequenzen

Bank oligo (dT) (dN)e

Ausgangsmaterial mMRNA vegetativ wachsender AX2 mMRNA vegetativ wachsender AX2
Erststrangsynthese CDS IllI-Primer mit oligo (dT) CDS IIl/6-Primer mit (dN)
Konstruktionsstamm Saccharomyces cerevisiae Y187 Saccharomyces cerevisiae Y187
Anzahl Transformanten 2,1*10°cfu 3*10° cfu

Lebendzellzahl Aliquots 1*108 cfu / ml 8*10’ cfu / ml

Klone mit Integration 11 von 15 (73%) 15 von 18 (83%)

@ cDNA-Integration* 482bp (min. 232bp / max. 904bp) | 416bp (min. 100bp / max. 1127bp)
@ Entfernung vom 3‘-Ende* | 80bp (min. Obp / max. 504bp) 680bp (min. Obp / max. 1755bp)
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Nach der Rekombination wurden alle entstandenen Klone vereinigt und zu 1-1,5 ml aliquotiert.
Fir die durchgefiihrte Suche nach Interaktionen ist jeweils eins dieser Aliquots genutzt wurden.

Eine Zusammenfassung lber wichtige Daten der Hefe-2-Hybrid-Banken ist in Tabelle 7 gegeben.

Das fir die Konstruktion von Banken sehr wichtige Verhaltnis von Ereignissen mit spezifischer
Integration in den Zielvektor zu Ereignissen ohne (,leere” Vektoren) wurde durch PCR mit
anschlieBender Sequenzierung von aus Einzelklonen gewonnener Vektor-DNA abgeschatzt.
Klone ohne Integrationsereignis resultieren in einem 180bp groBen PCR-Fragment. Die
jeweiligen Bilder der Gelelektrophoresen dieser PCRs sind in Abbildung 27 zu sehen. Der Anteil
spezifischer Integrationen liegt bei 73 bzw. 83 % Eine Liste der sequenzierten Klone befindet

sich im Anhang F.

A M 1 2 3 4 5 6 7 8 910 1112131415 M

1000
500

200

1000
500

200

Abbildung 27: Gelelektrophorese von PCRs an Einzelklonen der Banken; (A) oligo (dT)-Bank
(B) (dN)e-Bank; , leerer” Vektor ergibt 180bp; M = 100bp-Leiter von NEB; alle GroRenangaben in bp

Zwei untersuchte Klone der oligo (dT)-Bank enthalten jeweils zwei Bankplasmide, was aber nur
einen leichten Mehraufwand bei einer etwaigen Interaktion genau dieser Klone verursacht. In
der (dN)e-Bank sind, bedingt durch den verwendeten Primer, Restmengen ribosomaler RNA in
der cDNA-Erstellung integriert. Des Weiteren enthélt Klon 8 zwei Gene in einen Bankplasmid.

Dies ist auf eine 12bp lange Mikrohomologie der beiden Gene zurilickzufihren.
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3.14 Charakterisierung der Hefe-2-Hybrid-Banken mittels PCR

Um die Komplexitat der erstellten Banken bewerten zu kénnen, wurde jeweils aus einem unter
3.13 beschriebenen Aliquot die Plasmid-DNA isoliert. Diese diente dann als Ausgangspunkt fir
eine Serie von PCR-Ansatzen. Zur Amplifizierung wurden im Labor vorhandene Kombinationen
von gRT-PCR-Primern genutzt. Diese sind meist gegen das 3‘-Ende eines Genes gerichtet. Des
Weiteren wurden drei Primerkombinationen gegen verschiedene Bereiche des cbfA-Gens
getestet. Dieses Gen eignet sich aus mehreren Griinden gut fiir die Abschatzung der Qualitat der
Banken. Das cbfA-Gen hat gemessen an der Anzahl der erfassten Reads im Stamm AX2 im
Rahmen des Solexaexperimentes eine eher unterdurchschnittliche Expression (11.863 reads zu
35.020 im Durchschnitt). Ferner besitzt es mit einer cDNA-Linge von 3.003 bp eine
vergleichsweise lange codierende Sequenz, der Durchschnitt betragt 1.557 bp (Eichinger et al.
2005). Ein Nachweis des 5-Endes von cbfA in den Banken deutet auf das Vorhandensein auch
anderer, in der Methode der Konstruktion der cDNA-Bank bedingter, unterreprasentierter
Bereiche am 5‘-Ende von Genen hin. In Abbildung 28 sind die Bilder der elektrophoretisch

aufgetrennten PCR-Produkte zu sehen.

In der oligo (dT)-Bank konnten 15 von 22 getesteten Gene mit ihrer erwarteten Bandengrofle
nachgewiesen werden. Vier Gene zeigten mehrere Banden, wobei die starkste jeweils der
erwarteten GroRe entspricht. Fir die Gene DDB_G0274289, DDB_G0275689 und
DDB_G0282075 konnte auch durch Wiederholung der PCR kein sichtbares Fragment amplifiziert
werden. Alle getesteten cbfA-Fragmente liefen sich in beiden Banken nachweisen. Die
Intensitdt der Bande nahm mit steigender Entfernung zum 3‘-Ende ab. Die (dN)g-Bank umfasste
nachweislich 17 von 22 getestete Gene. Zwei weitere Gene ergaben mehrere Banden. Von den
drei nicht nachweisbaren Genen unterschied sich diese Bank nur durch DDB_G0272783 von der
anderen Bank. Das in der oligo (dT)-Bank fehlende Gen DDB_G0275689 war in der (dN)e-Bank
vorhanden. Die nicht in den Hefe-Banken vertretenen Gene DDB_G0274289 und
DDB_G0282075 zeigten in den Transkriptomanalysen (Kapitel 3.6) eine kleine Anzahl von reads

sowohl in AX2 als auch in JH.D, was auf ein sehr geringes MaR an Expression hindeutet.
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A M 123 4567 8 910111213141516171819202122 5°Zn 3' M

B M 123 4567 8910111213141516171819202122 5'Zn 3' M
500

240
150

Abbildung 28: Nachweis bekannter Fragmente in den Hefebanken; (A) oligo (dT)-Bank (B) (dN)s-Bank;
1: DDB_G0274181 (erwartetes Fragment 133 bp), 2: DDB_G0274289 (128), 3: DDB_G0272783 (191),
4: DDB_G0291281 (173), 5: DDB_G0277503 (206), 6: DDB_G0275153 (156), 7: DDB_G0267528 (193),
8: DDB_G0292378 (189), 9: DDB_G0275689 (175), 10: DDB_G0287461 (197), 11: DDB_G0277403 (130),
12: DDB_G0284861 (189), 13: DDB_G0279751 (175), 14: DDB_G0292986 (160), 15: DDB_G0282815 (157),
16: DDB_G0279187 (185), 17: DDB_G0291646 (204), 18: DDB_G0282075 (170), 19: DDB_G0289599 (184),
20: DDB_G0272867 (232), 21: DDB_G0287363 (187), 22: DDB_G0284549 (213), 5" cbfA Nukleotid
130-617 (Teil der JmjC-codierenden Sequenz Uber Intron, 487 bp), Zn: cbfA Nukleotid 604-1071 (Bereich
vor ersten Zinkfinger, 487 bp), 3‘: cbfA Nukleotid 2424-2974 (Teil der CTD-codierenden Sequenz am
3‘-Ende, 550 bp); M = pUC19 DNA geschnitten mit Mspl (Fermentas); alle Werte in der Abbildung in bp

3.15 Suche nach Protein-Protein-Interaktionen mittels Hefe-2-Hybrid

Zum Auffinden von Interaktionen wurden sogenannte Interaktionsmatings durchgefiihrt. Im
Hefestamm Y187, welcher den Matingtyp MATa besitzt, befindet sich eine Bibliothek von
Fusionsproteinen aus Dictyostelium-cDNA codiertem Anteil und der aktivierenden Doméne des
Transkriptionsfaktors GAL4. Dieser Stamm wird mit einem kompatiblen MATa-Stamm (AH109
oder KFY1), welcher mit dem zu untersuchenden Koéderplasmid transformiert ist, zusammen
inkubiert. Dabei entstehende Zygoten besitzen sowohl das Kéderplasmid als auch mindestens
ein Bankplasmid. Das Koderplasmid codiert fiir eine Fusion der DNA-bindenden Domane des
GAL4 und dem zu untersuchenden Proteinfragmentes. Kommt es nun zu einer Interaktion des
Koder- und des Beuteproteins, wird die Funktion von GAL4 durch rdaumliche Nahe wieder
hergestellt. Durch die Selektion auf die durch den GAL4-Promotor gesteuerten Reportergene
konnen nur Zygoten mit einer durch die Plasmide vermittelten Protein-Protein-Interaktion

wachsen.
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793-1000

Fir die durchgefiihrten Untersuchungen ist CbfA als Koder benutzt worden. Die fir

724998 aignet sich fiir diese Methode weniger, da der

andere Experimente benutzte CbfA
enthaltene asparaginreiche Bereich 732-769 zu falsch positiven Ereignissen fiihren kann. Nach
dem obligatorischen Test auf Selbstaktivierung, das heit Ausschluss der Interaktion des Koders
mit aktivierender Domadne des Beuteplasmides allein, sind sieben Interaktionsmatings
durchgefiihrt worden. Dabei wurde dreimal die oligo (dT)-Bank genutzt, zweimal die (dN)e und
zweimal eine Kombination aus beiden. Die dabei erreichte Effizienz der Zygotenbildung lag
dabei immer deutlich tGber den geforderten 2%. Die Matings unterschieden sich durch Art und
Vorbereitung des Koderstammes, Dauer und Durchfiihrung des sexuellen Schrittes sowie in der
Zusammensetzung der Selektionsplatten. Tabelle 8 gibt einen Uberblick iiber die getesteten
Parameter sowie die erzielten Ergebnisse.

Tabelle 8: Ubersicht iiber die durchgefiihrten Interaktionsmatings; *Effizienz bestimmt sich aus dem
Verhéltnis der Zygoten und den limitierenden Elternstamm (hier immer Y187); n.b. nicht bestimmt;
SSelektion bezieht sich auf nicht im Medium enthaltene Auxotrophiemarker (H = Histidin, A = Adenin,

L = Leucin = Selektion auf Bankplasmid, T = Tryptophan = Selektion auf Kdderplasmid), 3AT = 3-Amino-
1,2,4-triazol

Mating | Bank Kéderstamm | Zygoten | Effizienz* | Selektion® | Bemerkungen und Ergebnis
5 Klone (4 Selbstaktivierer,

1 oligo (dT) | AH109 2,13*107 | 25% HALT eine  Interaktion nicht
wieder-holbar)

2 oligo (dT) | KFY1 1,22*107 | 14% HLT + 3AT | ein Klon (Selbstaktivierend)
sexueller Schritt auf Platten,

3 oligo (dT) | KFY1 n.b. n.b. HLT + 34T | 3 Klone (2 Selbstaktivierer,

eine Interaktion nicht
wieder-holbar)

9 Klone (8 Selbstaktivierer,
4 (dN)s AH109 1,62*10" | 14% HALT eine  Interaktion  nicht
wiederholbar)

84 Klone auf ALT, 72 Klone
ALT, dann | auf HALT-Masterplatte (71

*107 0
> (dN)s AH109 3,597107 | 24% HALT Selbstaktivierer, eine Inter-
aktion nicht wiederholbar)
oligo (dT) %106 | oo sexueller Schritt auf Platten,
6 + (dN)s AH109 9,90710% | 8% HALT keine MEL1-positiven Klone
7 Slzimdn AH109 1,56*107 | 11% HALT 6 Klone (6 Selbstaktivierer)
6
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Alle im Mating wachsenden Kolonien mit AH109-Hintergrund wurden einem Enzymtest auf
a-Galaktosidaseaktivitat des ebenfalls unter dem GAL4-Promotor stehenden MEL1-Gen-
produktes unterzogen. Die aus Mating 2 und 3 hervorgegangenen Klone wurden auf
B-Galaktosidaseaktivitat durch LacZ Uberprift. Ereignisse, welche zur Umwandlung des
entsprechenden Galaktosides in der Lage waren, sind weiteren Tests unterzogen worden.
Einerseits wurde nach Isolierung der Plasmid-DNA versucht, die Interaktion durch
Transformation beider Plasmide in einen Stamm zu wiederholen, andererseits ist die
Selbstaktivierung des Beuteplasmides mit der DNA-bindenden Domane Uberpriift worden. Fir
alle Untersuchungen sind mindestens sechs Klone einer Transformation liberpriift worden, bei
nicht einheitlichen Ergebnissen wurden sechs weitere Klone einer neuen Transformation

betrachtet. In Abbildung 29 sind typische Resultate der Retransformationen dargestellt.

Abbildung 29: exemplarische Beispiele der Uberpriifung der im Mating gefundenen Klone; (A) Mating
4 Klon 4 (Selbstaktivierer) (B) Mating 5 Klon 59 (nicht wiederholbare Interaktion); oberer Teil
Transformation von Kdderplasmid (pGBKT7-CTD) mit isolierten Beuteplasmid (pGADT7-REC-M4#4 bzw.
M5#59.2) in AH109; unterer Teil Transformation des leeren Kdderplasmides (pGBKT7) mit isolierten
Beuteplasmid; + entspricht positiver Kontrolle: Interaktion aus Mating 1 Klon 14 (starker Selbstaktivierer
DDB_G0286355); - ist negative Kontrolle: leeres Kdderplasmid (pGBKT7) mit leerem Beuteplasmid
(pGADT7) transformiert in AH109; alles auf vierfach selektiven Medium (minus HALT) plus X-a-Gal

Die Hefen im Teil A der Abbildung zeigen ein Wachstum auf vierfach selektiven Agarplatten
sowie o-Galaktosidaseaktivitat nach der Transformation mit dem Beuteplasmid und dem leeren
Koderplasmid. Die durch das Beuteplasmid codierte Proteinfusion interagiert mit der

Bindedomane des Koderplasmides. Es handelt sich um einen Selbstaktivierer. Flr die sich wie in
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Teil B der Abbildung verhaltenden potentiellen Interaktionen konnte kein Wachstum auf
vierfach selektiven Platten durch Retransformation der Elternstamme AH109 und Y187 mit den

isolierten Beute- und Kéderplasmiden erzielt werden.

Wie aus Tabelle 8 hervorgeht, konnte keine spezifische Protein-Protein-Interaktion fiir
CbfA’?1%% heobachtet werden. Es sind ausgehend von der Zygotenanzahl tiber 1*10® Ereignisse
Uberprift worden. Bis auf Mating 5 fallt die flr dieses System geringe Anzahl von Klonen auf,
was die hohe Stringenz der Ansatze belegt. Zwei mit gleich hohem Selektionsdruck von Heike

D6lz durchgefiihrte Interaktionsmatings mit CbfAZ3®’

als Koder ergaben jeweils Uber 140
deutlich positive Klone. Davon sind einige zumindest im Hefe-2-Hybrid-System nach allen
geforderten Kontrollen als wahr zu betrachten. Durch die Verringerung der Stringenz im Mating
5 steigt lediglich die Anzahl der falsch positiven an. Der Test einer alternativen
Selektionsmethode auf Histidin in Verbindung mit 3AT in dem adeninautotrophen Elternstamm
KFY1 zeigte dhnliche Ergebnisse wie das Standardprotokoll. Die beschriebenen Selbstaktivierer
wurden teilweise weiter analysiert. Dabei fiel eine Anhaufung von drei Konstrukten auf, welche
in Tabelle 9 zusammengefasst ist.

Tabelle 9: hiufig auftretende Selbstaktivierer im Interaktionsmating mit CbfA’%’; GréRe der durch
Verdau entstehenden Fragmente und der PCR-Produkte aus Sequenzierung abgeleitet

Fusion mit PCR Y2h5‘/3¢ ):'/ceor(;?/uBamHl Identifizierbar durch (gsg?nMd;?ng)
DDB_G0288123 | 974 bp 978 bp Verdau mit Bg/ll 8388 bp + 550 bp | min. 8x
Verdau mit Nsil 6083 bp + 2855 bp | (1,4, 5, 7)
DDB_G0286355 | 589 bp 593 bp Verdau mit Spel/Nsil min. 12x
5951 bp + 2987 bp (1,2,3,4,5)
DDB_G0275227 346 bp 350 bp PCR mit pGAD426seq/Y2h-1#1 min. 28x
430bp (1,3,4,5,7)
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3.16 Betrachtungen zur Phylogenie von CbfA

Wie die in Abschnitt 3.6 dargestellten Ergebnisse zeigen, sind grole Mengen an Sequenz-
informationen mit Hilfe der neuen Technologien wesentlich schneller und vor allem preiswerter
zu erlangen als noch vor wenigen Jahren. Dies eroffnet die Moglichkeit, nach potentiell
orthologen Sequenzen zu cbfA in anderen Organismen zu suchen. Die phylogenetische
Abstammung eines Genes ermoglicht oft Einblicke in seine vergangene und auch aktuelle
Funktion. Um dieser Fragestellung Rechnung zu tragen, wurden verschiedene Ansatze mit dem

Ziel der Identifizierung von CbfA-ahnlichen Proteinen durchgefiihrt.

Erster Kandidat ist das durch cbfB (DDB_G0293470) codierte Genprodukt aus D. discoideum. Es
handelt sich bei cbfB um ein paraloges Gen zu cbfA. CbfB besitzt wie CbfA eine JmjC-Domane
und zwei Zinkfinger. Die Identitat auf Aminosdureebene betragt gemessen an der Gesamtlange
von CbfA 30%. Die beiden Genprodukte unterscheiden sich im Amino-terminalen Teil nur wenig,
der Bereich nach der asparaginreichen Domane zeigt aber keinerlei Identitat. Die Carboxy-
terminalen Domanen sind vollkommen unterschiedlich. Die CTD von CbfA hat eine Liange von
230 AS und besitzt eine DNA-bindende Funktion durch den AT-Haken. Die CTD von CbfB ist nach
der Asparagindomane 485 AS lang und besitzt Strukturelemente wie weitere asparagin- und

glutaminreiche Bereiche. Ein AT-Haken ist nicht detektierbar.

Weitere CbfA-dhnliche Proteine sind in der Familie der Dictyosteliales, zu den D. discoideum
gehort, gefunden worden. Dazu sind zum Teil unveroffentlichte Daten von Genomprojekten
dieser Organismen genutzt worden. Des Weiteren wurden im Rahmen der Diplomarbeiten von
Markus Bohnert und Michael Sauer einige Genome sozialer Amdben mit degenerierten Primern
nach cbfA-Orthologen Genen untersucht. Die dritte Ebene war die Suche nach &dhnlichen
Proteinen in Organismen aullerhalb der Dictyosteliales. Die Abfragen der Datenbanken anhand
der Primarsequenz der Aminosduren erbrachten keine Ergebnisse. Aufgrund des Wissens (iber
CbfB ist deshalb eine Suche nach den Strukturelementen JmjC-Domane in Verbindung mit dem
CbfA-typischen Zinkfinger durchgefiihrt worden. Es wurden im JmjC-Zinkfinger-Bereich
orthologe Proteine in filamentdsen Pilzen gefunden, welche nachfolgend als CbfA-3ahnlich

bezeichnet werden.
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Abbildung 30: phylogenetisches Verhiltnis von CbfA-dhnlichen Proteinen anhand ihrer Aminosaure-
sequenz; (A) Ubersicht tber den zur Erstellung des Baumes genutzten homologen Sequenzbereich
(hellblauer Kasten); ZF Zinkfinger, polyN = Asparagin-reiche Domaédne, polyQ = Glutamin-reiche
Domaéne, AT = AT-Haken (B) der Baum wurde mit dem Programm TREE-PUZZLE 4.0 (Schmidt et al. 2002)
erstellt, Zahlen an den Knotenpunkten sind Bootstrap-Werte; identifizierte Gene der filamentdsen Pilze:
Coccidioides immites CIMG_04230 (GenBank-Nr. 119188365), Phaeosphaeria nodorum SNOG_05303
(169604578), Magnaporthe grisea MGG_01068 (39973571), Gibberella zeae FG10931.1 (46138831),
Neurospora crassa NCU01554 (85078924), Chaetonium globosum CHGG_08009 (116199707), Aspergillus
nidulans AN4306.2 (67528200), Neosartorya fischeri JmjC domain protein (119501326); Dictyosteliales:
Acytostelium subglobosum (Phyletische Gruppe nach Schaap et al. (2006): 2), Polysphonylium pallidum
(2), Dictyostelium fasciculatum (1), D. sphaerocephalum (4), D. discoideum (4), D. giganteum (4)
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Der phylogenetische Baum in Abbildung 30 zeigt die Verwandtschaft der Proteine mit dhnlicher
Struktur wie CbfA. Es kann dabei in drei Klassen unterschieden werden. Diese sind orthologe
Proteine zu CbfA in anderen Vertretern der Dictyosteliiade, wobei hierbei die allgemeine
Phylogenie der Gruppen dieser Familie wiedergegeben wird (vergleiche Schaap et al. 2006).
Gerade innerhalb der Gruppe 4, zu den auch D. discoideum zahlt, ist CbfA hoch konserviert. Der
zweite Bereich des Baumes sind CbfA-dhnliche Proteine, welche eine hdohere Sequenzidentitat
zu CbfB aufweisen. Die Sequenz aulRerhalb der JImjC-Domane und der Zinkfinker zeigt keinerlei
Ahnlichkeit zu CbfA. Von beiden Gruppen phylogenetisch gleich weit entfernt befindet sich die
Gruppe CbfA-dhnlicher Proteine aus dem Phylum der Ascomycota. Auch hier beschranken sich

die Sequenzhomologien auf den Bereich der JmjC-Domane und der Zinkfinger.

3.17 Aufbau der CTD in CbfA-orthologen Proteinen

Die aus der Suche nach CbfA-verwandten Proteinen (Kapitel 3.17) hervorgegangenen
Sequenzen erlauben zusatzlich einige Aussagen Uber die Verbreitung und Struktur der Carboxy-
terminalen Domane in den untersuchten Organismen. Sequenzhomologien zu der CTD von CbfA
aus D. discoideum konnten nur in potentiell orthologen Genen anderer Dictyosteliales gefunden
werden. Dabei zeigten Vertreter der Gruppe 4 auf Grund ihrer engeren phylogenetischen
Verwandtschaft zu D. discoideum die héchste Ahnlichkeit (Abbildung 31). Es Idsst sich in dieser
Gruppe eine Konservierung eines Bereiches, welcher reich an Serin und Threonin ist, erkennen.
Diese Aminosauren sind oftmals Ziel von Phosphorylierungen, was eine Moglichkeit von post-
transkriptionellen Modifikationen mit Auswirkungen auf die Funktion des Faktors bietet, wie
z.B. flir die Serin-Threonin-reiche Domane der RAP55-Proteinfamilie (Marnef et al. 2009).
AuBerhalb der Gruppe 4 ist die Struktur der CTD variabler. Der Bereich, welcher der
D. discoideum-CTD zugeordnet werden kann, zeigt mehrere hoch konservierte Abschnitte, die
sich mit variablen Bereichen abwechseln. Zu den erhaltenen Anschnitten zahlt der AT-Haken in
Verbindung mit der Kernlokalisierungssequenz. Zwei weitere, raumlich getrennte, konservierte
Bereiche kdnnten fiir die reprimierende und aktivierende Funktion der CTD verantwortlich sein,
was fiir eine einheitliche Funktionsweise in den unterschiedlichen Taxa spricht. Interessant ist,
dass am Ende der Gruppe 4 CbfAs sich in den anderen Organismen noch weitere Aminosauren

anschlielRen, welche artspezifisch sind.
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DdisCbfA 1 TTSSLSSLSTSLSSSS5-TSTOKPMDVHS| 4433 TVLDNDKP | Ach 4P| AN WS -TLEAFI I
DpurCbfA 1 TTSTLTTLSTTLSSSAPTSSTHKPMDIHS ST VLDNDKP {ehiyP| AN S-TLESAFIT
DfasCbfh 1 VHKPLGRPREVVTAEAISSDTNIK--EG43JIQOMNNDKP L :A4P N Weys - TLRAFF I
PpalCbfa 1 GINHHYHSKHOHHHGGESSIESDVQLES|4943TOY - NEKP e d3Al 4K WedD -SLdMFIL
AsubCbfA 1 PGRPEGSLNHSNPNNPNAATTPPNS-TE[§SIJLTESTTSN| e 4PIAT TiySDTEASVC

DdisCbfA 59 SLIELFUSSNNAILGKPNPHYKPIENLIJPLVQ SQREKAF
DpurCbfh 60 SLVELNS--NSVLGKNNPNYKRFEDL{JTLVQ TKRRAF

DfasCbfA 58 NLIESS|iK----GTPYHSLHINTHEVL|JSLIS|RYIDRKEKF

PpalCbfA 59 GLIEIY|iN---GSKYSSTKALPVDTAVIZELVOQ ENRECF

AsubCbfA 60 AILDAL|JS----HIPYPTHAVTAPDPL{JTAVR NHKDKL

pdisCbfa 119 KisvIEenTEAAIIIoEAE -DQDQEEYVGI IFSEoEvNofLRLTHG
DpurCbfA 118 K NIEDEESIG I F S[yDIAv N QUL AL e
DfasCbfA 114 ---DQEEYVGI IF S|gDIv N QL AL AsS
PpalCbfA 116 ---NQDEYVGI LF AfgDIAV N QNLIALIANS
AsubCbfA 116 -—--QPDDFRI TMT TEpyNIAV| T8G
DdisCbfA 178 EVP DAENTTERE IEMEKD 1 AAGNFKNET EFK LYVKQELYNNKKII
DpurChfA 178 EVP KQLEDLFNTVEPDIEE KDISTgN{KTMERK LYVKQEL--————-
DfasCbfA 171 EGPIKMAELIRINMTEZVILS LBILTFHHKNH?S s LTIINKPD-—--—-- +255A5
PpalCbfAa 173 SEPMRMAEIRgsvTDELINAKE 1o Tiyprik s DT LAVKASL-====== +107 AS
AsubCbfA 171 EEVIRQMADLIRINICT(] EFNE[Np{osHI viET LVAGTPGNGNRMM 4 223 AS

Abbildung 31: Sequenzvergleich der Carboxy-terminalen Dominen von CbfA und orthologen
Proteinen; die Anordnung wurde mit ClustalX 2.0.11 (Larkin et al. 2007) erstellt und mit BoxShade 3.21
(http://www.ch.embnet.org/software/BOX_form.html) eingefarbt; Dictyostelium discoideum
(Phyletische Gruppe nach Schaap et al. (2006): 4), D. purpureum (4), D. fasciculatum (1), Polysphonylium
pallidum (2), Acytostelium subglobosum (2), Position 1 entspricht AS 771 von D. discoideum CbfA,
schwarze AS identisch, graue AS mit dhnlichen physiko-chemischen Eigenschaften

Die Carboxy-terminalen Domadnen der CbfB-Proteine zeigen untereinander nur geringe
Ahnlichkeit. Eine gewisse Sequenzhomologie ist bei den phylogenetisch eng verwandten
Organismen Polysphonylium pallidum und Acytostelium subglobosum in der CTD der CbfB-

Proteine zu erkennen.

3.18 Bakterielle Expression der Carboxy-terminalen Domane zur
kristallographischen Strukturaufklarung

Oft lassen sich bestimmte funktionelle Eigenschaften eines Proteins aus strukturellen
Untersuchungen ableiten. Dazu bendtigt man immer gréBere Mengen des zu untersuchenden
Proteins. Es existieren fiir Proteine und Proteinfragmente eine ganze Reihe von Systemen zur
Proteinaufreinigung, dessen Vor- und Nachteile sich je nach gewiinschter Anwendung
unterscheiden. Fir die als Ziel angestrebte Aufklarung der dreidimensionalen Struktur der CTD
mittels Rontgenkristallographie ist die Expression in Bakterien mit anschlieBender Aufreinigung

Uber eine Affinitatsmarkierung angewandt worden. Diese Methode produziert das héchste MaR
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an einheitlichem Protein und das Risiko eines regulatorischen Effektes ist aufgrund der
phylogenetischen Distanz sehr gering. Als Startpunkt diente die fiir Aminosauren 793-1.000
codierende Sequenz von cbfA aus AX2. Diese wurde mit den Primern CMBF-124/125 amplifiziert
und nach einer Zwischenklonierung in die Expressionsvektoren pMAL-c2x (Notl) und pET33b(+)
kloniert. Die entstehenden Vektoren codieren fiir Fusionsproteine mit einer GréRe von 66,4 kDa
(PMAL codierte Fusion mit Maltose-bindendem Protein) bzw. 29 kDa (pET codierte Fusion mit
Histidinhexamer). Die beiden Vektoren unterscheiden sich in der Art des zur Aufreinigung
verwendeten Affinitatspeptides und vermitteln dadurch bedingt unterschiedliche Eigenschaften
des Fusionsproteins (Brizzard 2008). Die Fusion mit dem maltosebindenden Protein (MBP)
addiert ein gesamtes funktionelles Polypeptid zu der Zielsequenz. Die Aufreinigung erfolgt Gber
die Bindung des Fusionsproteins an immobilisierte Maltose, die Elution durch Erhéhung der
Maltosekonzentration. Das mit dem Histidinhexamer markierte Protein kann tber eine Metal-
Chelat-Chromatographie mit Nickel gereinigt werden. Die Elution erfolgt durch eine

Verdrangungsreaktion mit Imidazol.

Beide Konstrukte wurden in fiinf verschiedenen Expressionsstamme getestet. Dies sind eine
Serie von Escherichia coli BL21 (DE3)-Stammen von Novagen ohne und mit zusatzlichen,
plasmidcodierten tRNAs (,,RIL“ und ,ROSETTA"). Ein bei der Aufreinigung von rekombinanten
Proteinen sehr oft beobachtetes Problem ist dem unterschiedlichen Codongebrauch des Donor-
und des Expressionsorganismuses geschuldet. Ein und dieselbe Aminosdure besitzt in jedem
Organismus eine unterschiedliche Reihenfolge in der Gebrauchshaufigkeit eines fir sie
codierenden Basentripletts. Diese Reihenfolge wird direkt durch den GC-Gehalt bestimmt.
Dieser unterscheidet sich zwischen E. coli, etwa 51%, und D. discoideum mit 22% (Eichinger et
al. 2005) sehr stark. Die auftretenden Probleme bei der Expression konnen durch zuséatzliche
Exprimierung von selten in E. coli genutzten tRNAs (berwunden werden. Ein weiteres sehr
hadufig beobachtetes Phianomen ist die Temperaturabhangigkeit des |6slichen Anteiles des
Fusionsproteins. Losliches Fusionsprotein ist unldslichem vorzuziehen, da Techniken zur
Aufreinigung unloslicher Polypeptide eine weitere sehr komplexe Ebene in die Fragestellung
einbringen. Deshalb wurden in die Expressionsversuche die Stamme E. coli ArcticExpress™ (DE3)

und (DE3) RIL von Stratagene mit einbezogen. Diese exprimieren zusatzlich zu dem
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gewinschten Fusionsprotein die Chaperonine Cpn10 und Cpn60 aus Oleispira antarctica (Ferrer
et al. 2003), was ein Wachstum des Expressionsstammes bei 12°C erlaubt. Dies erhoht in einigen

Fallen die Faltung und damit die Loslichkeit des Proteins.

Alle finf benutzten Stdamme wurden mit beiden Expressionsvektoren transformiert.
AnschlieBend sind jeweils vier Klone konserviert worden, welche dann als Ausgang fiir einen
Induktionsversuch genutzt worden sind. Dabei wurden die BL21-Stamme bei 37°C fiir 2 Stunden
induziert, die ArcticExpress™ bei 12°C fiir 22-24 Stunden. Die erreichten optischen Dichten
waren vergleichbar. Eine Verlangerung der Induktion ging bei den bei 37°C wachsenden
Bakterien mit einer weiteren Zunahme der optischen Dichte verbunden mit mehr gebildeten
Fusionsprotein einher, die ArcticExpress™-Stamme wuchsen nicht weiter. Der Anteil an
induziertem Fusionsprotein wurde mittels einer SDS-PAGE fir alle erhaltenen Klone
abgeschatzt. In Abbildung 32 sind exemplarisch zwei Klone unter unterschiedlichen
Expressionsbedingungen dargestellt. Die Menge des gebildeten Fusionsproteins war in allen

getesteten Kombinationen dhnlich. Fir weitere Analysen wurde jeweils ein Klon gewahlt.
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Abbildung 32: Vergleich der Induktion von Fusionsproteinen mit CbhfA’”**%; (A) Fusion mit

Hisdidinhexamer exprimiert bei 37°C in E. coli BL21 (DE3) (B) Fusion mit Maltose-bindenden Protein
exprimiert bei 12°C in E. coli ArcticExpress™ (DE3) RIL; M = prestained protein marker, broad range
(NEB), 1 = Probe vor Induktion, 2 = Probe 2 Stunden nach Induktion; alle Molekiilmassen in kDa

Die Loslichkeit von markiertem CbfA”%%%

ist in Abhangigkeit von der Temperatur und der
Induktionsdauer getestet worden. ArcticExpress™ (DE3)-Zellen wurden zusatzlich zu dem 12°C-
Versuch bei 16°C und Raumtemperatur induziert, BL21 (DE3) bei Raumtemperatur, 30°C und

37°C. Die Menge an gebildeten, I6slichen Fusionsprotein war fiir alle untersuchten Konditionen
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standardisiert auf die optische Dichte bei 600 nm gleich und lag immer bei Uber 50% (siehe
Spuren 1 und 2 der Abbildung 33). Auch die Induktionsdauer hatte keinen sichtbaren Einfluss.
Beobachtete Variationen sind durch unterschiedlich effiziente Zelllyse, welche in spateren

Versuchen durch mikroskopische Betrachtung tiberpriift wurde, zu Stande gekommen.

Fir die weitere Aufreinigung des Zielproteins sind Versuche in Verbindung mit der
Affinitatschromatographie durchgefiihrt worden. In Abbildung 33 sind Bilder von einigen
reprasentativen Gelelektrophoresen kleiner Aufreinigungen im so genannten Batch-Verfahren
dargestellt. In den mit 1 und 2 gekennzeichneten Spuren ist die Loslichkeit des jeweiligen
Fusionsproteins zu erkennen. Hier dargestellte Unterschiede weisen auf eine unzureichende
Zelllyse hin. Die Spuren 3 und 4 zeigen die Bindung an das Sdaulenmaterial, Ni-NTA Agarose
(Qiagen) fur die Histidinmarkierung und Amylose (NEB) fiir das maltosebindende Protein. Der
Anteil an gebundenen Protein ist fiir die (His)s-Fusion etwas hoher, die Nebenbanden von
ebenfalls bindenden Proteinen kann durch eine Erhohung der Imidazolkonzentration des
Bindepuffers gesenkt werden (vergleiche Teil B und C der Abbildung 33). Nach dem Waschen
des Saulen-Protein-Komplexes erfolgte die Elution mit Maltose bzw. Imidazol. Dabei sind die
Volumenverhiltnisse Elutionspuffer zu Saulenmaterial von groBer Bedeutung und mussten
optimiert werden. Bei initialen Versuchen, wie in Abbildung 33 dargestellt, wurde durch zu
geringes Volumen nur wenig Protein eluiert. Bei der Fusion mit dem MBP konnte die Effiziens
der Elution nicht mehr gesteigert werden ohne gleichzeitig den Grad der Verunreinigungen zu
steigern. Es wurde sich deshalb fiir Versuche im groReren MaRstab fiir das Histidinhexamer als
Affinitatsmarkierung entschlossen. Im Bezug auf die Expressionsstaimme ist die Menge des
aufgereinigten Proteins in allen spateren Versuchen vergleichbar geblieben. Wie aber schon in
der Abbildung 33 Cin den Spuren 7 bis 9 zu erkennen ist, wurde eine groRe Menge Cpn60 in den
ArcticExpress™-Stammen mit gereinigt. Es ist davon auszugehen, dass dies durch die Interaktion
des Fusionsproteins mit dem Chaperon vermittelt wird. Eine direkte Bindung von Cpn60 an das
Sadulenmaterial in beiden Systemen ist sehr unwahrscheinlich. Ferner kann sie durch Erhéhung
des Imidazolgehaltes des Waschpuffers nicht beeinflult werden. Eine Trennung von
Fusionsproteinen und Cpn60 mit anderen MalRnahmen ist zwar moglich (Joseph und Andreotti

2008), resultiert aber in einer weiteren Unwagbarkeit. Die Expression des Fusionsproteins in
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E. coli BL21 (DE3) bei 37°C mit Hilfe des Plasmides pET33b(+)-CTD wurde anhand der

dargelegten Versuche als Ausgangspunkt fiir die Optimierung eines Ansatzes im grofem

Malstab ausgewahlt.
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— ‘f* CbfA793-1000

1

(His)e-
beA793—1000

Cpn60

(His)e-
beA793—1000

Abbildung 33: Induktions- und Aufreinigungsversuche im kleinem MaRstab; (A) pMAL-c2x (Notl)-CTD in
E. coli BL21 (DE3) bei 37°C induziert (B) pET33b(+)-CTD in E. coli BL21 (DE3) bei 37°C induziert
(C) pET33b(+)-CTD in E. coli ArcticExpress™ (DE3) bei 16°C induziert; M = prestained protein marker,
broad range (NEB), 1 = I6sliche Fraktion nach Zellaufschluss, 2 = unlésliche Fraktion nach Zellaufschluss, 3
= Durchfluss nach Bindung an Sadulenmaterial, 4 = an Sdulenmaterial gebundenes Protein, 5 und 6 =
Waschsschritte, 7 = erste Elution, 8 = zweite Elution, 9 = an Saule verbleibendes Protein; alle
Molekilmassen in kDa, Gelbilder durch Verringerung der Farbsattigung bearbeitet
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3.19 Herstellung von rekombinanter CTD im grofen MafRstab

Nach Festlegung der Wachstumsparameter im kleinem Malstab wurde das genutzte
Expressionsplasmid pET33b(+)-CTD durch Mutagenese modifiziert. Das Ausgangsplasmid codiert
fir eine 50 Aminosauren (AS) lange Fusion, welche neben den (His)g eine Thrombinschnittstelle
enthadlt. Ein spaterer Schnitt an dieser Stelle lasst ein 33 AS langes Peptid am N-Terminus Ubrig.
Dies ist fir viele Anwendungen von Nachteil. Deshalb wurde direkt vor dem Triplett fiir die erste
CTD-Aminosdaure eine Faktor Xa-Schnittstelle eingefiihrt. Ein Schnitt mit diesem Enzym fihrt zu
einer von Fremdsequenzen freien CbfA”**1%%C Das modifizierte Plasmid wird als pET33b(+)-CTD
(Xa) bezeichnet und diente nach einer testweisen Aufreinigung im kleinem MaRstab als Ausgang
fir alle Optimierungsschritte der Aufreinigung im groReren MaRstab. Dabei wurden alle
Arbeitsschritte im Einzelnen auf ihre effizienteste Methode Uberprift. Die Vorversuche zur
Festlegung des Expressionsstammes und des zu nutzenden Systems zeigten bereits eine
Unabhangigkeit der Loslichkeit und die Fahigkeit der Bindung zum Saulenmaterial von der
Temperatur und Induktionsdauer. Deshalb wurden alle Versuche bei 37°C mit einer 2,5- bis
4-stindigen Induktion durchgefiihrt. Die Induktion wurde nach dem Erreichen des Maximums
der optischen Dichte abgebrochen und die Zellen geerntet. Die Vorversuche zeigten ferner oft
eine nicht komplette Lyse der Zellen. Die Effektivitat der Lyse konnte durch das Benutzen einer
French-Press erhoht werden. Zum Binden an das Sdulenmaterial, zum Waschen und fiir die
Elution sind Versuche im oben genannten Batch-Verfahren sowie mit durch Sedimentation
selbstgepackten Saulen durchgefiihrt worden. Dabei stellte sich die selbstgepackte Saule mit
steigendem Volumen als effizienter dar. Gerade die Elution ist hier vollstandiger bei
gleichbleibend geringem Anteil von Verunreinigungen. Des Weiteren wurde die Elution von
(His)s-CbfA"?*1%Pin Abhingigkeit von der Imidazolkonzentration bestimmt (Abbildung 34). Bis
100 mM Imidazol bleibt die dem technischen Vorgang des Waschens geschuldete eluierte
Menge gleich, ab 150 mM ist eine aktive Elution zu erkennen. Aus dieser Abbildung ist ebenfalls

ersichtlich, dass immer ein geringer Rest von Fusionsprotein an dem Saulenmaterial verbleibt.
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Elution mit X mM Imidazol
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Abbildung 34: Abhingigkeit der Elution von (His)s-CbfA’””>*® von der Imidazolkonzentration;
M = prestained protein marker, broad range (NEB), 1 = |6sliche Fraktion nach Zellaufschluss, 2
= unlésliche Fraktion nach Zellaufschluss, 3 = Durchfluss nach Bindung an S&dulenmaterial, 4 = an
Saulenmaterial gebundenes Protein, 5 und 6 = Waschsschritte mit 20 mM Imidazol, 7 = an Saule
verbleibendes Protein; alle Molekiilmassen in kDa

Das gereinigte Protein wurde nach der Elution von seiner fir die Aufreinigung genutzter
Markierung getrennt. Dazu erfolgt zuerst eine Dialyse der Aufreinigung gegen einen fir die zum
Schneiden genutzte Faktor Xa-Protease geeigneten Puffer. Anschliefend wurde experimentell
das Verhaltnis der Protease zur Proteinmenge bestimmt. Es konnte fiir das Fusionsprotein
gezeigt werden, dass pro mg zwei Units Enzym ausreichend sind (Abbildung 35). Die mit
steigender Faktor Xa-Konzentration zunehmende Bande bei 30 kDa entspricht dem
Molekulargewicht einer der Ketten des Faktors Xa. Die Bande oberhalb der geschnittenen CTD

wurde nicht weiter analysiert, da sie in folgenden Reinigungsschritten entfernt wurde.

M 81 82 20 16 12 83 4 2 O UXa/mgCTD
47,5 »
32,5 » (HIS) -
‘ <+ beA6793-1000
793-1000
W e O
25 »

Abbildung 35: Bestimmung des optimalen Verhiltnisses Faktor Xa zum Fusionsprotein; in jedem
Versuch wurden 250 ug gereinigtes Protein mit der angezeigten Menge Faktor Xa 24 Stunden bei 4°C
geschnitten; 8-1 1 mg / ml Proteinkonzentration, 8-2 2,5 mg / ml, Rest 5 mg / ml; alle Molekilmassen in
kDa

88



Ergebnisse

Die letzten Reinigungsschritte dienen der Entfernung des Faktor Xa sowie des geschnittenen
Affinitatsmarkers (iber entsprechendes Saulenmaterial. Ferner kdnnen auch so etwaige nicht
geschnittene Mengen an CTD entfernt werden. Besondere Aufmerksamkeit wurde dabei auf die
Optimierung des verwendeten Waschpuffers der Ni-NTA gelegt. Dieser enthalt das gereinigte

Protein.

Das in Material und Methoden dargestellte Verfahren ergibt sich aus dem praktikabelsten
Varianten der genannten Optimierungen unter Beachtung einer moglichst hohen Ausbeute. Die
elektrophoretische Auftrennung von Proben (SDS-PAGE) einer Aufreinigung basierend auf einer
zwei Liter umfassenden E. coli-Kultur ist in Abbildung 36 zu sehen. In der dargestellten

793-1000

Aufreinigung konnten aus 4 g Feuchtgewicht Bakterien 33 mg CbfA isoliert werden.

M1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

32,5 » (His)¢-
-. - o e - < CbhfA793-1000
25 » W S R <€ CfAT793-1000
16,5 »
6,5 > - <« (His)g

Abbildung 36: Aufreinigung von rekombinatem CbfA’?%° mittels Affinititschromatographie;

SDS-PAGE von Proben der Proteinaufreinigung im groRen Malistab; M = prestained protein marker,
broad range (NEB); 1: nicht induzierte Probe (5ug Gesamtprotein), 2: induzierte Probe (5ug),
3: unlosliches Fraktion nach Lyse (gleiches Volumen wie 4), 4: losliche Fraktion (15upg), 5: nicht
gebundener Durchfluss (gleiches gewichtetes Volumen wie 6), 6: an Ni-NTA gebundenes Protein (15ug),
7: Waschschritt 1 (gleiches Volumen wie 5), 8: Elution 1 (15ug), 9: Elution 2 (gleiches Volumen wie 8), 10:
an Ni-NTA verbleibendes Protein (gleiches gewichtetes Volumen wie 8), 11 und 12: mit Faktor Xa
geschnittenes Protein (15ug), 13 und 14 aufgereinigtes Protein (15ug)
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3.20 Nachweis der Funktionalitat des rekombinant gereinigten Proteins
Fir weiterflUhrende Analysen ist es von Bedeutung, dass das gereinigte Protein in seiner
natiurlichen Konfirmation vorliegt. Einen guten Anhaltspunkt bietet dabei ein Test auf die

724-998 eine

biologische Funktion. Da fiur das rekombinant in D. discoideum exprimierte GFP-CbfA
Bindung an das C-Modul sowie an den Promotor von acaA gezeigt werden konnte (Abbildung 25
B), wurde dieser Test auch auf diese Fragestellung angewendet. Der einzige methodische
Unterschied bestand in der Zugabe von 1 mg/ml Bovinen Serumalbumines zum
Interaktionsansatz. Dies entsprach den gemessenen Gesamtproteinkonzentrationen der unter

Kapitel 3.12 benutzten Kernextrakte. In Abbildung 37 ist der Nachweis der CTD durch einen

Western-Blot mit dem Antikorper 7F3 nach dem Interaktionstest zu erkennen.
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Abbildung 37: Funktionstest des rekombinanten Proteins durch Bindung an bekannte Promotor-
fragmente; Bindung von gereinigter CTD an biotinylierte acaAP’®® s “%  C-Modul von TRES-A,
acaAP”* " 4% T 2y A: homopolymere dT-Bereiche durch 2 mal 10 dA unterbrochen; acaAp”’3 b 44
ABglll: CbfA-bindender Bereich -676 bis -555 entfernt; acaAp 73448 c. chfA-bindender Bereich -676 bis
-555 mit bindenden Bereich des C-Moduls ersetzt (Vergleiche Abbildung 25); Marker = Magic Mark
(Invitrogen)

Fiir den gezeigten Test wurden 10 pmol rekombinante CTD und 5 pmol von der DNA-Probe
verwendet. Ein Viertel des Bindungsversuches wurde aufgetragen. Die Proben mit dem
C-Modul, acaAP™® ** %% ynd die DNA mit den ausgetauschten Bindebereichen werden
spezifisch gebunden. Interessanterweise wird auch in diesem Test die Promotorregion mit den

unterbrochenen Thymidinbereichen im geringen Umfang gebunden. Eine Erhéhung des Anteiles
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der eingesetzten rekombinanten CTD auf 125 pmol intensivierte diese Bindung. Der

Promotorbereich ohne Bindemotiv wurde auch unter diesen Umstanden nicht gebunden.

Es ist davon auszugehen, dass zumindest ein Teil der Praparation von CbhfA”319% 3us E. coli BL21
(DE3) spezifische DNA-bindende Eigenschaften hat und somit die urspriingliche Konfirmation

aus D. discoideum besitzt.

3.21 Weiterfuhrende Arbeiten zur kristallographischen Strukturaufklarung

Die Primarstruktur der Carboxy-terminalen Domane ist nach aktuellem Wissensstand nur in
CbfA und seinen homologen Proteinen im naheren Umfeld der Dictyosteliales vorhanden
(Vergleiche Kapitel 3.17). Riickschliisse auf die Funktionsweise der CTD sind deshalb aufgrund
mangelnder Homologien mit bekannten Proteinstrukturen nicht zu ziehen. Die héhere Struktur
der CTD kann dabei Homologien offenlegen, welche sich aufgrund der Sequenz nicht
erschliefen. Deshalb wurden zusammen mit Abteilung Physikalische Biotechnologie der Martin-
Luther-Universitat Halle-Wittenberg unter der Anleitung von Dr. Than-Breithaupt Versuche zur

Bildung von Proteinkristallen durchgefiihrt.

Dazu wurde die gereinigte, auf ihre Funktionalitat Gberprifte CTD Uber eine Sephadex™ G75-
Saule gelfiltriert. In Abbildung 38 A ist das Diagramm der Extinktion bei 280 nm gegen das
Elutionsvolumen einer solchen praparativen GréRenausschlusschromatographie zu erkennen.
Dabei ist die Verweildauer in der Sdule von der Masse des Proteins sowie von seiner
Konfirmation abhangig. Kleinere Proteine benétigen langer fir die Elution. Neben dem
Hauptpeak bei 175 ml existiert ein Vorpeak bei 150 ml. Dieser enthalt neben dem Protein auch
einen Anteil von DNA, welche durch ein zweites Maximum des Spektrums im Bereich um 260
nm identifizierbar ist. Eine Inkubation mit DNase wahrend und kurz nach dem Zellaufschluss
minimiert diese Verunreinigung in spateren Aufreinigungen. In dem gezeigten Beispiel konnten
beide Peaks aufgrund des grofRen Volumens getrennt werden. Das Elutionsvolumen der CTD
entspricht der geeichten Saule nach circa 20-30 kDa. Es konnte in keiner praparativen oder

analytischen Gelfiltration die Bildung von Oligomeren der CTD beobachtet werden.
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Abbildung 38: Uberpriifung der Strukturierung und Qualitit des rekombinant gereinigten Proteins; (A)
Praparative Gelfiltration von 22 mg CbfA’*'%; gezeigt ist die Extinktion bei 280 nm in mAU gegen das
Elutionsvolumen in ml, 1 AU entspricht einer Extinktion von 2 bei einer Schichtdicke von 1 cm (B) 1D-
NMR einer Probe des Hauptpeaks von A; dargestellt ist die Intensitdt gegen die chemische Verschiebung

S in ppm

Die durch Elektrospray-lonisation-Massenspektroskopie (ESI-MS) bestimmte Masse des
Hauptpeaks liegt bei 23772 Dalton und hat eine Differenz von 28 Dalton zur berechneten
Masse. Ndhere Untersuchungen dieser Differenz decken die Anderung von Lysinggs zu Arginin
auf. Aufgrund nicht eindeutiger Datenlage an dieser Stelle in der Sequenz des GenBank®-
Eintrages AF052006.2 sowie der ahnlichen physiko-chemischen Eigenschaften von Arginin und
Lysin ist mit dem Rggs-haltigen Protein weiter gearbeitet worden. Der Nachweis der
Strukturierung der gereinigten CTD erfolgte durch eine eindimensionale

Kernspinresonanzspektroskopie (1D-NMR). Das entsprechende Protonenspektrum wurde von
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Dr. Ulrich Weininger, Institut fir Physik, Biophysik, Martin-Luther-Universitat Halle-Wittenberg
aufgenommen und ist in Abbildung 38 B dargestellt. Von groRer Aussagekraft liber die Faltung
eines Proteins sind dabei die Bereiche (iber 8,5 ppm und zwischen 1 und -1 ppm sowie das
Fehlen eines deutlichen Peaks bei 8,3 ppm (Rehm et al. 2002). Das dargestellte Spektrum deutet
auf eine Strukturierung der rekombinant gereinigten CTD hin. AnschlieRend sind mehrere
hundert Kristillisationsansatze im kleinen Malistab prapariert worden. Nach mehrmonatiger,
ergebnisloser Inkubation fiel dabei die komplette Proteolyse des in den Ansatzen enthaltenen
Proteins auf. Entgegen der extensiv auf Proteolyse getesteten, Thrombin-geschnittenen CTD
ohne Faktor Xa-Schnittstelle zeigte das neue Konstrukt Abbauprodukte bei Raumtemperatur
oder bei langer Inkubation bei 4°C (Abbildung 39 A). Dies deutet auf eine Restaktivitat des
Faktor Xa selbst oder auf eine pufferbedingte Aktivierung anderer Proteasen durch das
eingetragene Calcium hin. Die Zugabe von EDTA nach Beendigung der Aufreinigung reduzierte
zwar die proteolytische Aktivitat, Abbaufragmente waren trotzdem nach einer Woche

Inkubation bei 25°C erkennbar.

Die Art der Proteolyse ist oftmals ein Hinweis auf flexible Bereiche innerhalb eines Proteins,
welche eine Kristallbildung verhindern koénnen. Um dies weiter zu spezifizieren, wurde
gereinigte, durch Einfrieren vor Degradierung geschiitzte CTD mit verschiedenen Proteasen
inkubiert. Dabei ist das durch Thermolysin entstehende Spaltmuster (Abbildung 39 B) am
interessantesten, da es mehrere Produkte mit dhnlicher Grofle wie die spontane Proteolyse
ergibt. Andere getestete Proteasen ergaben jeweils ein oder kein Abbaufragment. Die N-
terminale Sequenzierung der spontanen Abbauprodukte sowie der Thermolysin-Fragmente sind
in der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Grosse am Leibniz-Institut fur Altersforschung — Fritz-
Lipmann-Institut e.V. (Jena) durchgefiihrt worden. Die Massen wurden in Halle bestimmt. Einen
Uberblick dariiber gibt Tabelle 10, die bestimmten Fragmente sind in der Sequenz von
Abbildung 39 C markiert. Die N-terminale Sequenzierung des Fragmentes TL3 schlug leider fehl
und wird momentan wiederholt. Dies ist aufgrund der terminlichen Koordination der

Partnerlabore erst nach Erstellung dieser Arbeit moglich.
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Abbildung 39: Aufklarung der Abbaufragmente der Kristallisationsansitze; (A) SDS-PAGE spontaner
Proteolyse und (B) Thermolysinverdau, jeweils 5ug; (C) Sequenz CbfA
N-terminalen Sequenzierung (Linie) und des C-terminalen Abbruchs lber die Gesamtmasse (gestrichelte

793-1000

Linie); Rogs fett (Erlduterung im Text); TL3 nicht auswertbar; alle Molekiilmassen in kDa

Tabelle 10: Masse und N-terminale Sequenzierung der CTD-Abbauprodukte; *Massenbestimmung
ergibt zwei Werte entsprechend der nicht getrennten Doppelbanden in Abbildung 39, N-Terminus beider

Banden identisch; geklammerte Aminosduren des N-Terminus sind Nebensequenzen

Fragment Masse N-Terminus Abdeckung CTD
CTD (K983R) 23.772 Da M(q)DVHS 793-1.000
Thermolysin 1 (TL1) 22.692 Da (22.466 Da)* | IVLDN 802-1.000 (998)
Thermolysin 2 (TL2) 21.020 Da L(q)KEW(q,g)T | 817-1.000

Thermolysin 3 (TL3)

18.202 Da (17.975 Da)*

Sequenzierung mehrfach fehlgeschlagen

spontaner Abbau (H4) | 12.981 Da K(g)PIEN 850-968
spontaner Abbau (H5) | 16.954 Da N(q)LKEW 818-968
spontaner Abbau (H6) | 20.907 Da N(q)LKEW 818-1.000
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Es lassen sich zwei Hauptbereiche der Spaltung identifizieren. Einerseits die Region um die
Aminosauren 815 bis 817, welcher in den Fragmenten TL2, H5 und H6 den N-Terminus des
Abbauproduktes darstellt. Dies ist insofern problematisch, da hier die Interaktionsflache mit der
DNA, der AT-Haken, vermutet wird (Horn et al. 1999 und Kapitel 3.10 dieser Arbeit). Dieser
Bereich ist ferner in allen orthologen CbfAs konserviert (Abbildung 31). Der zweite Bereich des

793190 'Um die Aminosaure 968 kommt es zum

Abbaus betrifft das C-terminale Ende von CbfA
Abbruch der Fragmente H4 und H5. Auch hier ist eine gewisse phylogenetische Konservierung

zu erkennen, wobei eine etwaige Funktion im Unklaren liegt.
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4 Diskussion

4.1 Einsichten in die regulatorische Funktion von CbfA

Durch Studien mit der cbfA-Suppressionmutante JH.D im Vergleich zum Laborstamm AX2 sind
bereits einige durch CbfA-Mangel ausgeldste, phanotypische Veranderungen beschrieben
worden. Neben dem Fehlen eines vollstandigen Entwicklungszyklus in JH.D sind dies veranderte
Pino- und Phagozytoseraten, eine etwas langere Generationsdauer und verdnderte
Transkriptmengen des Retrotransposons TRE5-A (Winckler et al. 2001 und 2004 sowie Siol et al.
2006a). Durch die Anwendung verschiedener vergleichender Transkriptomanalysen konnten
diesen phanotypischen Anderungen zwischen AX2 und JH.D differentiell exprimierte Gene
zugeordnet werden. Des Weiteren konnten phinotypisch noch nicht aufgefallene Anderungen
identifiziert werden. Die differentiell exprimierten Gene sind nach biologischen Prozessen und

Funktionen gruppiert worden.

Zu den bekannten phanotypischen Veranderungen von JH.D im Vergleich zu AX2 gehort die
Erhohung des Zellvolumens durch gesteigerte Pinozytose (Winckler et al. 2001). Diese
Beobachtung kann durch die vergleichende Transkriptomanalyse zum Teil durch eine
Anreicherung von in den Prozess der Pinozytose und Endozytose involvierten Proteinen
spezifiziert werden (siehe Abbildung 16 A). Bemerkenswert ist dabei, die in JH.D im Vergleich
zum Wildtyp geringere Expression der Gene clc (DDB_G0277403) und proA (DDB_G0287125),
welche fiir eine in Bezug auf axenisch wachsende Stamme normale Pino- und Endozytoserate
mitverantwortlich sind (Wang et al. 2003). ProA ist zusatzlich ein Regulator der Phagozytose
(Cvrckova et al. 2004). Dies kdonnte im Zusammenhang mit der beobachteten verringerten
Aufnahme von Bakterien in JH.D stehen (Winckler et al. 2001). Sillo und Kollegen untersuchten
jungst die transkriptionellen Unterschiede zwischen axenisch und auf Bakterien wachsenden
Zellen (Sillo et al. 2008). Aus dieser Arbeit geht hervor, dass die Anpassung von der unter
axenischen Bedingungen dominierenden Makropinozytose auf die Phagozytose von Bakterien
mit der Anderung der Expression einer Reihe von Genen einhergeht. Der Lipidmetabolismus
verandert sich, die Zusammensetzung der Zellmembran wird zugunsten von Sterolen

verschoben. Eine Anderung des Lipidmetabolismus kann durch eine Funktionsanreicherung
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innerhalb der Microarray-Daten ebenfalls in Abhdngigkeit von CbfA belegt werden (Abbildung
16 A). Das Genprodukt von plbE (DDB_G0277455) ist dabei am Abbau von Phospholipiden
beteiligt (Morgan et al. 2004), DDB_G0277473 katalysiert die Spaltung von Triacylglycerol zu
Diacylglycerol und einem Fettsaureanion (DDB, FB, MGI, GOA, ZFIN curators 2001). Die
Anpassung auf die Nahrungsquelle fiihrt des Weiteren zu Anderungen im
Kohlenwasserstoffmetabolismus. Der Abbau von Glukose, die Energiequelle axenischer
Dictyostelium-Medien (Watts und Ashworth 1970, Franke und Kessin 1977), wird zugunsten der
in den Nahrungspartikeln vorhandenen Inhaltsstoffe reduziert. Als verwertbare Alternative
werden hier meist der Katabolismus von Aminosduren genannt (Anjard et al. 2006). Der Abbau
zyklischer Aminosauren im CbfA-Suppressionsstamm JH.D ist starker als in AX2. Ferner kommt
es zu einem Anstieg der Glukoneogenese in JH.D-Zellen. Die Anderungen im Zellwand- und
Peptidoglykanstoffwechsel sowie bei Komponenten des Zytoskelettes und des
Drogentransportes sind durch die Aufnahme und Verdauung der Bakterien bedingt (Sillo et al.
2008). Fiir alle diese Prozesse konnte eine statistisch signifikante Anreicherung der gleichen Art
im Vergleich von AX2 zu JH.D gefunden werden (Abbildung 16 und Anhang D). Zu erwahnen ist
hierbei, dass zwar die bestimmten GO-Terms identisch sind, sich aber die gednderten Gene
kaum Uberschneiden. Nur 17 der deutlich CbfA-abhangigen Gene sind auch in der Liste der 443
phagozytoseabhangigen Gene vertreten (Sillo et al. 2008). Die Daten deuten darauf hin, dass
CbfA eine regulatorische Funktion auf einige an der Phagozytose beteiligten Gene besitzt, was
die besseren phagozytotischen Eigenschaften von AX2 im Vergleich zu JH.D erklart. Die
Suppression von CbfA in JH.D flihrt zu einer gesteigerten Pinozytose. Ob dies als Reaktion auf

eine geringere Phagozytose bedingt ist oder direkt durch CbfA reguliert wird, bleibt zu klaren.

Als weiterer groBer Komplex der CbfA-regulierten Gene fillt die Nukleotidbiosynthese auf.
Durch die Suppression von CbfA in JH.D wird die Expression von fiinf an der Neusynthese von
Purinnukleosid-Monophosphaten beteiligten Genprodukten, bezogen auf das Microarray-
Experiment, erhdht. Lasst man die gesetzte Mindestregulation von 1,5-fach auRRer Betracht oder
bezieht man sich auf die durch RNA-Sequenzierungmethoden entstandenen Daten, so sind mit
Ausnahme des Gens purA alle am genannten Stoffwechselweg beteiligten Gene differentiell

exprimiert (Abbildung 17). Dies gilt auch fir die an der Bildung von Pyrimidinnukleosid-
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Monophosphaten beteiligten Gene pyr1-3, pyr4, pyr 5-6 und thyA (Wales et al. 1989, Myllykallio
et al. 2002). Auch diese werden in JH.D um den Faktor 1,3 bis 1,6-fach mehr exprimiert als in
AX2. Die fehlregulierte Aufnahme von Nahrungspartikeln konnte eine erhéhte De-novo-
Synthese von Nukleosid-Monophosphaten zur Folge haben, da diese nicht mehr aus der
Nahrung gewonnen werden konnen. Interessanterweise werden die an der Bildung von
Nukleosid-Diphosphaten beteiligten Enzyme, wie zum Beispiel gmkA oder adkB, nur noch
maximal 1,2-fach durch die CbfA-Suppression differentiell exprimiert. Die an der Bildung von
Nukleosid-Triphosphaten, die fir die Synthese der DNA und RNA bendétigte Form der
Nukleotide, beteiligten Enzyme ndkM und ndkC werden in JH.D 1,5-fach schwacher exprimiert
als in AX2. Dies deutet darauf hin, dass die durch die CbfA-Suppression gesteigerte Syntheserate
auf den Mangel an verwertbaren Nukleosid-Monophosphaten zuriickzufiihren ist, die DNA-
Syntheserate gemessen an der Bildung von Triphosphaten aber in JH.D geringer als in AX2 ist.
Dies konnte durch die verlangerten Generationszeit der Mutante (Winckler et al. 2001) erklart

werden.

Die genannten Eingriffe in basale Prozesse des Stoffwechsels vegetativ wachsender Zellen
konnten den Umstand erhldren, warum wiederholte Versuche zur Erstellung eines
Laborstammes ohne CbfA-Expression, z.B. durch Knock-out-Techniken (Winckler et al. 2001),

nicht zum Erfolg flhrten.

4.2 Beteiligung von CbfA’****® an der CbfA-abhingigen Genregulation in JH.D

Fiir den Einfluss einer Proteindomane, in diesem Fall der Carboxy-terminalen Doméane von CbfA,
auf die genregulatorische Funktion eines Transkriptionsfaktors sind vier Szenarien denkbar. Das
erste Szenario ist eine Nichtbeteiligung der CTD an der Regulation eines Teiles der CbfA-
abhangigen Gene. Dies wiirde zu Grunde legen, das der N-terminale Teil entweder durch
Elemente wie die beiden Zinkfinger an die DNA rekrutiert wird (wie u.a. in Elrod-Erickson et al.
1996 beschrieben) oder durch Protein-Protein-Interaktionen Teil eines Transkriptionskomplexes
wird. Dieses Interaktionsverhalten ist in Brayer und Segal (2008) fiir die Zinkfinger und Trewick
et al. (2007) fiir die Jumonji-Domane anderer Proteine beschrieben worden. Die Funktion der

Amino-terminalen Domane konnte dabei in der Modifikation des Methylierungsstatus der
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Histone und damit direkt in der Transkriptionsregulation liegen. Dies ist flir JmjC-Doméanen
anderer Proteine bekannt (u. a. Tsukada et al. 2006, Klose et al. 2006, Chang et al. 2007, Seward
et al. 2007). Ferner ist auch eine Interaktion abseits der DNA denkbar, welche zu einer
Modifikation eines anderen Transkriptionsfaktors fihrt (z.B. Sumoylierung wie in Tronnersjo et

al. 2006).

Die zweite Moglichkeit setzt die Beteiligung mindestens einer der N-terminalen Strukturen von
CbfA an dem Regulationsmechanismus der CTD voraus. Denkbar sind auch hier die unter der

ersten Moglichkeit genannten Wirkungsweisen.

Fir diese beiden Moglichkeiten konnten in dieser Arbeit zwei Cluster von CbfA-abhangigen
Genen identifiziert werden, welche nicht durch die CTD allein in ihrer Expression beeinflusst
werden. In Abbildung 18 A sind einige durch Cluster | regulierte Prozesse zu erkennen. Dazu
gehoren neben der Pinozytose noch Prozesse und Funktionen, welche mit dem Abbau von
Futterpartikeln in Verbindung gebracht werden koénnen. Eine Beteiligung der CTD an der
Regulation der Cluster | und VI-Gene kann aber im Rahmen der Datenlage dieser Arbeit nicht
ausgeschlossen werden. Dazu sollte in weiterflihrenden Experimenten eine Komplementation

des JH.D-Phanotypes mit dem N-terminalen Teil von CbfA Aufschluss geben.

Die wohl offensichtlichste Anderung des Phinotypes von AX2 zu JH.D ist die fehlende F3higkeit
zur Bildung von Fruchtkorpern. In dem Stamm JH.D werden eine Reihe von
Entwicklungsmarkern nicht oder nur wenig durch das Hungern der Zellen induziert (Winckler et
al. 2004). Dabei kann dieser Effekt jeweils durch die Zugabe von cAMP, rekombinantem CbfA
(DDB_G0279409), rekombinanter pkaC (DDB_G0283907) oder rekombinanter acaA
(DDB_G0281545) zumindest phanotypisch geheilt werden (Winckler et al. 2004, Siol et al.
2006a). Die Ergebnisse des Kapitels 3.8 zeigen, dass die Komplementation des
Entwicklungsphanotypes nicht durch die ektopische Expression der CTD von CbfA in JH.D
vermittelt werden kann. Sowohl makroskopisch (Abbildung 19), als auch auf genregulatorischer
Ebene (Abbildung 20) kann keine Revertierung des Phanotypes von JH.D durch die Expression

von GFP-CbfA’249% festgestellt werden.
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Es gilt als gesichert, dass das Ausbleiben der genregulatorischen Kaskade zur Bildung von
Fruchtkorpern in JH.D auf die fehlende Regulation des Genes acaA zurlickzufihren ist (Siol et al.
2006a). Es ist jedoch zu erwadhnen, dass die CTD in vitro in der Lage ist, den Promotor der
Adenylylcyclase A (acaAP) zu binden. Dies gilt sowohl flr das in D. discoideum exprimierte
Proteinfragment (Abbildung 25 B), als auch flr das in Bakterien exprimierte Cbfa’931000
(Abbildung 37). Dabei ist die Bindungsspezifitat ahnlich dem intrinsischen CbfA (Vergleiche Siol
et al. 2006a und Abbildung 25 B). Diese Beobachtung kann dadurch erklart werden, dass die
CTD zumindest teilweise die DNA-Bindung vermittelt, zur Transkriptionsregulation aber nicht
ausreichend ist. Dementsprechend muss die vom acaA-Genprodukt abhangige Entwicklung in
Cluster | eingeordnet werden. Da die Expression von acaA seinen Hohepunkt nach acht bis zwolf
Stunden Entwicklung erreicht und in vegetativen Zellen kaum Transkript vorhanden ist

(Winckler et al. 2004, Transkriptomsequenzierung in dieser Arbeit), wird acaA in der

Microarray-Analyse nicht als differentiell exprimiert erkannt.

Die dritte Méglichkeit fiir den Beitrag von CbfA’>*%%

an der Transkription von Genen ist eine
Bindung von CbfA an die DNA durch vermutlich den AT-Haken der CTD. Denkbar ist auch die
Interaktion von einer noch nicht spezifizierten Protein-Protein-Interaktionsflache innerhalb der
CTD mit anderen Faktoren. In diesem Szenario vermittelt die Carboxy-terminale Domane nur die
raumliche Nahe der NTD zu dessen potentiellen Ziel, z.B. fiir die Demethylierung von Histonen
(Chang et al. 2007). Diese Funktionsweise drangt sich fir die zwolf in Cluster Il und IV
identifizierten Gene auf. Eine Uberexpression von CbfA’**°® kénnte zu einer kompetitiven
Verdrangung von Gesamt-CbfA aus seinen Bindungsstellen an Cluster II- und IV-Genen fiihren.
Ein durch die Suppression von CbfA erzielter Effekt wird zusatzlich verstarkt. Dies ist flir alle
Gene der Cluster Il und IV auch in der Uberexpressionssituation in AX2 zu erkennen. Positiv von
CbfA regulierte Gene werden in ihrer Transkription durch die zusatzliche Expression der CTD
reprimiert, negativ regulierte aktiviert. Das ebenfalls JmjC-haltige, aus zwei Domaéanen
bestehende Protein JcdA (DDB_G0290765) zeigt fiir alle durch es regulierte Gene diese Art der
Regulationsweise. Exprimiert man die in diesen Fall am Amino-Terminus gelegene, DNA-

bindende Domane von JcdA im Wildtyp tGber, kommt es hier zu dhnlichen Effekten wie bei der

Uberexpression von CbfA-CTD. Eine zusitzliche Expression von der hier am C-Terminus
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gelegenen, JmjC-haltigen Domane zeigt eher verstarkende Wirkung auf die Regulation der Gene

(Accari und Fisher 2007).

Die vierte Moglichkeit fiir den Einfluss der CTD auf die Regulation durch CbfA ist die
Eigenstandigkeit der Domane als regulatorische Einheit. Fir die Erflllung der Aufgaben ist einzig
der Carboxy-terminale Teil notwendig. Dies ist fir die in Cluster Ill und V zusammengefassten
Gene zu vermuten. lhre durch CbfA-Suppression bedingte Transkriptionsanderung wird durch
die Expression der CTD umgekehrt (siehe Abbildung 14). Dabei sind sowohl aktivierende als
auch reprimierende Regulationen zu beobachten. Unter den aktivierten Genen des Clusters llI
befinden sich Vertreter des Zellwand- und des Peptidoglykanstoffwechsels sowie Proteine mit
Lysozymaktivitat (Abbildung 18 A). Dies sind alles Prozesse, die in den Abbau von Bakterien
involviert sein konnten. Die reprimierten Gene des Clusters V sind Uber einige grundlegende
Prozesse vegetativ  wachsender  Zellen, wie Drogentransport, Purin- und

Aminosaurestoffwechsel, verteilt (Abbildung 18 B).

Die Expression der TRE5-A-Elemente zeigt eine Abhangigkeit in Bezug auf die Plusstrang als auch
der Minusstrang-RNA von CbfA (siehe Kapitel 1.9 und Abbildung 10). Dabei kann die Bildung des
Minusstranges direkt durch die Interaktion von CbfA mit dem als Promotor agierenden C-Modul
in Zusammenhang gebracht werden (Geier et al. 1996, Horn et al. 1999). Es kann mit Hilfe eines
strangunspezifischen Northern-blots (Abbildung 10) die Abhangigkeit dieser Expression alleine
von der CTD gezeigt werden. Sonstige Proteinbestandteile sind fir diese Regulation nicht
notwendig. Diese CTD-abhangige Regulation wird durch das Microarray-Experiment zusatzlich
belegt. Das Gen DDB_G0293690, welches fiir ein TRE5-A-Protein codiert, kann den Cluster Il
zugeordnet werden (Kapitel 3.3 und Anhang B). Seine durch CbfA-Suppression verringerte
Expression wird durch die CTD wieder hergestellt. Ahnlich wie im Northern-blot ist die CTD
bedingte Expression hoher, was entweder durch die Uberexpression bedingt ist oder auf eine

Einschrankung der Funktion durch den N-Terminus verweist.

Es existieren folglich einige Gene, deren Expression von der Carboxy-terminale Doméane von
CbfA ohne Beteiligung des restlichen Teiles des Faktors reguliert werden. Die CTD ist eine

genregulatorische Einheit.
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4.3 Einfluss des Kernmotives des AT-Hakens und seiner umgebenden Region
auf die CTD-vermittelte Regulation

CbfA kann aufgrund seiner bekannten regulatorischen Eigenschaften sowie der Fahigkeit zur
DNA-Bindung als Transkriptionsfaktor angesehen werden (Horn et al. 1999, Winckler et al. 2004,
Siol et al. 2006a). Dies wird durch die Daten des Microarray-Experimentes deutlich belegt (siehe
Kapitel 3.2). Die in Abbildung 14 dargestellte und in Abschnitt 4.2 diskutierte Clusteranalyse
deutet auf die Eigenstandigkeit der CTD als genregulatorische Einheit fiir die Cluster Ill und V
hin.

Ein wichtiges Merkmal vieler Transkriptionsfaktoren ist die Translokation in den Zellkern. Dafiir
wird eine Kernlokalisationssequenz (NLS) auf Aminosaureebene oder strukturelle Eigenschaften
wie Sekundarstruktur oder Aminosdauremodifizierungen benétigt (Imamoto 2000). Die
genutzten Peptidsequenzen kdnnen dabei in mehrere Klassen eingeordnet werden. Neben dem
,klassischen” KKRK-Motiv ist vor allem die bipartite (zweigeteilte) NLS von Bedeutung (u.a.
Cristophe et al. 2000). Diese besitzt das Sequenzmotiv bb-Xio-(bss Xi,), wobei b fir die
basischen Aminosduren Arginin und Lysin und X fiir jede beliebige Aminosaure steht. Dieses
Strukturelement ist in CbfA zweimal vorhanden. KsgsKIKCHRCEKRFKKFsqg, liegt im Bereich des
zweiten Zinkfingers, K;9sKRPIVLDNDKPKGRg1, in der Carboxy-terminalen Domadne. Beide
potentiellen NLS besitzen einen sehr kurzen variablen Bereich. Die in Winckler et al. (2001 )
diskutierte Kernlokalisierungssequenz liegt nach Revision des GenBank®-Eintrages AF052006.2
nicht mehr in der codierenden Sequenz von CbfA. Um die Funktionalitat der CTD-NLS zu testen,
wurden mehrere Aminosaureaustausche in die codierende Sequenz des GFP-CTD-
exprimierenden Konstrukts pPT132 Cmbf1-2 eingefiihrt. Wie in Kapitel 3.9 behandelt und in
Abbildung 21 zu erkennen, sind sowohl der vorderere (gezeigt durch K799N R800G) als auch der
hintere Teil (R812A) an der Kernlokalisierung der CTD beteiligt, wobei der Austausch von K799
und R800 eine groRere Wirkung auf die Kernlokalisation besitzt. K;9sKRPIVLDNDKPKGRg1> kann
daher zumindest fur die CTD als Lokalisation bestimmendes Strukturelement identifiziert
werden. Die Untersuchung von der im Bereich des Zinkfingers liegenden NLS sowie der Einfluss
der Carboxy-terminalen auf die Lokalisation von Gesamt-CbfA sind Gegenstand aktueller

Arbeiten.

102



Diskussion

Durch den Aminosadureaustausch P801K und das so entstehende ,klassische” K;9sKRK-Motiv
(Cristophe et al. 2000) kann die Funktionalitat des vorderen Teiles der NLS so gesteigert werden,
dass trotz gleichzeitiger Anderung von R812 keine cytoplasmatische Lokalisation mehr
beobachtet wird. Dies erlaubt die Untersuchung der fiir den AT-Haken funktionsvermittelnden

Aminosaure Arginin 812 (Arvind und Landsman 1998).

Fir die regulatorische Aktivitat eines Transkriptionsfaktors sind diverse Funktionsweisen
denkbar. Aufgrund des in CbfA’>**® enthaltenen AT-Hakens ist eine direkte Bindung an die DNA
zu vermuten. Neben den in dieser Arbeit erzielten Ergebnissen weist folgende
Argumentationskette darauf hin. Es ist bekannt, dass AT-Haken-haltige Proteindomanen die
kleine Furche AT-reicher DNA binden (Arvind und Landsman 1998). Diese Interaktion kann durch
Distamycin, welches die kleine Furche AT-reicher DNA durch Bindung blockiert (Wemmer 2001),
verhindert werden. Dies gilt auch fiir die in vitro-Bindung von CbfA an das C-Modul von TRE5-A

(Horn et al. 1999).

Um die Beteiligung des AT-Hakens an den genregulatorischen Eigenschaften von CbfA-CTD
in vivo zu untersuchen, wurde eine kernlokalisierte Mutante (P801K) mit einer AT-Haken-
Mutante (P801K R812A) auf die Fahigkeit zur Regulation der reprdsentativen Gene aller Cluster
(Kapitel 3.3) hin Uberpriift. Das Ergebnis der gRT-PCR (Abbildung 22) zeigt deutlich eine
Abhadngigkeit des Einflusses der CTD auf alle Cluster Ill-Gene sowie auf das Cluster V-Gen
DDB_G0275689 von dem AT-Haken. Fir Cluster I, Il und VI ist kein Einfluss dieser Mutation
erkennbar, was in den CTD-unabhangigen Clustern | und VI zu erwarten ist. Das Verhalten des
Cluster II-Gens deutet nicht auf eine Beteiligung des AT-Hakens an den Regulationsmodus
zumindest fir dieses Gen hin. Protein-Protein-Interaktionen sind hier ein denkbarer
Mechanismus. Das Cluster IV-Gen verhalt sich unerwartet. Nimmt man die durch die Expression
von CTD in JH.D erzielten Effekte als Grundlage, ist hier von einer Konkurrenz zwischen CbfA und
dem CTD-Fragment um eine Bindungsstelle auszugehen (siehe Kapitel 4.2). Handelt es sich
dabei um eine DNA-Interaktion, sollte die AT-Haken-Mutante der CTD diese Konkurrenz
zugunsten von Wildtyp-CbfA verschieben, da diese unmutiert besser an die DNA bindet. Der
Effekt der Uberexpression der CTD sollte geringer werden, sich also einen Wert von eins

annahern. Vermittelt die CTD durch Protein-Protein-Interaktionen seine Funktion, sollte sich
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adhnlich wie im Cluster Il durch R812A nichts verandern, sieht man von dem sehr
unwahrscheinlichen Fall ab, dass Arginin 812 an der Protein-Protein-Interaktion beteiligt ist. Da
dies beides nicht der Fall ist, ware die einfachste Erklarung eine Abhangigkeit des Gens von nicht
erfassbaren Faktoren, welche durch leichte Unterschiede in den Klonen und den Kulturen zu
begriinden sind. Fur das Cluster V-Gen DDB_G0279751 ist deutlich eine Wirkung von P801K
R812A im Vergleich zum nicht mutierten Protein zu sehen (p < 0,002). Da aber die zum Vergleich
genutzte Mutante P801K so gut wie keine Regulation zeigt, bleibt hier die Wirkung des AT-

Hakens auf dieses Gen offen.

Es ist auffdllig, dass die Wirkung der Mutation des zentralen Arginins fiir die Cluster Ill-Gene
DDB_G0282815 und DDB_G274181 nicht ausreichend ist, um die Fahigkeit der CTD zur
Genregulation ganz zu eliminieren. Nimmt man dazu das Wissen lber die Beteiligung weiterer
basischer Aminosauren an der DNA-Bindung von Typ [I-AT-Haken (Huth et al. 1997, Reeves
et al. 2001 a, Reeves 2001 b) hinzu, stellt sich die Frage, ob dies beim Typ IlI-AT-Haken von CbfA
ahnlich ist. Dazu wurden die dem zentralen GRP-Motiv benachbarten Lysine zu Alaninen
mutiert. Das Lysin an der Stelle -2 vom zentralen Arginin 812 gerechnet, ist in der in Arvind und
Landsman 1998 vero6ffentlichten Sequenzanalyse der Typ IlI-AT-Haken fast durchweg ein
Arginin. Dies gilt auch fir den Typ II-AT-Haken, welcher sich nur im etwas weiter entfernten
Umfeld vom Typ lll unterscheidet. Es ist eine verlockende Hypothese, dass der Gebrauch von
Lysinen anstelle von Argininen an diesen konservierten Positionen eine Anpassung an den
hohen AT-Gehalt von D. discoideum darstellt. In Abbildung 24 ist der Einfluss der basischen

724998, erkennen.

Aminosdauren auf die AT-Haken-vermittelte Regulation von GFP-CbfA
Betrachtet man nur die Cluster lll-Gene, so ist eine statistisch signifikante Verringerung der
regulatorischen Aktivitat fir das Lysin 815 (+3) zu erkennen, welche sogar fir das durch die
Mutationen P801K R812A bereits stark in seiner genregulatorischen Funktion eingeschrankte
Gen DDB_G0286953 gilt. Der Austausch der fir den im HMG-I-Protein vorhandenen AT-Haken
wichtigen basische Aminosdure an der Position -2 (Huth et al. 1997), welche bei CbfA der
Aminosaure Lysin 810 entspricht, zeigt keinen Einfluss auf die genregulatorische Funktion der

CbfA-CTD. Eine leichte Reduktion der Regulation ist fliir das Gen DDB_G0282815 auch fiir das

Lysin 808 (-4) zu erkennen.
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An der Regulation der Cluster lll-Gene ist sehr wahrscheinlich das Lysin 815 beteiligt. Ein diesen
Effekt erklarender, verstarkter Abbau des mutierten Proteins scheint nicht zu erfolgen, die
Intensitat der Fluoreszenz und der Proteinmenge im Western-Blot blieb im gesamten
Experiment gleich. Die Beteiligung des Lysin 815 kann nicht durch die Bindungsversuche der
mutierten CTD-Varianten an den Modelpromotor von acaA belegt werden (Abbildung 26). Das
Gen acaA ist aufgrund der in Kapitel 3.8 gezeigten Ergebnisse nicht ausschlieBlich von der
Carboxy-terminalen Domane abhangig. Es ist per Definition kein Cluster llI-Gen. Die Promotoren
vorhandener Cluster Ill-Gene sind aber im Bezug auf ihre mogliche Bindung an CTD noch nicht

hinreichend untersucht.

Ein Einfluss der Mutationen der Lysine in der Umgebung von Arginin 812 fiir die Cluster V-Gene
wird aufgrund der bereits geringen Regulationsfahigkeit der Mutante P801K R812A nicht
erwartet. Entgegen dieser Vorhersage zeigen beide Gene eine gesteigerte reprimierende
Wirkung durch die Mutation des Lysins 815. Dies wiirde dem regulatorischem Level des
unmutierten GFP-CbfA’***® entsprechen (vergleiche Abbildung 15 A und Abbildung 22). Dieser
Effekt zeigt sich auch fir die Lysine 808 (-4) und 818 (+6) auf die Regulation des Gens
DDB_G275689. Die dargestellten Regulationen sind in ihrer Art und Weise durch weitere Klone
in dhnlichem Mal} bestdtigt. Eine simple Bindung der CTD durch den AT-Haken an die DNA
liefert keine augenscheinliche Moglichkeit zur Erklarung dieses Phanomens. Auch die Regulation

durch Protein-Protein-Interaktionen scheint hier nicht ausreichend dieses Problem zu erklaren.

Es ist zu vermuten, dass sich die CTD-abhangige Genregulation in Bezug auf aktivierte und

reprimierte Gene unterscheidet.
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4.4 Suche nach Interaktionspartnern der Carboxy-terminalen Domadne

Unterschiedliche Funktionen ein und desselben Proteins werden in der Regel durch die
interagierenden Proteine vermittelt. In der Annahme, dass die Carboxy-terminale Domane von
CbfA als Transkriptionsfaktor wirkt, sind hier vor allem andere die Transkription beeinflussende
Proteine zu nennen. Fir kernstdandige Proteine allgemein, so auch fiir andere JmjC-haltige
Proteine, sind auch Interaktionen auBerhalb der direkten Transkriptionsregulation denkbar. Die
JmjC-Domane von Gisl aus Saccharomyces cerevisiae dient als Plattform fiir Protein-Protein-
Interaktionen, die zur Sumoylierung von Komponenten dieses Komplexes fiihren. (Tronnersjo et
al. 2006). Der beschriebene Interaktionspartner Nfil/Siz2 (Johnson und Gupta 2001, Takahashi
et al. 2001 und 2003) zeigt dabei in dem Bereich der Ligation von Sumo vermittelnden
Aminosauren knapp 50% Sequenzdhnlichkeit (24% Identitdt) zu dem D. discoideum Protein
DDB_GO0274743. Auch ein potentieller Vertreter der Sumo-Proteinfamilie ist in D. discoideum

vorhanden (DDB_G0286189).

Um die Suche nach Interaktionspartnern der CTD sowie anderer D. discoideum-codierter
Proteinfragmente durchzufiihren, wurde sich fiir das Hefe-2-Hybrid-System entschieden.
Vorteile dabei sind die im Vergleich zu anderen Methoden hohe Sensitivitdt bei einem relativ
niedrigen Preis, Einschluss posttranskriptioneller Modifikationen sowie die leichte
Zuganglichkeit der flir das interagierende Protein codierenden cDNA fiir weitere Analysen
(Causier und Davies 2002). Einer der Nachteile ist die Notwendigkeit des Vorhandenseins einer
komplexen cDNA-Bibliothek fiir den Zielorganismus. Fir D. discoideum existierten zum
Zeitpunkt dieser Arbeit zwei Banken, welche bereits Interaktionskomplexe offenlegten. Die
Interaktion zwischen dem Calcium-bindenden Protein 3 (DDB_G0282613) mit Actin 8
(DDB_G0269234) wurde in einer pACT2-basierenden Entwicklungsbank der Zeitpunkte vier bis
achtzehn Stunden gefunden (Chang et al. 2005). Da das Interesse aber auf vegetativen
Regulationen und damit verbundenen Interaktionen aller zur Untersuchung vorgesehener
Elemente liegt, ware diese Bank nur bedingt geeignet gewesen. Die zweite existierende Bank
basiert ebenfalls auf den Vektor pACT2 und zeigte die Interaktion zwischen Thioredoxin 1
(DDB_G0294447) und Substratproteinen (Brodegger et al. 2004). Die Komplexitat dieser Bank ist

aber mit unter 300 primaren Transformanten sehr gering.
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Mit Hilfe des Matchmaker™ Library Construction & Screening System (Clontech) sind in dieser
Arbeit zwei Banken aus der mRNA vegetativ wachsender Zellen erstellt worden. Beide Banken
zeigen eine Komplexitit von jeweils tGiber 2*¥10° Transformanten (vergleiche Tabelle 7). Dies ist
mit der Komplexitdt kommerzieller, aus Saugetiergewebe erstellter Banken vergleichbar. Die
Rate von Transformanten mit Dictyostelium cDNA-Integrationen liegt in einen annehmbaren
Bereich von 70 bis 80%. Friihere Versuche mit E. coli-basierenden Systemen resultierten
entweder in wenigen unabhdngigen Transformanten oder in einer hohen Rate cDNA-freier
Vektoren (u.a. Brodegger et al. 2004, Versuche im Rahmen dieser Arbeit). Die Suche nach
Genfragmenten in Vektorpraparationen der Banken zeigt das Vorhandensein von jeweils 19 von
22 gesuchten Genen (Abbildung 28). Vergleicht man beide Datensatze, so werden insgesamt 20
Gene gefunden, wobei die zwei nicht reprasentierten Gene in AX2 schwach exprimiert sind.
Auch verschiedene Fragmente von cbfA sind in den Banken nachweisbar. Die Verteilung der
sequenzierten Klone in Bezug auf die Entfernung zum 3‘-Ende unterscheidet sich aufgrund des
verwendeten Primers der Erststrangsynthese (Anhang F). Die Moglichkeit, lange
komplementdare DNAs zu klonieren, ist mit der oligo (dT)-Methode am groRten. Das
Vorhandensein von am 5-Ende der cDNA codierten N-terminalen Interaktionsdomanen ist in
der (dN)e-Bank wahrscheinlicher. Im Laufe der Arbeit sind deshalb Interaktionsmatings mit

beiden Banken in Kombination durchgeflihrt worden.

In sieben Interaktionsmatings konnte keine initial gefundene Protein-Protein-Interaktion fir
CbfA’# 1% hestitigt werden (siehe Tabelle 8). 93 Klone zeigen eine Selbstaktivierung der Beute
(wie in Abbildung 29 A), wovon mindestens 48 drei ndher untersuchten Konstrukten zugeordnet
werden kénnen (Tabelle 9). Angesicht Gber 1*10® (iberpriften Ereignissen und der Anzahl der
Matings ist dies eine annehmbare Zahl (Rutushny und Golemis 2008, Mitrofanova et al. 2009).
Die meisten der Selbstaktivierer sind dem Mating 5 zuzuordnen, in dem eine geringere Stringenz
angewandt wurde. Dies zeigt den Konflikt von niedriger Stringenz mit vielen Selbstaktivierern,
aber auch potentiell schwacher Interaktionen, gegeniiber einer hohen Stringenz mit wenig
Selbstaktivierern und der Moglichkeit schwache, Interaktionen zu ibersehen (diskutiert u.a. in

Rutushny und Golemis 2008).
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4.5 Phylogenie von CbfA

Die Wirkung von CbfA als Transkriptionsfaktor fiir grundlegende Prozesse des vegetativen
Wachstums in Dictyostelium discoideum lasst vermuten, dass in nahe verwandten Organismen
mit dhnlicher Lebensweise orthologe Proteine zu CbfA existieren. In allen untersuchten
Dictyosteliales konnten diese Proteine nachgewiesen werden (Abbildung 30). Des Weiteren
konnten auch orthologe Proteine zu dem CbfA-paralogen CbfB gefunden werden. Die cbfB-
orthologen Gene zeigen untereinander eine wesentlich héhere Ahnlichkeit als zu den
entsprechenden cbfAs aus dem jeweiligen Organismus. Ahnlichkeiten in der Sequenz zwischen
CbfA und CbfB beschranken sich auf den Bereich der JmjC-Domane und den Zinkfingern. CbfA-
Proteine zeigen untereinander eine etwas hohere Sequenzhomologie als CbfB-Proteine. Eine
Datenbankanalyse deckte eine dritte Klasse von CbfA-dhnlichen Proteinen auf. Diese kommen in
den Ascomycota, jedoch nicht in den Metazoa (Tiere) oder den Viridiplantae (Pflanzen) vor. Die
CbfA-ahnlichen Proteine aus den filamentdsen Pilzen zeigen eine Sequenzahnlichkeit in ihren
JmjC-Domanen und in den Zinkfingern. Dieser Cluster von Genen ist phylogenetisch in etwa

gleich weit von den dictyosteliden CbfAs und CbfBs entfernt (Abbildung 30).

Der Carboxy-terminale Teil aller untersuchten Gruppen CbfA-ahnlicher Proteine unterscheidet
sich sehr stark. Ein gewisses Mall an Sequenzdhnlichkeit ist nur unter den CbfAs der
Dictyosteliales zu erkennen (Abbildung 31). Dieser Bereich umfasst die Aminosduren 793 bis
1.000 von D. discoideum-CbfA, also der in dieser Arbeit als ,,CTD“ charakterisierten Domaéne. Fir
diese Domadne konnte in dieser Arbeit eine eigenstandige genregulatorische Funktion
nachgewiesen werden. Die Carboxy-terminalen Domanen evolutionar alterer Dictyosteliales
(Schaap et al. 2006) zeigen Verlangerungen der CTD von unterschiedlichem AusmaR. Die
C-terminalen Abschnitte der CbfB-Proteine zeigen keine Sequenzhomologien, nur in den beiden
Organismen Polysphonylium pallidum und Acytostelium subglobosum ist ein kurzer Bereich
konservierter Sequenz erkennbar. Die CTDs der CbfA-dhnlichen Proteine aus Pilzen zeigen keine

Ahnlichkeit aufgrund ihrer Primarsequenz.

Anhand dieser Daten kann folgendes Modell zur Entstehung der CbfA-dhnlichen Proteine

abgeleitet werden. In den gemeinsamen Vorganger von Pilzen und Dictyosteliden gab es ein
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CbfA-ahnliches Protein. Es bestand mindestens aus einer JmjC-Domadne und zwei Zinkfingern.
Uber das Vorhandensein einer Carboxy-terminalen Doméane kann nur spekuliert werden. Vom
Standpunkt der nachgewiesenen Funktion der D. discoideum CbfA-CTD kann dies vermutet
werden. Nach der Trennung der Pilze und der Amoebozoa kam es zu einer Genduplikation in
den Dictyosteliales. Der Amino-terminale der der drei Gruppen der CbfA-dhnlichen Proteine
blieb dabei bis auf eine zusatzliche N-terminale Verlangerung der CbfBs erhalten. Dies weist auf
eine sequenzkonservierende Funktion dieses Bereiches hin, auf der Hand liegt hier die
Transkriptionsregulation durch Demethylierung von Histonen (Tsukada et al. 2006, Klose et al.

2006, Chang et al. 2007, Seward et al. 2007).

Die Sequenz der CTD scheint sich diesbezlglich frei entwickelt zu haben. Filamentdse Pilze und
CbfB-ahnliche Proteine zeigen keine konservierten Bereiche. CbfA-dhnliche Proteine aus
Dictysteliden haben eine ,,minimale” Carboxy-terminale Doméane erhalten. Sie entspricht der
CTD der Gruppe 4 Organismen wie D. discoideum und zeigt neben den AT-Haken zwei weitere
Bereiche hoher Sequenzhomologien (Abbildung 31). Es ist zu vermuten, dass diese CTDs
homologe Funktionen besitzen. Die beobachteten Erweiterungen der CTDs von weniger
abgeleiteten Dictyosteliales-CbfAs konnten zusatzliche Funktionen vermitteln oder bereits

vorhandene modulieren.

Die Variabilitat der Carboxy-terminalen Domane CbfA-dhnlicher Proteine konnte eine
Anpassung an die unterschiedliche Regulation von Gennetzwerken unter dem Aspekt sich

entwickelnder Zellfunktionen sein.

4.6 Réntgenkristallographische Strukturaufklidrung von CbfA”#**%%

Die Primarsequenz der Carboxy-terminalen Domane von CbfA aus Dictyostelium discoideum
zeigt nur Ahnlichkeiten zu der Sequenz von CbfA-Orthologen anderer Dictyosteliales (Kapitel
3.17). Eine Funktionsvorhersage aufgrund von Sequenzverwandtschaft zu bekannten Strukturen
lasst sich, bis auf die Ausnahme des AT-Hakens wund der benachbarten
Kernlokalisierungssequenz, nicht treffen. Der AT-Haken vermittelt die Interaktion zwischen
Proteindomane und DNA durch die Bindung der kleinen Furche der DNA durch ein prominentes

Arginin (Arvind und Landsman 1998). An dieser Bindung sind weitere basische Aminosauren
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beteiligt (Huth et al. 1997). Fir den AT-Haken von CbfA-CTD konnte neben dem zentralen
Arginin an der Position 812 noch das Lysin 815 als an der Regulation beteiligte Aminosaure
793-1000

identifiziert werden (Kapitel 3.11). Um Einsichten in die hohere Struktur von CbfA zu

bekommen, sollte das Faltungsmuster der CTD gelost werden.

Dazu wurde eine Reihe von Optimierungsschritten durchgefiihrt (Kapitel 3.18 und 3.19). Der
genutzte Ansatz erbrachte ausreichend gereinigte Mengen rekombinanter CTD. Dieses Protein
zeigte in einem Funktionalitdtstest DNA-bindene Eigenschaften vergleichbar mit CbfA und

7249% (Kapitel 3.20). Weiterfiihrende Arbeiten belegten die

homolog exprimierter GFP-CbfA
Homogenitat der Praparation, gemessen am Laufverhalten in einer Gelfiltration, sowie die
Strukturierung der Probe in einer eindimensionalen Kernspinresonazspektroskopie (Kapitel
3.21). Die Proteinaufreinigung zeigte nach langerer Inkubation proteolytische Aktivitat. Nach
vier Monaten bei 18°C war das gesamte Protein in mindestens vier Fragmente gespalten
(Abbildung 39 A). Tests mit diversen Proteasen ergaben mit Thermolysin, welches nach den

Aminosauren Leucin, Isoleucin, Valin und Methionin schneidet (Applegate und Reisler 1983),

mehrere Fragmente. Die enstandenen Proteinteile sind in Abbildung 39 B dargestellt.

Die Identifizierung der proteolytischen Fragmente Uber ihren N-Terminus und ihre Masse
zeigten zwei der Proteolyse zugdngliche Bereiche innerhalb der CbfA-CTD. Dabei wird oft
angenommen, dass diese Bereiche in raumlich wenig strukturierten Loops liegen (Goldshleger et
al. 1995, Singh et al. 2001). Neuere Arbeiten z.B. am Escherichia coli Proteom zeigen aber auch
eine Anhdufung dieser Schnitte in a-Helices (Timmer et al. 2009). Die in Abbildung 39 C
zugeordneten Fragmente wurden mit dem Ergebnis der Sekundarstrukturvorhersage PSIPRED
(http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/ Bryson et al. 2005 nach der Methode von Jones 1999)
verglichen. Dabei zeigte sich, dass der proteolysesensitive Bereich der CbfA-Aminosauren 815
bis 817 in einer wenig strukturierten Region liegt. Dies ware mit Beobachtungen an dem Typ I
AT-Haken des HMG-I-Proteins identisch. Erst durch die Bindung der DNA kommt es zur
Ausbildung einer definierten Struktur des AT-Hakens von HMG-I (Huth et al. 1997). Es ist zu
vermuten, dass der Bereich um den AT-Haken zum Erkennen der Zielsequenzen eine gewisse
Flexibilitat benotigt, welche durch Bindung an diese stabilisiert wird. Aufgrund der DNA-
bindenden Funktion ist der AT-Haken in allen CbfA-CTDs konserviert (Abbildung 31).
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Der zweite proteolysesensitive Bereich befindet sich im Bereich der Aminosdure 968. Dieser
liegt laut Vorhersage als a-Helix vor. Die Homologie zu anderen CbfA-CTDs ist hier geringer als

im Bereich des AT-Hakens.
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4.7 Ausblick

Die vorliegende Arbeit Gber den C-Modul-bindenden Faktor A aus Dictyostelium discoideum im
Allgemeinen und die Funktion und Struktur seiner Carboxy-terminalen Doméadne im Speziellen
beleuchtet einige wichtige Sachverhalte, welche in diesem Zusammenhang interessant
erschienen. Erwartungsgemal beantworten die durchgefiihrten Experimente nicht alle Fragen
und werfen neue auf. Nachfolgend werden einige Fragestellungen skizziert, welche zum Teil

bereits in der Arbeitsgruppe bearbeitet werden.

Welche Gene werden von CbfA neben den 162 im Rahmen des Microarray-Experimentes
identifizierten Genen noch reguliert? Erste Abschatzungen anhand der Solexa-Daten weisen auf
250 bis 500 CbfA-abhdngige Gene hin. Aktuell wird der Stoffwechselweg der De-novo-Synthese
von Purinen als Modell mittels qRT-PCR untersucht. Des Weiteren wird der Versuch
unternommen, Carboxy-terminale Domanen von CbfAs anderer Dictyosteliales in JH.D zu

exprimieren. Wird dies toleriert und wenn ja gibt es Gene, die dadurch reguliert werden?

Welche der von der Expression der Carboxy-terminalen Domane unabhangigen Gene der
Cluster | und VI lassen sich durch die Expression des Amino-terminalen Teils von CbfA
eigenstandig regulieren? Kann dabei die Funktion der NTD auf ihre Bestandteile JmjC-Domane,

Zinkfinger-Bereich und asparaginreiche Domane zugeordnet werden?

Zur Charakterisierung der fir das Bindeverhalten der Carboxy-terminalen Domane
verantwortlichen Bereiche sollten Modellpromotoren innerhalb der Cluster lll und V-Gene
festgelegt werden. Der untersuchte Promotor von acaA eignet sich wegen der Einordnung in

Cluster | nur begrenzt.

Da sowohl aktivierende als auch reprimierende Genregulationen durch die CbfA-CTD vermittelt
werden, lassen sich Protein-Protein-Interaktionen mit unterschiedlichen Partnern vermuten. Da
mit dem angewandten Hefe-2-Hybrid-System keine nachgewiesen werden konnten, werden
alternativ biochemische Methoden genutzt. Denkbar ist dabei die Aufreinigung des
interagierenden Komplexes durch Affinitdtschromatographie des markierten CbfAs und

Identifizierung der Interaktionspartner durch Massenspektroskopie von Peptidfragmenten.

112



Diskussion

Zur Aufklarung der Struktur der Carboxy-terminalen Domane stehen mehrere Optionen zur
Verfligung. Fur weitere Versuche der rontgenkristallographischen Strukturbestimmung wird der
flexible Bereich um den AT-Haken ausgeschlossen. Fiir diese Struktur existieren bereits mehrere
Strukturen (u.a. Huth et al. 1997), so dass eine Modellierung dieses Bereiches an die restliche
Struktur moglich ist. Ferner ist die Strukturlésung durch zweidimensionale Kernspin-

resonazspektroskopie (2D-NMR) denkbar.
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5 Zusammenfassung

Der in der vorliegenden Arbeit untersuchte C-Modul-bindende Faktor A (CbfA) aus Dictyostelium
discoideum wurde durch seine Interaktion auf genomischer Ebene mit einem Teil des 3'-
untranslatierten Bereiches des Retrotransposons TRE5-A erstmalig beschrieben. Bisherige
Arbeiten Uber CbfA zeigten eine Beteiligung dieses Faktors an der Regulation der multizelluldren
Entwicklung von Dictyostelium discoideum und sein Wirken als Transkriptionsfaktor. In der
vorliegenden Arbeit wurden mit Hilfe der Microarray-Technik 162 Gene identifiziert, die in der
CbfA-depletierten Mutante JH.D im Vergleich zum Wildtyp differenziell exprimiert werden.
Sowohl in den durch CbfA in ihrer Transkription aktivierten als auch reprimierten Genen
konnten mehrere statistisch signifikante Anreicherungen innerhalb biologischer Funktionen und
Prozesse identifiziert werden. Dazu zdhlen die positiv durch CbfA beeinflusste Aufnahme und
Degradation von Bakterien sowie die Reprimierung von Aminosdure- und Nukleotidstoffwechsel
durch CbfA. Die erlangten Daten sind mit zwei durch RNA-Sequenzierung erstellten
Transkriptomanalysen sowie punktuell mit quantitativen RT-PCR-Messungen verglichen worden.
Diese Vergleiche ergaben 52 Gene, welche Uber alle Experimente hinaus eine deutliche

Abhangigkeit von CbfA zeigten.

Des Weiteren wurden anhand einer Microarray-Transkriptomanalyse die Funktionen der
Carboxy-terminalen Domane (CTD) von CbfA fir die Regulation CbfA-abhingiger Gene
untersucht. Die Experimente bestdtigen eine CTD-abhadngige Regulation der Expression des
Retrotransposons TRE5-A, fiir die der Rest von CbfA nicht erforderlich ist. Es konnten sechs
Gruppen von CbfA-abhangigen Genen identifiziert werden. Diese Cluster von Genen
unterschieden sich neben ihrer Abhangigkeit von CbfA in ihrer Reaktion auf die Expression der
Carboxy-terminalen Domane von CbfA. Die Cluster Ill und V zeigten eine transkriptionelle
Abhéngigkeit ihrer Expression von der CTD in gleicher Art und Weise wie von dem Gesamt-CbfA.
Demzufolge ist die Carboxy-terminale Domadne von CbfA eine vom Rest des Proteins

unabhangige genregulatorische Einheit.
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Zur weiteren Charakterisierung von CbfA wurde die Beteiligung des DNA-bindenden AT-Hakens
an der genregulatorischen Aktivitat der CTD untersucht. Es konnte neben dem bekannten
zentralen Arginin des DNA-bindenden GRP-Motivs des AT-Hakens noch eine weitere
Aminosaure identifiziert werden, die fur die In-vivo-Funktion der CTD notwendig ist. Ferner

wurde die Kernlokalisation der Carboxy-terminalen Domane belegt.

Zur Strukturaufklarung der Carboxy-terminalen Domane wurde ein Protokoll zur heterologen
Expression und Aufreinigung grofler Mengen CTD in Bakterien entwickelt. Die DNA-bindende
Aktivitat und Strukturierung der rekombinanten Proteindomane konnte nachgewiesen werden.
Die Identifizierung von spontan auftretenden, proteolytischen Fragmenten sowie der Verdau
der rekombinanten Proteindomane mit Proteasen legten die Flexibilitat des AT-Hakens der
Carboxy-terminalen Domédne offen, was moglicherweise die versuchte Kristallisierung der CTD

verhindert hat.

Ferner wurde das Hefe Zwei-Hybrid-System zur Identifizierung von Interaktionspartnern der
CTD verwendet. Dazu sind zwei komplexe cDNA-Bibliotheken erstellt worden, welche qualitativ
als hochwertig charakterisiert werden konnten. In mehreren Interaktionsmatings mit insgesamt
iiber 1 x 10® Ereignissen konnten allerdings keine Interaktionspartner der Carboxy-terminalen

Domane von CbfA identifiziert werden.

AbschlieBend folgten Arbeiten hinsichtlich der Phylogenie der CbfA-Domanenstruktur und des
paralogen Proteins CbfB innerhalb der Dictyosteliales. Im Rahmen dieser Untersuchungen
wurden CbfA-adhnliche Proteine in filamentosen Pilzen identifiziert, welche sich durch ca. 25%
Aminosaure-ldentitdt im Bereich der JmjC- und Zinkfingerbereiche auszeichneten. Dem
gegeniiber waren die jeweiligen carboxy-terminalen Bereiche der CbfB-Proteine aus anderen

Dictyosteliden und die CbfA-dhnlichen Proteine aus Pilzen nicht konserviert.
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6 Summary

The Dictyostelium discoideum C-module-binding factor A (CbfA) was discovered by its
interaction at the genomic level with a part of the 3’-untranslated region of the retrotransposon
TRES5-A. Previous studies on CbfA showed an involvement of this protein in the regulation of
multicellular development of D. discoideum and its function as a transcription factor.
Experiments in this work using the microarray technology showed 162 genes to be differentially
expressed between the wild type AX2 and the CbfA-depleted mutant JH.D. Categories
representing certain biological functions and processes could be identified with statistically
significant enrichment of both activated and repressed transcripts, as for example the CbfA-
induced regulation of intake and degradation of bacteria as well as the negative regulation of
amino acid and nucleotide metabolism. Microarray data were compared with results obtained
from two RNA sequencing experiments and in part to quantitative RT-PCR measurements.
Altogether 52 genes showed significant transcriptional dependence on CbfA throughout all

experiments.

The function of the carboxy-terminal domain (CTD) of CbfA in the regulation of CbfA-dependent
genes was investigated by microarray analysis. These experiments confirmed a CTD-dependent
regulation to the expression of the retrotransposon TRE5-A, interestingly without requiring the
rest of CbfA. Six groups of CbfA-dependent genes could be identified with varying response to
CbfA and to the presence of CTD. The clusters Ill and V showed a transcriptional dependence on
CTD in the same way they responded to CbfA. These results emphasize the function of carboxy-

terminal Domain of CbfA as an independent gene-regulatory entity.

To further characterise CbfA, the involvement of the DNA-binding AT-hook in the gene
regulatory activity of CTD was investigated. Apart from the known central arginine in the
DNA-binding GRP-motive, one lysine residue within the AT-hook could be identified as critical
for the in vivo activity of CTD. Furthermore, the nuclear localisation of the carboxy-terminal

domain was shown and the nuclear locatisation site was characterised.
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To determine the structure of CbfA’s CTD a protocol to express and purify large amounts of the
protein in bacteria was developed. The functionality (i.e. DNA-binding activity) and the
structuring of the recombinant domain were confirmed. The identification of spontaneously
generated protolytic fragments as well as the digestion of the recombinant CTD with certain
proteases revealed the flexibility of the unbound AT-hook within the carboxy-terminal domain.

This might have prevented the crystallisation of recombinant CTD.

The yeast two-hybrid system was used to search for proteins that intact with the CTD in vivo.
Two high-quality cDNA libraries were generated from D. discoideum cells. However, although
1 x 10® events were screened in several matings, no interacting partner of CbfA-CTD could be

identified.

Finally the molecular phylogeny of the domain structure of CbfA and its paralogous protein CbfB
was investigated within the dictyostelid clade. Proteins similar to CbfA with respect to the
JmjC/zinc finger architecture were identified in filamentous fungi. These fungal CbfA-like
proteins showed 25 % homology to CbfA and CbfB. In contrast, the carboxy-terminal regions of

dictyostelid CbfB and funagl CbfA-like proteins were found to be highly diverged.
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Anhang A

Anhang

A Liste der verwendeten Primer

Angegeben sind alle wesentlichen in dieser Arbeit benutzten Primer. Genbezeichnung und
Primerbeszeichnung unterscheiden sich oft aufgrund gedanderter Nomenklatur innerhalb der
Referenzdatenbank Dictybase. Zur Klonierung verwendete Schnittstellen von Endonukleasen
sind in kleinen Buchstaben dargestellt, zur Mutagenese vorgesehene Nuklotide sind

unterstrichen. Die zur Sequenzierung der CbfA-ahnlichen Proteine verwendeten Primer sind in

Bohnert (2009) aufgelistet.

(attB-CbfA’**9%)

attB-CMBF02 GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTTATTTTTTA
TTATTATAAAGTTCTTGTTTTACATATAAACC

Gen Sequenz 5’ - 3’ Produkt
s Q-GAPDH-01 GGTTGTCCCAATTGGTATTAATGG 156 bp /

gp Q-GAPDH-02 CCGTGGGTTGAATCATATTTGAAC 247 bp

o acaA-04 CATTCTAGAGGCGGTATTGGCAGTATCACC b
acaA-09 GGAGAAAATGTCTGATTTCGCTTTGGATG P

o csaA-05 GAAAGCTGGTATCTCAAATGTTGTCAC b
csaA-06 GGAATCTGGAGCACAAACTATATCAGTAG P
DDB0169268-01 CACCTCGTGTTGGTGATTCTGT

DDB_GO277473 | hhp0169268-02 CGCATGTTTGGTCTTCACCACT 204 bp

DDB_G0277403 | clc-01 CCACAACATTTGACAACTCAAAC 0b

(cle) clc-02 GCTGGTGCAGTTTCTTTTGG P
DDB0204558-01 TCAACAGTTAGGTGGTGGCTGT 205 bp

DDB_GO281609 | [ 50704558-02 GGCGGGACTGTTACAAGCAAAT
DDB0187209-01 TGGTTGTAATTGTGCACCAGCC

DDB_G0286353 | h50187209-02 TTGGGCAAAGGTTAGCACATGG 236 bp

DDB_G0282815 | Q-DDB0214941-01 CACACATGGAAACAAACTCTCACTG -

(orfSGP) Q-DDB0214941-02 CACGATCTATTTGTTGGATATATCTC P
2eneDDB0167552-01 GGATGTCACAATCAGAAAATGTTGC

DDB_GO274181 | o neDDB0167552-02 CTACCACCAGTGTATCCACC 231 bp

DDB_G0292986 | abcG10-01 CACTTGGTCAAGTTGTATCTGC e0h

(abcG10) abcG10-02 CGGCATGGATTTGAATGATAAACG P

DDB_G0275689 | abcG2-01 CCATTCTTTTACCACTCCTTCATCTC b

(abcG2) abcG2-02 TAGCGATTGAAGCTGGTGG P
DDB0206011-01 ACATTTAGCATCCTCACCACC

DDB_GO279751 | b1 80206011-02 GTGAGCAATACCATAGAGATGATG 175 bp
DDB0189346-01 TGATGGTACTCGTGTTCCAG

DDB_G0267528 | 1 00189346-02 GAGAGTTGAAGAGATACGCC 193 bp
attB-CMBFO1 GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCACCATG

cbfA GGTTTAATGTCTCATTTTTCTGG 893 bp
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Gen Sequenz 5’ = 3’ Produkt

chfA CMBF-37.3 GGggtaccGGTTTAATGTCTCATTTTTCTGG (Kpn!)

(CbfA7242%) CMBF-40.1 CCctcgagTTATTTTTTATTATTATAAAAGTTCTTGTTTTAC (Xhol) 844 bp

chfA CMBF-124 GgcggccgcAATGGATGTGCATTCCAAGAAAAGACC (Notl)

(CbfA7?310%) CMBF-125 Ggcggecgc TAAATTATTTTTTTATTATTATAAAGTTCTTG (Not/) 645 bp

cbfA-Mutagenese| CMBF-139 CCGAATTCGAGCTCCAATCTCGGCATTGAGGGCCGAATGGAT

(Xa-Schnittstelle) GTGCATTCC

cbfA-Mutagenese| CMBF-153 ATCATTATCTAAAACAATTGGTCCATTCTTGGAATGCACATCCA

(K799N R800G) TTGG
CMBF-155 CTTTTAAATTCTTTGGTGGTGCACCTTTTGGTTTATCATTATCTA

cbfA-Mutagenese

(R812A) ARAC
CMBF-156 GATGTGCATTCCAAGAATG (Screening-Primer)

cbfA-Mutagenese| CMBF-161 GGTTTATCATTATCTAAAACAATTTTTCTTTTCTTGGAATGCAC

(P801K) ATCCATTGG

cbfA-Mutagenese| CMBF-169 GTGGTGCACCTTTTGGTGCATCATTATCTAAAACAATTTTTC

(K808A) CMBF-170 TGTTTTAGATAATGATGC (Screening-Primer)

cbfA-Mutagenese| CMBF-171 CTTTGGTGGTGCACCTGCTGGTTTATCATTATCTAAAAC

(K810A) CMBF-172 AGATAATGATAAACCAGC (Screening-Primer)

cbfA-Mutagenese| CMBF-173 GTCCATTCTTTTAAATTCGCTGGTGGTGCACCTTTTGG

(K815A) CMBF-174 CCAAAAGGTGCACCACCAGC (Screening-Primer)

cbfA-Mutagenese| CMBF175 GAGTTGATGTCCATTCTGCTAAATTCTTTGGTGGTGCA

(K818A) CMBF-176 GCACCACCAAAGAATTTAGC (Screening-Primer)

Y2h (Beute- Y2h-5’' TTCCACCCAAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTGG 95 bp +

amplifizierung) | Y2h-3' GTATCGATGCCCACCCTCTAGAGGCCGAGGCGGCCGACA cDNA

Y2h (Bank- CDSIII ATTCTAGAGGCCGAGGCGGCCGACATG-d(T)30VN

konstruktion) CDSIII/6 ATTCTAGAGGCCGAGGCGGCCGACATG-NNNNNN
Smartlll AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTGGCCATTATGGCCGGG

Y2h (Ausschluss | pGAD426seq GTATAACGCGTTTGGAATCACTACAGG 430 bp

Selbstaktivierer) | Y2h-1#1 CCCTTAAATTTATTTGAATAATTCTTCATCTC

Biotinylierte pGEM-for(biotin) Biotin-GGCCCGACGTCGCATGCTCC 222 bp

PCR-Produkte PGEM-rev GGTCGACCTGCAGGCGGCC 337 bp

(acaAP und KO-bsr-rev CCAACGCGTTGGGAGCTCTCCGGATC 342 bp

C-Modul) acaAP-04 GGTACAACAAATTAATTTTACTAGTAA 386 bp

purf purF-01 CCTCTCCACCAGTTTTACATCCATGTC 220 bp
purf-02 GTTGGGGATGAAGTTGAAAAACATGG

purD purD-01 GGTGAAACAGCAGAAATGCCAGGAATG 243 bp
purD-02 GTTTTACTTGAATCGAATGGTGCAATTG

purN purN-01 CATCAATTGAAACACGTGTATTCTCAC 273 bp
purN-02 CATTGAAAGCACGTTCGATTGCATGTGC

purl purl-01 GTCGTTTCGAATCTCGTTGGGTCAATG 234 bp
purl-02 GAGTACCAGATGGATTGAATGGATAGG

purc/E purC/E-01 CAAACCATTGCACCAGCTCAATTGCCAG 238 bp
purC/E-02 GAATCAATTGTTCAAATTGAGAGGTTAC

purt purH-01 GAAGGTCGTCACTGAAAATAAACCAAC 254 bp
purH-02 GAGCTAAATCGATTGAATCGGCGAATGG

purA purA-01 GTTAGATGCTGTCGTTTTGCGTTACAC 248 bp

purA-02 TTGGGAGTTGATCATATTCGGTAACATG
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Gen Sequenz 5’ = 3’ Produkt

purB purB-01 CCGCTAAATTACCAATCTCCCGTCTTC 229 bp
purB-02 GGTTTTGGGAAACCTTCACGACGAAGG

guaA guaA-01 GGTTTTCATTTTCTCTCAAAATGCTAC 278 bp
guaA-02 CAGGAACACCAGTCATGAAATCATTTG

pyri-3 pyr13-01 CATTCTTTGGTTCGTCTCTTAGCAAAC 266 bp
pyr13-02 GAAGCTTTAGTGAGAGTATGTGGAGTG

pyra pyr4-01 CAACAAGCTGAAAGAGCTGGCGTTGCC 262 bp
pyr4-02 CAGAATTTAAAAAGTCATCAAAATGCTC

pyrs-6 pyr56-01 GTTTCAAATCAGGTTTGAAAGAGTATG 247 bp
pyr56-02 GTATTATATTGTTGACCCATAGCATCAC

thyA thyA-01 GAAGAAGCATTGGAGCCAAAAACCGCC 277 bp
thyA-02 CAACTGGTACAATTGGACGAATGAGAG
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Anhang B

B Plasmidliste
Nachfolgende Liste enthalt alle im Rahmen dieser Arbeit erstellte Vektoren. Die Plasmidnummer

bezieht sich auf die lehrstuhlinterne Datenbank. Vektor und InsertgrofRen sind in Basenpaaren

angegeben.
Plasmid Name Nummer | Inserts Vektor | Insert
PCR attrBcmbfl und 2 (893 bp) an genomischer DNA,
Zwischenklonierung in pEntry1-2 (1.1631), Rekombination in
pPT132 Cmbf1-2 1.1639 |pPT132 (1.1622) > GFP-CbfA"***® (PB1) 6000 | 893
pGEM-Linker 2.0001 |Annealing CMBF-133 mit 134 zur Vektormodifikation 3000 58
PCR CMBF-124 und 125 (645 bp) an pGEM-5501/02 (2.0008)
pGEM-CTD 2.0002 |- CbfA”*>1%%® 3000 | 642
PCR CMBF-124 und 125 an pGEM-5501/02 (2.0008), Mutation
pGEM-CTD (N816S) 2.0003 |in Sequenz (N816S) 3000 | 642
Notl-Fragment (635bp) aus pGEM-CTD (2.0002)
pET33b(+)/CTD 2.0020 | 2 (His)e-ChfA’* %% Expressionskonstrukt 5378 | 642
pGADT7-Bgl-Linker +3 | 2.0025 | Annealing aus Bgl-Linker+3_1 und Bgl-Linker+3_2 7988 33
pGADT7-Bgl-Linker +3
(aus +3/1) 2.0026 |Annealing aus Bgl-Linker+3_1 und Bgl-Linker+3_2 7988 | 33
pGEM-GST (-Bgl2) 2.0028 |3'Bglll-Site von pGEM-GST (1.1860) zerstort 3000 | 731
Notl-Fragment (635bp) aus pGEM-CTD (2.0002)
pGBKT7/CTD 2.0030 |-> Koderplasmid fiir Hefe-2-Hybrid 7304 | 642
pGBKT7/CTD 2.0031 | Notl-Fragment (635bp) aus pGEM-CTD (2.0002) 7304 | 642
pGADT7-Bgl-Linker +2 | 2.0051 |Annealing aus Bgl-Linker+2_1 und Bgl-Linker+2_2 7988 32
Notl-Fragment (635bp) aus pGEM-CTD (2.0002)
pMAL-c2x (Notl) / CTD | 2.0052 | > MBP- CbfA’**®_Expressionskonstrukt 6639 | 642
pGEM-SS01_02 ura GST mit Bgl/ll aus pGEM-GST (1.1860) in pGEM-SS01/02 ura
bgl2 / GST 2.0054 | bgl (2.0008) kloniert 9392 | 723
pGADT7-REC-AX2- cDNA-Beute-Bank aus vegetativen D.discoideum AX2 mRNA
Bank 2.0067 | - oligo (dT)-Bank fiir Hefe-2-Hybrid 8059 | div
pGBKT7/0ORF1 2.0120 | Notl-Fragment aus pGEM-ORF1 Notl (1.1757) 7304 | 1351
Sphl/Xhol-Fragment (1081bp) aus pET33b(+)/CTD (2.0020) in
pGEM7zf(-)/CTD-x 2.0121 | pGEM7zf(-) (1.0943) 2987 | 1081
pGADT7-REC-AX2- cDNA-Beute-Bank aus vegetativen D.discoideum AX2 mRNA
Bank2 2.0125 |- (N)g-Bank fiir Hefe-2-Hybrid 8059 div
pGEM7zf(-)/CTD-Xa 2.0145 | Mutagenese zur Einflihrung Faktor Xa-Schnittstelle 2987 | 1081
PCR mit acaAP_EMSA01/02 (172 bp) an pGEM-acaAP
pGEM-acaAP (EMSA) 2.0161 |(1.1797) 3000 | 172
CTD aus CbfA mit N-terminaler Xa-Schnittstelle
pET33b(+)/CTD-Xa 2.0162 |- finales (His)e- beA793'1°°°-Xa-Expressionskonstrukt 4937 | 1081
pGEM7zf(-)-pET-PB1 2.0244 | Xbal/Nsil-Fragment aus pPT132-Cmbf1-2 (1.1639) in 2.0121 3170 | 2300
pGEM7zf(-)-PB1 2.0245 | Xbal/Nsil-Fragment aus pPT132-Cmbf1-2 (1.1639) in 1.0259 2920 | 2300
pGEM7zf(-)-PB1-
K799N R800G 2.0249 | Mutagenese flir PB1 K799N R800G (vordere NLS zerstort) 2920 | 2300
pGEM7zf(-)-ctd-PB1-
R812A (20) 2.0250 | Mutagenese fiir PB1 R812A (AT-Haken; hintere NLS zerstort) 3170 | 2300
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Plasmid Name Nummer | Inserts Vektor | Insert

pGEM7zf(-)-PB1-

R812A (29) 2.0251 | Mutagenese fiir PB1 R812A (AT-Haken; hintere NLS zerstort) 2920 | 2300

pGEM7zf(-)-ctd-PB1-

P801K 2.0252 | Mutagenese fiir PB1 P801K (vordere NLS verbessert) 3170 | 2300

pGEM7zf(-)-ctd-PB1- Mutagenese fir PB1 P801K (vordere NLS verbessert) R812A

P801K R812A 2.0253 | (AT-Haken, hintere NLS zerstort) 3170 | 2300

pPT132-CMBF1-2

K799N R800G 2.0257 | GFP-PB1 K799N R800G (vordere NLS zerstort) 5000 | 2000

pPT132-CMBF1-2

R812A 2.0258 | GFP-PB1 R812A (hinter NLS / AT-Haken zerstért) 5000 | 2000

pPT132-CMBF1-2

P801K 2.0259 | GFP-PB1 P801K (vordere NLS optimiert) 5000 | 2000

pPT132-CMBF1-2 GFP-PB1 P801K (vordere NLS optimiert) R812A (hintere NLS /

P801K R812A 2.0260 |AT-Haken zerstort) 5000 | 2000

pGEM7zf(-)-ctd-PB1- Mutagenese fiir PB1 K799N R800G (vordere NLS zerstort)

K799N R800G R812A 2.0291 | R812A (AT-Haken; hintere NLS zerstort) 3170 | 2300
Mutagenese fiir PB1 P801K (vordere NLS verbessert) R812A

pGEM7zf(-)-ctd-PB1- (AT-Haken, hintere NLS zerstort) K80O8A (Lysin um AT-Haken

P801K R812A K808A 2.0292 |ausgetauscht) 3170 | 2300
Mutagenese flr PB1 P801K (vordere NLS verbessert) R812A

pGEM7zf(-)-ctd-PB1- (AT-Haken, hintere NLS zerstort) K810A (Lysin um AT-Haken

P801K R812A K810A 2.0293 |ausgetauscht) 3170 | 2300
Mutagenese fiir PB1 P801K (vordere NLS verbessert) R812A

pGEM7zf(-)-ctd-PB1- (AT-Haken, hintere NLS zerstort) K815A (Lysin um AT-Haken

P801K R812A K815A 2.0294 |ausgetauscht) 3170 | 2300
Mutagenese flr PB1 P801K (vordere NLS verbessert) R812A

pGEM7zf(-)-ctd-PB1- (AT-Haken, hintere NLS zerstort) K818A (Lysin um AT-Haken

P801K R812A K818A 2.0295 |ausgetauscht) 3170 | 2300

pPT132-CMBF1-2 GFP-PB1 K799N R800G (vordere NLS zerstort) R812A (hintere

K799N R800G R812A 2.0296 | NLS/ AT-Haken zerstort) 5000 | 2000

pPT132-CMBF1-2 GFP-PB1 P801K (vordere NLS optimiert) R812A (hintere NLS /

P801K R812A K808A 2.0297 | AT-Haken zerstort) K8O8A (Lysin um AT-Haken ausgetauscht) | 5000 | 2000

pPT132-CMBF1-2 GFP-PB1 P801K (vordere NLS optimiert) R812A (hintere NLS /

P801K R812A K810A 2.0298 | AT-Haken zerstort) K810A (Lysin um AT-Haken ausgetauscht) | 5000 | 2000

pPT132-CMBF1-2 GFP-PB1 P801K (vordere NLS optimiert) R812A (hintere NLS /

P801K R812A K815A 2.0299 | AT-Haken zerstort) K815A (Lysin um AT-Haken ausgetauscht) | 5000 | 2000

pPT132-CMBF1-2 GFP-PB1 P801K (vordere NLS optimiert) R812A (hintere NLS /

P801K R812A K818A 2.0300 |AT-Haken zerstort) K818A (Lysin um AT-Haken ausgetauscht) | 5000 | 2000
Kpnl/Xhol-Fragment aus pDXA-PB1 (1.1604, CbfA”****%) in

pDXA-Tcep-PB1 2.0304 | modifizierten pDXA (2.0241) 6171 | 831
Kpnl/Xhol-Fragment aus pET-D.fas. CTD (2.0222)

pDXA-Tcep-Dfas CTD 2.0305 | = D. fasciculatum CbfA-CTD 6171 | 1449

pGEM-GFP22_23 2.0306 |PCR mit GFP22 und 23 an A15-GFP (1.1566) 3000 | 770
Genomische DNA aus AX2 und JH.D Sau3Al geschnitten und

pGEM-gDNA 2.0316 |in BamH]I-site von 2.0001 ligiert 3058 | div

132




Anhang C

C Differentiell regulierte Gene zwischen AX2 und JH.D sowie ihre Antwort auf
GFP-CbfA’****%in JH.D

Gen ID ermoglicht eine Zuordnung der fiir ein Gen genutzten Sonde auf dem Microarray. DDB ID
entspricht der zum Zeitpunkt des Experimentes zugeordneten Identifikationsnummer, DDB_G ID

der aktuellsten. NA = nicht ausgewiesen; NS = nicht signifikant

AX2/ JH.D JH.D CbfA"****® | JH.D
Cluster | GenID DDB ID DDB_G ID Genname
Score(d) | Regulation(2") | Score(d) | Regulation(2")
VSE513 | DDB0188003 | DDB_G0288579 5,518 2,783 NS NS
SLG565 | DDB0185090 | DDB_G0273175 | cf50 4,911 2,460 NS NS
SLK481 | DDB0169192 | DDB_G0277383 4,014 2,346 NS NS
SSC695 | DDB0169400 | DDB_G0277761 3,383 2,278 NS NS
SSF363 | DDB0191161 | DDB_(G0269248 4,410 2,258 NS NS
SSH822 | DDB0169268 | DDB_G0277473 3,546 2,120 NS NS
VSG620 NA NA 3,483 2,112 NS NS
VSH675 NA NA 3,707 2,092 NS NS
VSK133 NA NA 3,891 2,081 NS NS
VSC157 | DDB0205158 | DDB_G0282153 3,298 2,062 NS NS
SLB276 | DDB0215005 | DDB_G0279187 | cprG 2,918 1,967 NS NS
SLF133 | DDB0219654 | DDB_G0291191 2,591 1,907 NS NS
SSF663 | DDB0237483 | DDB_G0295657 | ndufs4 2,890 1,797 NS NS
SLC357 | DDB0232276 | DDB_G0277615 2,910 1,783 NS NS
SLB420 | DDB0185017 | DDB_G0277503 | amtA 3,222 1,744 NS NS
SSJ380 | DDB0186397 | DDB_G0285215 2,942 1,743 NS NS
VSK159 | DDB0231380 | DDB_G0277455 | plbE 2,608 1,702 NS NS
SLG322 | DDB0229903 | DDB_G0280105 2,920 1,692 NS NS
I SLD112 | DDB0185207 | DDB_G0277401 | vatB 2,424 1,679 NS NS
SSK264 | DDB0191305 | DDB_G0277403 | clc 2,841 1,671 NS NS
VSC724 | DDB0169107 | DDB_G0277195 2,695 1,666 NS NS
SSE713 | DDB0231542 | DDB_G0277173 | vamp7B 2,223 1,623 NS NS
U23957 | DDB0191165 | DDB_G0267380 | argE 2,781 1,588 NS NS
SLE371 | DDB0233715 | DDB_G0286651 2,004 1,585 NS NS
VSA111 | DDB0192011 | DDB_G0293566 2,516 1,582 NS NS
SSA309 | DDB0191178 | DDB_G0287125 | proA 1,941 1,582 NS NS
SLE433 | DDB0191163 | DDB_G0267400 | hspD 1,795 1,578 NS NS
SLC522 | DDB0215398 | DDB_G0278581 | dicA1 2,298 1,568 NS NS
SSL215 | DDB0233838 | DDB G0280187 2,111 1,568 NS NS
VSJ849 | DDB0237753 | DDB_G0277213 2,033 1,562 NS NS
VSE332 | DDB0203967 | DDB_G0281037 2,257 1,533 NS NS
SSA582 | DDB0233836 | DDB_G0283401 | ctsZ 2,222 1,531 NS NS
SLD246 | DDB0216526 | DDB_G0267368 1,851 1,525 NS NS
VSC658 | DDB0185526 | DDB_G0283449 2,373 1,523 NS NS
VSC589 | DDB0232014 | DDB_G0277227 2,060 1,514 NS NS
SLK595 | DDB0237754 | DDB_G0276067 | ddcB 2,030 1,507 NS NS
SSA265 | DDB0191267 | DDB_G0277139 | apm2 2,299 1,507 NS NS
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AX2/ JH.D JH.D CbfA"****®) | JH.D
Cluster | GenID DDB ID DDB_GID Genname
Score(d) | Regulation(2") | Score(d) | Regulation(2")
SSD673 | DDB0237660 | DDB_G0281961 2,993 1,808 -4,213 0,670
SSM263 | DDB0204558 | DDB_G0281609 3,147 1,727 -6,689 0,645
SSB389 | DDB0238293 | DDB_G0283523 2,395 1,631 -5,137 0,629
I I SSK687 | DDB0215459 | DDB_G0291646 | V4-7 2,852 1,589 -4,189 0,668
SLJ343 | DDB0218067 | DDB_G0278623 2,233 1,548 -4,321 0,703
SSE294 | DDB0219879 | DDB_G0293714 2,673 1,546 -5,062 0,736
SLD796 | DDB0187993 | DDB_G0288563 2,076 1,535 -4,022 0,735
SLE503 | DDB0233995 | DDB_G0277493 | cct6 2,225 1,529 -3,946 0,864
VSB592 | DDB0214941 | DDB_G0282815 | orfSGP 7,096 6,091 20,791 7,975
SLB184 | DDB0214912 | DDB_G0281823 | V4-7 7,352 4,359 5,744 1,570
SSD815 | DDB0167552 | DDB_G0274181 6,246 3,529 14,053 2,577
VSB633 | DDB0217719 | DDB_G0275911 4,367 3,055 5,521 1,969
SSF615 | DDB0231278 | DDB_G0275119 | alyB 5,014 2,950 15,567 2,144
SSM789 | DDB0215394 | DDB_G0291255 5,072 2,863 8,620 2,942
VSC651 | DDB0187209 | DDB_G0286953 5,680 2,818 5,332 2,026
VSB701 | DDB0235310 | DDB_G0284549 4,950 2,747 6,569 1,420
SSL266 | DDB0185971 | DDB_G0284365 3,776 2,608 9,569 2,114
SSH545 | DDB0185092 | DDB_G0272815 | cprE 4,010 2,362 7,483 1,593
SLJ671 | DDB0215583 | DDB_G0293690 4,047 2,273 13,779 4,705
VSD610 | DDB0191902 | DDB_G0293366 3,784 2,155 7,709 2,344
VSB639 | DDB0232085 | DDB_G0272238 4,052 2,137 4,148 1,562
SSL389 | DDB0233609 | DDB_G0274459 3,535 2,129 4,202 1,549
SSF731 | DDB0237972 | DDB_G0269616 3,861 2,062 8,520 1,826
SSF705 | DDB0185020 | DDB_G0275693 3,390 2,004 3,304 1,331
SLE471 NA NA 2,675 1,775 3,677 1,250
I I I VSG827 | DDB0218414 | DDB_G0282905 2,917 1,758 7,964 1,996
SSK228 | DDB0220657 | DDB_G0291834 | cpiA 2,498 1,750 2,875 1,368
SSH534 | DDB0233476 | DDB_G0270978 3,223 1,725 4,689 1,359
VSB565 | DDB0237633 | DDB_G0284955 3,039 1,708 6,860 1,556
SLJ376 | DDB0191099 | DDB_G0292378 | fhbA 3,101 1,707 7,897 1,934
SSE485 | DDB0219864 | DDB_(G0293492 2,534 1,679 4,365 1,267
SSM682 | DDB0214999 | DDB_G0278721 | cprD 2,549 1,665 4,505 1,378
SLB609 | DDB0229833 | DDB_G0284363 | cf60 2,562 1,648 4,787 1,458
X61581 NA NA 2,817 1,640 4,955 1,233
SLB855 | DDB0215400 | DDB_G0273063 | dscA 2,193 1,630 11,746 2,756
VSJ810 | DDB0235252 | DDB G0291301 2,297 1,600 6,206 2,250
SSL817 NA NA 2,535 1,600 4,043 1,475
AB029922 | DDB0216234 | DDB_G0289391 | pkiA 2,604 1,599 10,676 2,126
SLB804 | DDB0217967 | DDB_G0277377 2,569 1,575 4,665 1,211
VSC144 | DDB0191097 | DDB_G0275007 2,421 1,562 3,705 1,232
VSA633 | DDB0231511 | DDB_G0288935 2,409 1,550 4,212 1,351
SSJ467 | DDB0233455 | DDB_G0277209 1,988 1,550 3,132 1,378
SSC321 | DDB0233867 | DDB_G0289439 2,192 1,542 8,259 1,588
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AX2/ JH.D JH.D CbfA"***%) | gH.D
Cluster | Gen ID DDB ID DDB_GID Genname
Score(d) | Regulation(2") | Score(d) | Regulation(2")

VSA360 | DDB0237696 | DDB_G0274207 -3,653 0,501 8,131 2,604
X15387 | DDB0220110 | DDB_G0291121 | cinB -3,666 0,524 7,083 2,489
I V SSC656 | DDB0237922 | DDB_G0287609 -2,768 0,546 9,601 2,779
SLD691 | DDB0214895 | DDB_G0292986 | abcG10 -2,637 0,572 6,596 1,860
SSM424 | DDB0218347 | DDB_(G0282075 -7,913 0,111 -9,842 0,194
SSL845 NA NA -7,500 0,128 -9,449 0,208
SSE346 | DDB0167826 | DDB_G0274289 -7,731 0,133 -10,328 0,199
SSA288 NA NA -5,916 0,157 -8,260 0,211
SSJ758 | DDB0167628 | DDB_G0274423 | cprE -7,386 0,166 -12,017 0,228
SSH187 NA NA -5,945 0,169 -8,897 0,245
SSL878 NA NA -7,368 0,172 -11,819 0,272
VSI401 | DDB0191230 | DDB_G0287461 | abcG3 -7,730 0,189 -10,059 0,267
SLI159 DDB0206011 | DDB_G0279751 -5,431 0,267 -15,331 0,395
SLE486 | DDB0167523 | DDB_G0274153 -6,510 0,322 -16,290 0,379
SLA566 | DDB0215341 | DDB G0275323 | tipD -3,171 0,349 -10,273 0,368
SSG739 NA NA -4,571 0,382 -7,640 0,514
VSG644 | DDB0203824 | DDB_G0276383 | cf50 -4,091 0,413 -3,777 0,671
VSC645 NA NA -3,222 0,449 -5,178 0,622
SSC146 | DDB0219898 | DDB (0293788 -3,719 0,454 -3,555 0,633
SLD676 | DDB0238609 | DDB_G0287491 -3,970 0,457 -5,950 0,664
SLJ337 | DDB0238299 | DDB_G0285617 -2,834 0,502 -4,960 0,616
SLD725 NA NA -3,170 0,507 -7,586 0,514
SSD285 | DDB0191228 | DDB_G0284047 | abcF2 -3,012 0,509 -12,580 0,422
SSC606 | DDB0237856 | DDB_G0277429 -3,201 0,512 -5,622 0,649
VSG586 | DDB0219241 | DDB_G0287575 -3,754 0,518 -7,447 0,584
SSK662 | DDB0190552 | DDB_G0269786 -3,737 0,519 -6,074 0,645
SSJ785 | DDB0230996 | DDB_G0287515 | tat -3,486 0,526 -4,569 0,750
V SLA466 | DDB0231577 | DDB_(G0268028 -2,968 0,537 -7,513 0,573
SSM755 | DDB0191229 | DDB_G0275689 | abcG2 -3,073 0,541 -4,691 0,582
SSA222 | DDB0238634 | DDB_G0269092 -2,778 0,549 -4,603 0,671
SSK318 | DDB0237769 | DDB_G0287229 | chdh -2,742 0,552 -11,799 0,410
VSF328 NA NA -2,595 0,555 -5,065 0,488
SSK605 | DDB0230088 | DDB_(G0283987 | purC/E -2,405 0,556 -5,592 0,740
SSD563 | DDB0231652 | DDB_G0286925 -3,136 0,560 -4,300 0,765
SSF224 | DDB0238290 | DDB_G0272718 -2,834 0,568 -8,170 0,673
VSH428 | DDB0229909 | DDB_G0275501 -2,415 0,570 -6,690 0,487
SSL494 | DDB0185839 | DDB_G0284091 -3,388 0,572 -11,021 0,694
SSE412 | DDB0185193 | DDB_G0291253 | dia2 -2,498 0,575 -4,977 0,703
VSB586 NA NA -2,706 0,578 -3,946 0,751
SSA273 NA NA -2,492 0,585 -4,702 0,755
SSC633 | DDB0231608 | DDB G0278155 | mai -2,761 0,589 -11,958 0,602
SSK833 | DDB0233832 | DDB_G0288091 -2,886 0,590 -9,455 0,649
SSJ747 | DDB0233340 | DDB G0284167 -1,969 0,598 -4,724 0,585
SSL464 | DDB0189610 | DDB_G0267874 -2,433 0,601 -6,397 0,574
SSG526 | DDB0191227 | DDB_G0290483 | abcE1 -2,523 0,603 -7,655 0,653
SSB349 | DDB0230128 | DDB_G0283419 | gpal -2,919 0,608 -9,240 0,631
SS1408 | DDB0202191 | DDB_G0268398 -2,193 0,609 -6,493 0,649
SSI1496 | DDB0214930 | DDB_G0277901 | apm3 -2,232 0,620 -4,888 0,671
SLB620 | DDB0201597 | DDB_G0294016 |p17 -2,219 0,623 -6,504 0,563
SSA106 | DDB0230072 | DDB_G0277947 -2,053 0,628 -8,182 0,609
VSG761 | DDB0191167 | DDB_G0268630 | cprE -2,718 0,631 -13,412 0,599
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AX2/ JH.D JH.D CbfA™**%®) | JH.D
Cluster | Gen ID DDB ID DDB_GID Genname
Score(d) | Regulation(2") | Score(d) | Regulation(2")
SLA540 | DDB0230094 | DDB_G0288333 2,072 0,633 -4,656 0,752
SSA754 | DDB0215334 | DDB_G0281551 -2,224 0,633 -6,326 0,759
VSE458 | DDB0167477 | DDB_G0275111 -2,839 0,634 -11,768 0,385
SLA332 | DDB0216411 | DDB_G0285425 -2,213 0,635 -7,763 0,573
SLE885 | DDB0237662 | DDB_G0293202 -2,287 0,638 -7,046 0,454
VSD427 | DDB0187160 | DDB_G0286853 -2,092 0,641 -3,284 0,850
V SSG701 | DDB0230084 | DDB_G0290121 | purD -2,492 0,642 -5,200 0,714
VSC555 NA NA -2,142 0,645 -5,188 0,459
SLG272 | DDB0231108 | DDB_G0271678 | pckA -1,934 0,645 -3,696 0,728
VSJ853 | DDB0201652 | DDB_G0291856 | gerD -2,148 0,647 7,574 0,650
VSD139 | DDB0252602 | DDB_G0295779 -1,993 0,652 -4,804 0,621
VSJ569 | DDB0214937 | DDB_G0279921 | gp130 -2,099 0,655 7,796 0,443
VSH763 | DDB0205823 | DDB_G0279527 -1,987 0,659 -3,665 0,710
X15381 | DDB0216253 | DDB_G0280543 | ImcA -8,498 0,130 NS NS
X15380 | DDB0215343 | DDB_G0280533 | ImcB -9,445 0,161 NS NS
VSA166 NA NA -5,034 0,210 NS NS
VSH732 | DDB0189346 | DDB_G0267528 -3,699 0,373 NS NS
SLAG602 | DDB0191292 | DDB_G0267386 -2,984 0,590 NS NS
SSM236 | DDB0216231 | DDB_G0270836 | fbp -2,960 0,597 NS NS
VSE478 | DDB0192224 | DDB_G0293956 -2,784 0,599 NS NS
SSI137 | DDB0189956 | DDB_G0268696 -2,583 0,604 NS NS
VI M26017 | DDB0191363 | DDB_G0288373 -2,067 0,620 NS NS
VSH415 | DDB0185217 | DDB_G0276331 -2,269 0,631 NS NS
VSG570 | DDB0204128 | DDB_G0281281 | cf50 2,315 0,631 NS NS
SSI248 | DDB0231632 | DDB_G0276287 -2,461 0,632 NS NS
VSK149 | DDB0233521 | DDB_G0287363 | sibA -2,268 0,637 NS NS
VSA167 NA NA -2,249 0,641 NS NS
SLK653 | DDB0234094 | DDB_G0269380 -2,219 0,644 NS NS
SSK888 | DDB0230208 | DDB_G0274559 | udkB -2,320 0,646 NS NS
SLD548 | DDB0191239 | DDB_G0269206 | abcG21 -1,887 0,654 NS NS
VSA566 | DDB0230098 | DDB_G0283701 | guaB -2,015 0,656 NS NS
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D Liste der Anreicherungen biologischer Prozesse, molekularer Funktionen und
zelluldre Kompartimente in den differentiell exprimierten Genen zwischen
AX2 und JH.D

Ergebnis der Genontologie-Analyse mithilfe des Programmpaketes Gene Ontology Analysis Tool

(GOAT, Xu und Shaulsky 2005) fiir die durch CbfA-Suppression differentiell exprimierten Gene.

GO Level gibt hierarchische Ordnung der Annotation an, wobei 1 der allgemeinsten entspricht,

GO ID und Annotation definieren den Prozess, die Aktivitdit und die Kompartimentierung.

Anreicherung (Anr.) ergibt sich aus dem Verhaltnis der Gene in der Liste und aller Gene (Total)

mit dieser Annotation in Bezug auf die Gesamtzahl der Gene in der Liste und der annotierten

Gene, p-Wert entspricht der statistischen Signifikanz entsprechend der Hypergeometrischen

Verteilung modifiziert nach Benjamini und Hochberg (1995).

Beschreibung | GO Level GOID GO Annotation Liste | Total | Anr. | p-Wert

6 GO0:0042594 | response to starvation 6 158 4 0,005
3 GO0:0031667 | response to nutrient levels 6 159 4 0,005
4 GO:0009991 | response to extracellular stimulus 6 161 4 0,006
3 GO0:0009605 | response to external stimulus 6 230 & 0,018
3 GO0:0019954 | asexual reproduction 6 151 4 0,005

5 G0:0000270 | peptidoglycan metabolic process 4 12 36 0
5 GO0:0016052 | carbohydrate catabolic process 4 48 9 0,002

6 G0:0009253 | peptidoglycan catabolic process 4 10 44 0
3 GO0:0051674 | localization of cell 4 85 5 0,011
4 G0:0055084 | fruiting body development in response to starvation 6 150 4 0,004
3 G0:0030582 | fruiting body development 6 150 4 0,004
4 G0:0030587 | sorocarp development 6 150 4 0,004
6 GO:0031158 negative regulation of aggregate size involved in 5 7 31 0.004

sorocarp development ’
6 G0:0006508 | proteolysis 11 212 6 0
AX2 > JH.D - -

biologischer 7 G0:0006907 | pinocytosis 2 20 11 0,016

Prozess 7 G0:0016998 | cell wall catabolic process 4 14 31 0

6 GO0:0010382 | cell wall metabolic process 4 14 31 0

5 GO0:0007047 | cell wall organization and biogenesis 4 23 19 0

4 GO:0045229 g‘xternal gncapsulating structure organization and 4 23 19 0

iogenesis
3 G0:0006928 | cell motility 4 85 5 0,011
7 G0:0042593 | glucose homeostasis 2 5 44 | 0,002
6 G0:0033500 | carbohydrate homeostasis 2 5 44 | 0,002
5 G0:0048878 | chemical homeostasis 3 31 11 0,005
4 G0:0042592 | homeostatic process 3 60 5 0,018
7 GO:0031157 regulation of aggregate size involved in sorocarp 5 13 17 0.009
development ’

6 G0:0031156 | regulation of sorocarp development 2 18 12 | 0,013
5 GO0:0031155 | regulation of fruiting body development 2 18 12 0,013
6 G0:0051248 | negative regulation of protein metabolic process 2 9 24 0,005
4 G0:0016337 | cell-cell adhesion 2 18 12 | 0,013
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Beschreibung | GO Level GO ID GO Annotation Liste | Total | Anr. | p-Wert
7 [800018662 | o e o e phosphonative mechansm | 2 | 29 | 8 | 0033
6 GO0:0016298 | lipase activity 2 34 7 0,039
6 GO0:0003796 | lysozyme activity 4 10 49 0
AX2 > JH.D 5 GO:0004553 ggg:gloaus:dzctlwty\, hydrolyzing O-glycosyl 4 78 6 0,007
molekulare 4 G0:0016798 | hydrolase activity\, acting on glycosyl bonds 4 87 6 0,01
Funktion 6 G0:0004197 | cysteine-type endopeptidase activity 7 29 29 0
5 G0:0008234 | cysteine-type peptidase activity 7 58 15 0
5 GO0:0004175 | endopeptidase activity 7 106 8 0
4 G0:0008233 | peptidase activity 9 197 6 0
3 G0:0016787 | hydrolase activity 18 | 1022 | 2 0,002
Beschreibung | GO Level GO ID GO Annotation Liste | Total | Anr. | p-Wert
4 G0:0031988 | membrane-bound vesicle 9 258 4 0,001
3 G0:0031982 | vesicle 9 260 4 0,001
7 G0:0045335 | phagocytic vesicle 7 193 4 0,002
7 G0:0030136 | clathrin-coated vesicle 2 19 12 0,02
4 GO0:0005615 | extracellular space 2 16 14 0,009
3 G0:0044421 | extracellular region part 2 20 11 0,02
2 GO0:0005576 | extracellular region 6 88 8 0
7 GO0:0015630 | microtubule cytoskeleton 6 139 5 0,002
7 G0:0005764 | lysosome 2 30 7 0,032
7 G0:0030139 | endocytic vesicle 8 200 4 0
7 G0:0030135 | coated vesicle 2 36 6 0,044
7 G0:0030662 | coated vesicle membrane 2 32 7 0,036
7 G0:0030125 | clathrin vesicle coat 2 15 15 0,008
AX2 > JH.D 7 G0:0030659 | cytoplasmic vesicle membrane 2 38 6 0,046
zellulares 5 G0:0048475 | coated membrane 2 29 8 0,032
Kompartiment 7 G0:0005856 | cytoskeleton 7 | 264 | 3 | 0,009
7 G0:0000323 | lytic vacuole 2 33 7 0,036
7 G0:0005813 | centrosome 6 114 6 0,001
7 G0:0030118 | clathrin coat 2 16 14 | 0,009
7 G0:0030120 | vesicle coat 2 28 8 0,026
7 G0:0016023 | cytoplasmic membrane-bound vesicle ) 255 4 0,001
7 G0:0044430 | cytoskeletal part 6 204 3 0,02
7 GO0:0005773 | vacuole 3 59 6 0,02
7 G0:0005815 | microtubule organizing center 6 117 6 0,001
7 G0:0030117 | membrane coat 2 29 8 0,032
7 GO0:0031410 | cytoplasmic vesicle 9 257 4 0,001
7 G0:0044444 | cytoplasmic part 20 [1210| 2 0,008
6 GO0:0005737 | cytoplasm 20 | 1431 2 0,021
5 G0:0005625 | soluble fraction 2 31 7 0,033
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Beschreibung | GO Level GOID GO Annotation Liste | Total | Anr. | p-Wert
4 G0:0042493 | response to drug 2 31 8 0,038
3 G0:0006807 | nitrogen compound metabolic process 5 196 3 0,038
5 GO0:0016051 | carbohydrate biosynthetic process 2 33 7 0,038
3 GO0:0009058 | biosynthetic process 10 656 2 0,039
5 GO0:0016051 | carbohydrate biosynthetic process 2 33 7 0,038
5 G0:0006855 | multidrug transport 2 6 41 0,002
4 G0:0015893 | drug transport 2 15 16 0,01
3 G0:0006810 | transport 12 | 741 2 0,015
5 G0:0019752 | carboxylic acid metabolic process 7 283 3 0,01
4 GO0:0006082 | organic acid metabolic process 7 284 3 0,01
7 GO:0009126 ggc:glei;\ucleogde monophosphate metabolic 4 16 31 0
7 G0:0009161 | ribonucleoside monophosphate metabolic process 4 16 31 0
6 G0:0009123 | nucleoside monophosphate metabolic process 4 17 29 0
7 G0:0009144 | purine nucleoside triphosphate metabolic process 2 26 10 | 0,038
7 GO0:0009199 | ribonucleoside triphosphate metabolic process 2 26 10 0,038
6 GO0:0009141 | nucleoside triphosphate metabolic process 2 32 8 0,038
7 GO0:0009150 | purine ribonucleotide metabolic process 5 40 15 0
6 GO0:0006163 | purine nucleotide metabolic process 6 43 17 0
6 G0:0009259 | ribonucleotide metabolic process 5 42 15 0
5 G0:0009117 | nucleotide metabolic process 6 97 8 0
4 GO0:0046483 | heterocycle metabolic process 3 60 6 0,015

AX2 < JH.D 7 G0O:0009127 E:J(;gleesgucleosme monophosphate biosynthetic 4 14 35 0
bi‘gfg;:::er 7 G0:0009156 | ribonucleoside monophosphate biosynthetic process | 4 | 14 | 35 | 0
6 G0:0009124 | nucleoside monophosphate biosynthetic process 4 15 33 0
7 GO0:0009144 | purine nucleoside triphosphate metabolic process 2 26 10 0,038
8 G0:0009201 | ribonucleoside triphosphate biosynthetic process 2 25 10 0,017
7 G0:0009142 | nucleoside triphosphate biosynthetic process 2 29 9 0,038
7 G0:0009152 | purine ribonucleotide biosynthetic process 5 38 16 0
6 GO0:0006164 | purine nucleotide biosynthetic process 6 41 18 0
6 G0:0009260 | ribonucleotide biosynthetic process 5 40 15 0
5 G0:0009165 | nucleotide biosynthetic process 6 68 11 0
4 G0:0044249 | cellular biosynthetic process 10 503 2 0,01
7 GO0:0006559 | L-phenylalanine catabolic process 2 4 62 0
7 G0:0006572 | tyrosine catabolic process 2 5 49 | 0,002
5 G0:0019439 | aromatic compound catabolic process 2 8 31 0,002
6 G0:0046112 | nucleobase biosynthetic process 2 11 22 0,01
6 G0:0006144 | purine base metabolic process 2 11 22 0,01
5 G0:0009112 | nucleobase metabolic process 3 24 15 0,002
4 GO0:0006725 | aromatic compound metabolic process 5 64 10 0
4 G0:0006519 | amino acid and derivative metabolic process 5 171 4 0,014
7 G0:0006558 | L-phenylalanine metabolic process 2 4 62 0
7 G0:0006570 | tyrosine metabolic process 2 5 49 | 0,002
6 GO0:0009072 | aromatic amino acid family metabolic process 2 12 21 0,01
7 G0:0006563 | L-serine metabolic process 2 9 27 0,01
6 GO0:0009069 | serine family amino acid metabolic process 2 24 10 0,017
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Beschreibung | GO Level GO ID GO Annotation Liste | Total | Anr. | p-Wert
5 G0:0006520 | amino acid metabolic process 5 152 4 0,01
4 G0:0009308 | amine metabolic process 5 181 3 0,016
7 GO0:0009074 | aromatic amino acid family catabolic process 2 7 35 0,002
6 GO0:0009063 | amino acid catabolic process 2 34 7 0,038
7 G0:0006090 | pyruvate metabolic process 2 14 18 0,01
“_\XZ <_JH'D 7 G0:0006006 | glucose metabolic process 2 35 7 0,038
biologischer : :
Prozess 7 G0:0019319 | hexose biosynthetic process 2 17 | 15 0,01
6 G0:0046364 | monosaccharide biosynthetic process 2 17 15 0,01
5 G0:0046165 | alcohol biosynthetic process 2 17 15 0,01
5 G0:0007032 | endosome organization and biogenesis 2 7 35 | 0,002
6 G0:0006897 | endocytosis 3 88 4 0,039
5 G0:0010324 | membrane invagination 3 88 4 0,039
Beschreibung | GO Level GO ID GO Annotation Liste | Total | Anr. | p-Wert
6 GO:0015405 Eazsté%rxiergg:s%;ls driven transmembrane 7 17 8 0
5 G0:0015399 | primary active transmembrane transporter activity 7 117 8 0
4 G0:0022804 | active transmembrane transporter activity 7 151 6 0
3 G0:0022857 | transmembrane transporter activity 7 248 4 0,004
2 G0:0005215 | transporter activity 9 357 3 0,002
o | oumzezs| e sty cowegovamenowe | 7 | ys | 5 |
5 |Go0016820 | L Hensmembrans movement of substances | 7 | 116 | & | O
7 GO:0017111 | nucleoside-triphosphatase activity 10 352 4 0
6 G0:0016462 | pyrophosphatase activity 10 358 4 0
T R e i R e I B
molekulare 4 G0:0016817 | hydrolase activity\, acting on acid anhydrides 10 | 361 | 4 | 0,001
Funktion 3 G0:0016787 | hydrolase activity 14 1022 | 2 0,02
5 G0:0016831 | carboxy-lyase activity 2 24 11 0,016
4 G0:0016830 | carbon-carbon lyase activity 2 32 8 0,025
3 GO0:0016829 | lyase activity 96 7 0,001
2 GO0:0003824 | catalytic activity 33 | 2955 | 1,4 | 0,004
7 GO0:0005524 | ATP binding 12 | 783 2 0,016
6 G0:0032559 | adenyl ribonucleotide binding 12 797 2 0,017
5 GO0:0030554 | adenyl nucleotide binding 13 837 2 0,011
5 G0:0032555 | purine ribonucleotide binding 14 [ 1007 | 2 0,018
4 G0:0017076 | purine nucleotide binding 16 | 1059 | 2 0,006
4 G0:0032553 | ribonucleotide binding 14 [ 1007 | 2 0,018
3 G0:0000166 | nucleotide binding 17 [ 1189 | 2 0,008
Beschreibung | GO Level GOID GO Annotation Liste | Total | Anr. | p-Wert
4 G0:0031988 | membrane-bound vesicle 9 258 4 0,001
3 G0:0031982 | vesicle 9 260 4 0,001
AX2 < JH.D 7 G0:0045335 | phagocytic vesicle 8 | 193 | 5 0
zelluldres
Kompartiment 7 G0:0030139 | endocytic vesicle 8 200 4 0,001
7 G0:0016023 | cytoplasmic membrane-bound vesicle 9 255 4 0,001
7 G0:0031410 | cytoplasmic vesicle 9 257 4 0,001
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E Liste der Anreicherungen biologischer Prozesse, molekularer Funktionen und
zellulare Kompartimente in den differentiell exprimierten Genen der
Clusteranalyse

Ergebnis der Genontologie-Analyse mithilfe des Programmpaketes Gene Ontology Analysis Tool
(GOAT, Xu und Shaulsky 2005) fur die unter Kapitel 3.3 definierten Cluster der transkriptionellen

Antwort auf CbfA und dessen Carboxy-terminalen Domane. Erlduterung siehe Anhang D.

Beschreibung | GO Level GO ID GO Annotation Liste | Total | Anr. | p-Wert
6 G0:0042594 | response to starvation 5 158 7 0,003
3 G0:0031667 | response to nutrient levels 5 159 7 0,003
4 G0:0009991 | response to extracellular stimulus 5 161 7 0,003
3 GO0:0009605 | response to external stimulus 5 230 5) 0,009
3 GO0:0006950 | response to stress 6 392 3 0,011
2 G0:0050896 | response to stimulus 6 513 & 0,033
2 G0:0000003 | reproduction 5 236 5 0,009
2 G0:0032501 | multicellular organismal process 5 288 4 0,011
4 G0:0006629 | lipid metabolic process 4 276 3 0,036
3 G0:0044238 | primary metabolic process 18 | 2752 | 1,4 | 0,033
3 G0:0051674 | localization of cell 3 85 8 0,011
2 G0:0051179 | localization 8 806 2 0,033
4 G0:0030587 | sorocarp development 5 150 7 0,002
3 G0:0048856 | anatomical structure development 5 299 4 0,013
4 GO0:0055084 | fruiting body development in response to starvation 5 150 7 0,002

big::;z:;r:er 3 G0:0030582 | fruiting body development 5 | 150 | 7 | 0,002
Prozess 3 GO0:0007275 | multicellular organismal development 5 273 4 0,011
2 GO0:0032502 | developmental process 5 411 & 0,036
6 G0:0006508 | proteolysis 7 212 7 0
6 G0:0006665 | sphingolipid metabolic process 2 27 16 | 0,011
5 G0:0006643 | membrane lipid metabolic process 3 84 8 0,011
7 G0:0006907 | pinocytosis 2 20 22 | 0,009
3 G0:0006928 | cell motility 3 85 8 0,011
7 G0:0042593 | glucose homeostasis 2 5 87 | 0,001
6 G0:0033500 | carbohydrate homeostasis 2 5 87 | 0,001
o) G0:0048878 | chemical homeostasis 3 31 21 | 0,002
4 G0:0042592 | homeostatic process 3 60 11 0,008
3 G0:0065008 | regulation of biological quality 4 115 8 0,006
5 G0:0051246 | regulation of protein metabolic process 2 60 7 0,033
6 G0:0051248 | negative regulation of protein metabolic process 2 9 49 | 0,003
5 G0:0009892 | negative regulation of metabolic process 2 35 12 | 0,013
4 G0:0016337 | cell-cell adhesion 2 18 24 | 0,009

141



Anhang E

Beschreibung | GO Level GOID GO Annotation Liste | Total | Anr. | p-Wert
7 G0:0022890 | inorganic cation transmembrane transporter activity 2 57 9 0,035
6 G0:0016298 | lipase activity 2 34 14 | 0,018
5 G0:0004091 | carboxylesterase activity 2 50 10 | 0,029
rr::c:resktjlrale 6 G0:0004197 | cysteine-type endopeptidase activity 4 29 | 34 0
Funktion 5 G0:0008234 | cysteine-type peptidase activity 4 58 17 0
5 G0:0004175 | endopeptidase activity 4 106 9 0,002
4 G0:0008233 | peptidase activity 6 197 7 0
3 G0:0016787 | hydrolase activity 10 | 1022 | 2 0,012
7 G0:0030136 | clathrin-coated vesicle 2 19 23 | 0,004
7 G0:0045335 | phagocytic vesicle 5 193 6 0,002
4 G0:0031988 | membrane-bound vesicle 7 258 6 0
3 G0:0031982 | vesicle 7 260 6 0
2 G0:0043226 | organelle 15 1919 | 2 0,009
2 GO0:0005576 | extracellular region 5 88 12 0
7 G0:0030665 | clathrin coated vesicle membrane 2 15 29 | 0,002
7 G0:0015630 | microtubule cytoskeleton 3 139 5 0,025
7 G0:0005764 | lysosome 2 30 14 | 0,009
7 G0:0030139 | endocytic vesicle 6 200 6 0,001
7 G0:0030135 | coated vesicle 2 36 12 | 0,013
7 G0:0030662 | coated vesicle membrane 2 32 14 | 0,009
7 G0:0030125 | clathrin vesicle coat 2 15 29 | 0,002
5 GO0:0031090 | organelle membrane 4 245 4 0,025
Cluster 1 6 G0:0012506 | vesicle membrane 2 41 11 | 0,018
zellulares 5 G0:0048475 | coated membrane 2 29 15 | 0,009
Kompartiment 7 G0:0005856 | cytoskeleton 4 | 264 | 3 | 0,031
7 G0:0000323 | lytic vacuole 2 33 13 | 0,013
7 G0:0005813 | centrosome 3 114 6 0,015
7 G0:0030118 | clathrin coat 2 16 27 | 0,004
7 G0:0030120 | vesicle coat 2 28 15 | 0,007
7 G0:0030659 | cytoplasmic vesicle membrane 2 38 11 | 0,013
7 G0:0016023 | cytoplasmic membrane-bound vesicle 7 255 6 0
6 GO0:0043229 | intracellular organelle 15 (1918 | 2 0,009
7 G0:0005773 | vacuole 3 59 11 | 0,004
7 G0:0005815 | microtubule organizing center 3 117 6 0,018
7 G0:0030117 | membrane coat 2 29 15 | 0,009
7 GO0:0044433 | cytoplasmic vesicle part 2 39 11 | 0,014
7 G0:0031410 | cytoplasmic vesicle 7 257 6 0
7 G0:0044444 | cytoplasmic part 14 (1210 | 3 0
6 G0:0005737 | cytoplasm 14 11431 | 2 0,002
Beschreibung | GO Level GOID GO Annotation Liste | Total | Anr. | p-Wert
5 G0:0000270 | peptidoglycan metabolic process 3 12 65 0
6 G0:0009253 | peptidoglycan catabolic process 3 10 77 0
5 G0:0016052 | carbohydrate catabolic process 3 48 16 | 0,002
Cluster 3 4 G0:0009057 | macromolecule catabolic process 3 155 5 0,027
biologischer 3 G0:0009056 | catabolic process 4 266 4 0,025
Prozess 7 G0:0016998 | cell wall catabolic process 3 14 55 0
6 G0:0010382 | cell wall metabolic process 3 14 55 0
5 GO0:0007047 | cell wall organization and biogenesis 3 23 34 0
4 GO:0045229 external encapsulating structure organization and 3 23 34 0

biogenesis
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Beschreibung | GO Level GOID GO Annotation Liste | Total | Anr. | p-Wert
6 GO0:0003796 | lysozyme activity 3 10 86 0
. hydrolase activity\, hydrolyzing O-glycosyl
Cluster 3 5 G0:0004553 compounds 3 78 11 | 0,003
molekulare 4 G0:0016798 | hydrolase activity\, acting on glycosyl bonds 3 87 10 | 0,004
Funktion 6 G0:0004197 | cysteine-type endopeptidase activity 2 29 20 | 0,005
5 G0:0008234 | cysteine-type peptidase activity 2 58 10 | 0,017
5 G0:0000287 | magnesium ion binding 2 45 13 | 0,011
Cluster 3 7 G0:0005815 | microtubule organizing center 117 0,009
zellulares
Kompartiment G0:0005813 | centrosome 114 0,009
Beschreibung | GO Level GO ID GO Annotation Liste | Total | Anr. | p-Wert
3 G0:0009605 | response to external stimulus 4 230 3 0,045
4 G0:0042493 | response to drug 2 31 11 | 0,016
3 G0:0042221 | response to chemical stimulus 4 178 4 0,028
3 G0:0006807 | nitrogen compound metabolic process 4 196 4 0,031
5 G0:0006855 | multidrug transport 2 6 57 | 0,001
4 G0:0015893 | drug transport 2 15 23 | 0,013
5 GO0:0019752 | carboxylic acid metabolic process 5 283 3 0,028
4 G0:0006082 | organic acid metabolic process 5 284 3 0,028
7 G0:0009126 | purine nucleoside monophosphate metabolic process 3 16 32 0
7 G0:0009161 | ribonucleoside monophosphate metabolic process 3 16 32 0
6 G0:0009123 | nucleoside monophosphate metabolic process 3 17 30 0
7 G0:0009150 | purine ribonucleotide metabolic process 4 40 17 0
6 G0:0006163 | purine nucleotide metabolic process 5 43 20 0
6 G0:0009259 | ribonucleotide metabolic process 4 42 16 0
5 G0:0009117 | nucleotide metabolic process 5 97 9 0
5 G0:0044270 | nitrogen compound catabolic process 2 41 8 0,028
7 GO:0009127 purine nucleoside monophosphate biosynthetic 3 14 37 0
process
7 G0:0009156 | ribonucleoside monophosphate biosynthetic process 3 14 37 0
Cluster 5 6 GO0:0009124 | nucleoside monophosphate biosynthetic process 3 15 34 0
biologischer 7 G0:0009152 | purine ribonucleotide biosynthetic process 4 38 18 0
Prozess 6 G0:0006164 | purine nucleotide biosynthetic process 5 41 21 0
6 G0:0009260 | ribonucleotide biosynthetic process 4 40 17 0
5 GO0:0009165 | nucleotide biosynthetic process 5 68 13 0
7 GO0:0006559 | L-phenylalanine catabolic process 2 4 86 0
7 G0:0006572 | tyrosine catabolic process 2 5 69 | 0,001
5 G0:0019439 | aromatic compound catabolic process 2 8 43 | 0,001
6 G0:0006144 | purine base metabolic process 2 11 31 0,009
5 G0:0009112 | nucleobase metabolic process 2 24 14 | 0,014
4 G0:0006725 | aromatic compound metabolic process 4 64 11 0,001
4 G0:0006519 | amino acid and derivative metabolic process 4 171 4 0,017
7 G0:0009074 | aromatic amino acid family catabolic process 2 7 49 | 0,001
6 G0:0009063 | amino acid catabolic process 2 34 10 | 0,017
5 G0:0009310 | amine catabolic process 2 41 8 0,028
7 GO0:0006558 | L-phenylalanine metabolic process 2 4 86 0
7 G0:0006570 | tyrosine metabolic process 2 5 69 | 0,001
6 G0:0009072 | aromatic amino acid family metabolic process 2 12 29 | 0,009
5 G0:0006520 | amino acid metabolic process 4 152 5 0,014
4 G0:0009308 | amine metabolic process 4 181 4 0,028
5 G0:0007032 | endosome organization and biogenesis 2 7 49 | 0,001
6 GO0:0007186 | G-protein coupled receptor protein signaling pathway 2 53 6 0,041
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Beschreibung | GO Level GOID GO Annotation Liste | Total | Anr. | p-Wert
6 GO:0015405 E;-St:)oor;tciéll’wgg;c\)/li)t/;ls-drlven transmembrane 17 6 0,006
5 G0:0015399 | primary active transmembrane transporter activity 4 117 6 0,006
4 G0:0022804 | active transmembrane transporter activity 4 151 5 0,012
3 G0:0022857 | transmembrane transporter activity 4 248 & 0,046
2 G0:0005215 | transporter activity 5 357 3 0,045
5 G0:0030554 | adenyl nucleotide binding 9 837 2 0,036
4 G0:0017076 | purine nucleotide binding 1 1059 | 2 0,026
3 G0:0000166 | nucleotide binding 12 | 1189 | 2 0,025
Clustor 5 6 GO:0042626 | ATPase activityl, coupled to transmembrane 4 [ 113 | 6 | 0005
molekL!Iare 5 GO:0016820 hydrolqse activity\, acting on acid anhydrides), 4 116 6 0,006
Funktion catalyzing transmembrane movement of substances
7 GO0:0017111 | nucleoside-triphosphatase activity 6 352 3 0,014
6 G0:0016462 | pyrophosphatase activity 6 358 8 0,015
5| coaoments | g " | o | s | 3 [ oot
4 G0:0016817 | hydrolase activity\, acting on acid anhydrides 6 361 & 0,016
4 G0:0016879 | ligase activity\, forming carbon-nitrogen bonds 3 97 6 0,019
5 G0:0016831 | carboxy-lyase activity 2 24 15 0,01
4 G0:0016830 | carbon-carbon lyase activity 2 32 11 | 0,016
3 G0:0016829 | lyase activity 4 96 8 0,003
2 GO0:0003824 | catalytic activity 22 | 2955 1,3 | 0,041
4 G0:0031988 | membrane-bound vesicle 7 258 4 0,001
3 G0:0031982 | vesicle 7 260 4 0,001
7 GO0:0045335 | phagocytic vesicle 6 193 5 0,001
f!ﬁﬁf::e‘r; 7 G0:0030139 | endocytic vesicle 6 | 200 ]| 5 | 0,001
Kompartiment 5 GO0:0005886 | plasma membrane 4 152 4 0,02
7 G0:0016023 | cytoplasmic membrane-bound vesicle 7 255 4 0,001
7 G0:0005768 | endosome 2 B5) 9 0,02
7 G0:0031410 | cytoplasmic vesicle 7 257 4 0,001
Beschreibung | GO Level GOID GO Annotation Liste | Total | Anr. | p-Wert
3 G0:0009058 | biosynthetic process 4 656 S 0,024
Cluster 6 2 G0:0051179 | localization 4 806 3 0,044
biologischer 3 G0:0006810 | transport 4 741 S 0,041
Prozess 2 G0:0051234 | establishment of localization 4 750 3 0,041
4 G0:0044249 | cellular biosynthetic process 4 503 5 0,009
6 G0:0015405 E;;Z%rfe':‘gi{m’j's'd”ve” transmembrane 2 | 117 | 10 | 0,019
5 G0:0015399 | primary active transmembrane transporter activity 2 117 | 10 | 0,019
4 G0:0022804 | active transmembrane transporter activity 2 151 8 0,027
2 G0:0005215 | transporter activity 3 357 5 0,022
. ATPase activity\, coupled to transmembrane
mlsalars | e e e
Funktion 9 CIONInEEY cgtalyzing transrry1émbrage movementyof subs,tances 2 e e
7 G0:0017111 | nucleoside-triphosphatase activity 3 352 5 0,022
6 G0:0016462 | pyrophosphatase activity 3 358 5 0,022
s |oooisera | ooese vty seng e el | o [ asa | 5 | oo
4 GO0:0016817 | hydrolase activity\, acting on acid anhydrides 3 361 ) 0,023
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Anhang F

F Sequenzierung von Einzelklonen der Hefe-2-Hybrid-Banken

oben: oligo (dT)-Bank, unten: (dN)s-Bank; GroRRe entspricht der geschatzten PCR-Banden-GroRe,

Match ist Ubereinstimmung mit cDNA, Gesamt die Gesamtlinge der jeweiligen cDNA;

*Klon 8 der (dN)e-Bank mit Fusion aus zwei Proteinen

Klon GroRe | Insert DDB_G ID Endet am Match | Gesamt | %
1 180 | leer
2 580 | pyrroline-5-carboxylate reductase DDB_G0269410 | 3' Ende 448 900 50
3 380 | mtDNA (EST: ddv46g10; ddv46i22) M:25708-26049 341
4 untere | 400 |[actin8 DDB_G0269234 | 51bp vom 3' 284 1131 25
4 obere 750 | LTR-RETROTRANSPOSON SKIPPER, GAG | 4 identische 3' Ende 720 1185 61
5 580 | mitochondrial large subunit rRNA (rnlA) DDB_G0294034 | 3' Ende Exon 1 330 2871 11
6 370 | unbekannter ORF DDB_G0294605 | 3' Ende 141 141 100
7 400 | unbekannter ORF (Citratlyase) DDB_G0284067 | 504bp vom 3' 264 1083 | 24
8 untere | 420 fgé‘;‘f)‘te dehydrogenase E1 alpha subunit | hng 50592994 | 311bp vom 3' 375 | 1134 | 33
8 obere 950 | tailless complex polypeptide 1 (tcp1) DDB_G0269190 | 20bp vom 3' 820 1647 | 50
9 180 | leer
10 400 | ubiquitin DDB_G0276765 | 3' Ende 314 465 68
11 1200 | transcription factor IIH component (repD) DDB_G0267414 | 3' Ende 904 2331 39
12 180 | leer
13 520 | S60 ribosomal protein L18a (rpl18a) DDB_G0285881 | 3' Ende 503 516 97
14 970 | unbekannter ORF DDB_G0293014 | 3' Ende 808 1461 55
15 180 | leer
Klon GroRe | Insert DDB_G ID Endet am Match | Gesamt | %
1 180 | leer
2 350 | (1/*) extrachromosomal palindromic DDB_G0295647 | R:67781-67982 | 173
ribosomal RNA gene (17S rRNA-2) -
3 350 | rap1 gene for ras-related gene product DDB_G0291237 | 3' Ende 175 561 31
4 500 | RasGTPase-activating protein (rgaA) DDB_G0287585 | 644bp vom 3' 439 2469 | 18
5 400 | SCART1 (scrA) DDB_G0285253 | 614bp vom 3' 100 1332 8
6 700 | hypothetical protein DDB_G0288707 | 1537bp vom 3' 398 2958 | 13
7 400 | hypothetical protein > putative delta-24- DDB_G0288907 | 178bp vom 3' 252 | 1065 | 24
sterol methyltransferase
g* 900 hypothetical protein DDB_G0287817 | 1683bp vom 3' 484 3072 | 16
hypothetical protein DDB_G0278453 | 1755bp vom 3' 201 2472 8
9 180 | leer
10 450 | hypothetical protein DDB_G0282631 | 3' Ende 273 672 41
11 450 | Nypothetical protein Similar to Homo sapiens | hhe 0571610 | 311bpvom 3 | 408 | 5217 | 8
(Human). Myotubularin-related protein 2
12 800 | hypothetical protein DDB_G0281279 | 377bp vom 3' 310 2037 | 15
13 1200 ﬁgggOe;t:l";h,\j‘/’\’g‘;‘;”"(gggar'ggf_’g;" DDB_G0295653 | R:70702-71829 | 1127
+/-
14| 1200 | & oliﬁgcgﬁfgzgg"a'fgﬁgﬂf\’gf DDB_G0295649 | R:72282-72952 | 670
+/+
15 650 Siblog:rf]t;?‘é%gfg‘;‘;”}?;gﬂgﬂfgc DDB_G0295649 | R:71397-71834 | 437
+/+ i i
16 | 600 §|b/ogcfrf:‘;h,\ﬁ’g‘;‘m?;galg‘ﬂf";')c DDB_G0295649 | R:71392-71833 | 442
17 | 1000 | (}/*) extrachromosomal palindromic DDB_G0295649 | R:71392-71833 | 346
ribosomal RNA gene
18 180 | leer
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