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ABKURZUNGSVERZEICHNIS

1. Abkiirzungsverzeichnis

1.1 Einheiten

[v/V] Volumenprozent
[w/v] Gewichtsprozent
cm Zentimeter

h Stunde

kb Kilobasen

kDa Kilodalton

kV Kilovolt

1 Liter

M Molar

min Minute

ml Milliliter

mM Millimolar

nm Nanometer

rpm Umdrehungen pro Minute (rotations per minute)
S Sekunde

u Unit

\% Volt

uF Mikrofarad

ug Mikrogramm

ul Mikroliter

uM Mikromolar

mA Milliampere

OD optische Dichte
Vol Volumen
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ZUSAMMENFASSUNG

2. Zusammenfassung

Die ektopische Lokalisation des Aktin-biindelnden Proteins VASP an die spiten
Endosomen mittels VacuolinA-Myc (VAM) fiihrt zur Ausbildung von Aktin-haltigen
Aggregaten, die Ahnlichkeiten mit Hirano Bodies haben, welche neurodegenerativen
Krankheiten in verschiedenen Organen entstehen. VAM-VASP-Aggregate haben neben
Aktin noch einige Aktin-interagierende Proteine sequestriert und nehmen Einfluss auf
unterschiedliche physiologische Prozesse der Zelle, wie z. B. das Wachstum, die
Zytokinese oder den endozytotischen Transit.

Mit dem Ziel, Ursachen fiir die Aggregatentstehung zu finden, wurden im Rahmen dieser
Arbeit andere Aktin-interagierende Proteine an spdte Endosomen lokalisiert. So fiihrt
VAM-Abp34 ecbenfalls zur Ausbildung Aktin-haltiger Aggregate wihrend VAM-a-
Actinin und VAM-Filamin die Bildung Aktin-freier Aggregate zur Folge haben. Letztere
sind hauptsidchlich aus den Proteinhybriden und den jeweiligen endogenen
Bindungspartnern aufgebaut und &hneln sogenannten Aggresomen. Dennoch fiihren die
Aktin-freien VAM-a-Actinin- und VAM-Filamin-Aggregate zu vergleichbaren
physiologischen Defekten in der Zelle wie die Aktin-haltigen VAM-VASP-Aggregate.
Der Aktin-Gehalt der VAM-VASP-Aggregate ist auf das VASP-Protein zuriickzufiihren.
Dieses Protein ist fdhig, die Elongation von Aktin-Filamenten voranzutreiben und
erreicht, ektopisch lokalisiert an Endosomen, Peroxisomen und Lipid Droplets eine
Anreicherung von F-Aktin an diesen Organellen.

Ein Vergleich der Proteine VASP, Abp34, a-Actinin und Filamin fiihrt zu dem Schluss,
dass die Fahigkeit der Proteine, Oligomere bilden zu kénnen, einen relevanten Faktor in
der Ausbildung der VAM-Aggregate spielt.

Die VAM-Aggregate sind sehr kompakt und stabil. Die Untersuchungen in dieser Arbeit
fiihren zu der Annahme, dass die Aggregate durch die Uberlastung der zelluliren

Proteindegradationsmaschinerie entstehen.
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EINLEITUNG

3. Einleitung

3.1 Dictvostelium discoideum

Zur Klasse der Eumycetozoa gehdrend wurde die Gattung Dictyostelium erstmalig 1869
beschrieben (1). Der heutzutage bekannteste und als Modellorganismus weit
verbreiteteste Vertreter in der Zell- und Entwicklungsbiologie ist Dictyostelium
discoideum, ein Isolat aus North Carolina (2). Mit der Entdeckung von kontraktilen und
an der Verdauung beteiligten Vakuolen in diesem Organismus wurden bereits 1937 erste
Schritte zur Analyse des endozytotischen Transits unternommen (Einleitung: 3.2) (3).
Jedoch dient er seither vor allem der Erforschung der Zellentwicklung und damit
verbundenen grundlegenden Vorgingen wie beispielsweise Zellbewegung, -teilung, -
differenzierung, Signalaufnahme, -iibertragung, usw. Aufgrund der Morphologie, der
Fortbewegung und der Fiahigkeit zur Phagozytose zeigt dieser Organismus grof3e
Ahnlichkeit mit Zellen des angeborenen Immunsystems, wodurch sich D. discoideum
zusitzlich immer mehr zu einem System fiir Untersuchungen der molekularen
Pathogenese, speziell der krankheitsbedingten Infektion, entwickelt (4, 5). Doch auch fiir
Analysen beziiglich genetischen und idiopathischen Defekten, beispielsweise
mitochondrialer oder neurodegenerativer Erkrankungen, und ebenso fiir therapeutische
Studien gewinnt der Einzeller immer mehr an Bedeutung (6-8). Von groBem Vorteil zeigt
sich hierbei die geringe Komplexitit und die Homologie vieler Proteine des Eukaryoten
im Vergleich zu hoher entwickelten Organismen, sowie die recht unkomplizierte
genetische Manipulierbarkeit. Was diese Untersuchungen ergidnzend erleichtert und D.
discoideum fir die Grundlagenforschung pridestiniert, sind zudem das haploide und
vollstandig sequenzierte 34 Mb-groBe Genom und die einfache Handhabung dieses
Organismus im Labor, bedingt durch ziigig ablaufenden Teilungs- und
Entwicklungszyklen (9). So ist beispielsweise der vegetative, mitotische Lebenszyklus
(Wachstumsphase) einer wildtypischen Zelle durch Zellteilungen, die innerhalb von nur

~9 h abgeschlossen sind, charakterisiert.
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EINLEITUNG
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Abb. 01 — Entwicklungszyklus von D. discoideum (10)

Unter optimalen Bedingungen lebt der Organismus als Einzeller und vermehrt sich hauptséchlich vegetativ,
auch wenn er zur sexuellen Fortpflanzung fahig ist. Wird eine gewisse Menge an verfligbarer Nahrung
unterschritten, so kommt es zur Aggregation von bis zu 100.000 Zellen (,,Streaming). Im multizelluldren
Verband (,,Mounds ) beginnt bereits die Differenzierung der Zellen in Prd-Sporen- und Pra-Stielzellen. Der
zelluldre Verband richtet sich fingerformig auf (,,Finger) und bildet schlieBlich einen ,,Slug®, welcher
wihrend der Suche nach einer geeigneten Stelle fiir die Kulmination umherwandern kann. Im Slug stellt
sich ein Gleichgewicht der Pra-Sporen- und Pré-Stielzellen ein: 20 % der Zellen werden zu Pri-Stielzellen
und lokalisieren im vorderen Slug-Bereich, wéhrend sich die restlichen 80 % zu Pri-Sporenzellen
entwickeln und im restlichen S/ug zu finden sind. Ist eine geeignete Position gefunden, so wird die
Kulmination des Slugs ausgelost: An der Basis bildet sich eine Stielrdhre aus, an deren Kopfende sich die
Préa-Stielzellen befinden (,,Mexican hat). Letztere schwellen an und sterben ab, wihrend die Pri-
Sporenzellen in die Héhe gehoben werden. Der fertige Fruchtkdrper besteht aus einer verankerungsfahigen
Basalscheibe, aus toten Stielzellen und aus keimungsfahigen Sporen.
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EINLEITUNG

Fir die Ausbildung einer dauerhaften Uberlebensform werden Zellen unter
Nahrungsmangel kultiviert. Als Folge davon differenzieren sich die Zellen innerhalb von
etwa 24 h 1iber mehrere definierte Zwischenstadien und entwickeln sich zu
sporenenthaltenen Fruchtkorpern (Entwicklungsphase) (Abb. 01). Innerhalb von weiteren
circa 24 h keimen die Sporen, sofern Nahrung vorhanden ist, zum Grofteil bereits wieder

aus.

3.2 Endosomen und assoziierte Proteine

Endosomen sind Organellen, die im Rahmen des endozytotischen Transits gebildet
werden. Der endozytotische Zyklus in D. discoideum lésst sich in drei Phasen unterteilen,
in 1) die Phago- bzw. Pinozytose, 2) die Transzytose und 3) die Exozytose. Die Phago-
bzw. Pinozytose bezeichnen die Aufnahme von Partikeln und Fliissigkeiten aus dem
extrazelluliren Raum (altgriechisch; ,,phagein“: essen; ,pinos*: trinken), wihrend der
Transit den Verdau und das Recycling des aufgenommenen Materials umfasst. Die
Exozytose dient dem Ausscheiden von unverdautem Material aus der Zelle. Diese Phasen
werden im Folgenden kurz beschrieben. Die Nummern und Kennzeichnungen in den
eckigen Klammern beziehen sich dabei auf die in Abb. 02 vereinfacht dargestellten
Stadien.

Zudem werden im Anschluss speziell zwei Proteine ndher vorgestellt, die charakteristisch
fiir post-lysosomale Vesikel sind und eine wichtige Rolle in der vorliegenden Arbeit

spielen.

3.2.1 Die Phago- und (Makro-)Pinozytose

Die Endozytose umfasst die Phago- und die Pinozytose, wobei letztere, je nach
VesikelgroBe, nochmals in Mikro- (@ = 0,1 um) und Makropinozytose (@ = 2-3 um)
unterteilt wird (11, 12). Im Fall der Phagozytose wird die Internalisierung durch das
Binden eines Partikels und dem Auslosen eines Signalwegs gestartet. Durch die
Rekrutierung von Aktin und Aktin-bindenden Protein, wie z. B. Coronin und Talin,
kommt es zur lokalen Ausbildung von Pseudopodien, die das Partikel umschlieBen und

durch Membranverschmelzung nach innen abschniiren (13, 14). Die Endosomen sind zu
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EINLEITUNG

diesem Zeitpunkt durch eine Aktin-Hiille, auch als Aktin-Coat bezeichnet, charakterisiert
[#1].

Durch den Erwerb von drei Mutationen ist es allen Laborstimmen von D. discoideum,
wie beispielsweise dem in dieser Abteilung verwendeten AX2, mdglich, in axenischem
Fliissigmedium zu wachsen (15, 16). Die Mikropinozytose ist ein Aktin-unabhingiger
Clathrin-vermittelter Abschniirungsprozess (17). Bei der Makropinozytose kommt es,
dhnlich wie bei der Phagozytose, zur Ausbildung von Aktin-haltigen, membrandsen
Fortsdtzen, die hier jedoch wahllos Fliissigkeit umschlieBen und diese nach innen
aufnehmen, indem die Membranspitzen der Ausldufer miteinander verschmelzen und so
ein Endosom formen (18). Allerdings ist hierfiir, anders als bei der Phagozytose, kein

duBlerer Stimulus notwendig (19).

3.2.2 Der Transit

Sind die frithen Endosomen abgeschniirt, so erfolgt der sofortige Abbau des bestehenden
Aktin-Coats (Dauer: ~1 min), was diverse Fusions- [rote Pfeile] und Spaltungsprozesse
[blaue Pfeile] begiinstigt, die wiederum der Reifung der Endosomen [schwarze Pfeile]
dienen (20, 21). Beispielsweise kommt es durch die Anlieferung der H'-ATPase [#2] zur
Ansduerung der Vesikel auf einen pH von ~5, was die spitere Aktivierung diverser
Verdauungsenzyme und folglich den Abbau des aufgenommenen Materials mit sich
ziehen (22). Des Weiteren kommt es zu Abschniirungsprozessen [#3], die dem Recycling
von wieder verwendbaren Komponenten dienen und Fragmentierungen [griine Pfeile,
#4], die die Materialsortierung begiinstigen (23). Neben homotypischen Fusionen
[punktierte Pfeile, #5] kommt es auch zu Vesikelfusionen, die nun die Bereitstellung von
Verdauungsenzymen, speziell Glc-NAc-1-P- und M-6-P-modifizierter Enzyme,
ermOglichen (24). Im Verlauf der weiteren Reifung werden diese wieder in Form von
Vesikeln abgeschniirt und recycelt [#6]. Da es sich hierbei um die markantesten
Ereignisse in den ersten 30-45 min des Transits handelt, spricht man von der friihen,
sauren Phase.

Sind die im sauren Millieu ablaufenden Prozesse abgeschlossen, so erfolgt durch den
Abtransport der Protonenpumpe die Neutralisierung der Vesikel [#7], welche in Folge

dessen als post-lysosomale Endosomen bezeichnet werden (22, 25, 26). Es schlieen sich
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EINLEITUNG

andere lysosomale Abbauprozesse, vermittelt durch Proteinasen und Glykosidasen, sowie
weitere homotypische Fusionen [#8], die die Anzahl an spdten Endosomen reduzieren, an
(27). Spezifische Proteine, die diese spéte, neutrale Phase des Transits charakterisieren
sind beispielsweise Aktin (Einleitung: 3.3), Coronin, Arp2/3 (Einleitung: 3.3.1), ALDH
(Einleitung: 3.2.5) und Vacuolin (Einleitung: 3.2.4), die wihrend der Vesikelreifung
peripher an die Membran binden (28-30). Der neu aufgebaute F-Aktin-Coat inhibiert
zwar weitere Membranfusionsprozesse, er erlaubt aber die Ausbildung von internen
Vesikeln, resultierend in Multivesicular bodies (MVBs) [#9]. Zudem scheint die Aktin-
Hiille wichtig fiir die Assoziation der spiten Endosomen an den Zellkortex zu sein (28,

31). Innerhalb von 60-90 min ist der Transit abgeschlossen.

3.2.3 Die Exozytose

Durch die Verschmelzung der spaten Endosomen [#10] mit der Zellmembran ist es der
Zelle moglich, unverdautes und nicht recycelbares Material in den extrazelluliren Raum
abzugeben (32, 33). Der zuriickbleibende Aktin-Coat und die assoziierten Proteine stehen

der Zelle fiir Prozesse, wie z. B. dem endozytotischen Transit, erneut zur Verfligung (33,
34).

N

g 2
\)
T
@& «—o0

7<% 1
®-Hg (-6 ~@-(e

pH neutral / acidic \ neutral
30’

time r 60’

Abb. 02 — Schema des endozytotischen Transits in D. discoideum (23)

Dargestellt ist der Transit in einer Zelle, beginnend bei der Aufnahme von Material (linke Seite) und
endend bei der Abgabe u. a. der Verdauungsreste (rechte Seite). Alle beschriebenen Prozesse (Pfeile)
laufen innerhalb bzw. zwischen verschiedenen Endosomen (Nummern) ab. Die detaillierte Beschreibung
der einzelnen Schritte ist unter den Punkten 1.2.1 — 1.2.3 zu finden.
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EINLEITUNG

3.2.4 Vacuolin

Vacuolin ist ein Markerprotein fiir spite Endosomen in D. discoideum und existiert in 3

Isoformen: A, B und C. Vacuolin C (http://dictybase.org/: DDB_G0279307) ist bisher

kaum erforscht und wird im Weiteren vernachléssigt. Vacuolin A und B zeigen eine post-
lysosomale periphere Assoziation, wobei fiir die Isoform B zusétzlich eine Lokalisation
an der Plasmamembran nachgewiesen ist (29). Wéhrend die Deletion von Vacuolin A
(http://dictybase.org/: DDB (G0289485) keinen Effekt in der Zelle zur Folge hat, fiihrt
die Entfernung von Vacuolin B (http://dictybase.org/: DDB G0279191) zur

Beeinflussung des endozytotischen Transits (29). So zeigen sich Defekte in der Reifung
vom sauren zum neutralen Endosomen und in der Exozytose. Ein einzeln vorliegendes
und stark vergroflertes Post-Lysosom hat eine reduzierte Exozytoserate zur Folge. Der
Einfluss auf die Exozytose in VacuolinB-Knockout-Mutanten fiihrt zur Annahme, dass
Vacuolin eine Funktion als negativer Regulator in der Vesikelverschmelzung besitzt (35).
Aufgrund der in diesem Protein enthaltenen Prohibitin-Homologie (PHB)-Doméne, auch
bekannt als SPFH-Doméne, wird Vacuolin den PHB-Doméne-Proteinen zugeordnet
(Abb. 03) (36). Die Gemeinsamkeiten entsprechender Proteine zeigen sich in der
Lokalisation an der Plasmamembran und, allerdings nur im Fall der hheren Eukaryoten,
in der Assoziation mit Lipid Rafts, Cholesterin-reichen Mikrodoménen (37). Letztere ist
fiir D. discoideum bisher nicht untersucht worden. Speziell fiir die Sdugerproteine
Flotillin, Prohibitin und Stomatin sind zudem Lokalisationen an biochemisch

aufgereinigten Phagosomen und Lysosomen nachgewiesen worden (38, 39).

PHB CcC

Abb. 03 — Proteindoménen von Vacuolin (35)

Die PHB-Domine ist notwendig, wenn auch nicht ausreichend, fiir die korrekte Positionierung des
Vacuolinproteins an spate Endosomen (35). Die Lokalisation wird zudem durch die Oligomerisierung der
Proteine, vermittelt durch das C-terminale Coiled-Coil-Motiv (CC), unterstiitzt.
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EINLEITUNG

3.2.5 ALDH

Die Aldehyd-Dehydrogenase (http://dictybase.org/: DDB (G0292270) katalysiert die
Reaktion von [Aldehyd + NAD™ + H,0 = Siure + NADH + H'] und spielt damit eine

zentrale Rolle bei Entgiftungsprozessen. In D. discoideum gibt es 10 Gene, die fiir
ALDHs codieren. Das in dieser Arbeit verwendete Protein, welches durch das comG-Gen
codiert wird, zeigt in der Fusion mit GFP eine Lokalisation an mittelspidten Endosomen.
Dies basiert hochstwahrscheinlich auf ionische Wechselwirkungen, denn eine erhdhte
Salzkonzentration bzw. ein erhohter pH-Wert fiihrt zur Delokalisierung des Hybrids von
der Membran (40). Folglich handelt es sich bei ALDH um ein peripher bindendes
Protein.

Die endosomale Lokalisation ldsst vermuten, dass es eine Rolle bei der Phagozytose oder
der Transzytose spielt. Ein Knockout hat allerdings keinen Einfluss auf die
Phagozytoserate. Die Transzytoserate wurde nicht untersucht. Jedoch zeigt der Knockout
einen deutlichen Entwicklungsdefekt: Statt wildtypische 24 h brauchte er fast 48 h fiir die

Ausbildung von Sporenkdpfen, welche teilweise keinen Stiel aufweisen (40).

3.3 Aktin und Aktin-interagierende Proteine

Aktin ist stark konserviert und eins der meist vertretenen Proteine in eukaryotischen
Zellen. So sind in vegetativen Zellen von D. discoideum ~8 % des gesamten Proteinpools
auf Aktin zuriickzufithren (41). Diese Fraktion setzt sich aus 41 Aktin-Molekiilen (Act)
und Aktin-verwandten Proteinen (Arp) zusammen: 17 konventionelle Aktin-Proteine, die
zwar durch verschiedene Gene codiert werden aber identische Aminosduresequenz
aufweisen (Act8-Gruppe), 16 Aktin-Proteine, die sich durch kleine Varietiten von den
Konventionellen unterscheiden und 8 Arps, die z. B. wichtige Rollen in der Aktin-
Polymerisation und Chromatinorganisation iibernehmen (42). Circa 95 % des Aktin-
Pools von D. discoideum bestehen ausschlielich aus Proteine der Act8-Gruppe.

Die einfachste vorkommende Form von Aktin ist das globuldre Monomer (G-Aktin).
Durch Polymerisationsprozesse werden diese zu Filamenten (F-Aktin) aufgebaut, welche
durch einen Durchmesser von ~8 nm und durch zwei verschiedene Enden, ndmlich einem
plus- und einem minus-Ende, charakterisiert sind (43). Letztere besitzen unterschiedliche

Bindungsaffinititen fiir ATP-Aktin (ATP: Adenosintriphosphat). So erfolgt die
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Anlagerung solcher Molekiile hauptsidchlich am plus-Ende, wéhrend am minus-Ende die
Dissoziation von ADP-Aktin (ADP: Adenosindiphosphat) iiberwiegt. Letzteres entsteht
durch die Hydrolyse von ATP zu ADP aufgrund einer intrinsischen ATPase-Aktivitit in
den Aktin-Monomeren.

Die wichtigste Funktion des Proteins findet sich im Aufbau des Aktin-Zytoskeletts und
somit in Prozessen wie der Strukturerhaltung, Zellbewegung, Chemotaxis, Zytokinese,
intrazellulire Transportprozesse, Entwicklung, usw. (44). Diese grole Varietit an
Vorgéngen in der Zelle erfordert zum einen eine konstante Stabilitdt, zum anderen aber
auch eine hohe Dynamik der Aktin-Strukturen. Letztere bedarf wiederum einer strengen
und koordinierten Kontrolle und Regulation, vermittelt durch viele verschiedene Aktin-
interagierende Proteine (45). So sind in D. discoideum 138 Proteine beschrieben, die u. a.
Einfluss auf die Nukleation, Polymerisation, Depolymerisation, Biindelung und die
Vernetzung von polymeren Aktin-Filamenten nehmen (9). Gemél ihrer nachgewiesenen
oder vorhergesagten Funktion werden diese in folgende Gruppen unterteilt: G-Aktin-
bindende Proteine (z. B. Profilin), Capping oder/und fragmentierende Proteine (z. B.
Cap32/34, Severin, Cofilin), Elongations- und Nukleationsproteine (z. B. Arp2/3, Scar,
WASP, VASP), Aktin-Crosslinking Proteine (z. B. a-Actinin, Filamin, Abp34), lateral an
F-Aktin-bindende Proteine (z. B. Coronin, Daipl, Coactosin), membranassoziierte
Proteine (z. B. Talin, Ponticulin, Hisactophilin) und schlieBlich Motorproteine (z. B.
Myosin II).

In Sidugetieren filhren Mutationen in diesen Proteinen und Fehlregulation dieser
Vorginge zu schweren Folgen im Organismus und damit zu einer Vielzahl an
Krankheiten, die z. B. das Immunsystem, die Neurodegeneration oder die
Krebsentwicklung betreffen (46).

Einige der klassifizierten D. discoideum-Proteine werden in Zusammenhang mit ihrer

Funktion beziiglich Aktin im Folgenden néher vorgestellt.

3.3.1 Die Nukleation von Aktin-Filamenten: Arp2/3, WASP

Der limitierende Schritt der Aktin-Filamentbildung ist die Nukleation. Ein
Nukleationskeim wird aktiv durch verschiedene Proteine induziert, indem drei ATP-

Aktin-Molekiile aneinander gelagert werden. Der Arp2/3-Komplex, bestehend aus
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siecben Untereinheiten, ahmt einen Nukleationskeim nach (47). Lokalisiert u. a. in
Lamellipodien und Pseudopodien, vermittelt er dort den Aufbau eines verzweigten
Zytoskellets: Durch die Anlagerung an bereits bestehende Filamente startet er die
Polymerisation von neuen Aktin-Filamenten. Zudem ist er nachweisbar an Stellen, an
denen ein Partikel an die AuBBenseite der Zellmembran bindet und ein phagozytischer Cup
Aktin-abhingig ausgebildet wird (30). Er dissoziiert mit der Vollendung des Endosoms
ab und reassoziiert an post-lysosomale Vesikel zum Aufbau einer neuen Aktin-Hiille.
Aktiviert wird der Komplex durch Proteine, die der Scar-WAVE-Familie angehoren, wie
z. B. WASP (http://dictybase.org/: DDB (G0293834). Dieses Protein wurde erstmals
1994 beschrieben (48, 49). Charakterisiert sind die WASP-Proteine durch die katalytische

C-terminale VCA-Doméne, zusammengesetzt aus dem Verprolin-Homologie-Motiv
(auch WH2 (WASP Homology 2) genannt), der Central- und der Acidic-Region (Abb.
04) (50).

——  WHI — foi- c V| C |A]

Abb. 04 — Proteindoménen von DdWASP (http://www.uniprot.org/)

Die Acidic-Region (A) ist verantwortlich fiir die Arp2/3-Bindung, wihrend das WH2-Motiv (V) Aktin-
Monomere bindet und die Central-Region (C) eine Rolle beim Transfer dieser Molekiile zum Arp2/3-
Komplex spielt (51, 52).

In Saugetierzellen wird WASP ausschlief8lich in hdmatopoetischen Zellen exprimiert. Bei
dem Protein handelt es sich um ein Schliisselprotein, welches wichtig fiir die
Ubertragung und Integrierung von Aktin-regulierenden Signalen ist und so Einfluss auf
die Bewegung und auf Zellformverdnderungen nimmt (53, 54). Seinen Namen trigt das
Protein nach dem Wiskott-Aldrich-Syndrom (WAS), an dem Patienten leiden, bei denen
dieses Gen mutiert ist, was eine verminderte oder ausbleibende Expression zur Folge hat
(55, 56). Hierbei handelt es sich um eine X-chromosomal rezessiv vererbte
Immunschwiche-Krankheit, die sich in Ekzemen, Thrombozytopenie und
wiederkehrenden Infektionen duBert (57). Die betroffenen Zellen zeigen eine reduzierte
Fahigkeit fiir Phagozytose und Defekte in der Aktin-Akkumulation an phagozytischen
Strukturen (58).
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3.3.2 Die Elongation und der Erhalt von Aktin-Filamenten: VASP, Coactosin

Der Nukleation folgt die Elongation der Aktin-Filamente (59). Dies geschieht an den
plus-Enden. Die Elongation erfolgt solange bis der freie Pool an monomerem Aktin
erschopft ist oder die Elongation aktiv durch sogenannte Capping Proteine inhibiert wird.
Das Capping von Filamenten kann jedoch verhindert werden: zum einen durch die lokale
Inaktivierung dieser Proteine und zum anderen durch die Anlagerung von sogenannten
Aktin-Elongationsfaktoren. Letztere binden an die plus-Enden und verhindern die
Assoziation der Capping Proteine. Folglich kann die Elongation aktiv vorangetrieben
werden. Solche Prozesse sind wichtig, um u. a. die Ausbildung von Filopodien und
Lamellipodien zu unterstiitzen. Ein Beispiel hierfiir sind die Proteine der Ena/VASP-
Familie. Vertreter dieser Proteine sind in Sdugern (Mena, EVL, h"VASP), in Drosophila
melanogaster (Ena) und in D. discoideum (VASP (http://dictybase.org/:
DDB_(G0289541)) zu finden (60-65). Beziiglich des Aufbaus éhneln sich diese Proteine
in ihrer Doménenstruktur, dreigeteilt in EVH1, EVH2 und Poly-Pro (Abb. 05).

' EVHI Poly-| GAB }:{ FAB TETRA |

Pro |

Abb. 05 — Proteindoménen von DdVASP (http://www.uniprot.org/)

Die N-terminal gelegene Ena/VASP-Homologie 1 (EVH1)-Region lokalisiert das Protein durch Interaktion
mit entsprechenden prolinreichen Bindungspartnern an Fokaladhésionen, Lamellipodien und Filopodien
(66-71). Die C-terminal lokalisierte EVH2 umfasst die G-Aktin-bindende (GAB), die F-Aktin-bindende
(FAB) und die oligomerisierende Region (TETRA) (72-74). Der GAB-Doméne wird eine Funktion in der
Vermittlung der Komplexbildung zwischen Ena/VASP, Profilin-Aktin und dem Aktin-Filament
zugeschrieben (75-77). Die Tetramerisierung, vermittelt durch die TETRA-Domine, unterstiitzt die
Bindung an Aktin-Filamente, welche hauptsichlich durch die FAB-Domédne ermdéglicht wird (74).
Zwischen beiden EVH-Doménen ist die prolinreiche Region (Poly-Pro) von VASP lokalisiert, die sich in
drei verschiedene Bereiche unterteilen ldsst: die rekrutierende, die ladende und die regulierende
Prolinregion (78).

In sich fort bewegenden Zellen lokalisieren die Ena/VASP-Proteine an den Spitzen von
Lamellipodien und nehmen Einfluss auf die Ausbildung und die Lénge von Filopodien in
Saugetieren und in D. discoideum (73, 79-81). Eine Assoziation mit ,,Comet tails““ von
Listeria monozytogenes, wodurch sie deren Aktin-abhingigen Antrieb erhohen, ist
ebenfalls nachgewiesen (82-85). Zudem spielen sie eine Rolle in der Neuriten-

Entstehung, bei der Entwicklung des Kortex und bei der Tumorentwicklung (86-90).
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Fiir Coactosin (http://dictybase.org/: DDB (G0293898) sind nur wenige und auch nur in

vitro-Daten vorhanden (91, 92). Jedoch wird dem Protein ebenfalls eine Funktion im
Erhalt der Aktin-Filamente unter depolymerisierenden Bedingungen zugeschrieben:
Durch die laterale Bindung entlang dieser Strukturen beeinflusst es die Funktion der
Capping Proteinen (z. B. CP, Severin), indem es deren Bindung an die plus-Enden von
Aktin-Filamenten sterisch verhindert. Die Polymerisation von Aktin-Filamenten wird
dadurch nicht beeinflusst. Das Protein zeigt keinerlei Aktin-biindelnde und -crosslinking
Aktivitidt. Coactosin wurde zusammen mit Profilin in einer proteomischen Studie,
assoziiert an Pra-Sporen-Vesikeln, identifiziert (93). Es konnte auch als Komponente von
isolierten Phagosomen nachgewiesen werden (94). Allerdings gibt es keine detaillierten

Untersuchungen beziiglich der subzelluldren Lokalisation und Funktion dieses Proteins.

3.3.3 Das Crosslinking von Aktin-Filamenten: a-Actinin, Filamin, Abp34

Crosslinking Proteine lokalisieren an den Seiten von zwei verschiedenen Aktin-
Filamenten und bilden so physikalische Verbindungen, die in einem dreidimensionalen
Netzwerk resultieren. a-Actinin (http://dictybase.org/: DDB G0268632) und Filamin
(http://dictybase.org/: DDB_G0269100) werden in der Literatur als die bisher stirksten
Aktin-Crosslinking Proteine in D. discoideum beschrieben (Abb. 06). Beide besitzen

zweil Aktin-bindende Regionen (Calponin-Homologie (CH)-Doménen), die sie dazu
befdhigen, mit Aktin-Filamenten zu assoziieren und diese stabil in Biindel bzw.
Netzwerken zu verbinden. a-Actinin besitzt zudem vier spectrin-repeats und zwei EF-
hands. Die spectrin-repeats werden in verschiedenen Proteinen gefunden, die an der
Organisation der Zytoskelettstruktur beteiligt sind. AuBerdem ist bewiesen, dass diese
Dominen in Protein-Protein-Interaktionen beteiligt sind und im Fall von a-Actinin die
Dimerisierung vermitteln (95, 96). Die beiden EF-hands verleithen a-Actinin seine
Calciumabhingigkeit, wobei der Ersten die regulatorische Funktion zukommt. Diese
besitzt nur eine schwache Ca**-Affinitit, die jedoch durch die Bindung von Ca”" an die
zweite EF-hand, welche eine starke Affinitét fiir dieses Ion besitzt, erhoht wird (97, 98).
a-Actinin liegt diffus und ungleichmifBig im Zytoplasma vor und zeigt sich angereichert
in Pseudopodien an der Zellfront (99). Auch Kolokalisation mit Phagosomen und mit der

kontraktilen Vakuole sind beschrieben (100).
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Filamin besitzt neben den zwei CH-Dominen noch sechs 100AS-repeats, die u. a. die
Homodimerisierungen des Proteins ermdglichen (101). Es agiert als ein Crosslinker
zwischen Aktin und Plasmamembranproteinen, was auch zu dessen Anreicherung am
Zellkortex, speziell auch in Pseudopodien und Filopodien fiihrt (102). Zudem beeinflusst
Filamin u. a. die Form, die Polaritidt und die Bewegung von Zellen (103, 104). Néhere
Untersuchungen des humanen Filamin-Proteins weisen zudem auf einen Mechanismus
der multiplen Ligandenbindungen hin, wodurch z. B. das Clustering und der Crosstalk
von Rezeptoren, die Regulation des Zytoskeletts und andere zellulire Aktivitdten

beeinflusst werden (105).

A
| | | filamin filamin filamin | filamin filamin || filamin
= CHI H CH2 | | repeat 1 repeat 2 repeat 3 repeat 4 repeat 5 || repeat 6 —
B
spectrin spectrin spectrin spectrin
— CHI1 n CH2 repeat 1 repeat 2 repeat 3 | repeat 4 EFlERI———

Abb. 06 — Proteindoménen von a-Actinin und Filamin (http://www.uniprot.org/

Schematische Darstellung der D. discoideum-Proteine Filamin (A) und a-Actinin (B).
CH: Calponin-Homologie-Doméne; EF: EF-hand

Wihrend a-Actinin und Filamin unter den Eukaryoten weit verbreitet vorkommen, ist

Abp34 (http://dictybase.org/: DDB G0279081) einzigartig in Dictyostelium und

verwandten Arten und ein weiteres der elf Aktin-verkniipfenden Proteinen in D.
discoideum (Abb. 07) (106, 107). Das 34 kDa schwere Protein besitzt drei Aktin-
bindende Regionen (AS 1-123, 193-254 und 279-295), zwei calciumbindende EF-hand
Motive (AS 82-112 und 135-163), zwei intramolekulare Interaktionszonen (AS 71-123
und 193-254), sowie eine N-terminale inhibierende Domine (AS 1-76) (107). Das
Protein unterliegt dem Mechanismus der Autoinhibition: Als Folge der Calciumbindung
kommt es im Protein zur Riickfaltung der inhibierenden Doméne. Durch die daraus
resultierende Interaktion des N-Terminus mit der stark F-Aktin-bindenden Doméne (AS
193-254) wird die Aktin-Biindelung verhindert (108). Abp34 lokalisiert an beiden Enden
von sich fortbewegenden Zellen, an phagozytischen Cups, in Filopodien, in

Teilungsfurchen und an Zell-Zell-Kontakten (100, 109, 110, 111).
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Abb. 07 — Schematische Darstellung der Proteindoméanen von Abp34 (http://www.uniprot.org/)

Die Zahlen markieren die drei F-Aktin-bindenden Regionen (schwarz umrahmte Késten), wobei #2 die
stark F-Aktin-bindende Domaéne ist.

EF: EF-hand; 1Z: Interaktionszone

3.3.4 An der Membran lokalisierende Proteine: Ponticulin, Hisactophilin

Ponticulin (http://dictybase.org/: DDB (G0293522) ist ein Membranprotein und bindet

filamentdse Aktin-Strukturen: Es dient, wie der Name schon sagt, als ,,Briicke* zwischen
der Plasmamembran und dem Aktin-Kortex. Laut in vitro-Studien gehen in D.
discoideum bis zu 97 % derartiger Verbindungen allein auf dieses Protein zuriick (112).
Neben je einer N- und C-terminalen Transmembrandoméne (SMART-Datenbank) besitzt
Ponticulin zusétzlich einen GPI (Glycosylphosphatidylinositol)-Anker, das es zu einem
eher seltenen Proteintyp macht (113). Warum es Proteine gibt, die beides besitzen, ist
unklar. Es wird vermutet, dass der GPI-Anker fiir posttranslationale Prozessierung
niitzlich sein kann, um die f-Stringe in eine stabile membranassoziierte Form zu bringen
(113). Alternativ konnte der Anker die Lokalisation von Ponticulin in bestimmten
Subdominen der Plasmamembran bestimmen, den Protein-Turnover regulieren oder aber
auch die Interaktionen mit anderen Proteinen beeinflussen. Neben der Aktin-Bindung
schreibt man Ponticulin auch eine Funktion in der Aktin-Nukleation zu (114, 115).

Hisactophilin (http://dictybase.org/: DDB (G0282143) liegt in der Zelle in drei

Isoformen vor (I, II, III). Es ist ein weiteres Protein, das Aktin-Filamente an die
Plasmamembran von D. discoideum bindet (116). Das Protein selbst inseriert iiber ein
kovalent gebundenes Lipid in der Membran (117). Bei einer Gesamtlinge von 118
Aminoséuren ist es mit 31 Histidinen ein sehr Histidin-reiches Protein und besitzt zudem
eine pH-abhingige Aktivitdt (118). In D. discoideum variiert der zytoplasmatische pH-
Wert zwischen 6.3 und 7.3 und kann damit zur Signaliibertragung dienen. Beeinflusst
durch beispielsweise cAMP-Pulse (cAMP: zyklisches Adenosinmonophosphat) konnen
pH-Anderungen Einfluss auf Zellbewegung und —differenzierung nehmen (118, 119).
Folglich konnte Hisactophilin als ein pH-reguliertes Verbindungsprotein zwischen Aktin

und der Plasmamembran entsprechende Prozesse in der Zelle regulieren (119).
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3.3.5 Protein mit moglicher Aktin-Interaktion: Ssj758

Ssj758 (http://dictybase.org/: DDB (G0274423) ist ein bisher wenig charakterisiertes

Protein. Entsprechende Uberexpressionen und Knockouts ergaben keinen Aufschluss
iiber die Funktion des Proteins in der Zelle (120). Interessant war jedoch die Tatsache,
dass das Protein sowohl am MTOC (microtubule organizing center) als auch am Aktin-
Kortex lokalisiert. Letztere ldsst eine Aktin-bindende, vielleicht auch -modifizierende
Funktion vermuten. Unterstiitzt wird dies durch einen Sequenzvergleich mittels der
SMART-Datenbank, die drei SH3-Doménen im Protein voraussagt.

Src-Homologie (SH)-Doménen binden mit maBiger Affinitdt und Selektivitit an
prolinreiche Liganden (121, 122). In vielen Féllen charakterisieren sie Proteine, die in
Signalkaskaden agieren, welche u. a. Um- oder Neuorganisationen des Zytoskeletts zur
Folge haben. So spielen sie eine Rolle in der Regulation von Aktin, indem sie
beispielsweise mit Mitgliedern der WASP-Proteinfamilie interagieren: Der Nck-
SH2/SH3-Adaptor rekrutiert N-WASP und den Arp2/3-Komplex und induziert so die
Ausbildung von Aktin-haltigen ,,Comet tails* auf der Oberfliche des Vaccinia-Virus
(123, 124). Im Fall von Myo3 und Myo5 binden die SH3-Doménen die prolinreichen
Motive von Beelp (das WASP-Homolog in der Hefe) und von Vrplp (Verprolin).
Letzteres ist in der Organisation des Aktin-Zytoskeletts beteiligt (125-127). Entfernt man
beide Myosine oder fiihrt Mutationen in deren SH3-Doménen ein, so hat das schwere

Defekte des Aktin-Zytoskeletts zur Folge.

3.4 Die Ubiquitin-abhingige Proteindegradation

Damit die zelluldren Prozesse ungestort ablaufen konnen, ist es wichtig, dass die Proteine
entsprechend ihrer Funktion in der Zelle agieren. Um letzteres zu gewdhrleisten,
unterliegen die zelluldren Proteine einem Auf- und Abbau. Die Expression und
Degradierung der Proteine variiert hierbei in Abhéngigkeit extrinsischer und intrinsischer
Faktoren. So erfolgt die selektive Proteindegradation, um die Konzentration an
zelluldren, funktionellen Proteinen im Gleichgewicht zu halten. Das ermdglicht es der
Zelle, sich vor denaturierten oder stressgeschidigten (z. B. Hitze, Oxidation, UV-Licht)
Proteinen zu schiitzen oder um den korrekten Ablauf sdmtlicher zelluldrer Prozesse wie

z. B. Proliferation, Proteinexpression und Signaltransduktion zu gewéhrleisten. Der
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proteolytische Abbau wird durch Ubiquitinierung an Lysinresten der abzubauenden
Proteine induziert. Dies erfolgt mittels eines Konjugationssystems und kann in einer
Monoubiquitinierung oder, je nach Anzahl der Reaktionsrunden, in einer Ubiquitinkette
resultieren. Die Ubiquitin-Konjugation erfolgt durch drei verschiedenen Ligasen (128):
Im ersten Schritt wird das Ubiquitin-Molekiil aktiviert, indem es an das Enzym El
gebunden wird. Als nichstes erfolgt die Ubertragung auf E2, um anschlieBend - im
dritten und letzten Schritt - mittels der E3-Ligase auf das Substrat iibertragen zu werden.
E4 unterstiitzt die Zusammensetzung von Multiubiquitinketten (129). Es folgt der Abbau
in einem von zwei wichtigen Proteindegradationsorten in der Zelle, dem Lysosom oder

dem Proteasom (Abb. 08).

9  ubiquitin
@ Substrate Endocytosis
]

[ ]
s g Hibosomes

LysOsame

Autophagy
Abb. 08 — Ubiquitin als ein Marker fiir verschiedene Degradationswege (130)

Mit jedem Degradationsweg (Endozytose, Autophagie und Abbau im
Proteasom) sind spezifische Ubiquitin-Rezeptoren assoziiert, die schlieBlich
zum Abbau der Substrate im Lysosom oder Proteasom fiihren.

3.4.1 Der proteasomale Abbau

Das 26S-Proteasom besteht zum einen aus einer multikatalytischen Proteinase, der 20S-

Untereinheit, die ubiquitér in allen eukaryotischen Zellen vorkommt und zum anderen
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aus zweil regulatorischen Partikeln, den 19S-Untereinheiten (131). Letztere dienen der
Erkennung ubiquitinierter Proteine und deren Entfaltung als Vorbereitung fiir den Import
ins Proteasom (Abb. 08). Nach dem Abbau der Polypeptidketten durch die katalytische
Untereinheit erfolgt die Freigabe der kleinen Peptide sowie der wiederverwendbaren

Ubiquitine.

3.4.2 Der lysosomale Abbau

Der lysosomale Abbau dient vor allem der Umsetzung von vielen Zellmembranproteinen,
wie Rezeptoren oder Kanile. Falls diese nicht recycelt werden, erfolgt deren Endozytose
und Transit ins Lysosom, wo sie schlieBlich abgebaut werden (Abb. 08). Dies erfolgt
hauptsdchlich aufgrund von Polyubiquitinierungen iiber Lysin 63, was sich als wichtig
fiir die korrekte Sortierung im Endosomen durch sogenannten ESCRTs (endosomal
sorting complexes required for transport) zeigt (132). Die ESCRT-Maschinerie besteht
aus fiinf Komplexen (O, I, II, IIT und Vps4-Vtal) und mehreren assoziierten Proteinen
(133). Diese dienen (1.) der Erkennung von ubiquitinierten Proteinen und der
Verhinderung deren Wiederverwertung und retrogradem Transport. (2.) fiihren sie zur
Verformung der endosomalen Membran, was in endosomalen Invaginationen resultiert.
Und schlieBlich (3.) vermitteln sie die Abschniirung der invaginierten Membranen, was
in der Ausbildung von Multivesicular bodies endet (134). Die luminalen Vesikel der
MVBs enthalten das fiir den Abbau sortierte Material, dessen lysosomaler Abbau durch

die direkte Fusion der MVBs mit den Lysosomen ermoglicht wird.

3.4.1.2 Autophagie

Bei der Autophagie handelt es sich ebenfalls um eine schiitzende Zellfunktion, bei der
fehlgefaltete oder aggregierte Proteine abgebaut, defekte Organellen entsorgt und
intrazelluldre Pathogene beseitigt werden (zusammengefasst in (135)). Es werden drei
definierte Typen der Autophagie unterschieden: Makro-, Mikro- und chaperonvermittelte
Autophagie. Weiterhin ist die selektive Ubiquitin-vermittelte Autophagie beschrieben
(Abb. 08) (zusammengefasst in (136)). In diesem Fall werden die ubiquitinierten
Strukturen mittels des Adaptermolekiils p62 an pra-autophagosomale Membranen

gebunden, die reich an Atg8/LC3 sind (Atg8 ist das Hefe-Homolog; LC3 ist das humane
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Homolog). Es folgen die Ausbildung der Autophagosomen, indem dass abzubauende
Material von einer Membran umschlossen wird, die Reifung dieser Organellen zu
Lysosomen und schlieBlich der Verdau des Materials durch lysosomale Hydrolasen.

Es ist gezeigt, dass orthologe Autophagiegene (atgl, atg6 und atg8) auch in D.
discoideum exprimiert werden und eine Rolle in der Makroautophagie spielen (137).
Mutationen in diesen Genen zeigen negativen Einfluss auf die Entwicklung und auf den

Protein-Turnover in hungernden Zellen.

3.5 Hirano Bodies als Folge anormaler Proteinaggregation

Verdnderungen der Integritdt des Aktin-Zytoskeletts kann eine anormale Aggregation
von Peptiden oder Proteinen im Zytoplasma zur Folge haben. Die Aggregate konnen sich
zum einen durch Akkumulation fehlgefalteter und zum anderen durch unspezifische
Interaktionen verschiedener Proteine ausbilden.

Hirano Bodies werden beispielsweise als eine Konsequenz von anormalen
Veridnderungen bzw. Fehlregulationen des Aktin-Zytoskeletts gesehen, die vor allem in
Verbindung mit dem neuronalem Altern auftreten (138). Hirano et al. beschreiben diese
Aggregate als eosinophile und zirkuldre oder stabdhnliche Strukturen (RLS, rod-like
structures), die aus geschichteten Filamenten, mit 6-10 nm im Durchmesser, bestehen
(139-143). Diese Aggregate sind im Nervengewebe von dlteren nicht-dementen Personen
bereits nachzuweisen. Sie zeigen aber verstirkte Anhdufung in Nervengeweben von
Patienten, die unter neurodegenerativen Krankheiten leiden, wie beispielsweise
Alzheimer (144-147). Was zur Ausbildung der Hirano Bodies fiihrt und welchen Einfluss
sie auf die Nervenzellen haben, ist nicht bekannt. Derzeit gibt es viele Versuche, diese
Aggregate in verschiedenen Zelltypen zu induzieren. Ziel dieser Studien ist es,
Informationen tiber die Ursache, den Aufbau und das Schicksal der Hirano Bodies in der

Zelle zu gewinnen.
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3.6 Aufgabenstellung

Mit dem Ziel den Aktin-Coat um spite Endosomen in D. discoideum zu manipulieren,
wurde das Protein VASP an diese Organellen lokalisiert (148). Die ektopische
Lokalisation von VASP an die spiten Endosomen erfolgt durch das Protein Vacuolin.
Hierbei wurde fiir die C-terminale Fusion von VASP an Vacuolin die Vacuolin-Isoform
A verwendet. Da N-terminale Proteinfusionen an Vacuolin A zu untypischen
Verklumpungen des Hybrids flihrten, wird in diesen Féllen alternativ auf die Vacuolin-
Isoform B zuriickgegriffen.

Eine starke Expression des Fusionskonstrukts VAM-VASP (VacuolinA-Myc-VASP) in
AX2-Zellen fiihrt zur Ausbildung von groBen, kugeligen Aggregaten (@ = 2,8 um; Abb.
09-A). Diese VAM-VASP-Aggregate liegen statisch in der Zelle vor und weisen keine
membrandsen Anteile auf, die auf spite Endosomen zuriickzufiihren sind. Zudem sind
letztere nicht mehr iiber Vacuolin A oder Aktin in den VAM-VASP-Zellen zu
identifizieren.

Die VAM-VASP-Aggregate sind gefiillt mit Aktin und Aktin-interagierenden Proteinen

und beeintrdchtigen Wachstum, Zytokinese, Phagozytose, wie auch Pinozytose.

VAM-VASP VAM-VASPATETRA | C VAM-VASPJFAB/TETRA

3
*

f

X {4

Coronin O1] Vacuolin Aktin
Abb. 09 — Expression verschiedener VAM-V ASP-Konstrukte in AX2-Zellen (149)
Die Rotfluoreszenzen beruhen auf Antikdrperfirbungen fiir Myc (pk oder mk: 9E10). Die
Coroninstrukturen wurden mit dem Antikérper 176-3D6 (mk), die Vacuolin-Strukturen mit dem Antikorper
263-79-2 (mk) und das Aktin-Zytoskelett mit Phalloidin-Alexa-Fluor-488 markiert. Bildbreiten: (A) (Klon
2B-1): 29 um; (B) (Klon VVATETRA #11): 21 um; (C) (Klon VVAFAB/TETRA #21): 30 um

In meiner Diplomarbeit machte ich es mir zum Ziel, die Griinde fiir die Ausbildung der
VAM-VASP-Aggregate zu definieren (149). Die Deletion der FAB- oder der TETRA-
Domine des VASP-Proteins im VAM-VASP-Hybrid, resultierend in VAM-VASPAFAB
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und VAM-VASPATETRA, fiihrte zu der Schlussfolgerung, dass beide Dominen eine
wichtige Rolle fiir die Ausbildung des VAM-V ASP-Phinotyps spielen: Entfernt man die
TETRA-Doméne, bilden sich im Vergleich zu den VAM-VASP-Aggregaten kleinere
Aggregate aus (@ = 1,7 pum; Abb. 09-B). Zudem liegen in den VAM-VASPATETRA-
Zellen zusitzlich einzelne spiate Endosomen vor (Pfeile in Abb. 09-B). Fehlt die FAB-
Domine im VAM-VASP-Konstrukt, so dndert sich zwar nichts am Aggregat, doch wird
die FAB-Doméne zusammen mit der TETRA-Doméne deletiert (VAM-
VASPAFAB/TETRA), so unterscheiden sich die VAM-VASPAFAB/TETRA-Zellen
phénotypisch nicht von AX2-Zellen (Abb. 09-C).

Die Untersuchungen an VAM-VASP zeigten auch, dass die Reihenfolge der miteinander
fusionierten Proteine sowie die Lokalisation an spite Endosomen wichtige Rollen
spielen: Ligiert man VASP N-terminal an Vacuolin B (Myc-VASP-VacuolinB), so erhilt
man nur eine Verklumpung der spidten Endosomen (Abb. 10-A). Durch die Entfernung
der PHB-Domine von Vacuolin (VacB(CC)-Myc-VASP) erfolgt die Ausbildung von
kleineren Aggregaten (0 = 1,9 um; Abb. 10-B).

Myc-VASP-VacuolinB | B AT (OO BYITAYVNY Abb. 10 - Expression
verschiedener VAM-
VASP-Konstrukte (149)
Die Férbung von Myc
erfolgte  mittels  des
polyklonalen Antikérpers
(rot). Vacuolin wurde
durch den Antikérper
263-79-2 (mk) markiert
(griin). Bildbreiten: (A)
(Klon VVB #7): 14 um;
(B) (VacB(CC)-Myec-
VASP #5): 18 pm

Vacuolin )1} Vacuolin

Zusammen mit dem starken Aktin-Vorkommen ergab sich die Schlussfolgerung, dass die
VAM-VASP-Aggregate durch die Bindung und Vernetzung von Aktin-Filamenten an
spaten Endosomen gebildet und aufrechterhalten werden. Was mit den Organellen
passiert, konnte nicht geklart werden. Auch nicht, was die spiten Endosomen so speziell
fiir die Ausbildung der VAM-VASP-Aggregate macht. In Frage kommen hierfiir die

Aktin-haltige Oberflache der Organellen, das Oligomerisierungsverhalten von Vacuolin
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oder die endosomale Lokalisation von VASP. Aufbauend auf diesen Vermutungen soll
die vorliegende Arbeit weiteres Verstindnis der Ursache und Entwicklung der VAM-
VASP-Aggregate bringen. Die Lokalisation von VASP an andere Organellen sowie die
Suche nach weiteren aggregatauslosenden Proteinen soll helfen, charakteristische
Eigenschaften zu erkennen, die Proteine fiir die Ausbildung vergleichbarer Aggregate

pradestinieren.
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4. Ergebnisse

Die durchgefiihrten ektopischen Lokalisationen, d. h. Lokalisationen von Proteinen
entgegen ihrer wildtypischen Positionen in der Zelle, geht auf die von Drengk et al.
beschriebene Vorgehensweise zuriick (31). Hierbei werden die Proteine mit gewiinschter
Funktion an Proteine fusioniert, die nachweislich am gewiinschten Target-Organell
lokalisieren. Voraussetzung ist, dass letztere die stirkeren Targeting-Signale besitzen und
so den Bindungspartner mit sich ziehen. Durch das Zufiigen eines Myc-Tags bzw. durch
die Ligation an GFP (griin fluoreszierendes Protein) oder RFP (rot fluoreszierendes
Protein) konnen die Expressionen und die Lokalisationen der Fusionskonstrukte in der
Zelle nachgewiesen und bestimmt werden. Markieren die fluoreszierenden Signale die
gewlinschten Bestimmungsorte, so werden die Mutanten gegebenenfalls weiteren
Untersuchungen unterzogen.

Die Herstellung aller im Rahmen dieser Arbeit entstandenen Konstrukte ist jeweils unter
Punkt 6.12 beschrieben. Deren Transformationen erfolgen, wenn nicht anders
beschrieben, jeweils in AX2-Zellen. Die Selektion unabhéngiger Klone aus mindestens
zwel Transformationen erfolgt mittels Western Blots. Die dargestellten Bilder sind
Ergebnisse von Pikrinsdure-Fixierungen und entsprechenden immunhistochemischen
Féarbungen. Alle Fluoreszenzaufnahmen, die in dieser Arbeit gezeigt werden, sind am

CLSM entstanden.

4.1 VAM-VASP bildet Aktin-positive Aggregate aus

4.1.1 Die ektopische Lokalisation von VASP an ALDH-Vesikel

Durch die Expression von VAM-VASP (Klon 2B-1) haben sich in 88 % (n = 200) der
Zellen grofe, runde Aggregate ausgebildet (148). Wenn nicht anders erwéhnt, so wird
sich im Folgenden stets auf diesen stark exprimierenden VAM-VASP-Klon 2B-1
bezogen (148). In den VAM-VASP-Aggregaten werden Aktin, verschiedene Aktin-
interagierende Proteine und endogenes Vacuolin-Protein akkumuliert (150). Vacuolin-
positive Endosomen sind nicht in den VAM-VASP-Zellen nachzuweisen (148). Um

auszuschlieBen, dass das Vacuolin-Protein einen entscheidenden Einfluss auf die
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Ausbildung der VAM-VASP-Aggregate hat, wird VASP an die Aldehyd-Dehydrogenase
(ALDH) ligiert, welche peripher an mittelspiate Endosomen lokalisiert.

Bisher existieren nur Fusionsprodukte, in denen Proteine an den N-Terminus von ALDH
fusioniert wurden (40). Allerdings sind im ALDH-Protein keine Doménen bekannt, die
durch C-terminale Fusionen behindert werden. Aus diesem Grund, und um die
Bedingungen fiir VASP beziiglich der ektopischen Lokalisation beizubehalten, wurde
VASP C-terminal an ALDH ligiert, resultierend in Plasmid #745 (pB15-ALDH-Myc-
VASP).

Die Expression von ALDH-Myc-VASP (Klon 745I; Abb. 11-A) fiihrt zur Ausbildung
von VAM-VASP-dhnlichen ALDH-Myc-VASP-Aggregaten: Die gewihlten Klone der
ALDH-Myc-VASP und der VAM-VASP-Zelllinien weisen ein vergleichbaren
Expressions-Level auf (Abb. 62) und die fiir diese Zellen charakteristischen Aggregate
dhneln sich in der runden Form und dem hohem Aktin-Vorkommen. Die ALDH-Myc-
VASP-Aggregate sind jedoch gréfer (@ = 3,9 um) als die VAM-VASP-Aggregate (0 =
2,8 um) (150). Zudem ist im Unterschied zu den VAM-VASP-Zellen das Vacuolin-
Protein nicht in die Aggregate der ALDH-Myc-VASP-Zellen integriert: Freie Vacuolin-
positive Endosomen sind nachweisbar (Pfeile in Abb. 11) (148).

Die ALDH-Myc-VASP-Zellen zeigen, dass Vacuolin fiir die Ausbildung der kugeligen
Aggregate keine Rolle spielt. Zwar liegen in AX2-Zellen einige ALDH-Vesikel
kolokalisierend mit dem Vacuolin-Protein vor (40), doch die Tatsache, dass Vacuolin in
den ALDH-Myc-VASP-Zellen trotz der Aggregatbildung wildtypisch lokalisiert, zeigt,
dass der aggregatauslosende Faktor ein anderer als das Vacuolin-Protein selbst sein muss.
Die starke Anhdufung von F-Aktin in den Aggregaten der VAM-VASP- und der ALDH-
Myc-VASP-Zelllinien fiihrt zur Vermutung, dass dem Aktin-Protein eine wichtige Rolle
in der Aggregatbildung zukommt: So konnte F-Aktin als eine Art Gertist dienen, welches
durch die VASP-Bindung aufgebaut wird. Andere Aktin-bindende Proteine, die
zusitzlich durch die Bindung an die Aktin-Filamente sequestriert werden, verdichten und
stabilisieren die Filamente und es kommt zur Ausbildung der kugeligen Aktin-Aggregate

(150).

Seite | 31



ERGEBNISSE

\
®

Aktin

Abb. 11 — Expression von ALDH-MYC-VASP (Klon 7451)

Zum Nachweis des Myc-Konstrukts (A) erfolgte die Farbung mit dem Antikérper 9E10 (mk, rot) und zum
Nachweis von Vacuolin (B) erfolgte die Farbung mit dem Antikorper 263-79-2 (mk, rot). F-Aktin (A, B)
wurde mit Phalloidin-Alexa-Fluor 488 (griin) gefarbt. Die Pfeile markieren Aktin- und Vacuolin-positive,
spite Endosomen. Bildbreiten: je 25 pm

Fir die ALDH-Endosomen (ohne Abb.) und fiir die Vacuolin-Endosomen (28) ist
gezeigt, dass denen ein Aktin-Coat aufliegt. Sowohl in den ALDH-Myc-VASP- als auch
in den VAM-VASP-Zellen konnen zum Aufbau der Aktin-Aggregate folglich die Aktin-
Filamente dienen, die die Endosomen als Hiille umgeben.

Werden fiir die ektopische Lokalisation von VASP Organellen gewéhlt, denen keine
Aktin-Filamente aufliegen, so sollte, sofern Aktin einen relevanten Faktor darstellt, die
Ausbildung von Proteinaggregaten ausbleiben. Um dies zu iiberpriifen, wird VASP in

einem néchsten Schritt an Peroxisomen und Lipid Droplets lokalisiert.

4.1.2 Die ektopische Lokalisation von VASP an Aktin-freie Organellen

Peroxisomen (@ = 0,2 — 1 um) liegen im Zytoplasma fast aller eukaryotischen Zellen vor
und sind von einem Phospholipid-Bilayer umgeben. Sie dienen dem Abbau von toxischen
Molekiilen, reaktiven Sauerstoffspezies und in einigen Organismen auch zusitzlich dem

Metabolismus von Fettsduren durch f-Oxidation. Das peroxisomale Targeting von VASP

Seite | 32



ERGEBNISSE

erfolgt durch die Ligation des Proteins an SLB350 (http:/dictybase.org/:
DDB G0283911). SLB350 lokalisiert nachweislich an Peroxisomen (151), jedoch besitzt

es weder eine Transmembrandoméne, noch ein peroxisomales Targeting-Signal. Folglich
wird es peripher an Peroxisomen angelagert. Das Protein ist biochemisch weitestgehend
uncharakterisiert, es sind z. B. keine weiteren Doméanen und zelluliren Funktionen
bekannt.

Um Energie in Zeiten des Nahrungsmangels zur Verfligung zu haben, nutzt der
Organismus u. a. die Speicherung von Fetten in Form von Lipidtropfchen bzw. Lipid
Droplets (@ = 0,2 - 0,5 um; (152)). Diese Organellen zeichnen sich durch einen
hydrophoben Kern aus, welcher aus veresterten Lipiden besteht und von einem
Monolayer aus amphiphilen Phospholipiden sowie einer Reihe damit assoziierter
Proteine umgeben ist (153, 154). Die Lokalisation von VASP an die Lipidtropfchen soll
durch die Fusion des Proteins an das Lipid Storage Droplet Protein (LSD;
http://dictybase.org/: DDB _G0279791) erreicht werden. Die Isoform in D. discoideum,
LSDI1, lokalisiert peripher an Lipid Droplets (155). LSD gehort zur Familie der PAT-

Proteine: diese Proteine dhneln sich in den 150 N-terminalen Aminosduren, weshalb
dieser Bereich auch als PAT-Doméne bezeichnet wird (156). Sind keine Lipidtropfchen
in der Zelle vorhanden, wird die Transkription des endogenen LSD-Proteins reduziert
und das exogene GFP-LSDI1 abgebaut (152). Aus diesem Grund wird das Protein in die
Kategorie der CPAT, constitutively PAT-Proteine eingeordnet (157): CPAT-Proteine
lokalisieren entweder an Lipid Droplets oder werden ubiquitiniert und degradiert. Es wird
postuliert, dass DdLSD1 zum Schutz der Lipid Droplets vor dem Abbau durch Lipasen
beitrdgt (152).

Sowohl fiir SLB350 als auch fiir LSD sind bereits C-terminale Proteinfusionen
durchgefiihrt worden ((151), P. Paschke: Daten nicht verdffentlich). Die daraus
resultierenden Proteinhybride beweisen, dass die Fusionen keinen Einfluss auf die
wildtypische Lokalisation und Funktionalitdt von SLB350 und LSD nehmen. Aus diesem
Grund wurde die VASP-cDNA in beiden Féillen jeweils an das 3°-Ende der oben
genannten Gene ligiert, wodurch die Vektoren #698 (GFP-LSD-VASP) und #699
(pDneo2a-SLB350-Myc-VASP) entstanden.
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GFP-LSD-VASP

GFP-L.SD-VASP
Abb. 12 — Expression von GFP-LSD-VASP (Klon 698])

Der Nachweis der Lipid Droplets erfolgte durch die Firbung mit dem lipophilen Farbstoff LD540 (rot). (A)
zeigt unbehandelte Zellen und (B) zeigt Zellen, die 3 h unter dem Einfluss von 200 uM Palmitinsiure
standen. Die Griinfluoreszenz basiert auf dem griin fluoreszierenden Protein im GFP-LSD-VASP-
Konstrukt. Bildbreiten: A: 29 um; B: 40 um

Die Expression von GFP-LSD-VASP in Zellen, die im herkdmmlichen
Selektionsmedium kultiviert werden, fiihrt zur Markierung einzelner, weniger Lipid
Droplets (Abb. 12-A). Durch die Zugabe von langkettiger, gesittigter Palmitinsdure zum
Néahrmedium der GFP-LSD-VASP-Zellen wird eine groe Anzahl an Lipid Droplets in
den Zellen induziert, was mit der Zunahme des GFP-Signals korreliert (Abb. 12-B).
Zudem erfolgt teilweise die Verklumpung der Lipidtropfchen. Das ist jedoch nicht auf
das Protein VASP zuriickzufiihren, denn verklumpte Lipid Droplets sind auch in AX2-
Zellen ohne Uberexpression jeglicher Fusionsproteine zu sehen (152). Ein homogenes,
kugeliges Aggregat, wie es durch VAM- und ALDH-Myc-VASP ausgelost wird, wird
nicht gebildet.

Immunfluoreszenzen zum Nachweis von Aktin in AX2-Zellen fithren zur Markierung des
Kortex, der frilhen und der spiten Endosomen. Wildtypische Lipid Droplets weisen
keinerlei Aktin-Anlagerungen auf. Markiert man jedoch Aktin in den GFP-LSD-VASP-

Zellen, so zeigt sich neben dem Aktin-Signal im Kortex ein zusitzliches, deutliches
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Signal an den akkumulierten Lipid Droplets (Abb. 13). Aufgrund der ektopischen
Lokalisation von VASP wird folglich auch die ektopische Lokalisation von Aktin
erreicht. Dass es sich hierbei um Aktin in filamentdser Form handelt, beweist die positive

Féarbung mit Phalloidin-TRITC (ohne Abb.).

GFP-LSD-VASP
Abb. 13 — GFP-LSD-VASP (Klon 6981)
Die Zelle stand unter dem 3-stiindigen Einfluss von 200 pM Palmitinsdure Die Féarbung fiir Aktin erfolgte
mit dem Antikérper ACT-1-11 (mk, rot). Die Griinfluoreszenz basiert auf dem griin fluoreszierenden
Protein im GFP-LSD-V ASP-Konstrukt. Bildbreite: 25 pm

Dass dieser Effekt kein Artefakt ist, zeigt sich in der Lokalisation von VASP an
Peroxisomen. Die Transformation von SLB350-Myc-VASP erfolgt zusammen mit dem
peroxisomalen Marker RFP-SKL (#498). Die Konstrukte kolokalisieren in der Zelle: Das
VASP-Hybrid wird erfolgreich an die Peroxisomen lokalisiert (Abb. 14).

SLB350-Myc-VASP
Abb. 14 — SLB350-Myc-VASP (Klon 699/498I1)

Der Nachweis des Myc-Konstrukts erfolgt durch die Antikorperfirbung mit 9E10 (mk, griin). Die
Rotfluoreszenz der Peroxisomen basiert auf dem rot fluoreszierenden Protein im RFP-SKL-Konstrukt.
Bildbreite: 25 pm

Die Expression von SLB350-Myc-VASP hat die Verklumpung der Peroxisomen zur

Folge. In diesem Fall ist das Phdnomen jedoch eindeutig auf VASP zuriickzufiihren, denn
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eine alleinige Uberexpressionen von SLB350-6xMyc oder SLB350-GFP fiihrt zu keinem
derartigen Phéanotyp (151). Die Ausbildung eines einheitlich runden, homogenen
Aggregats erfolgt nicht.

Farbt man die Aktin-Strukturen in SLB350-Myc-VASP-Zellen an, so zeigen sich
deutliche Uberlagerungen mit dem RFP-Signal (Abb. 15). Aktin wird folglich auch an die

Peroxisomen ektopisch lokalisiert.

Abb. 15 — SLB350-Myc-VASP (Klon 699/498I1)

Die Aktin-Firbung (A) erfolgt mittels des Antikdrpers ACT-1-11 (mk, griin). Die Rotfluoreszenz der
Peroxisomen basiert auf dem rot fluoreszierenden Protein im RFP-SKL-Konstrukt. Bildbreite: 25 pm
Sowohl GFP-LSD-VASP als auch SLB350-Myc-VASP werden im Vergleich zu VAM-
und ALDH-Myc-VASP nur sehr schwach in den Zellen exprimiert (Abb. 62). So ist
anzunehmen, dass die Menge an Hybridproteinen Einfluss auf die Form und Grofe der
Proteinaggregate in den Zellen nehmen kann. Stirkere Expressionen von GFP-LSD-
VASP und SLB350-Myc-VASP konnten folglich zur Ausbildung groBler, homogener
Aggregate fiihren.

Weder LSD noch SLB350 weisen eine bekannte Aktin-bindende oder Aktin-
modifizierende Domédne auf. Zudem sind keine Aktin-abhingigen Prozesse bekannt, in
die die beiden Proteine involviert sind, so dass auch eine indirekte Interaktion von
SLB350 und LSD mit Aktin unwahrscheinlich ist. Aus diesem Grund sind die Aktin-
Akkumulationen an den verklumpten Peroxisomen und Lipid Droplets in SLB350-Myc-
VASP- und GFP-LSD-VASP-Zellen allein auf das Protein VASP zuriickzufithren. Zum
einen ist anzunehmen, dass das ektopisch lokalisierte VASP willkiirlich bestehende
Aktin-Filamente an die Peroxisomen und Lipid Droplets bindet, was in den Aktin-

Akkumulationen an den Organellen resultieren wiirde. Zum anderen ist es moglich, dass
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VASP die Polymerisierung neuer Aktin-Filamente an diesen Organellen startet, was
ebenfalls die Aktin-Akkumulation zur Folge hitte.

Die Bindung von VASP an Aktin-Filamente und an monomere Aktin-Proteine basiert auf
dem Zusammenspiel der F-Aktin-bindenden (FAB), der G-Aktin-bindenden (GAB) und
der Tetramerisierungs-Doméane (TETRA) (73, 74, 80).

Es wird erwartet, dass das Entfernen der FAB-Doméne die Bindung von VASP an Aktin-
Filamente verhindert. Die ektopische Lokalisation von VASP hitte dann keine ektopische
Aktin-Akkumulation zur Folge. Ubernimmt Aktin, wie bereits oben erwihnt, im Fall der
VAM-VASP-Aggregate eine Art ,,Gerlistfunktion®, so sollte durch die Vermeidung der
VASP-Aktin-Filament-Interaktion die Aggregatbildung ausbleiben.

4.1.3 Die Deletion der FAB-Domaéne nimmt keinen Einfluss auf die Ageregate

Die Deletion der FAB-Domine von VAM-VASP (VAM-VASP-AFABstr (#502)) fiihrte
ich bereits im Rahmen meiner Diplomarbeit durch (149). Durch die Expression von
VAM-VASP-AFABstr in AX2-Zellen kam es wider Erwarten zur Ausbildung von Aktin-
Aggregaten. Moglich ist jedoch, dass diese Ausbildung durch die funktionelle FAB-
Domine des endogenen VASP-Proteins ermoglicht wird. SchlieBlich konnen exogenes
VAM-VASP-AFABstr und endogenes VASP iiber deren TETRA-Doménen gemischte
Proteinkomplexe bilden. Endogenes VASP wird so, zusammen mit F-Aktin, in den
VAM-VASP-AFABstr-Aggregaten lokalisiert.

Durch die Expression von VAM-VASPAFABstr in VASP-Knockout-Zellen steht kein
endogenes VASP fiir die Interaktion mit dem Proteinhybrid zur Verfiigung. Somit ist
anzunehmen, dass keine Aktin-Filamente rekrutiert werden konnen, was die Ausbildung
von Aktin-positiven VAM-VASP-AFABstr' %" *C_Aggregaten verhindern wiirde. Im
Gegensatz dazu sollte die Expression des VAM-VASP-Volllange-Konstrukts in VASP-
Knockout-Zellen durch die vorhandene FAB-Domédne von VASP im VAM-VASP-
Protein die Ausbildung von Aktin-Aggregaten ermdglichen.

Die Expressionen von VAM-VASPAFABstr und VAM-VASP erfolgen in der VASP-
Knockout-Zelllinie VASP": strain DBS0237034 (bezogen iiber Dicty Stock Center).

Die Expression von VAM-VASP im VASP-Knockout-Hintergrund induziert, wie
erwartet, die Ausbildung rundlicher, Aktin-positiver VAM-VASPYA5"XO_Agoregate
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(Abb. 16, obere Bildreihe). Dieser Phanotyp gleicht dem der VAM-VASP-Mutante 2B-1
(148). Der Verlust von endogenem VASP spielt fir die VAM-VASPYASKO.
Aggregatausbildung folglich keine Rolle.

VAM-VASP / VASP-KO

VAM-VASPdFAB / VASP-KO

Aktin
Abb. 16 — Expression diverser VASP-Konstrukte im VASP-Knockout-Hintergrund
Die Aktin-Fiarbung erfolgt mittels Phalloidin-Alexa-Fluor 488 (griin) und die Myc-Farbung mittels des
Antikorpers 9E10 (mk, rot). Bildbreiten: VAM-VASP (Klon 519/VASPII): 25 um; VAM-VASPAFAB
(Klon 502/VASPII): 20 pm

Die Transformation von VAM-VASPAFABstr im VASP-Knockout-Stamm fiihrt wider
Erwarten ebenfalls zur Bildung von Aktin-positiven VAM-VASPAFABstr' 5"0.
Aggregaten (Abb. 16, untere Bildreihe). Diese sind jedoch sehr klein.

Betrachtet man die Expressionsstirke von VAM-VASPAFABstr in Knockout-Zellen im
Vergleich zu der Expressionsstirke des Konstruktes im AX2-Hintergrund, so fallt auf,
dass die Ausbildung der punktformigen VAM-VASPAFABstr'***C_Aggregate mit
einer geringen Expression des Hybrids korreliert (Abb. 67). Es ist anzunehmen, dass eine
stirkere Expression von VAM-VASPAFABstr in Knockout-Zellen die Ausbildung von
VAM-VASP-AFABstr-dhnlichen Aggregaten zur Folge hat (149).
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Neben der FAB-Domine ermoglicht auch die G-Aktin-bindende (GAB) Doméne von
VASP einen Kontakt mit Aktin, in diesem Fall monomerem Aktin. Im Rahmen meiner
Diplomarbeit entstand bereits ein Deletionskonstrukt, in der die GAB-Doméne im VAM-
VASP-Protein entfernt ist: VAM-VASPAGAB (Plasmid #512) (149). Die Expression
von VAM-VASPAGAB in VASP-Knockout-Zellen erfolgt mit dem Ziel, herauszufinden,
welchen Einfluss die GAB-vermittelte Aktin-Bindung auf die Ausbildung der VAM-
VASP-Aggregate hat.

4.1.4 Die Deletion der GAB-Doméne verhindert die Aktin-Akkumulation

Die Expression von VAM-VASPAGAB in AX2-Zellen, durchgefiihrt wahrend meiner
Diplomarbeit, fithrt zu einem sehr heterogenen Phédnotyp: Von einzelnen Vesikel iiber
kleine unformige Aggregate bis hin zu kugeligen Aggregaten ist alles in VAM-
VASPAGAB-Zellen eines einzigen Klons vertreten (Abb. 17) (149).

Es existiert nur ein VAM-VASPAGAB-Klon, auf den zuriickgegriffen werden kann.
Versuche, dieses Konstrukt erneut in AX2-Zellen zu transformieren, blieben erfolglos.
Wie die Intensititen der Myc-Farbungen zeigen, ist die phdnotypische Heterogenitit der
VAM-VASPAGAB-Zellen auf den unterschiedlichen Expressions-Level des
Fusionsproteins zurlickzufiihren, welches von Zelle zu Zelle offensichtlich schwankt:
Eine schwache VAM-VASPAGAB-Expression fiihrt zur Markierung von Vesikeln (Abb.
17-A). Mit steigender Expression des Hybrids kommt es zu Aggregatbildungen (Abb. 17-
B). Eine grole Menge an in der Zelle vorliegendem VAM-VASPAGAB-Protein fiihrt
schlieBlich zum Aufbau einer rundlichen und homogenen VAM-VASPAGAB-Aggregats
(Abb. 17-C).

Die Kolokalisation von Aktin mit dem VAM-VASPAGAB-Konstrukt ist ebenfalls sehr
heterogen. Es zeigt sich grofBtenteils auch hier eine Korrelation zwischen der Intensitét
des Aktin-Signals in den VAM-VASPAGAB-Aggregaten und der Menge des
vorliegenden VAM-VASPAGAB-Konstrukts in der Zelle: Je ausgeprigter die VAM-
VASPAGAB-Aggregate sind, desto stirker zeigt sich das Uberlagerungssignal von Aktin
mit dem VAM-VASPAGAB-Konstrukt (Vgl. Abb. 17-B und 17-C). In einigen Zellen ist
jedoch, unabhéngig von der Menge des in der Zelle vorhandenen VAM-VASPAGAB-

Proteins, kein akkumuliertes Aktin zu sehen (ohne Abb.).
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Abb. 17 — Expression von VAM-VASPAGAB in AX2-Zellen (Klon VVAGAB) (149)
Der Aktin-Nachweis erfolgt mittels Phalloidin-Alexa-Fluor 488 (griin). Fiir die Markierung der Myc-
Konstrukte wird der Antikorper 9E10 (mk, rot) genutzt. Bildbreiten: A: 15 um; B und C: je 20 pm

Exprimiert man VAM-VASPAGAB in VASP-Knockout-Zellen (Abb. 68), so zeigen sich
unterschiedliche Phinotypen: Beispielsweise zeigt Klon 512/VASPT eine sehr deutliche

und homogene Verklumpung von Vacuolin-positiven Endosomen (Abb. 18).

Aktin

Vacuolin

Abb. 18 - Expression von VAM-VASPAGAB in VASP-Knockout-Zellen (Klon 512/VASPT)

Fiir die Farbung der Aktin-Strukturen (A) wurde der Antikdrper ACT-1-11 (mk, griin), fiir Vacuolin (B)
der Antikdrper 263-79-2 (mk, griin) und fiir die Myc-Strukturen der Antikoérper 9E10 (mk, rot) verwendet.
Bildbreiten: A und B: je 25 pum
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Es liegen keine zusitzlichen, freien Endosomen vor. Beziiglich Aktin ist kein bzw. nur
ein sehr schwaches Signal in den Endosomen-Clustern des VAM-VASPAGABYAS"K0.
Klons 512/VASPT zu erkennen, wohingegen der Zellkortex ein deutliches Aktin-Signal
aufweist (Abb. 18-A). Das schwache Aktin-Signal dieser Endosomen-Cluster weist
darauthin, dass offensichtlich kein Aktin an diesen Organellen angehéduft wird (Abb. 18-
B). Das endogene Vacuolin-Protein liegt in allen Féllen vollstindig sequestriert in den
VAM-VASPAGABY*"XC_A goregaten vor (ohne Abb.).

Innerhalb der Zelllinien der VAM-VASPAGABY***°_Klone 512/VASPTI und
512/VASPTII zeigen sich hingegen wiederum sehr heterogene Phénotypen: von
einzelnen Vesikeln (Pfeil in Abb. 19-A) bis hin zu verschiedenformigen Aggregaten
(Abb. 19, obere Bildreihe) ist alles vertreten. Letztere zeigen sich mit nur sehr schwachen
Aktin-Signalen kolokalisierend (Abb. 19, untere Bildreihe). In einigen wenigen Féllen
sind jedoch deutliche Aktin-Akkumulationen in den VAM-VASPAGABYA5"KO.
Aggregaten zu sehen (Abb. 56).

Durch die Expressionen von VAM-VASPAFABstr und VAM-VASPAGAB in AX2- und
VASP-Knockout-Zellen wird offensichtlich, dass die in einer Zelle vorliegende Anzahl
an Fusionsproteinen, die Aktin-Aggregate induzieren kdnnen, eine Bedeutung zu haben
scheint. Die Anzahl an exprimierten Fusionsproteinen ist abhédngig von den im
Zellgenom eingebauten Vektorkopien, die die fiir die Hybride codierenden Gene tragen.
Die Expressionsmenge an endogenen Proteinen unterliegt der Regulierung durch die
Zelle selbst. Die Menge an zelluldren endogenen und exogenen Proteinen ist fiir die
funktionellen Molekiile sowohl von monomeren als auch von oligomeren Proteinen
entscheidend.

Die Interaktion von endogenem und exogenem VASP wird durch die jeweilige
oligomerisierende (TETRA) Domine ermoglicht. Die Tetramerisierung von VASP
unterstiitzt die Bindung des Proteins an Aktin-Filamente (74). Wird die TETRA-Doméne
des VASP-Proteins im VAM-VASP-Konstrukt entfernt und das daraus resultierende
VAM-VASPATETRA-Konstrukt (Plasmid #503, (149)) in VASP-Knockout-Zellen
transformiert, so wird die Tetramerisierung von VASP verhindert. Letzteres nimmt
negativen Einfluss auf die Bindung von VASP an F-Aktin. Der Aufbau eines VAM-
VASPATETRA 45" KO_A goregates sollte nicht méglich sein.
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Abb. 19 — Aktin-Lokalisationen von VAM-VASPAGAB-Expressionen in VASP-Knockout-Zellen

Fiir die Farbung der Aktin-Strukturen (griin) wurden Phalloidin-Alexa-Fluor 488 oder der Antikdrper ACT-
1-11 (mk) verwendet. Die Myc-Konstrukte wurden durch Inkubationen mit dem polyklonalen oder dem
monoklonalen Myc-Antikérper 9E10 (mk, rot) kenntlich gemacht. (A) und (B) zeigen Zellen des Klons
Klon 512/VASPII und (C) Zellen des Klons Klon 512/VASPIIL. Bildbreiten: A: 17 um; B und C: je 20 um

4.1.5 Die Deletion der TETRA-Domaéne fiithrt zu keiner Bildung von Ageregaten

Eine Transformation des VAM-VASPATETRA-Plasmids in AX2-Zellen fiihrte ich
bereits im Rahmen meiner Diplomarbeit durch (149). In diesem Fall wurden VAM-
VASPATETRA-Aggregate ausgebildet. Durch die Expression von VAM-VASPATETRA
im AX2-Hintergrund ist trotz der fehlenden TETRA-Domine nicht auszuschlieBen, dass
VAM-VASPATETRA mit endogenem VASP interagieren kann: So ist anzunehmen, dass
der Kontakt des exogenen und des endogenen VASP-Proteins durch eine indirekte
Interaktion mittels Aktin-Filamente ermoglicht wird. SchlieSlich konnen beide Proteine
tiber deren F-Aktin-bindenden Domidnen an Aktin-Filamente binden. VAM-
VASPATETRA und endogenes VASP gelangen so in eine rdumliche Nédhe zueinander,
was eine Interaktion beider Proteine und folglich die Ausbildung Aktin-positiver

Aggregate ermoglicht.
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Die Expressionsstirke von VAM-VASPATETRA in VASP-Knockout-Zellen ist
anndhernd mit der von VAM-VASPATETRA in AX2-Zellen zu vergleichen (Abb. 67).
Die Bildung von VAM-VASPATETRA VA5 XO_Aktin-Aggregaten bleibt
erwartungsgemal aus (Abb. 20). Aktin-positive Myc-Strukturen sind nur noch in Form

von einzeln vorliegenden, spiten Endosomen sichtbar (Pfeile in Abb. 20).

\ ]\1 l n
Abb. 20 —Expression von VAM-VASPATETRA in VASP-Knockout-Zellen (Klon 503/VASP-KO III)

Die Rotfluoreszenzen erfolgt durch die Farbung der Myc-Strukturen mit dem polyklonalen Myc-
Antikorper. Die Griinfluoreszenzen beruhen auf der Farbung fiir Aktin (ACT-1-11). Die Pfeile markieren
spite Endosomen. Bildbreite: 25 pm

Die bisherigen Untersuchungen basieren auf die SLB350-, LSD-, Vacuolin- und ALDH-
vermittelten ektopischen Lokalisationen des VASP-Proteins. Die Lokalisation von VASP
an Peroxisomen (SLB350-Myc-VASP) und an Lipid Droplets (GFP-LSD-VASP) fiihrt
zu entsprechenden Organellen-Clustern, wobei nur im Fall der Peroxisomen die Ursache
fir die verklumpten Organellen eindeutig dem VASP-Protein zugeschrieben werden
kann. ALDH-Myc-VASP und VAM-VASP fiihren zu kugeligen homogenen Aggregaten.
Endosomale ALDH- oder VacuolinA-Strukturen sind nicht nachweibar.

Unabhédngig davon an welches Organell das Vollldngeprotein VASP lokalisiert wird,
kommt es zur parallelen ektopischen Lokalisation von Aktin. Letzteres zeigt
Abhingigkeit von den Aktin-bindenden Doménen im VAM-VASP-Protein und von der
Anzahl der in der Zelle vorliegenden funktionellen VAM-VASP-Molekiile: Entfernt man
die GAB-Doméne im VAM-VASP-Protein so reduziert sich die Aktin-Anhdufung im
VAM-VASPAGAB-Aggregat. Wird die Bildung eines VAM-VASP-Tetramers durch die
Deletion der TETRA-Doméne (VAM-VASPATETRA) und durch das Entfernen von
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endogenem VASP verhindert, so wird die Bindung an F-Aktin negativ beeintrachtigt. Es
wird kein VAM-VASPATETRA V45" %O_A goregat ausgebildet.

In einem nidchsten Schritt werden verschiedene Aktin-bindende Proteine mittels
VacuolinA-Myc an spite Endosomen ektopisch lokalisiert. Ziel ist es, herauszufinden, ob
VAM-VASP-dhnliche Aggregate mit anderen endosomal lokalisierten, Aktin-
interagierenden Proteinen induziert werden konnen. Sind die bisher beschriebenen VAM-
VASP-Phénotypen allein auf die durch VASP vermittelte, spezifische Aktin-Bindung
zuriickzufiihren, so sind in den Féllen der folgenden Proteine keine Aktin-Aggregate zu
erwarten. Handelt es sich bei den VAM-VASP-Aggregaten hingegen um ein
unspezifisches Phidnomen, so besteht die Moglichkeit, dass Aktin-Aggregate auch durch

beliebige Aktin-bindende Proteine induziert werden konnen.
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4.2 Ein GrofBiteil an VAM-Proteinen hat keine Aggregatbildung zur Folge

Fiir die ektopische Lokalisation an spite Endosomen werden Coactosin, Hisactophilin II,
Ponticulin (-2TMD), das Wiskott-Aldrich-Syndrom-Protein (WASP), Ssj758, Abp34, a-
Actinin und Filamin gewihlt. Diese Proteine werden C-terminal an VacuolinA-Myc
fusioniert, resultierend in den Plasmiden #537 (pB15-VAM-Coactosin), #536 (pB15-
VAM-Hisactophilinll), #678 (pB15-VAM-WASP), #644 (pB15-VAM-Ssj758), #841
(pB15-VAM-Abp34), #648 (pB15-VAM-Filamin) und #682 (pB15-VAM-0-Actinin).
Um eine wildtypische Plasmamembranlokalisation des Fusionsproteins VAM-Ponticulin
zu vermeiden, werden dem Ponticulin-Protein in der Fusion mit VacuolinA-Myc die
Transmembrandominen entfernt, resultierend in dem Plasmid #674 (pB15-VAM-

Ponticulin (-2TMD)).

VAM-Ponticulin (-2TMD) VAM-Hisactophilinll VAM-Coactosin VAM-WASP
& .
" - A ‘
’ y ’

N

| )

Abb. 21 — Diverse VAM-Konstrukte

Die Aktin-Strukturen wurden mit Phalloidin-Alexa-Fluor 488 (griin) gefirbt. Die Myc-Strukturen wurden
mit dem Antikérper 9E10 (mk, rot) markiert. Bildbreiten: VAM-Ponticulin (-2TMD) (Klon 674(61)) und
VAM-WASP (Klon 678I1a): je 29 um; VAM-Hisactophilinll (Klon 536) und VAM-Coactosin (Klon 535
#4): je 25 um

Die Proteine VAM-Coactosin, VAM-Hisactophilinll und VAM-Ponticulin liegen in den
Zellen um ein Vielfaches hiufiger vor als das VAM-VASP-Protein (Abb. 66). Jedoch
zeigen sich in entsprechend exprimierenden Zellen neben Zytoplasma- und dominanter
Kortexfarbung nur schwéchere vesikuldre Féarbungen (Abb. 21). Es sind keine
morphologischen Verdnderungen in den VAM-Coactosin-, VAM-Hisactophilinll- und
VAM-Ponticulin-Zellen zu sehen. Das Gleiche zeigt sich fir VAM-WASP, welches
jedoch nur in sehr geringer Menge in der Zelle vorliegt (Abb. 66): VAM-WASP kann
durch Vacuolin zwar vollstindig an die spiten Endosomen lokalisiert werden, aber das

hat keine Verklumpung der Organellen zur Folge (Abb. 21).
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Abp34 wurde bereits von C. Schmauch mit VacuolinA-Myc, resultierend in VAM-
Abp34, fusioniert (150). C. Schmauch beobachtete jedoch keinen auffilligen Phinotyp:
Die Expression des Hybrids bedingte, neben der Markierung von Aktin-positiven
Vesikel, hauptsédchlich eine membranstindige Lokalisation. Die Vesikel waren weder in
ihrer Form und Anzahl noch in ihrer Auspragung der Aktin-Hiille verdndert (148).

Mit der Absicht, eine stirkere VAM-Abp34-Expression zu erreichen, die eventuell eine
Aggregatausbildung zur Folge hat, wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit die
Ligation und Transformation von VAM-Abp34 erneut durchgefiihrt. Und tatsidchlich: In
einigen Zellen, wenn auch wenigen, sind rundliche, Aktin-positive Aggregate vorliegend
(Abb. 22). Zusitzlich erfolgt die Lokalisation des VAM-Abp34-Hybrids im Zellkortex.
Zudem sind wenige Aktin-positive, spiate Endosomen sichtbar (Pfeil in Abb. 22).

Die VAM-Abp34-Aggregate dhneln den VAM-VASP-Aggregaten, jedoch erscheinen die
VAM-Abp34-Aggregate nicht so kompakt.

Abb. 22 — VAM-Abp34 (Klon 841 #7)
Die Féarbung des Myc-Epitops wurde mittels des Antikdrpers 9E10 (mk, rot) erreicht. Die Aktin-Strukturen
wurden mit Phalloidin-Alexa-Fluor 488 (griin) markiert. Bildbreite: 25 pm

Die Expression von VAM-Ssj758 fiihrt zur Ausbildung von sehr kleinen, rundlichen
Punktstrukturen, in denen das gesamte endogene Vacuolin sequestriert vorliegt (Abb. 23-
B). Es sind keine Vacuolin-positiven Endosomen sichtbar.

Aktin zeigt kein mit VAM-Ssj758 kolokalisierendes Signal (Abb. 23-A). Aus diesem
Grund ist anzunehmen, dass auch keine Aktin-bindenden Proteine in den VAM-Ssj758-

Strukturen nachzuweisen sind.
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Vacuolin

Abb. 23 — VAM-Ssj758 (Klon 6441)

Die Firbung von Aktin (A) wurde mittels des Antikdrpers ACT-1-11 (mk, griin), die Firbung von Vacuolin
mittels des Antikorpers 263-79-2 (mk, griin) und die Firbung des Myc-Epitops mittels des Antikérpers
9E10 (mk, rot) erreicht. Bildbreiten: A und B: je 25 um

Da fiir das VAM-Ssj758-Konstrukt nur ein Klon aus circa zehn Transformationen
gewonnen werden konnte, wurde Ssj758 zusdtzlich an ALDH ligiert, resultierend in
Plasmid #767 (pB15-ALDH-.Myc-VASP). Erwartet wird ein &hnlicher Einfluss von
Ssj758 auf die ALDH-Endosomen, wie er bereits fiir die Vacuolin-Vesikel beobachtet
werden konnte.

ALDH-Myc-Ssj758-Zellen zeigen einen zu VAM-Ssj758-Zellen anndhernd &hnlichen
Phénotyp: Die ALDH-Myc-VASP-Strukturen sind klein und rundlich (Abb. 24). Jedoch
scheinen diese vesikuldr zu sein, d.h. die ALDH-Myc-Ssj758-Proteine werden an ein
einziges Vesikel lokalisiert (Abb. 24-B). Weder Aktin noch Vacuolin liegen akkumuliert
in diesen Myc-positiven Strukturen vor (Abb. 24).

Durch die Expression von VAM-Ssj758 und ALDH-Myc-Ssj758 und die daraus folgende
Ausbildung kleiner aggregatdahnlicher Strukturen ergibt sich die Vermutung, dass die

Anhidufung von endogenen Proteinen in Form von Aggregaten Aktin-unabhéingig ist.
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Aktin

Vacuolin

Abb. 24 — ALDH-Myc-Ssj758 (Klon 7671I)

Fiir die Farbung der Aktin-Strukturen (A) wurde der Antikérper ACT-1-11 (mk, griin), fiir Vacuolin (B)
der Antikorper 263-79-2 (mk, griin) und fiir die Myc-Strukturen der Antikérper 9E10 (mk, rot) verwendet.
Bildbreiten: A: 22 pm; B: 20 pm

Die Expressionen von VAM-a-Actinin und VAM-Filamin fiihren zur Ausbildung
kugelartiger Aggregate (Abb. 25). Der VAM-a-Actinin-Klon 68211 und VAM-Filamin-
Klon 648-23 weisen ein anndhernd gleichen Expressions-Level/ wie der VAM-VASP-
Klon 2B-1 auf (Abb. 69). In 98 % (n = 202) der VAM-a-Actinin-Zellen (@ = 5,08 pm (n
= 97)) und in 92 % (n = 201) der VAM-Filamin-Zellen (0 = 5,58 um (n = 90)) sind
entsprechende Aggregate zu sehen. Im Gegensatz und den VAM-VASP-Klonen sind in
Zellen der VAM-Filamin- und VAM-a-Actinin-Klone zusétzlich lokale Myc-Farbungen
der Plasmamembran zu sehen (Abb. 24: am Beispiel von VAM-Filamin zu sehen). Einige
der VAM-a-Actinin- und VAM-Filamin-Fusionsproteine werden offensichtlich
entsprechend der wildtypischen Lokalisationen von a-Actinin und Filamin im Zellkortex

lokalisiert.
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VAM-Filamin
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Aktin
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Aktin
Abb. 25 — Expressionen der VAM-Filamin- (Klon 648-23) und der VAM-a-Actinin-Hybride (Klon 682112)
Die Farbungen zum Nachweis der Myc-Konstrukte erfolgten mit 9E10 (mk, rot) und zum Nachweis von F-
Aktin mit Phalloidin-Alexa-Fluor-488 (griin). Die Pfeile markieren spite Endosomen.
Bildbreiten: VAM-Filamin: 33 pm; VAM-a-Actinin: 25 pm

Ein weiterer markanter Unterschied zu den VAM-VASP-Zellen zeigt sich in der Aktin-
Lokalisation: Wiahrend die VAM-VASP-Aggregate deutlich aus Aktin aufgebaut sind
(148), fiihren Aktin-Farbungen der VAM-a-Actinin- und VAM-Filamin-Zellen nur zur
Fluoreszenzsignalen im Zellkortex. Die VAM-a-Actinin- und VAM-Filamin-Aggregate
erscheinen Aktin-frei (Abb. 25).

Die Féarbung von Vacuolin beweist die Akkumulation des endogenen Vacuolin-Proteins
in den VAM-o0-Actinin- und VAM-Filamin-Aggregaten (Abb. 26, am Beispiel von
VAM-Filamin gezeigt). Koexpressionen von GFP-VacuolinA mit VAM-a-Actinin oder
VAM-Filamin bestétigen das (ohne Abb.): In allen Féllen ist ausschlieBlich eine griine
Fluoreszenzfarbung der Aggregate zu beobachten. Folglich geht das endogene Vacuolin-
Protein mit dem exogenen Vacuolin im Fusionskonstrukt eine Komplexbildung ein. Eine
direkte Interaktion zwischen endogenem und exogenem Protein konnte bisher nicht
nachgewiesen werden, sie scheint aber sehr wahrscheinlich, da Vacuolin mindestens als

Trimer in der Zelle agiert (35).
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Nur in wenigen VAM-a-Actinin- und VAM-Filamin-Zellen sind zusétzlich Vacuolin-
positive, spiate Endosomen zu erkennen (Pfeile in Abb. 25 und 26), die in ihrer Intensitét

und Anzahl aber nicht denen des Wildtyps entsprechen.

VAM-Filamin

. ®

Vacuolin
Abb. 26 — Nachweis von Vacuolin (Klon 648-23)
Zellen des starken VAM-Filamin-Exprimierers wurden mit den Antikdrpern 263-79-2 (mk, griin) gegen
Vacuolin und mit 9E10 (mk, rot) gegen Myc angeférbt. Die Pfeile markieren spate Endosomen.
Bildbreite: 25 um

VAM-aActinin

O

o-Actinin a-Actinin

VAM-Filamin

Q

Abb. 27 — Fiarbung von endogenem a-Actinin und Filamin

Filamin

Die Féarbung von Filamin erfolgte in AX2- und VAM-Filamin-Zellen (Klon 648-23) mittels des
monoklonalen Antikérpers 82-471-14 (griin). Die Farbung von a-Actinin erfolgte in AX2- und VAM-a-
Actinin-Zellen (Klon 682I12) mittels des monoklonalen Antikorpers 47-19-2 (griin). Die Myc-Strukturen
wurden mit dem polyklonalem Antikorper markiert (rot). Im Vergleich zu den Mutanten ist jeweils die
wildtypische Lokalisation von a-Actinin und Filamin in AX2-Zellen gezeigt (linke Bildreihe). Bildbreiten:
je 25 um
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Sowohl a-Actinin als auch Filamin liegen als Dimer in der Zelle vor. Um zu priifen, ob
die endogenen Proteine o-Actinin und Filamin mit den entsprechenden exogenen
Proteinen in den VAM-a-Actinin- und VAM-Filamin-Hybriden eine Komplexbildung
eingehen, erfolgen Fiarbungen mit monoklonalen Antikérpern (Abb. 27). Sowohl in den
VAM-a-Actinin-Aggregaten als auch in den VAM-o-Filamin-Aggregaten liegen die
entsprechenden endogenen Bindungspartner vor: Es zeigen sich deutliche
Kolokalisationen der endogenen a-Actinin- und Filamin-Proteine mit den entsprechenden
exogenen Myc-Konstrukten (Abb. 27).

Besonders auffillig sind die groBen, kugeligen Aggregate, die durch die Expression von
VAM-a-Actinin und VAM-Filamin induziert werden (Abb. 25). Im Gegensatz zu den
VAM-VASP-Aggregaten weisen die VAM-a-Actinin- und VAM-Filamin-Aggregate
jedoch keine Aktin-Anhdufungen auf. Aktin scheint folglich nicht essentiell fiir den
Autbau von Proteinaggregaten zu sein.

Um diese Annahme zu bestitigen, soll zunéchst eindeutig gezeigt werden, dass in den
Aggregaten der VAM-a-Actinin- und der VAM-Filamin-Zellen kein Aktin und keine

Aktin-interagierende Proteine angehduft vorliegen.
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4.3 VAM-a-Actinin und VAM-Filamin induzieren Aktin-freie Aggregate

Weder globuldres noch filamentdses Aktin war bisher in den VAM-o-Actinin- und
VAM-Filamin-Aggregaten nachzuweisen. Nimmt man an, dass die Crosslinking-
Aktivitit von o-Actinin und Filamin in den Hybriden so stark ist, dass der
Vernetzungsgrad der Aktin-Filamente zu hoch ist, so hitte das zur Folge, dass eine
Bindung von F-Aktin durch Antikorper oder anderer Molekiile wie Phalloidin nicht
moglich ist. Fiir das Protein Cofilin sind solche Félle bekannt (158-160): Cofilin bindet
zwischen zwei Aktin-Untereinheiten im Filament und fiihrt so zu einer Biegung von F-
Aktin. Diese strukturelle Veranderung des Aktin-Filaments hat zur Folge, dass Phalloidin
nicht mehr an dieses binden kann. Um #hnliches im vorliegenden Fall auszuschlief3en,
erfolgen unterschiedliche Experimente, um die Frage nach dem Vorhandensein von Aktin
eindeutig zu beantworten. Wenn nicht anders erwihnt, werden hierfiir stets der stark
exprimierende VAM-a-Actinin-Klon 682112 und der stark exprimierende VAM-Filamin-
Klon 648-23 verwendet. Zum Vergleich werden zusétzlich die VAM-VASP-Zellen des
Klons 2B-1 einbezogen.

4.3.1 Weder Aktin noch Aktin-interagierende Proteine sind nachzuweisen

4.3.1.1 Die Hitzedenaturierung als Alternative zur chemischen Fixierung

Durch eine chemische Fixierung, wie sie fiir die bisherigen Abbildungen verwendet
wurde, kann eine stark vernetzte Proteinstruktur eventuell nicht aufgebrochen werden.
Die Formaldehyde im Fixativ verbinden die Proteine iiber ihre Aminogruppen. Die
Proteine wahren so ihre natiirliche Faltung und Position in der Zelle zum Zeitpunkt der
Fixierung. Um den Zugang von Antikdrpern zu den einzelnen Proteinkomponenten zu
erleichtern, kann die Hitzedenaturierung verwendet werden: Die zu fixierenden und zu
farbenden Zellen werden auf Deckgldschen abgesetzt und kurz durch eine Flamme
gezogen. Im Anschluss unterliegen die fixierten Zellen den Antikdrperinkubationen und
der Vorbereitung fiir die mikroskopische Analyse.

Mithilfe eines anderen Myc-Konstrukts konnte ich zeigen, dass die Hitzefixierung zum
Erfolg fiihrt. In diesem Fall fiihrte der Austausch einer N-terminalen SH3-Doméne eines
Proteins durch einen Myc-Tag offensichtlich dazu, dass die Faltung des betroffenen

Proteins beeinflusst wurde. Der N-terminale Myc-Tag gelangte ins Innere des gefalteten

Seite | 52



ERGEBNISSE

Proteins oder wurde so durch die Proteinfaltung maskiert, dass der Tag nicht mehr durch
Myc-Antikérper erkannt werden konnte. Erst der thermische Aufbruch der mutierten
Proteinstruktur machte das Myc-Epitop flir Antikdrper wieder zugénglich (ohne Abb.).
Entsprechend erfolgen die Hitzefixierungen von AX2-, VAM-VASP-, VAM-a-Actinin-
und VAM-Filamin-Zellen. In allen vier Zelllinien sollte durch die Farbung von Aktin ein
Signal im Kortex erhalten werden. Das bestétigt sich fiir jede Zelllinie (Abb. 28).

Spédte Endosomen, die einen Aktin-Coat tragen, konnten bei den bisherigen chemischen
Fixierungen in AX2-Zellen und vereinzelt in VAM-a-Actinin- und VAM-Filamin-Zellen
beobachtet werden. Bei den Hitzedenaturierungen dieser Zelllinien bleibt der Nachweis
von Endosomen aus (Abb. 28). Fiir diese Organellen ist die Methode der Hitzefixierung
offensichtlich zu aggressiv.

Die  Positivkontrolle =~ VAM-VASP  zeigt neben einem  Aktin-abhidngigen
Fluoreszenzsignal im Zellkortex zusétzlich ein deutliches Aktin-positives Signal in den
VAM-VASP-Aggregaten (Abb. 28). In den Fillen von VAM-a-Actinin und VAM-
Filamin sind allerdings selbst durch den hitzeabhéngigen Aufbruch der Proteinstrukturen
keine Aktin-Molekiile in den VAM-a-Actinin- und VAM-Filamin-Aggregaten
nachweisbar (Abb. 28).

VAM-VASP VAM-Filamin VAM-¢-Actinin

Abb. 28 — Hitzefixierung diverser Zelllinien

Aktin wurde mit dem Antikorper ACT-1-11(mk, griin) und das Myc-Epitop mit dem polyklonalen
Antikorper (rot) markiert. Bildgrofen: AX2: 29 pm; VAM-VASP (Klon 2B-1): 25 um; VAM-Filamin
(Klon 648-23): 29 um; VAM-a-Actinin (Klon 682112): 33 um.
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4.3.1.2 Es sind keine Aktin-interagierende Proteine in den VAM-a-Actinin- und VAM-

Filamin-Aggregaten akkumuliert

Das Fehlen von Aktin in den VAM-a-Actinin- und VAM-Filamin-Aggregaten ldsst sich
durch die Abwesenheit von Aktin-bindenden oder —modifizierenden Proteine weiter
untermauern. Fiir diesen Versuch wurden Proteine gewihlt, die in den VAM-VASP-
Aggregaten eindeutig sequestriert vorliegen (150): Die FEinlagerung von Aktin-
interagierenden Proteinen, wie z. B. Coronin, Severin oder Abp34, erscheint aufgrund des

in den VAM-VASP-Aggregaten vorliegenden F-Aktins plausibel (Tab. 01).

VAM-VASP VAM-Filamin VAM-a-Actinin
\Aktin-interagierende Proteine
Aktin + - -
o-Actinin + - +
ABP34 + - -
Cap34 (Untereinheit von Cap32/34) |+ - -
Coactosin +/- +/- +/-
Coronin + - -
Daipl + - -
Filamin + + -
Myosin II +/- - -
RFP-Aktin + - -
Severin + - -
Talin - - -
Profilin + - -
\Andere Proteine
GFP-VacuolinA + + +
H'-ATPase - - -
Porin - - -
Proteindisulfidisomerase - - -
RFP-Apg8 - - -
Tubulin - - -
Ubiquitin + + +

Tab. 01 — Auflistung verschiedener Proteine, auf die die VAM-VASP-, die VAM-o-Actinin- und die
VAM-Filamin-Aggregate untersucht worden

(+) weist auf ein positives Signal beziiglich der Fluoreszenz in den VAM-Aggregaten hin, d. h. das
Fluoreszenzsignal hebt sich eindeutig von dem des Zytoplasmas ab. (-) weist auf eine fehlende Fluoreszenz
in den VAM-Aggregaten hin, d. h. die Fluoreszenz des Zytoplasmas iiberwiegt der der VAM-Aggregate.
(+/-) weist auf mittelméBige, also nicht eindeutige Fluoreszenzsignale hin, d. h. die Fluoreszenz der VAM-
Aggregate entspricht meist der des Zytoplasmas oder hebt sich nur gering von dieser ab (siche Beispiel
Coactosin (Abb. 29)).

Seite | 54



ERGEBNISSE

Fir die VAM-a-Actinin- und VAM-Filamin-Aggregate sind keine dieser Proteine
nachzuweisen, wie am Beispiel von Coronin gezeigt (Abb. 29). In D. discoideum sind
zwei Coronin-Isoformen bekannt, CRN12 (cor4) und CRN7 (corB) (http://dictybase.org/:
DDB_G0267382 und DDB_G0269388) (161). Beide Proteine assoziieren mit dem Aktin-

Zytoskelett und zeigen groftenteils iiberlappende Lokalisationen in der Zellperipherie
und an Makropinosomen auf (161).

Werden AX2-Zellen, VAM-VASP-, VAM-a-Actinin- und VAM-Filamin-Zellen fiir
Coronin CRN12 gefirbt, so zeigt sich in allen Zelllinien eine deutliche Fluoreszenz im
Kortexbereich (Abb. 29). Schaut man sich hingegen die verschiedenen VAM-Aggregate
an, so erscheint nur in den VAM-VASP-Aggregaten ein deutliches Griinsignal, in den

VAM-a-Actinin- und den -Filamin-Aggregaten fehlt dieses.

VAM-VASP VAM-a-Actinin VAM-Filamin

/"\\\

3 : -
o g

©

Abb. 29 — Farbung diverser Zellen zum Nachweis von Coronin

Coronin wurde mit einem Antikorpergemisch aus 194-62-7 und 176-3D6 (beide mk, griin) und das Myc-
Epitop mit dem polyklonalen Antikoérper (rot) markiert. BildgroBen: AX2 und VAM-VASP (Klon 2B-1): je
25 pm; VAM-Filamin (Klon 648-23): 40 pm; VAM-o-Actinin (Klon 682112): 50 pm.

VAM-VASP VAM-Filamin VAM-a-Actinin

o o C

Abb. 30 — Farbung diverser Zellen zum Nachweis von Coactosin

Coactosin wurde mit dem Antikérper 177-29-B2-8 (mk, griin) und das Myc-Epitop mit dem polyklonalen
Antikorper (rot) markiert. Bildgrofen: AX2 und VAM-a-Actinin (Klon 682112): je 25 pm; VAM-VASP
(Klon 2B-1): 29 pm; VAM-Filamin (Klon 648-23): 33 um

Bei einigen Proteinen, ist keine klare Aussage beziiglich deren Anhdufung in allen VAM-

Aggregaten zu treffen. Beispielsweise zeigt die Farbung fiir das Coactosin-Protein ein
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sehr schwaches Lokalisationssignal in den VAM-Aggregaten: Die Fluoreszenz von
Coactosin in den VAM-Aggregate hebt sich kaum von der im Zytoplasma ab (Abb. 30).
Massenspektrometrischen Analysen der aufgereinigten VAM-Aggregate zeigen

allerdings keine Coactosin-Identifikationen (Ergebnisse: 4.3.1.5).

4.3.1.3 RFP-Aktin lokalisiert nicht in den VAM-ag-Actinin- und VAM-Filamin-

Aggregaten
Eine andere Moglichkeit, der Frage beziiglich des Aktin-Vorkommens in den VAM-

Aggregaten nachzugehen, ist die Uberexpression von RFP-markierten Aktin-Molekiilen
(Plasmid #781) in den VAM-VASP-, VAM-a-Actinin- und VAM-Filamin-Zellen. Wird
Aktin zum Aufbau der kugeligen VAM-Aggregate gebraucht, so werden neben den
endogenen auch die fluoreszierenden Aktin-Proteine eingebaut. Die VAM-Aggregate
erhalten dadurch eine nachweisbare Fluoreszenz.

Die alleinige Uberexpression von RFP-Aktin in AX2-Zellen fiihrt zu einer deutlichen
Rotfluoreszenz des Aktin-Kortex (Abb. 31). Folglich inkorporiert die Zelle RFP-Aktin,

dem endogenen Aktin entsprechend, in die kortikalen Aktin-Filamente.

VAM-VASP VAM-Filamin

Abb. 31 — Kotransformation diverser Zelllinien mit RFP-Aktin

Die jeweiligen Aufnahmen entstanden aus Zellgemischen kurz nach den Elektroporationen. Selektierte
positive Klone konnten leider nicht gewonnen werden. Die Farbung der Myc-Konstrukte erfolgte mit dem
Antikorper 9E10 (mk, griin). Bildbreiten: AX2 und VAM-Filamin: je 25 um; VAM-VASP: 20 um

In einer Koexpression mit VAM-VASP fiihrt RFP-Aktin zusdtzlich zur Fluoreszenz der
zelltypischen Aggregate (Abb. 31). Ahnliches wurde auch schon fiir die Koexpression
von VAM-VASP mit GFP-Aktin gezeigt (148). In Koexpression mit VAM-Filamin fiihrt
RFP-Aktin zu keinem {iiberlappenden Fluoreszenzsignal mit dem Myc-Konstrukt (Abb.
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31). Nur im Kortex der VAM-Filamin-Zellen zeigt sich eine Aktin-abhéngige
Rotfluoreszenz. Die VAM-Filamin-Aggregate sind Aktin-frei.

Versuche, VAM-a-Actinin zusammen mit RFP-Aktin in Zellen zu exprimieren, wurden
nach einigen Fehltransformationen eingestellt: Es konnte keine Zelle, die sowohl das
VAM-a-Actinin- als auch das RFP-Aktin-Gen tragt, gewonnen werden. Zu erwarten
wire allerdings ein, den VAM-Filamin-Zellen entsprechender Phénotyp.

Proteine, die keine Aktin-interagierenden Funktionen besitzen, wurden, bis auf zwei
Ausnahmen, weder in den VAM-VASP- noch in den VAM-a-Actinin- und VAM-
Filamin-Aggregaten gefunden (Tab. 01). Eine Ausnahme bildet das Ubiquitin-Protein
(Ergebnisse: 4.4.2). Die andere Ausnahme bildet das GFP-VacuolinA-Hybrid, welches
durch die Interaktion mit den Vacuolin-Proteinen der jeweiligen VAM-Fusionsproteine
in den VAM-Aggregaten vorliegt (ohne Abb.). Die Lokalisation von GFP-VacuolinA in
den Aggregaten beweist, dass exogen exprimiertes Protein in die VAM-Aggregate
integriert wird.

Vielleicht tibernimmt Aktin in den VAM-a-Actinin- und VAM-Filamin-Aggregaten auch
nur eine Basisfunktion: Nimmt man an, dass Aktin nur zu Beginn der Aggregatbildungen,
sozusagen als ,,Startpunkt™ gebraucht wird, so wird es mdglicherweise im Laufe der
Aggregatentstehung wieder verdringt. Wenn dem so ist, sollte Aktin wenigstens in der
Anfangsphase des Aufbaus der VAM-o-Actinin- und der VAM-Filamin-Aggregate

nachzuweisen sein.

4.3.1.4 Aktin spielt zu keiner Zeit eine Rolle in der Entwicklung der VAM-o-Actinin-

und der VAM-Filamin-Aggregate

Fir den folgenden Versuch wird das von Blaauw er al. beschriebene Tetrazyklin-
abhingige Expressionssystem genutzt (162). Dieses System, bestehend aus zwei
Plasmiden, ermdglicht es, eine gewiinschte Proteinexpression in Zellen durch die Zugabe
von Tetrazyklin zum Néhrmedium bis zu einem willkiirlichen Zeitpunkt zu inhibieren.
Das eine Plasmid (#424 (MB35)) codiert fiir ein Tetrazyklin-kontrolliertes Transkription-
Aktivatorprotein (tTA), wohingegen das andere (#425 (MB38)) das gewiinschte zu
transkribierende Gen enthélt, dem ein induzierbarer Promotor vorangeht. Dieser

Promotor besitzt eine Bindungsstelle fiir das tTA. Solange Tetrazyklin im Néhrmedium
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der Zellen anwesend ist, wird die Bindung des tTAs an die entsprechende Stelle im
induzierbaren Promotor verhindert, wodurch der Promotor inaktiv bleibt. Wird
Tetrazyklin aus dem Medium entfernt, so wird die Genexpression gestartet.

VAM-VASP bzw. VAM-Filamin wurden in den MB38-Vektor kloniert und die daraus
resultierenden Plasmide #744 (MB38-VAM-VASP) und #762 (MB38-VAM-Filamin) in
MB35-Zellen transformiert. Die ersten derartigen Klonierungsversuche von VAM-a-
Actinin blieben erfolglos und wurden schlieBlich eingestellt. Da die unter Punkt 4.2
beschriebenen ektopischen VAM-Lokalisationen von a-Actinin und Filamin identisches
Verhalten zeigen, ist anzunehmen, dass die Ergebnisse aus diesem Versuch fiir VAM-a-
Actinin auch reprisentativ fiir VAM-Filamin gewertet werden kdnnen.

Die Expressionen von VAM-VASP und VAM-Filamin werden bis zum eigentlichen
Versuch durch die Zugabe vom 3 pg Tetrazyklin / ml Selektivmedium inhibiert. Die
Zellen werden in Schiittelkulturen auf eine Dichte von maximal 2 x 10° Zellen / ml
Medium angezogen. An diesem Punkt werden 3 x 10’ Zellen in einem Falkonréhrchen
bei 1200 rpm abzentrifugiert und in 30 ml Tetrazyklin-freiem Medium aufgenommen.
Durch das Auswaschen von Tetrazyklin werden die Expressionen der VAM-Konstrukte
gestartet.

In Vorversuchen zeigte sich, dass sich erste Myc-positive Strukturen nach circa 2 h
sowohl in den VAM-VASP- als auch in den VAM-Filamin-Zellen nachweisen lassen.
Aus diesem Grund werden alle zwei Stunden iiber einen Zeitraum von insgesamt 8 h
Zellproben beider Zelllinien auf Deckgldschen iibertragen und fiir Immunfluoreszenzen
prépariert.

In den VAM-V ASP-Zellen ist bereits in den ersten kleinsten Myc-Anhdufungen Aktin zu
beobachten (Abb. 32). Zu sehen ist auch, dass in den ersten Stunden der VAM-VASP-
Expression noch Vacuolin-markierte spite Endosomen nachzuweisen sind. Sind die
VAM-VASP-Aggregate voll ausgebildet, verschwinden diese Endosomen. Diese
Beobachtung wurde bereits von C. Schmauch diskutiert (148). Er geht davon aus, dass
sich spiate Endosomen aneinanderlagern, was einen Zwischenschritt in der Ausbildung
der VAM-VASP-Aggregate darstellt. Im weiteren Verlauf der VAM-VASP-

Aggregatbildung werden die spiten Endosomen aus diesen heraus gepresst. Die Hiille aus
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Aktin, Vacuolin und dem Hybridprotein lassen die Endosomen in den kugeligen VAM-
VASP-Aggregaten zuriick (148).

VAM-VASP Vacuolin VAM-Filamin Vacuolin

N ™

2 -

\\

20,02 pm 28,64 um

20,02 um

25,02 pm

28,59 pm

25 um

in VAM-VASP- (Klon 424/VVI) und VAM-

Filamin-Zellen (Klon 424/VFI)

Die Griinfluoreszenzen beruhen auf Farbungen mit dem Antikorper ACT-1-11 fiir die Aktin-Strukturen und
dem Antikdrper 263-79-2 (mk) fiir die Vacuolin-Strukturen. Die Myc-Konstrukte werden durch die
Féarbung mit dem polyklonalen Antikorper sichtbar gemacht. Zu sehen sind Overlay-Bilder, in denen
iibereinstimmende Strukturen gelblich-griin erscheinen.

In VAM-Filamin-Zellen sind dagegen nach 8 h neben den voll ausgebildeten VAM-
Filamin-Aggregaten noch einige Vacuolin-positive Vesikel nachzuweisen, wenn auch nur
vereinzelt (Abb. 32). Allerdings ist der Nachweis von Aktin in den VAM-Filamin-

Aggregaten zu keinem Zeitpunkt moglich.
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Unter der Annahme, dass in den Aggregaten der VAM-Filamin-Zellen kein Aktin
vorliegt, diirfte der Einfluss des Gifts Latrunculin keine Rolle spielen. Latrunculin wird
aus dem Pracht-Feuerschwamm Latrunculia magnifica gewonnen. Dieses Toxin bindet
globulidres Aktin in einem Verhéltnis von 1 : 1 und entzieht es somit den
Polymerisationsprozessen von F-Aktin. Folglich wird mit der Zeit der G-Aktin-Pool
vollig sequestriert und die Zelle u. a. in ihrer Mobilitdt, Chemotaxis oder auch
Phagozytose gehemmt. Die Zelle stirbt nach ein paar Stunden.

Die Induzierung der VAM-VASP- und der VAM-Filamin-Aggregate unter dem Einfluss
von Latrunculin erfolgt wie oben beschrieben, mit der Ausnahme, dass sowohl fiir die
VAM-VASP- als auch fiir die VAM-Filamin-Zelllinie zwei Kolben angesetzt werden: in
dem einem Kolben befinden sich die Zellen in reinem Tetrazyklin-freiem GO-Medium, in
dem anderen Kolben wird das Medium der Zellen zusatzlich mit Latrunculin versetzt (30
uM). Die Kontroll-Zellproben werden direkt nach der Umsetzung der Zellen aus dem
Tetrazyklin-haltigen Medium in die soeben beschriebenen Ndhrmedien entnommen (t =
0) und diese fiir Immunfluoreszenzen vorbereitet. Nach 8 h erfolgt eine weitere
Probenentnahme.

In Abbildung 33 sind Beispielzellen aus dem Versuchsverlauf dargestellt: Zum Zeitpunkt
t = 0 sind weder in den VAM-VASP- noch in den VAM-Filamin-Zellen die
entsprechenden Myc-Konstrukte nachzuweisen. Durch das Tetrazyklin erfolgt eine
vollstindige Inhibition der Expressionen von VAM-VASP und VAM-Filamin. Nach acht
Stunden zeigt ein Grof3teil der VAM-VASP- und der VAM-Filamin-Zellen unter dem
Einfluss von Latrunculin entsprechende Folgen: Durch die Bindung des freien G-Aktins
mittels Latrunculin und die daraus folgende allmé&hliche ,,Auflésung™ der F-Aktin-
Strukturen baut sich der Aktin-Kortex ab und die VAM-VASP- und die VAM-Filamin-
Zellen runden sich ab. Der Aktin-Kortex zeigt als Folge auf die Zerstdrung des
dynamischen Gleichgewichts zum Grofteil nur noch Aktin-Patches. Zudem zeigt die
Mehrheit der VAM-VASP- und der VAM-Filamin-Zellen keinerlei Aggregatbildung,
was im Fall von VAM-Filamin verwunderlich ist. Aufgrund des Fehlens von Aktin,
wurde erwartet, dass sich die VAM-Filamin-Aggregate trotz Latrunculin ausbilden

wirden.
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VAM-VASP

t=0h t=8h =8h
+ Tetrazyklin - Tetrazyklin / + Latrunculin - Tetrazyklin / - Latrunculin

VAM-Filamin

t=0h t=8h %

+ Tetrazyklin - Tetrazyklin / + Latrunculin Ol |- Tetrazyklin / - Latrunculin Ol

Abb. 33 — Einfluss von Latrunculin auf die Aggregatentwicklung in VAM-VASP- (Klon 424-VVI) und
VAM-Filamin-Zellen (Klon 424-VFI)
Alle Griinfluoreszenzen kennzeichnen Aktin-Strukturen, basierend auf der Farbung mit Phalloidin-Alexa-
Fluor-488. Die Rotfluoreszenzen markieren die Myc-Konstrukte, basierend auf der Farbung mit dem
Antikodrper 9E10. Bildgroen: VAM-VASP: linkes Bild: 25 pum; mittleres und rechtes Bild: je 20 pm;
VAM-Filamin: linkes Bild: 20 pm; mittleres und rechtes Bild: je 25 pm

Doch weisen nach 8 h nur knapp 31 % (n = 201) der Latrunculin-behandelten VAM-
Filamin-Zellen Myc-Signale in Form von kleinen bis mittleren, teils recht unférmigen
VAM-Filamin-Aggregaten auf (Abb. 33). In den VAM-VASP-Zellen sind es rund 12 %
(n = 206), die kleine und unférmige VAM-VASP-Aggregate aufweisen. Alle anderen
Zellen zeigen keine Myc-Signale. Die Bildung der entsprechenden VAM-Aggregate
erscheint in beiden Zelllinien durch den Einfluss von Latrunculin offensichtlich gestort.
Denn ohne Latrunculin sind es nach 8 h in den VAM-Filamin-Zellen immerhin rund 49
% (n = 202) und in den VAM-VASP-Zellen knapp 51% (n = 200), die entsprechende
VAM-Aggregate aufweisen (Abb. 33). Auch erscheinen diese in den kompakten und
rundlichen Formen, wie es von den jeweiligen Zellen unter Latrunculin-freien
Bedingungen bekannt ist.

Beziiglich der VAM-VASP-Zellen erscheinen die Latrunculin-abhéngigen
Verzogerungen der VAM-V ASP-Aggregatbildungen logisch: Wird das Aktin an weiterer
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Polymerisation gehindert, so werden keine Aktin-Filamente aufgebaut, die fiir den
Aufbau des VAM-VASP-Aggregates verwendet werden konnten. Warum auch die
Aggregate der VAM-Filamin-Zellen negativ beeinflusst werden, bleibt unklar. Es ist
jedoch anzunehmen, dass der FEinfluss von Latrunculin zu einer generellen

Zellschadigung fiihrt.

4.3.1.5 Die massenspektrometrischen Analysen ergeben keine aufschlussreiche Aussage

Eine letzte Untersuchung beziiglich Aktin soll mittels der Massenspektrometrie erfolgen.
Hierfiir erfolgt zunéichst die Isolierung der entsprechenden VAM-Aggregate aus den
VAM-VASP-, den VAM-a-Actinin- und den VAM-Filamin-Zellen. Die einzelnen
Proteinproben mit den aufgereinigten Aggregaten werden nun der Abteilung der
Biochemie libergeben, wo die weitere Bearbeitung der Proben als Vorbereitung fiir den
Lauf im Spektrometer erfolgt.

Die Priparation der Proteinproben erfolgt auf zwei unterschiedlichen Wegen: In dem
einen Fall werden die Proben iiber ein SDS-Gel aufgetrennt, einzelne Banden
ausgeschnitten, die Proteine isoliert, verdaut und im Massenspektrometer vermessen. Im
anderen Fall erfolgt mithilfe eines Filters zuerst eine Aufkonzentrierung der Proteine
(Membranaufreinigung). Diese werden im ndchsten Schritt als Gesamtpriparat verdaut
und schlieBlich ebenfalls vermessen. Die Methode der Membranaufreinigung ermdglicht
eine Auflistung von Proteinen, die in der Probe mengenmiflig dominieren. Proteine, die
dagegen nur schwach vertreten sind, werden allerdings grofBtenteils ignoriert. Hier greift
wiederum das erste Verfahren der SDS-Gelauftrennung. Denn dadurch, dass stets nur ein
Teil der Gesamtproteinmenge untersucht wird, kdnnen auch Proteine registriert werden,
die vergleichsweise nur in geringer Konzentration vorkommen.

Die gewonnen Daten aus beiden Vorgehensweisen werden hinsichtlich dem Aktin-
Vorkommen ausgewertet. Es zeigt sich, dass in allen Proteinproben ein signifikanter
Aktin-Score (= 50) zu verzeichnen ist, auch in denen der AX2-Zellen (Tab. 02).
Betrachtet man die Ergebnisse aus der Analyse, die mittels SDS-Gelelektrophorese
préapariert wurden, so erscheinen in einer Vielzahl von Banden diverse Aktin-Isomere
(actXX) (Tab. 02-B). Sind die jeweiligen Scores signifikant, so werden diese fiir jedes

Aktin-Isomer addiert und die Gesamtheit der entsprechenden Scores in der Tabelle
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dargestellt. Vergleicht man dann den Gesamtgehalt an Aktin (SUMME in Tab. 02-B) der
VAM-VASP-, der VAM-o-Actinin- und der VAM-Filamin-Probe mit dem der AX2-
Probe, so gewinnt man den Eindruck, dass Aktin in einer groBen Menge in allen
untersuchten VAM-Aggregaten vorliegt. Beziiglich VAM-VASP wiirden sich bisherige
Ergebnisse bestétigen: Die VAM-V ASP-Aggregate sind deutlich mit Aktin angereichert.
Fiir VAM-Filamin und VAM-a-Actinin ergibt sich hier allerdings ein Wiederspruch, da
in keinem der vorangegangenen Experimente ein Aktin-Vorkommen in den VAM-a-

Actinin- und den VAM-Filamin-Aggregaten nachgewiesen werden konnte.

SCORES AX2 VAM-VASP VAM-Filamin VAM-a-Actinin
act3 / 161 / /
actl5s 150 207 391 208
actl7 80 157 217 /
actl8 / / 173 /
act24 59 / / /
act25 / / 88 63

SUMME =217 =525 =869 =271

(A)

SCORES AX2 VAM-VASP VAM-Filamin VAM-a-Actinin

act3 180 464 796 394

actl0 / 277 / /
actl5 / 961 674 1103
actl7 58 456 376 590
actl8 / 461 472 485
act22 / 730 556 984
act23 / 312 / 95
act24 / 99 225 281
act25 50 137 102 350

SUMME =388 =3897 =3201 =4282

(B)

Tab. 02 - Auflistung der Aktin-Scores

Die Auflistung erfolgt entsprechend der detektierten Aktin-Isoformen (act). (A) zeigt die Aktin-Scores der
Proben aus der Membranaufreinigung. (B) zeigt fiir jedes Aktin-Isomer die Gesamtheit der Aktin-Scores
aller Banden aus der SDS-Gelelektrophorese. Zusétzlich ist in beiden Tabellen die Summe der Scores aller
Aktin-Isomere dargestellt (SUMME)

Kontrovers zeigen sich dazu die Ergebnisse der Proteinproben, die durch die
Aufkonzentration iiber eine Membran gewonnen wurden (Tab. 02-A): Zwar zeigt sich fiir

die VAM-VASP- und VAM-Filamin-Aggregate ein erhohter Gesamtgehalt an Aktin im
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Vergleich zur AX2-Probe (SUMME in Tab. 02-A), aber die Unterschiede sind nicht
wirklich herausragend. Zudem weist die VAM-a-Actinin-Probe eine zur AX2-Probe
vergleichbare Aktin-Menge auf (SUMME in Tab. 02-A). Diese Daten wiirden die
bisherige Annahme, dass die VAM-a-Actinin- und die VAM-Filamin-Aggregate Aktin-
frei sind, bestdtigen. Hier ergibt sich allerdings der Wiederspruch fiir die VASP-
Aggregate: Diese scheinen ebenfalls kein Aktin angehauft zu haben.

In allen untersuchten Proteinfraktionen befinden sich ribosomale Proteine, Histone und
andere nicht Aktin-relevante Proteine mit signifikanten Scores. Folglich werden durch
die Art der Aufreinigung automatisch zytoplasmatische Anteile und Komponenten der
AX2- und der verschiedenen VAM-Zellen isoliert. So kdnnten die hohen Aktin-Scores in
den Proteinproben, die der SDS-Gelauftrennung unterlagen, auf zytoplasmatische
Verunreinigungen der gewonnenen Proben hinweisen. SchlieBlich ist nicht bekannt, mit
was die VAM-Aggregate in der Zelle interagieren oder durch was sie vom Rest der Zelle
abgegrenzt sind. Moglich ist z. B., dass Aktin-Filamente durch die Interaktion mit den
VAM-a-Actinin- und den VAM-Filamin-Hybriden den VAM-Aggregaten nur
aufgelagert aber nicht in diese integriert sind.

Diese kontroversen Ergebnisse geben wenig Aufschluss hinsichtlich der Aktin-Frage. Der
GroBteil der in diesem Kapitel vorgestellten Experimente weist jedoch darauf hin, dass
die VAM-a-Actinin- und VAM-Filamin-Aggregate fiir deren Aufbau kein Aktin

bendtigen oder sequestrieren.

4.3.2 Die ektopische Lokalisation von a-Actinin und Filamin an ALDH-Vesikel

Um zu priifen, ob der Effekt, den a-Actinin und Filamin auf die spéten, Vacuolin-
positiven Endosomen haben auch bei den mittelspidten Endosomen zu wiederholen ist,
werden beide Proteine an die endosomal lokalisierte Aldehyd-Dehydrogenase (ALDH)
ligiert. Die Fusionen von o-Actinin und Filamin an ALDH erfolgen C-terminal,
resultierend in den Plasmiden #792 (pB15-ALDH-Myc-a-Actinin) und #795 (pB15-
ALDH-Myc-Filamin).

Die Expressionen von ALDH-Myc-a-Actinin und ALDH-Myc-Filamin fiihren im
Vergleich zu entsprechenden VacuolinA-Konstrukten zu anderen Phanotypen. Beziiglich

a-Actinin scheint das Targeting-Signal von ALDH nicht stark genug zu sein, um o-
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Actinin ektopisch zu lokalisieren (Abb. 34). Das Fusionskonstrukt ALDH-Myc-a-Actinin

zeigt eine, entsprechend dem endogenen a-Actinin, wildtypische Kortexlokalisation.

ALDH-Myc-a-Actinin

a-Actinin Filamin
Abb. 34 — Verschiedene Farbungen der ALDH-Myc-o-Actinin-Zellen (Klon 7921)
Die Rotfluoreszenz erfolgt durch die Farbung der Myc-Strukturen mit dem polyklonalen Antikdrper. Die
Griinfluoreszenzen beruhen auf Farbungen fiir Aktin (ACT-1-11 (mk)), fiir a-Actinin (47-19-2 (mk)) und
fiir Filamin (82-471-14 (mk)). Bildbreiten: je 25 um

Die Expression von ALDH-Myc-Filamin fiihrt ebenfalls zur Lokalisation unterhalb der
Plasmamembran (Abb. 35). Allerdings ist diese Lokalisation im Unterschied zu der von
ALDH-Myc-a-Actinin lokal konzentrierter: Es sind kleine rundliche Anhdufungen von
ALDH-Myc-Filamin zu erkennen, die keine scharfen Begrenzungen zum Umfeld
aufweisen. Die schwache Expression von ALDH-Myc-Filamin (Abb. 65-B) hat lediglich
eine lockere Aufkonzentrierung des Fusionskonstrukts zur Folge (Abb. 35). Es ist
anzunehmen, dass eine stirkere Expression von ALDH-Myc-Filamin zur Ausprigung

markanter ALDH-Myc-Filamin-Aggregaten fahig ist.

ALDH-Myc-Filamin

Ol | Filamin a-Actinin

Abb. 35 — Verschiedene Férbungen der ALDH-Myc-Filamin-Zellen (Klon 7951)
Die Rotfluoreszenz erfolgt durch die Farbung der Myc-Strukturen mit dem polyklonalen Antikdrper. Die

Griinfluoreszenzen beruhen auf Farbungen fiir Aktin (ACT-1-11 (mk)), fiir a-Actinin (47-19-2 (mk)) und
fiir Filamin (82-471-14 (mk)). Bildbreiten: je 25 pum
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4.3.3 Die ektopische [okalisation von o-Actinin und Filamin an Aktin-freie

Organellen

Zur ektopischen Lokalisation von a-Actinin und Filamin an Lipid Droplets und
Peroxisomen werden hier, wie auch schon im Fall von VASP, die Proteine LSD (Lipid
Droplets) und SLB350 (Peroxisomen) genutzt. Die Fusionen von a-Actinin und Filamin
erfolgen jeweils C-terminal an LSD und SLB350, resultierend in den Plasmiden #837
(GFP-LSD-0-Actinin), #838 (GFP-LSD-Filamin), #695 (SLB350-Myc-Filamin) und
#0697 (SLB350-Myc-a-Actinin). Dass N-terminale Fusionen keinen Einfluss auf die
wildtypischen Lokalisationen und Funktionalititen von a-Actinin und Filamin haben,
lasst sich durch Studien von Washington und Knecht vermuten (163).

Die folgenden Abbildungen zeigen die erfolgreichen ektopischen Lokalisationen von a-
Actinin und Filamin sowohl an Lipid Droplets (Abb. 36) als auch an Peroxisomen (Abb.
37). In jeder Bildreihe der Abbildungen von 36 und 37 sind stets Overlays von Farbungen
zum Nachweis des Target-Organells, von Aktin und von o-Actinin oder Filamin,
entsprechend des jeweiligen Fusionskonstrukts, gezeigt. Die Phénotypen, resultierend aus
den ektopischen Lokalisationen von a-Actinin und Filamin an die Peroxisomen und Lipid
Droplets, dhneln auf den ersten Blick denen, die schon durch VASP an Peroxisomen und
Lipid Droplets hervorgerufen worden: In allen Féllen erhdlt man eine Verklumpung der
Organellen (Abb. 36 und 37), wobei die der Peroxisomen auf die zwei Aktin-
Crosslinking Proteine a-Actinin und Filamin zuriickzufiihren ist (Abb. 37). Die
Verklumpung der Lipid Droplets wird schlielich auch in Zellen beobachtet, in denen
kein exogenes Protein liberexprimiert wird (Abb. 36) (152).

Schaut man sich die Aktin-Farbungen an, so zeigen sich keine Kolokalisation mit den
Fluoreszenzsignalen der o-Actinin- und Filamin-Fusionsproteine: Die akkumulierten
Peroxisomen und Lipid Droplets sind Aktin-frei. Ektopisch lokalisiert, sind a-Actinin

und Filamin offensichtlich nicht fahig, F-Aktin zu binden und zu verkniipfen.
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GFP-LSD-aActinin

GFP-LSD-Filamin

Abb. 36 — GFP-LSD-a-Actinin/-Filamin

Fiir GFP-LSD-a-Actinin sind Beispielzellen des Klons 83711 und fiir GFP-LSD-Filamin sind Beispielzellen
der Klone 838I (linkes Bild) und 838II (mittleres und rechtes Bild) gezeigt. Alle Zellen standen 3 h unter
dem Einfluss von 200 pM Palmitinsdure. Die Griinfluoreszenzen beruhen auf dem GFP-Signal der
jeweiligen Fusionskonstrukte. Die Rotfluoreszenzen beruhen auf Farbungen mit folgenden Antikérpern:
Aktin: ACT-1-11 (mk); Myc: 9E10 (mk); a-Actinin: 47-19-2 (mk); Filamin: 82-471-14 (mk). Die Lipid
Droplet-Farbung beruht auf der Inkubation der Zellen mit LD540. Bildbreiten: GFP-LSD-a-Actinin: linkes
Bild: 20 um; mittleres und rechtes Bild: je 25 pm; GFP-LSD-Filamin: linkes Bild: 20 pm; mittleres und
rechtes Bild: je 25 um

Die Fluoreszenzsignale zum Nachweis der endogen und exogen exprimierten Aktin-
Crosslinking Proteine a-Actinin und Filamin zeigen Kolokalisationen an den
verklumpten Organellen (Abb. 36 und 37). In den Zellen der verklumpten Lipid Droplets
zeigen o-Actinin und Filamin zusitzlich wildtypische, am Kortex liegende,
Lokalisationen (Abb. 36). In den Zellen der aggregierten Peroxisomen ist die
wildtypische Lokalisation von a-Actinin und Filamin nicht nachweisbar (Abb. 37).
Aufgrund der Tatsache, dass Aktin nicht durch die ektopischen Lokalisationen von a-
Actinin und Filamin ebenfalls ektopisch in den Zellen lokalisiert werden konnte, sollte
eine Deletion der Aktin-bindenden CH-Dominen sowohl in a-Actinin als auch in Filamin

demzufolge keinen Einfluss auf die bisher beobachteten Phénotypen haben. Diese
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Vermutung wird am Beispiel der Vacuolin-abhédngigen, endosomalen Lokalisation von a-

Actinin und Filamin gepriift.

SLB350-Myc-a-Actinin

%

Peroxisomen 3 a-Actinin

SLB350-Myec-Filamin

.,

>

Peroxisomen Aktin Filamin
Abb. 37 — SLB350-Myc- a-Actinin/-Filamin

Fir SLB350-Myc-a-Actinin sind Beispielzellen des Klons 695/49811 und fiir SLB350-Myc-Filamin sind
Beispielzellen des Klons 697/498I1I gezeigt. Die Rotfluoreszenzen beruhen auf dem RFP-Signal des RFP-
SKL-Konstrukts. Die Griinfluoreszenzen beruhen auf Farbungen mit folgenden Antikdrpern: Aktin: ACT-
1-11 (mk); Myc: 9E10 (mk); a-Actinin: 47-19-2 (mk); Filamin: 82-471-14 (mk). Bildbreiten: SLB350-
Myc-a-Actinin: linkes und mittleres Bild: je 20 um; rechtes Bild: 25 um; SLB350-Myc-Filamin: linkes und
rechtes Bild: je 25 um; mittleres Bild: 33 pm

4.3.4 Die Deletion der CH-Doménen nimmt keinen Einfluss auf die Aggregate

Die Deletionen der Calponin-Homologie-Doménen (ACH) von a-Actinin und Filamin in
den VAM-Hybriden sind in den Konstrukten #740 (pB15-VAM-a-ActininACH) und
#741 (pB15-VAM-FilaminACH) realisiert. Erwartungsgemdl fiithren die jeweiligen
Expressionen zu Phinotypen, die denen &hneln, die aus Expressionen der jeweils
vollstindigen Fusionskonstrukte hervorgehen (Abb. 38). VAM-a-ActininACH- und
VAM-FilaminACH-Aggregate werden ausgebildet und weisen anndhernd &hnliche
GroBen auf (VAM-o-ActininACH (Klon 7401): @ = 3,1 um; VAM-FilaminACH (Klon
7411): @ =4,1 um).
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VAM-a-ActininACH

Aktin

VAM-FilaminACH

)

Abb. 38 — Deletion der Aktin-bindenden Doménen von a-Actinin und Filamin

Aktin wurde mit dem Antikdrper ACT-1-11(mk, griin) und das Myc-Epitop mit dem Antikérper 9E10 (mk,
g)st)ﬁarkiert. Bildbreiten: VAM-a-ActininACH (Klon 740I): 36 pm ; VAM-FilaminACH (Klon 7411Ib):
Durch die Expressionen von VAM-o-ActininACH und VAM-FilaminACH im
wildtypischen Hintergrund besteht die Wahrscheinlichkeit, dass mdgliche Defekte durch
Dimerisierung der verkiirzten Proteinhybride mit den jeweils endogenen o-Actinin- und
Filamin-Proteinen maskiert werden. Um das zu iiberpriifen, wird VAM-FilaminACH in
einen Filamin-Knockout-Stamm transformiert: AbpC™ (strain DBS0236077, bezogen
tiber Dicty Stock Center). Zur Kontrolle erfolgt zusitzlich die Transformation von VAM-
Filamin in die AbpC’-Zellen. Beziiglich a-Actinin liegt der DictyBase-Organisation zwar
ein in Frage kommender Knockout-Stamm vor. Aber dieser konnte mir aus
Kultivierungsgriinden nicht rechtzeitig zugeschickt werden.

Der Filamin-Knockout-Stamm AbpC™ besitzt eine Geneticin-Resistenz. Um die
Transformationseffizienzen von VAM-Filamin und VAM-FilaminACH in diesen Zellen
zu erhdhen, werden beide Konstrukte jeweils in einen Blasticidinvektor ligiert,
resultierend in den Plasmiden #796 (pDBsrXP-VAM-Filamin) und #793 (pDBsrXP-
VAM-FilaminACH).
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VAM-Filamin / Filamin-KO

VAM-FilaminACH / Filamin-KO

Abb. 39 — Expression diverser Filamin-Konstrukte im Filamin-Knockout-Hintergrund

Die Aktin-Fiarbung erfolgt mittels Phalloidin-Alexa-Fluor 488 (griin) und die Myc-Farbung mittels des
Antikorpers 9E10 (mk, rot). Bildbreiten: VAM-Filamin (Klon 796/AbpC): 29 pm; VAM-FilaminACH
(Klon 793/AbpCT1): 25 pum

Die Transformationen von VAM-Filamin und VAM-FilaminACH in AbpC-Zellen
fihren zur Ausbildung von nur sehr kleinen VAM-Filamin™™™ O uynd VAM-
FilaminACH " *™"*O_Aggregaten, die aber in erhdhter Anzahl in der Zelle vorliegen
konnen (Abb. 39). Aktin wird nicht in die Aggregate eingelagert.

Sowohl VAM-Filamin als auch VAM-FilaminACH werden nur sehr schwach in Filamin-
Knockout-Zellen exprimiert (Abb. 65-D). Ein Signal fir VAM-Filamin™*™"*° ist per
Western Blot kaum nachzuweisen (ohne Abb.). Vermutlich fiihrt eine starke Expression
beider Konstrukte zu vergleichbaren VAM-Filamin- und VAM-FilaminACH-Aggregaten,
wie sie im AX2-Hintergrund ausgebildet werden (Abb. 25 und 38).

Aufgrund der Tatsache, dass a-Actinin und Filamin in der Zelle als Dimer vorliegen, ist
anzunehmen, dass die Deletionen der oligomerisierenden Doménen beider Proteine ein
Ausbleiben der VAM-a-Actinin- und der VAM-Filamin-Aggregate zur Folge haben.
SchlieBlich konnen weder das verkiirzte o-Actinin- noch das verkiirzte Filamin-Protein,

welche folglich monomer bleiben, als funktionelle Molekiile in der Zelle agieren.
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4.3.5 Die Deletionen der Oligomerisierungsdominen

Die vier spectrin repeats und die zwei EF-hands von o-Actinin sowie die sechs filamin
repeats von Filamin werden entfernt, resultierend in den Plasmiden #842 (pB15-VAM-o-
ActininAOligo) und #843 (pB15-VAM-FilaminAOligo). Die Expressionen der
Konstrukte in AX2-Zellen flihren iiberraschenderweise zu unterschiedlichen Phénotypen,
sowohl zwischen den VAM-0-ActininAOligo- und den VAM-FilaminAOligo-Zelllinien
als auch zwischen den zwei unabhidngigen VAM-a-ActininAOligo-Klonen 8421 und
84211.

Aktin 01 Vacuolin 011 a-Actinin

D1§ Vacuolin 01| a-Actinin
Abb. 40 — Verschiedene Férbungen von unterschiedlich phénotypischen VAM-a-ActininAOligo-Zellen
Die Rotfluoreszenzen erfolgen durch die Férbung der Myc-Strukturen mit dem mk (9E10) oder dem pk
Myc-Antikorper. Die Griinfluoreszenzen beruhen auf Farbungen fiir Aktin (Alexa Fluor 488 Phalloidin),
fir Vacuolin (263-79-2 (mk)) und fiir a-Actinin (47-19-2 (mk)). In (A) sind Beispielzellen des
Exprimierers 8421 und in (B) Beispielzellen des Exprimierers 84211 dargestellt. Bildbreiten: (A): Aktin und
Vacuolin: je 22 um; Filamin: 27 pm; (B): Aktin: 22 pm; Vacuolin: 18 pm; Filamin: 27 pm

Beide VAM-a-ActininAOligo-Klone zeigen ein annéhernd identisches Expressionsniveau
wie das Volllingekonstrukt VAM-a-Actinin in AX2-Zellen (Abb. 64-B) und entsprechen
phinotypisch den Zellen, die am Beispiel des VAM-a-ActininAOligo-Klons 84211
gezeigt sind (Abb. 40-B): VAM-a-ActininAOligo lokalisiert hauptsdchlich im
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Kortexbereich der Zellen. Zusitzlich zeigt sich die Lokalisation des Konstrukts an
Vesikeln (Pfeil in Abb. 40-B). Doch weisen 28 % (n = 205) der Zellen des VAM-a-
ActininAOligo-Klons 8421 zusitzlich die bereits bekannten rundlichen, VAM-a-Actinin-
dhnliche Aggregate auf (Abb. 40-A).

In allen Féllen erfolgt die vollstindige Kolokalisation des VAM-a-ActininAOligo-
Konstrukts mit endogenem Vacuolin (Abb. 40). Eine Uberlagerung von VAM-a-
ActininAOligo mit Aktin-Strukturen liegt nur bedingt im Zellkortex vor (Abb. 40).
Endogenes a-Actinin ist hauptsichlich im Zellkortex zu finden. Das Protein scheint
zudem teilweise in den VAM-a-ActininAOligo-Aggregaten angereichert zu sein. Es ist
moglich, dass der Antikorper fiir a-Actinin die CH-Doménen im Protein erkennt und
folglich nur das exogene Protein des VAM-a-ActininAOligo-Konstrukts markiert. Jedoch
ist das aufgrund der unterschiedlichen Fluoreszenzintensititen des Myc- und des o-

Actinin-Signals auszuschlieBen (Vgl. Abb. 40 und 59).

VAM-FilaminAQOligo

Aktin Ol ] Filamin

Abb. 41 — Verschiedene Fiarbungen von VAM-FilaminAOligo-Zellen (Klon 843111)
Die Rotfluoreszenzen erfolgen durch die Farbung der Myc-Strukturen mit dem mk (9E10) oder dem pk

Myc-Antikorper. Die Griinfluoreszenzen beruhen auf Féarbungen fiir Aktin (Alexa Fluor 488 Phalloidin),
fiir Vacuolin (263-79-2 (mk)) und fiir Filamin (82-471-14 (mk)). Bildbreiten: Aktin: 25 um; Vacuolin: 20
pm; Filamin: 28 pm

Die Expression von VAM-FilaminAOligo (Abb. 65-C) fiihrt hingegen ausschlieBlich zur
Lokalisation an Vacuolin-positive Endosomen (Abb. 41). Es zeigen sich keine
Uberlagerungen von VAM-FilaminAOligo mit endogenem Filamin oder Aktin (Abb. 41).
Die VAM-VASP-Aggregate dhneln den VAM-a-Actinin- und VAM-Filamin-Aggregaten
beziiglich der kugeligen Form und der anndhernd gleichen GroBe. Jedoch weisen die

VAM-VASP-Aggregate, im Gegensatz zu den anderen Aggregaten, Anhdufungen von
Aktin und einigen anderen Proteinen auf (Tab. 01). In den VAM-a-Actinin- und VAM-
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Filamin-Aggregaten konnten neben den jeweiligen Fusionsproteinen nur sehr wenige,
zusitzlich sequestrierte Proteine nachgewiesen werden (Tab. 01). Die Unterschiede der
VAM-Aggregate in ihrem molekularen Aufbau lassen vermuten, dass die Aggregate
unterschiedlichen Einfluss auf die Zelle nehmen. Fiir VAM-VASP-Zellen wurden bereits
gezeigt, dass die Rate der Phagozytose, der Pinozytose und des Transits sowie das
Wachstum und die Zytokinese negativ reguliert sind (148, 149). Welchen
physiologischen Einfluss die VAM-a-Actinin- und VAM-Filamin-Aggregate auf die
Zelle haben, wird im Folgenden untersucht. Zunéchst werden sich noch die strukturelle
Beschaffenheit der VAM-a-Actinin- und VAM-Filamin-Aggregate im Vergleich zu den
VAM-VASP-Aggregaten angeschaut.
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4.4 Alle VAM-Aggregate zeigen strukturelle Ahnlichkeit zueinander

4.4.1 Die TEM-Aufnahmen heben die Homogenitit der verschiedenen VAM-Aggregate

hervor

Je nach Aufbau und Bestandteil der VAM-Aggregate sollten Unterschiede in der Dichte
oder auch Beschaffenheit sichtbar werden. TEM-Aufnahmen von VAM-VASP-Zellen
zeigen sehr kompakte und homogene VAM-VASP-Aggregate, was auf die gleichmiBige
Vernetzung der Aktin-Filamente durch die Vielzahl F-Aktin-bindender Proteine
zurlickzufiihren ist (149). In VAM-o-Actinin- und VAM-Filamin-Aggregaten wére
diesbeziiglich eine weniger kompakte Struktur zu erwarten, da entsprechende Aktin-
Filamente nicht nachgewiesen werden konnten (Ergebnisse: 4.3.1). Schaut man sich
jedoch mittels Transmissionselektronenmikroskopie die VAM-a-Actinin- und VAM-
Filamin-Aggregate ndher an, so zeigt sich hier wider Erwarten ein &dhnliches Bild wie bei
den Aggregaten der VAM-VASP-Zellen (Abb. 42) (149): Alle VAM-Aggregate sind
verhéltnismiBig homogen. Zusétzlich sind kleine Einschliisse an Partikeln und Vesikeln

zu sehen. Bei den Vesikeln konnte es sich auch um kleine zytoplasmatische Einschliisse

handeln, wahrend die Partikel sehr wahrscheinlich auf Fixativreste zuriickzufiihren sind.

Abb. 42 — Transelektronenmikroskopische Aufnahmen der VAM-Aggregate

Vergleichend nebeneinander dargestellt sind Aufnahmen jeweils vergroBerter Bereiche aus einer VAM-
VASP- (Klon 2B-1), einer VAM-Filamin- (Klon 648-23) und einer VAM-a-Actinin-Zelle (Klon 682I12).
Ein Zellkern ist durch (*) markiert. BildgroBen: VAM-VASP: 7 um; VAM-Filamin: 9 pm; VAM-a-
Actinin: 9 um

Wodurch die homogene Beschaffenheit der VAM-a-Actinin- und der VAM-Filamin-

Aggregate erreicht wird, ist fraglich. Bisher konnten kaum andere Komponenten als die
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Fusionsproteine selbst und deren exogenen und endogenen Bindungspartner Vacuolin, a-
Actinin und Filamin in den jeweiligen VAM-Aggregaten nachgewiesen werden. Zudem
zeigt sich keine die VAM-a-Actinin- und die VAM-Filamin-Aggregate umschlieBende
Membran. Zum Vergleich dienen Zellkerne (*), die hingegen deutlich von einer

Doppelmembran umgeben sind.

4.4.2 Einige Proteine der VAM-Aggregate sind fiir den proteolytischen Abbau markiert

Warum sowohl die VAM-VASP- als auch die VAM-a-Actinin- und die VAM-Filamin-
Zellen derartige Aggregate ausbilden, ist nicht klar. Die VAM-Aggregate sind sehr stabil
und unterliegen keinen dynamischen Ab- oder Aufbauprozessen. Versuche mit
Latrunculin bestitigen dies (ohne Abb.): Nach mehreren Stunden unter dem Einfluss
dieses Giftes runden sich die verschiedenen VAM-Zellen ab und der Aktin-Kortex
verliert seine filamentdse Form. Die VAM-Aggregate selbst bleiben jedoch in ihrer
GroBe und Form erhalten.

Die Tatsache, dass es sich bei den VAM-Aggregaten um eine Ansammlung der
jeweiligen Fusionsproteine handelt, konnte zum Grund haben, dass die verschiedenen
VAM-Zellen mit dem Abbau der zahlreich iiberexprimierten VAM-Proteine iiberfordert
sind. Als Folge kommt es zu Aggregatbildungen.

Die eukaryotische Zelle hat verschiedene Wege, um Proteine abzubauen. Neben der
lysosomvermittelten Proteolyse, liberwiegend von exogenem Material, ist es der Zelle
moglich, Proteine auch im Proteasom oder mittels Autophagie abzubauen. Jeder dieser
Wege ist auch fiir D. discoideum beschrieben (27, 137, 164). Bei all diesen
Abbauprozessen spielt das kleine regulatorische Protein Ubiquitin eine Rolle (130).
Ubiquitin ist ein in allen eukaryotischen Zellen stark konserviertes Protein. Das Ubiquitin
in D. discoideum unterscheidet sich nur in zwei Aminosduren von dem humanen
Ortholog (165). Der verwendete Ubiquitin-Antikérper wurde gegen das Vollldnge-
Ubiquitin (76 AS) der Kuh hergestellt.

Um sicher zu gehen, dass der Antikorper auch in D. discoideum spezifisch Ubiquitin
erkennt, werden AX2-Zellen einem 60 miniitigen Hitzeschock bei 30 °C unterzogen.
SchlieBlich wurde schon 1988 gezeigt, dass ein Hitzeschock zu einer starken Ubiquitin-

Expression in D. discoideum fihrt (166). Folglich ist in den Hitzeschock-behandelten
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Zellen ein ausgeprigteres Ubiquitin-Vorkommen zu erwarten als in Hitzeschock-
unbehandelten Zellen: Unter Normalbedingungen sind in AX2-Zellen keine bzw. nur
vereinzelt kleine Plinktchen zu sehen (Abb. 43-A). Diese spiegeln den proteolytischen
Abbau in unbehandelten, wildtypischen Zellen wieder. Durch das Aussetzen der AX2-
Zellen einer erhohten Temperatur verstirken sich hingegen die Ubiquitin-Signale (Abb.

43-B).

A

0]

Abb. 43 — Ubiquitin-Farbung von AX2-Zellen

Die Férbung der Myc-Strukturen erfolgte mittels des Antikorpers 9E10 (mk, rot). Die Féarbung von
Ubiquitin wurde durch den Antikérper Ub (P4D1): sc-8017 erreicht. Bildbreiten: linkes Bild: 40 pm;
rechtes Bild: 20 pm

VAM-VASP VAM-Filamin VAM-aActinin

Ol
Abb. 44 — Ubiquitin-Féarbung diverser VAM-Zelllinien
Die Farbung der Myc-Strukturen erfolgte mittels des Antikorpers 9E10 (mk, rot). Die Féarbung von
Ubiquitin wurde durch den Antikorper Ub (P4D1): sc-8017 erreicht. Bildbreiten: VAM-VASP (Klon 2B-1)
und VAM-a-Actinin (Klon 682112): je 20 pm; VAM-Filamin (Klon 648-23): 25 um
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Sind die Aggregate in den VAM-VASP-, VAM-a-Actinin- und VAM-Filamin-Zellen u.
a. ein Ergebnis der Uberlastung der unterschiedlichen proteolytischen Abbauwege, so
sollten in den VAM-Aggregaten Ubiquitin-Signale zu sehen sein. Und tatséchlich, schaut
man sich die fixierten VAM-Mutanten an, so sind in allen VAM-Aggregaten deutliche
Fluoreszenzsignale, die auf Ubiquitin zuriickzufiihren sind, zu sehen (Abb. 44).
Vereinzelt sind Ubiquitin-Signale im Zytoplasma sichtbar.

Um nachzupriifen, ob die VAM-a-Actinin- und VAM-Filamin-Aggregate eventuell auch
der Autophagie unterliegen, werden die entsprechenden VAM-Hybridproteine jeweils
zusammen mit RFP-Apg8 (autophagy gene 8) exprimiert. Der RFP-Apg8-Vektor (#764)
tragt eine Blastizidin-Resistenz, was die Kotransformationen mit den VAM-Filamin- und
VAM-a-Actinin-Vektoren ermdglicht. Letztere codieren fiir ein Protein, das Geneticin
abbaut. Versuche, RFP-Apg8 zusammen mit VAM-VASP zu exprimieren, blieben
erfolglos und wurden eingestellt.

Mittels der Expression von GFP-Apg8 wurden bereits in einer anderen Arbeitsgruppe
erste Lokalisationsuntersuchungen dieser Art in D. discoideum gemacht. Es wurden
zytoplasmatische, punktformige Strukturen, die pri-autophagosomale Komplexe
und/oder ausgebildete Autophagosomen darstellen konnten, nachgewiesen (Abb. 45)

(167).

Abb. 45 — GFP-Apg8-Expression in D. discoideum (167)

Die Abbildung zeigt die Expression von GFP-Atg8 in lebenden und hungernden Wildtyp-Zellen (DH1). Zu
sehen sind kleine punktférmige Strukturen (A) und groBere, vesikulire Organellen, die die
Autophagosomen darstellen (Pfeil in B).
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Die Koexpression von RFP-Apg8 zusammen mit VAM-a-Actinin oder VAM-Filamin
zeigt einen &hnlichen Phénotyp: Punktartige, rotfluoreszierende Strukturen, die
hauptsidchlich im Zytoplasma lokalisieren (Abb. 46). Nur vereinzelt sind RFP-Signale
zusitzlich in den VAM-Aggregaten zu beobachten (Abb. 46, am Beispiel von VAM-o-
Actinin zu sehen). Die autophagosomalen Vesikel sind weder in ihrer wildtypischen
Anzahl auffillig erhoht noch in ihrer natiirlichen Form stark verdndert. Es ist somit
auszuschlieBen, dass autophagosomale Prozesse in einem versuchten Abbau der VAM-

Filamin- und der VAM-o-Actinin-Aggregate involviert sind.

VAM-Filamin VAM-aActinin

Abb. 46 — Expression von RFP-Apg8 in diversen VAM-Mutanten
Die Myc-Konstrukte wurden mit dem entsprechenden Antikorper 9E10 (mk, griin) markiert.
Bildbreiten: VAM-Filamin (Klon 648/764a): 33 um; VAM-a-Actinin (Klon 682/764b): 25 um

4.5 Die VAM-Aggregate iben negativen Einfluss auf die Zelle aus

Schon VAM-VASP-Zellen zeigten teilweise erhebliche Defekte in deren Physiologie
(148, 149). Um entsprechende Vergleiche zwischen den Zellen von AX2 und denen von
VAM-Filamin und VAM-a-Actinin anstellen zu konnen, werden die Versuche beziiglich
Wachstum, Zytokinese und endozytotischen Transit unter den gleichen Bedingungen wie

schon bei VAM-VASP-Zellen durchgefiihrt (148, 149).
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4.5.1 Die VAM-Aggregate haben Wachstumsdefekte zur Folge

Das Wachstum der VAM-a-Actinin- und der VAM-Filamin-Zellen wurde unter den zwei
Standardkultivierungsbedingungen bestimmt. Die jeweiligen Zellen wurden vor
Versuchsbeginn mindestens 48 h schiittelnd oder adhdrent vorkultiviert.

Fiir die Schiittelkulturen wurden anfinglich jeweils 0,6 x 10° Zellen / ml GO-Medium
angesetzt und in einem Zeitraum von 31 h vermessen. Die Entnahme der Zellproben
erfolgte alle zwei Stunden in den Zeitrdumen O - 8 h und 23 - 31 h. Der Startwert bei den
Plattenkulturen lag bei einer Zellanzahl von 0,6 x 10° Zellen. Die Probenentnahmen
erfolgten ebenfalls alle 2 - 3 h in den Zeitrdumen von 0 - 8 h und 24 - 27 h, in dem die
jeweilige gesamte Kultivierungsplatte vorsichtig aber vollstindig abgespiilt wurde.
Hierfiir wurden zuvor entsprechend viele Petrischalen (@ = 5 cm) mit je 5 ml Medium
vorbereitet und die abgezihlten Zellmengen zugegeben.

Der VAM-a-Actinin-Stamm zeigt in seinem Wachstum unter adhirenten Bedingungen
(Platte) nur eine geringe Abweichung von AX2-Zellen (Tab. 03). Die Zellen wachsen
sogar minimal schneller als die des Wildtyps. Ein gegensitzlicher und stirker
ausgeprigter Effekt zeigt sich bei den VAM-a-Actinin-Zellen unter nicht-adhérenten
Wachstumsbedingungen (Schiittler). Im Vergleich zu den VAM-a-Actinin-Zellen zeigen
VAM-Filamin-Zellen schon unter adhdrenten Bedingungen eine erhebliche

Wachstumsverzogerung. In Schiittelkultur ist das Wachstum der VAM-Filamin-Zellen

drastisch reduziert: Deren Generationszeit ist mehr als doppelt so lang wie die des AX2-

Stamms.
tinh AX2 VAM_-Filamin VAM-g-Actinin VAM-VASP
Schiittler | 92+021 (n=3) | 20,1+1,97(n=3) | 129+1,05n=23) (148)
Faktor 1 22 14 1,37
Platte 86+0,11 (n-2) 11,1+ 1,1 (n=2) 7.6+ 0,24 (n=2) (148)
Faktor 1 1,3 0,9 1,23

Tab. 03 — Generationszeiten der Mutanten im Vergleich zu AX2-Zellen
Aufgelistet sind die errechneten Mittelwerte der Verdopplungszeiten in h, bestimmt aus ,,n“ Messungen.
Der ,,Faktor gibt den jeweiligen Verzogerungsfaktor beziiglich des Wachstums, gemessen an AX2, an.

VAM-VASP-Zellen erreichen unter schiittelnden Bedingungen eine Generationszeit von

13,8 £ 0,21 h und auf Platte eine von 16,8 + 0,81 h (148). Kontrovers ist, dass diese
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Mutante unter adhdrenten Bedingungen langsamer wichst als unter nicht-adhérenten
Bedingungen. Dies ist auch bei den AX2-Zellen, die von C. Schmauch getestet wurden
der Fall: Die AX2-Zellen verdoppeln sich auf Platte alle 13, 7 + 0,68 h und im Schiittler
alle 10,1 £ 0,04 h (148). Warum sich die Zellen im Vergleich zu den in der Tabelle
gezeigten AX2-Werten so entgegengesetzt verhalten ist unklar. Jedoch weisen auch bei
C. Schmauch die ermittelten Wachstums-Faktoren auf ein verlangsamtes Wachstum der
VAM-VASP-Mutante im Vergleich zu AX2 hin (Tab. 03) (148).

Dass die Wachstumsverzogerungen der VAM-Filamin und VAM-a-Actinin-Zellen auf
Zytokinesedefekte zuriickzufiihren sind, zeigt sich in der Anzahl der Kerne pro Zelle
(Tab. 04). Hierfiir wurden die AX2-, die VAM-a-Actinin- und die VAM-Filamin-Zellen
ebenfalls mindestens 48 h unter entsprechenden Wachstumsbedingungen vorkultiviert,

anschlieBend fixiert und der Kernfarbung mit DAPI unterzogen (Methoden: 7.5.1).

Kernanzahl AX2 VAM-Filamin VAM-a-Actinin VAM-VASP
Schiittler 2,0 (n=105) 6,6 (n=124) 6,0(n=114) 3,4 (148)
Platte 1,2 (n=132) 1,7 (n=118) 1,5 (n=129) 1,4 (148)

Tab. 04 — Durchschnittlichen Anzahl der Kerne pro Zelle
.0 bezeichnet die Anzahl der ausgezéhlten Zellen, die fiir die Mittelwertbestimmung genutzt wurden.

Unter schiittelnden Kultivierungsbedingungen zeigt sich, im Vergleich zum
Plattenwachstum, die Kernanzahl in allen untersuchten Zelllinien erhoht (Tab. 04). Ein
schiittelnd kultivierter AX2 besitzt fast doppelt so viele Kerne, wie ein AX2, der auf
Platte hochgezogen wurde. Schiittelnd kultivierte VAM-Filamin und VAM-a-Actinin
zeigen vierfach so viele Kerne wie die entsprechend adhérent gewachsenen Mutanten.
Einzelne dieser VAM-Zellen enthalten sogar bis zu 30 Kerne, was sich auch im stark
vergroflerten Zellvolumen wiederspiegelt (ohne Abb.): Zellen mit solch hoher
Kernanzahl weisen Gréflen um die 44 pum (n = 9) auf. Die auf Platte herangezogenen
VAM-Zellen enthalten eine anndhernd wildtypische Anzahl an Kernen.

Adhidrent gewachsene VAM-VASP-Zellen liegen mit einer durchschnittlichen
Kernanzahl von 1,4 ebenfalls auf wildtypischem Niveau (148). Schiittelnd kultiviert
liegen sie mit 3,4 Kernen pro Zelle zwischen den AX2-Zellen und den anderen Mutanten

(148).
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Vergleicht man VAM-a-Actinin- mit VAM-Filamin-Zellen, so scheinen, hinsichtlich des

Wachstums, erstere generell besser mit den Zytokinesedefekten zurechtzukommen.

4.5.2 Die VAM-Aggregate nehmen Einfluss auf den endozytotischen Transit

Auch die endozytotischen Vorgédnge sind in allen VAM-Zellen durch die riesigen VAM-
Aggregate beeinflusst. In VAM-VASP-Zellen wurde der Transit bereits ndher untersucht
(148, 149): Auch wenn die Prozesse der Partikelaufnahme, der Ansduerung und
Neutralisierung von Endosomen und der Abgabe unverdauten Materials noch stattfinden,
laufen sie nur eingeschrinkt ab.

Die Bestimmungen der Phagozytoseraten (Methoden: 7.3.6) der VAM-Zellen wurden,
aufgrund der offensichtlichen Zytokinesedefekte, mit Plattenkulturen durchgefiihrt. Der
Zeitraum der phagozytischen Betrachtung betrdgt 120 min. Die einzelnen Messwerte
wurden entsprechend der jeweiligen Proteinkonzentrationen normiert und an einer

geeigneten AX2-Kurve geeicht.

Phagozytose
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Abb. 47 — Phagozytoserate verschiedener adhérent gewachsener Zelllinien
Dargestellt sind die gemittelten Phagozytoseraten von VAM-VASP-, VAM-Filamin- und VAM-a-Actinin-
Zellen im Vergleich zu AX2-Zellen aus vier unabhidngigen Messungen. ,,Poly.” = polynomisch
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Alle VAM-Zelllinien weisen im Vergleich zu AX2 eine verlangsamte Phagozytoserate
auf, wobei der Effekt nach 120 min bei den VAM-VASP-Zellen mit einer negativen
Beeintrachtigung von ~24 % am gravierendsten erscheint (Abb. 47). VAM-a-Actinin-
Zellen zeigen zwar auch eine um ~7 % verringerte Partikelaufnahme, allerdings nicht so
auffillig wie VAM-Filamin-Zellen (~16 %) (Abb. 47). Diese Tendenzen stimmen in etwa
mit denen der verringerten Wachstums- und Zytokinesedefekte unter adhérenten
Bedingungen tiberein (Tab. 03 und 04).

Auch der Transit (Methoden: 7.3.5) zeigt sich in allen untersuchten VAM-Zelllinien
beeintrachtigt (Abb. 48). Vorversuche mit adhirent kultivierten AX2-Zellen lassen
vermuten, dass die Zellen den aufgenommenen FITC/TRITC-Marker nicht dem
endozytotischen Transit der Zelle zufiihren sondern sofort wieder ausscheiden (149). Aus
diesem Grund erfolgte die Durchfiihrung der Transit-Assays bei AX2- und allen VAM-

Zelllinien mit schuttelnd kultivierten Zellen.
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Abb. 48 — Der endozytotische Transit in verschiedenen Zelllinien

Schiittelnd kultivierte VAM-VASP-, VAM-Filamin- und VAM-a-Actinin-Zellen zeigen einen verzdgerten
Transit im Vergleich zu AX2-Zellen. Die jeweiligen Mittelwerte ergeben sich aus vier unabhéngigen
Messungen. ,,Poly.* = polynomisch
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Entsprechend der beobachteten Wachstumsverzégerungen der VAM-Filamin-Mutante
unter schiittelnden Bedingungen zeigen die Zellen die groBite Abweichung vom
wildtypischen Transit-Verhalten (Vergleich Abb. 48 mit Tab. 03): Der Prozess des
endozytischen Transits erscheint, zumindest im Zeitraum von 2 h, stagnierend. Das
erklart die sehr lange Generationszeit der VAM-Filamin-Zellen: Durch die extrem
verlangsamte Nahrstoffverwertung von Proteinen, Fetten und Zuckern werden
entsprechende Aufbauprozesse von Molekiilen, wie sie fiir die Zytokinese und das
Wachstum der Zelle gebraucht werden, gechemmt. Folglich kann die VAM-Filamin-Zelle
kaum an Masse zunehmen und sich keiner Teilung unterziehen, die Zellkultur wichst
nicht.

In VAM-VASP-Zellen laufen die Transitvorgédnge, mit einer Verzdgerung von ~28 %, im
Vergleich zu VAM-a-Actinin, deren Transit um ~44 % reduziert ist, ziigiger ab. Diese
Unterschiede sind kongruent mit den unterschiedlich beeintrachtigten Generationszeiten
der entsprechend schiittelnd kultivierten VAM-VASP und VAM-a-Actinin-Zellen (Tab.
03).

pH-Anderung wihrend des Transits
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Abb. 49 — pH-Werténderung in Endosomen verschiedener Zelllinien

Gezeigt ist die gemittelte Neutralisierung von Endosomen unter nicht-adhdrenten Bedingungen von VAM-
VASP-, VAM-Filamin-, VAM-a-Actinin- und AX2-Zellen. Der pH-Anstieg ist, im Vergleich zu AX2, in
allen Mutanten verlangsamt. Es wird sich auf die Daten des Transit-Assays bezogen (Abb. 48). ,,Poly.” =
polynomisch
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Die Beeintrachtigungen des endozytischen Transits in den VAM-Zellen beruhen
hochstwahrscheinlich auf die verzégerten Neutralisierungsvorgdnge der angesduerten
Vesikel (Abb. 49). SchlieBlich bilden neutrale Endosomen die Voraussetzung fiir die

Exozytose von unverdautem Material.
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5. Diskussion

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden die Proteine Ponticulin, Coactosin,
Hisactophilin I, WASP, Filamin, a-Actinin, Ssj758 und Abp34 mittels VacuolinA-Myc
ektopisch an spite Endosomen lokalisiert. Ziel war hierbei die Forcierung &hnlicher
Aggregate, wie sie durch das Fusionsprotein VAM-VASP ausgelost wurden. In den
Féllen einer  Aggregatausbildung  bestliinde  durch den  Vergleich der
aggregatinduzierenden Proteine die Moglichkeit, die Fahigkeit der Proteine auf
bestimmte Eigenschaften einzugrenzen. C. Schmauch fiihrte die ektopische Lokalisation
an spiate Endosomen zudem mit den Proteinen Scar, Cofilin, DAipl und Coronin durch
(148). Scar ist, lokalisiert an spdten Endosomen, anscheinend toxisch fiir die Zelle. Es
konnten keine dauerhaft VAM-Scar-exprimierende Klone gewonnen werden. VAM-
Cofilin filhrt zum Abbau der endosomalen Aktin-Hiille. VAM-DAipl zeigt als
Regulator- und Bindeprotein von Cofilin den gleichen Phéinotyp wie VAM-Cofilin:
Infolge des fehlenden Actin-Coats kommt es zur Clusterung der spiten Endosomen. Die
endosomalen Lokalisationen von Ponticulin (-2TMD), Hisactophillin I, WASP sowie die
von Coactosin zeigen keinen Einfluss auf die Endosomen. VAM-Ssj758 fiihrt zur
Ausbildung von kleinen, punktformigen Aggregaten der Fusionskonstrukte. Vacuolin-
positive Endosomen sind in den VAM-Ssj758-Zellen nicht mehr nachzuweisen. Das zeigt
sich auch fiir die ektopische Lokalisation von Filamin und a-Actinin an diese Organellen.
VAM-Abp34 liegt im Grofiteil der Zellen membranstindig vor. Jedoch fiihrt die
Expression von VAM-a-Actinin und VAM-Filamin in bis zu 98 % der Zellen zur
Ausbildung von VAM-a-Actinin- und VAM-Filamin-Aggregaten. Beziiglich VAM-
Abp34 trifft dieses Phidnomen auf gerade mal 5 % entsprechender Zellen zu. Allerdings
unterscheiden sich die VAM-Aggregate deutlich in ihrem Aktin-Gehalt: wihrend in den
VAM-Abp34-Aggregaten, dhnlich wie bei den VAM-VASP-Aggregaten (148) Aktin in
Form von Filamenten enthalten ist, sind in den VAM-a-Actinin- und in den VAM-
Filamin-Aggregaten weder G-Aktin noch F-Aktin nachzuweisen.

Viele Arbeitsgruppen erreichten durch die Verwendung verschiedener Proteine und

Zellmodelle sowie durch unterschiedliche Vorgehensweisen dhnliche Phinotypen: Die
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entstandenen aggregatdhnlichen Strukturen werden in den kommenden Abschnitten (5.1
und 5.2) zunéchst kurz vorgestellt und mit den wéhrend dieser Arbeit induzierten VAM-
Aggregaten verglichen. In den darauffolgenden Diskussionspunkten (5.3 - 5.5) werden
die unterschiedlichen Erscheinungsformen der VAM-Aggregate sowie eine mdgliche

Entstehungsursache dieser, analysiert.

5.1 Klassifizierung der verschiedenen VAM-Aggregate

5.1.1 Aktin-haltige Aggregate

5.1.1.1 Hirano Bodies und Hirano Body-dhnliche Aggregate

Interesse haben die VAM-VASP-Aggregate urspriinglich durch ihre Ahnlichkeiten mit
sogenannten Hirano Bodies geweckt (139, 148). Die Ahnlichkeiten beziehen sich in
erster Linie auf die rundliche bis ellipsoide Form der Aggregate und deren kompakte
Anreicherung von filamentdsen Aktin. Mittlerweile konnten Hirano Body-dhnliche
Aggregate in den unterschiedlichsten Zelltypen induziert werden, mit dem Ziel, ein
einfaches Modellsystem fiir weitere Studien der Hirano Bodies zu finden. Beispielsweise
erreichen Maselli et al. die Forcierung derart rundlicher Aggregate in D. discoideum
durch das Protein Abp34 (168, 169). Zum einen gelingt ihnen dies durch die alleinige
Expression des C-terminalen Bereichs von Abp34, wodurch der N-terminale
Proteinbereich samt der ersten Interaktionszone verloren geht (CT-Myc, Abb. 50-A)
(168). Im anderen Fall fiihrt eine Punktmutation im ersten EF-hand-Motiv des Proteins
(34 kDa-AEF1) zu einer Aggregatbildung (Abb. 50-B) (169). Dieses mutierte EF-hand-
Motiv 1 kann Calcium zwar noch regulidr binden, allerdings hat die Bindung keinen
Einfluss mehr auf die Interaktion von Abp34 mit Aktin: Die Calciumbindung ist von der
F-Aktin-bindenden Funktion von Abp34 entkoppelt. Grund dafiir ist die Zerstorung der
intramolekularen Interaktionszone I (IZ I), als Folge der Mutation im EF-hand-Motiv 1,
welches in der 1Z I lokalisiert ist (Abb. 50-B).

Sowohl bei dem CT-Myc- als auch bei dem 34 kDa-AEF1-Fragment ist die interne
Riickfaltung des N-terminalen Bereichs von Abp34 und daraus folgend die Inhibition der
F-Aktin-Bindung nicht mehr gewihrleistet. Diese fehlende Selbstregulation von Abp34
fithrt offensichtlich zu der Entstehung der zelluldren elliptischen, parakristallinen Aktin-
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Einschliisse, in denen die Aktin-Filamente mehr oder weniger geordnet vorliegen (168,

169).

A B ——
—EF I 2 3
FELL
B
N-terminale
inhibierende Domine EF I 1 ‘EF II ) 2 3
| 1211

Abb. 50 — Darstellung der Maselli-Konstrukte, die zur Ausbildung von Hirano Body-dhnlichen Aggregaten
fihren

(A) zeigt das verwendete CT-Myc-Fragment von Abp34 (AS 124-295) (168). (B) entspricht dem Abp34-
Vollldngeprotein, allerdings mit einer Mutation (Stern) im EF-hand-Motiv 1 (34 kDa-AEF1) (169).

Davis et al., bestitigen mittels des CT-Myc-Konstrukts von Abp34, dass entsprechende
Phinotypen nicht spezifisch fiir D. discoideum sind (170): Mit der Expression von CT-
Myec in kultivierten Sdugerzellen (HEK 293 cells, HeLa, COS7) und in Nervenzellen
(C8-S mouse astrocytes, oligodendoglial cells) erreichen sie ebenfalls die Ausbildung
Hirano Body-dhnlicher Aggregate (Davis-Aggregate). Das entspricht der Tatsache, dass
die pathologischen Hirano Bodies in den verschiedensten Organen, wie z. B. Muskel,
Auge, Hoden oder Krebszellen vorkommen (141). Wihrend Aktin in allen induzierten
Davis-Aggregaten nachzuweisen ist, konnen andere Proteine stets in nur einigen der
Aggregate bestitigt werden. Jedoch zeigt sich in allen Féllen, entsprechend den
pathologischen Hirano Bodies, beispielsweise die Anreicherung der Proteine Vinculin,
Tropomyosin, Talin, Tau, Cofilin und a-Actinin und die Abwesenheit von Tubulin (138,
171-174). Zusiétzlich zeigen die Davis-Aggregate, entgegen den Hirano Bodies aus
Patienten, positive Signale fiir Myosin II. Allerdings wurden fiir die Untersuchungen der
Hirano Bodies keine entsprechend gewebstypischen Antikorper verwendet, d. h. keine
Antikorper, die spezifisch fiir die Myosin II-Isoform des Gehirns sind (170).

Alle CT-Myc-Aggregate, sowohl die von Davis et al. als auch die von Maselli et al.,

dhneln sich im Einfluss der Aktin-Umlagerungen auf die Zelle: Zugunsten der Aktin-
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Anhdufung in Form von rundlichen Aggregaten zeigt sich der Verlust von Stressfasern
(168, 170).

In der vorliegenden Arbeit ist gezeigt, dass auch das Volllange-Abp34 zur Ausbildung
derartiger Aktin-Aggregate fihig ist, wenn es im Verbund mit VacuolinA-Myc vorliegt.
Allerdings fithrt VAM-Abp34 nur in bis zu 5 % entsprechender Zellen zur Bildung von
VAM-Abp34-Aggregaten. Sie sequestrieren, dhnlich den VAM-VASP- und ALDH-
VASP-Aggregaten, verschiedene Aktin-bindende Proteine, die sich allerdings von den
Hirano-Bodies und den verschiedenen CT-Myc-Aggregaten in wenigen Proteinen

unterscheiden (Tab. 05).

VAM-VASP CT-Myc CT-Myc
(Schmauch, (150)) (Maselli, (168)) (Davis, (170)) Hirano Bodies
ORGANISMUS D. discoideum D. discoideum div. Sdugerzellen | div. Sdugerzellen
Aktin + + + +
a-Actinin + + + +
Cofilin n. u. + + +
Myosin 11 +/- + + -
Talin - + +
Tau n. u. .U + +
Tubulin - - - -
Ubiquitin + n. u. + -

Tab. 05 — Vergleich der verschiedenen Aggregate durch den Nachweis akkumulierter Proteine

Aufgelistet sind Proteine, die groBtenteils in allen Aggregaten mit entsprechenden Antikdérpern auf deren
Vorkommen {iiberpriift worden. Die VAM-Abp34 und die ALDH-VASP-Ergebnisse sind, aufgrund der
Kongruenz mit denen von VAM-VASP, nicht aufgelistet, wobei anzumerken ist, dass a-Actinin nur in den
VAM-VASP-Aggregaten nachzuweisen ist.

-+ = vorhanden; ,,-,, = nicht vorhanden; ,,+/-,, = keine eindeutige Aussage moglich;

0. u.““ = nicht untersucht

Durch das Protein WASP, das als ein Arp2/3-Aktivator Einfluss auf die Aktin-
Polymerisation nimmt, sind ebenfalls Aktin-Akkumulationen auslosbar: Symons et al.
erreichen das mit der Uberexpression von FLAG-WASP in NRK-Zellen (normal rat
kidney epithelial cells) (175). Im GroBteil der Zellen fiihrt die Expression von FLAG-
WASP zur zytoplasmatischen Lokalisation. In weniger als 5 % der Zellen markiert
FLAG-WASP nur den Zellkern. Eine geringe Expression des Fusionsproteins hat ein
punktformiges, zytoplasmatisches Muster der WASP-Farbung zur Folge. GroBere
Mengen an FLAG-WASP fiihren zur Ausbildung von FLAG-WASP-Clustern. Wird der
C-terminale Bereich (59 AS) des Proteins entfernt (FLAG-WASPAC, Abb. 51-A), so
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bleibt eine Cluster-Bildung von FLAG-WASPAC aus. Nur bei einer sehr starken
Expression dieses Konstruktes werden FLAG-WASPAC-Cluster erreicht, die jedoch frei
von Aktin sind (175).

Der deletierte Bereich im FLAG-WASPAC-Hybrid umfasst die VCA-Domine
(Verprolin-like, Central- und Acidic-Region), welche wichtig fiir die Arp2/3-Bindung
und -Aktivierung ist (Abb. 04) (49, 176, 177). Die Aktivitit der VCA-Domine wird,
dhnlich wie die FAB-Doméane von Abp34, durch eine Autoinhibition im Protein reguliert:
Durch die Riickfaltung der N-terminalen GTPase-bindenden Doméne (GBD) ist die GBD
fahig, mit der VCA-Domine zu interagieren und diese zu inhibieren (178). Das
Ausbleiben der Aktin-Aggregate in FLAG-WASPAC-Zellen zeigt, dass die Arp2/3-
Bindung, vermittelt durch die VCA-Domine, wichtig fiir die Bildung von Aktin-
Aggregaten ist.

Hiifner et al. gelingen mit den alleinigen Expressionen der VCA- und der VC-Doménen
von WASP (Abb. 51-B) in Makrophagen oder HUVEC (human umbilical vein
endothelial cells) die Ausbildung von Aktin-reichen Aggregaten (177). Durch die
verkiirzten WASP-Konstrukte fehlt die inhibierende Regulation der VCA- und VC-
Dominen. Der Arp2/3-Komplex unterliegt folglich einer kontinuierlichen Bindung und
Aktivierung an diese Doménen. Es erfolgt die Ausbildung der VCA- und der VC-Aktin-
Aggregate (177). SchlieBlich liegt der Arp2/3-Komplex nachweislich, im Gegensatz zum
endogenem WASP, in den VCA- und der VC-Aktin-Aggregaten vor (177). Vermutlich
filhrt eine dhnliche Arp2/3-abhidngige Ursache zur Induzierung der FLAG-WASP-
Aggregate: Durch die Fusion von WASP an FLAG wird die Riickfaltung des N-
terminalen Bereichs von WASP verhindert. Die Autoinhibition des Proteins bleibt aus.
Die Folge ist eine fortwdhrende Bindung und Stimulierung des Arp2/3-Komplexes durch
die VCA-Doméne. Die daraus resultierende unkontrollierte Aktin-Polymerisation fiihrt
zum Autbau der FLAG-WASP-Aktin-Aggregate (175).

Durch die Lokalisation des WASP-Volllingeproteins an spite Endosomen von D.
discoideum bestand die Absicht, einen vergleichbaren Phanotyp wie fiir FLAG-WASP zu
induzieren. Jedoch konnte in der Praxis nichts Derartiges beobachtet werden. Die
Delokalisation von WASP an spite Endosomen nimmt keinen Einfluss auf das Aktin-

Zytoskelett der Zelle (Abb. 21): Es werden keine VAM-W ASP-Aggregate ausgebildet.
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Abb. 51 — Im Vergleich sind die Konstrukte von Symons ef al. und Hiifner ef al. dargestellt
In (A) ist das verwendete FLAG-WASPAC nach Symons et al. dargestellt (175). (B) zeigt hingegen den
Vergleich der verkiirzten C-Termini nach Hiifner et al (177).

5.1.1.2 Toxin-induzierte Aktin-Aggregate

Beziiglich der Hirano Body-dhnlichen Aktin-Aggregate ist es interessant zu sehen, dass
die Ausbildung nicht unbedingt auf einem mutierten Protein basieren muss. So erzeugen
Lee et al. Aktin-Aggregate in Dictyostelium-Zellen durch die Verwendung von
Phalloidin und Jasplakinolide (179). Sowohl Phalloidin als auch Jasplakinolide sind
Gifte, die Aktin-Filamente binden und stabilisieren, indem sie deren Depolymerisation
inhibieren. Folglich ist es naheliegend, dass die Ausbildung der Aktin-Aggregate auf die
Unfahigkeit der mit diesen Giften behandelten Zellen zuriickzufiihren ist, bestehende
Aktin-Filamente abzubauen. Eine hohe Dosis von injiziertem Phalloidin in Fibroblasten
hat den gleichen Effekt (180). Zwar sind die Aggregate kleiner aber dennoch markant.

Wichtig fiir die Ausbildung der Phalloidin- und Jasplakinolide-abhéngigen Aktin-
Aggregate in D. discoideum sind das Vorhandensein von filamentdsen Aktin und
funktionellen Mikrotubuli (179). ABP-120 und Myosin II sind nicht in den Aktin-
Aggregaten nachweisbar (179). In den Phalloidin- und Jasplakinolide-abhéngigen Aktin-
Strukturen ist folglich wieder eine andere Proteinzusammensetzung zu beobachten, als

bei den bisher beschriebenen Hirano Body-dhnlichen Aggregaten (Tab. 05).

Seite | 90



DISKUSSION

5.1.2 Aktin-freie Aggregate

5.1.2.1 VAM-Filamin-, VAM-a-Actinin- und VAM-Ssj748-Aggregate

Filamin und o-Actinin fithren, in der Lokalisation mit VacuolinA-Myc, zu grofen,
rundlichen und homogenen Aggregaten (Abb. 25). Allerdings weichen die VAM-ao-
Actinin- und die VAM-Filamin-Aggregate, aufgrund des Fehlens von Aktin und Aktin-
bindenden Proteinen stark von Hirano Bodies und Hirano Body-dhnlichen Aggregaten ab
und werden folglich auch nicht als solche klassifiziert.

Die einzige Beobachtung, die die Aussage beziiglich der Aktin-Freiheit der VAM-a-
Actinin- und der VAM-Filamin-Aggregate in Frage stellt, ist der beschriebene
inhibierende Latrunculin-Einfluss auf die Entwicklung der VAM-Filamin-Aggregate
(Ergebnisse: 4.3.1.4). Die Ausbildung der VAM-Filamin-Aggregate zeigt gleiche
Latrunculin-abhédngige Beeintrichtigungen wie die der VAM-V ASP-Aggregate: Nur eine
geringe Anzahl an entsprechenden Zellen bildet in Gegenwart des Giftes mehrere, kleine
VAM-Aggregate aus (Abb. 26). Dieser Phinotyp erscheint beziiglich der VAM-VASP-
Aggregate aufgrund deren Aktin-Gehalts auch plausibel: Die Polymerisation von Aktin
zu Filamenten wird durch die Latrunculin-vermittelte Aktin-Sequestrierung blockiert.
Dem Protein VAM-VASP stehen keine Aktin-Filamente zur Biindelung und Anhdufung
zur Verfiigung. Folglich werden keine Aktin-Aggregate ausgebildet. Doch welche
Erklarung gibt es fiir die VAM-Filamin-Aggregate?

Aktin liegt nachweislich auch im Zellkern von D. discoideum vor (181, 182). So bilden
sich beispielsweise filamentdse Aktin-Strukturen im Kern aus, wenn die Zelle mit DMSO
behandelt wird (182). Gleiches gilt auch fiir Protozoen und S&ugerzellen (183, 184). Der
Einfluss von Latrunculin auf diese Zellen fiihrt zur Inhibierung des Exports von RNA
und Proteinen, des Zusammenbaus der Kernhiille, der Transkription und der
transkriptionsinduzierte interchromosomale Interaktionen (185-188). Mittlerweile ist
durch verschiedene Arbeitsgruppen unabhidngig voneinander bewiesen worden, dass
Aktin eine Rolle im Zellkern bei der Chromatinumorganisation, der Transkription, der
RNA-Prozessierung und dem nukledren Export zuteilwird (189-192). Bestitigt ist auch,
dass Aktin mit allen drei RNA-Polymerasen interagiert und Einfluss auf die Effizienz der

Transkription nimmt (193-196). Folglich kann hier die Ursache fiir die Latrunculin-
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abhéngige, eingeschriankte Ausbildung der kugeligen Aggregate in den VAM-Filamin-
Zellen von D. discoideum gefunden werden: Latrunculin bindet u. a. das Aktin im
Zellkern und nimmt so negativen Einfluss auf die Transkription des VAM-Filamin-
Fusionsproteins, was jedoch essentiell flir die Ausbildung der VAM-Filamin-Aggregate
ist. Letztere bleibt folglich aus. Ein Versuch, bei dem die Proteinexpression von VAM-
Filamin und vergleichsweise auch von VAM-VASP unter verschiedenen Latrunculin-
Bedingungen verglichen wird, bestitigt das (Abb. 72): Zellen, die 8 h im Beisein des
Aktin-sequestrierenden Gifts kultiviert werden, weisen in einem Western Blot keine
VAM-Filamin- oder VAM-VASP-Expressionssignale auf. In Zellen, die nicht unter dem
Einfluss von Latrunculin stehen, zeigt sich im Western Blot hingegen nach gleicher Zeit
eine deutliches Myc-Signal sowohl des VAM-Filamin- als auch des VAM-VASP-
Proteins (Abb. 72). Die ausbleibende VAM-Filamin-Aggregatbildung in Latrunculin-
behandelten Zellen geht folglich auf den negativen Einfluss von Latrunculin auf alle
Aktin-abhédngigen Transkriptionsprozesse im Kern zuriick. Gleiches gilt fir VAM-
VASP: Das Ausbleiben der VAM-VASP-Aggregate in Zellen, die mit Latrunculin
behandelt worden (Abb. 26), ist folglich nicht primédr auf das Ausbleiben der
zytoplasmatischen Aktin-Polymerisation, wie zuerst angenommen, zuriickzufiihren.

Fiir Ssj758 ist eine Funktion beziiglich Aktin nicht erforscht. Dessen drei SH3-Doménen,
sowie die nachgewiesene Kolokalisation mit kortikalem Aktin lassen aber entsprechende
Proteininteraktionen vermuten (120). Aus diesem Grund wurde in verschiedenen
Konstrukten jeweils eine der drei SH3-Doménen deletiert (Daten nicht gezeigt). Ziel war
es, Einfliisse der Doménen auf die Ssj758- und auf die Aktin-Lokalisation nachzuweisen.
Jedoch konnten keine hilfreichen Aussagen gewonnen werden: Die SH3-Deletionen im
Ssj758-Protein erhdhen scheinbar den zytoplasmatischen Anteil des Ssj758-Proteins,
markante physiologische Effekte, besonders auf die kortikalen Aktin-Strukturen, sind
mittels Immunfluoreszenzen allerdings nicht zu erkennen. Eine andere Mdglichkeit, dem
Ssj758-Protein einen Einfluss auf Aktin nachzuweisen, bestand in der Idee, dieses Protein
an Aktin-positive Endosomen zu lokalisieren. Zeigt sich beispielsweise durch die
Expression von VAM-Ssj758 ein zu VAM-VASP vergleichbarer Phénotyp, so kann auf

einen positiven Aktin-Einfluss von Ssj758 geschlossen werden.
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Die endosomale Lokalisation von Ssj758 hat eine aggregierende Wirkung auf die spiten
und mittelspiaten Endosomen: Eine Fusion von Ssj758 an Vacuolin A oder an ALDH
filhrt zur Bildung kleiner punktformiger Aggregate (VAM-Ssj758, Abb. 45) und zur
Markierung einer einzelnen, vesikeldhnlichen Struktur (ALDH-Myc-Ssj758, Abb. 46).
Eine Kolokalisation der VAM-Ssj758- und ALDH-Myc-Ssj758-Strukturen mit Aktin
bleibt jeweils aus. Die Aktin-freien Ssj758-Strukturen bedeuten jedoch nicht, dass Ssj758
keinen Einfluss auf Aktin nehmen kann. SchlieBlich sind die VAM-Aggregate, ausgelost
durch die beiden Aktin-Crosslinking-Proteine a-Actinin und Filamin, ebenfalls Aktin-
frei. Letztere sind im Vergleich zu den VAM-Ssj758- und den ALDH-Myc-Ssj758-
Strukturen eindeutig gréBer. Jedoch sind die Expressionen von VAM-o-Actinin und
VAM-Filamin auch um ein Vielfaches stirker als die der verschiedenen Ssj758-
Konstrukte (Abb. 66 und 70).

Andererseits ist es moglich, dass Ssj758 gar keine Aktin-interagierenden Funktionen
besitzt. SchlieBlich zeigen Proteine mit SH3-Dominen eine grofe Vielfalt in ihren
biologischen Funktionen (121): So nehmen SH3-haltige Proteine Einfluss auf Aktin-
unabhéngige Prozesse, wie beispielsweise die Regulation von Enzymen, die Verdnderung
der lokalen Konzentration und Lokalisation von Komponenten bestimmter Signalwege
und sie regulieren den Zusammenbau von Multiproteinkomplexen. Folglich konnte
Ssj758, aufgrund der Membranlokalisation, fiir die Weitergabe von externen Signalen

und damit fiir die Aktivierung verschiedener Signalwege verantwortlich sein.

5.1.2.2 Agoresomen

Die Aktin-freien VAM-a-Actinin- und die VAM-Filamin-Aggregate zeigen
Ahnlichkeiten mit sogenannten Aggresomen, die erstmalig als solche 1998 von Johnston
et al. beschrieben wurden (197). Ausloser dieser Aggresomen waren Arbeiten mit dem
Cystic Fibrosis Transmembrane Coductance Regulator (CTFR). Unter wildtypischen
Bedingungen wird der CTFR in der Zelle zu 60-80 % ineffizient gefaltet und im
Proteasom abgebaut. Durch die Uberexpression des Proteins oder durch die Inhibierung
des Proteasoms in humanen embryonalen Nierenzellen kommt es zu Akkumulationen
von stabilen, hochmolekularen Formen des CFTRs. Diese CFTR-Anhdufungen sind, wie

auch die VAM-a-Actinin- und VAM-Filamin-Aggregate, durch eine fehlende Membran
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und eine recht geordnete, elektronendichte Struktur gekennzeichnet (Abb. 42). Die
CFTR-Aggregate zeigen zusétzlich eine deutliche MTOC-Lokalisation und sind durch
eine Ummantelung aus Intermedidrfilamentproteinen, speziell Vimentin, charakterisiert
(197). Fiir die VAM-Filamin- und VAM-a-Actinin-Zellen konnen hinsichtlich dieser
Charakteristiken keine konkreten Aussagen getroffen werden: Lokalisationen der VAM-
Aggregate am MTOC sind zwar nicht auszuschlieBen. Jedoch erscheinen diese aufgrund
der Grofle der VAM-Aggregate und aufgrund der Zytokinesedefekte der Zellen, die zu
zahlreichen Zentrosomen in der Zelle fiihren, artifiziell. Eine Aussage beziiglicher einer
direkten Abhéngigkeit der VAM-Aggregate vom MTOC ist nicht mdglich. Des Weiteren
ist fir D. discoideum kein Intermedidrfilamentsystem beschrieben.

Seither sind fiir einige Proteine aggresomale Strukturen beschrieben worden, die sich
scheinbar als Folge von nicht korrekt gefalteten Proteinketten bilden: Beispielsweise
fiihren die Uberexpressionen von Presenilin-1 (PS1), TCRa-Ketten (T-Zell-Antigen-
Rezeptor) oder GFP-Fusion mit einem 250-AS-Fragment von pll5 (GFP-250) zu
derartigen Aggregaten (197-199). In einigen dieser Experimente ist die Aggresom-
Bildungen abhéngig von der zusétzlichen Inhibition der Proteasomen. Gemeinsamkeiten
aller induzierten Aggregate, sofern untersucht, finden sich in der Umverteilung von
Vimentin, in der Anreicherung von Hitzeschockproteinen sowie in der Abhingigkeit vom
Mikrotubuli-System (197-199). Die Notwendigkeit eines intakten Mikrotubuli-System
beruht auf der Zentralisierung sich akkumulierender Polypeptidketten: Diese werden iiber
die Zelle verteilt ausgebildet. Entlang der Mikrotubuli erfolgt der Transport der
Polypeptidketten in MTOC-Néhe, wo sich diese schlieBlich zu einem Aggresom
vereinen. Dieser Vorgang der Aggresom-Bildung erscheint logisch, fithrt man die
Aussagen von Wigley et al. und Johnston et al. zusammen: So zeigten Wigley ef al., dass
Proteasomen, diverse Hitzeschockproteine und Ubiquitine unter natiirlichen Bedingungen
in Zentrosomenndhe lokalisiert sind (200). Das Zentrosom wird als eine Art Geriist
beschrieben, das die Komponenten jenes Systems vereint, welches fiir die
Aufrechterhaltung des Gleichgewichts zwischen Proteinfaltung, -aggregation und -
degradation zustindig ist (200). Und Johnston et al. kamen schlieBlich zu der
Schlussfolgerung, dass die Bildung der Aggresomen eine Reaktion der Zelle ist, mit der

sie auf zytoplasmatische Akkumulationen von missgefalteten Proteinen, als Folge einer
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Uberbelastung des Proteasoms, reagiert (197). Ausgebildete Proteinaggregate konnen
nicht mehr proteasomal abgebaut werden, da die Proteine fiir den Transport ins
Proteasom einzeln und im entfalteten Zustand vorliegen miissen (201).

Die teilweise Ent- oder Missfaltung von Proteinen kann u. a. durch thermischen oder
oxidativen Stress sowie durch Verdnderungen in der Primérstruktur, aufgrund von
Mutationen, Transkriptions- oder Translationsfehlern ausgeldst werden. Als Folge kommt
es zu Akkumulationen der nicht korrekt faltbaren Proteinketten. Solche Aggregate sind
mittlerweile mit diversen neuronalen Krankheiten, wie z. B Alzheimer, Parkinson und
Huntington assoziiert (zusammengefasst in (202, 203)). Alle Aggresomen sind durch
recht spezifische Interaktionen gekennzeichnet: Sie sind hauptsichlich durch die
Anhdufung von charakteristischen, die Aggregation verursachenden Polypeptidketten
aufgebaut: z. B. ist es das B-Amyloid bei Alzheimer-Aggresomen, das a-Synuclein bei
Parkinson-Aggresomen und das abnorm verldngerte Glutamin-Repeat bei Huntington-
Aggregaten (203). Die VAM-a-Actinin- und die VAM-Filamin-Aggregate zeigen
ebenfalls kaum andere Bestandteile als die Fusionsproteine und die endogenen
Bindungspartner der Proteine im Hybrid (Tab .01). In einem Misch-Aggregations-
Experiment am Beispiel von zwei verschiedenen Proteinen der P22-Bakteriophagen
wurde gezeigt, dass entsprechende Faltungsintermediate nicht untereinander aggregieren
sondern stets nur mit den Gleichen (204). In vivo und in vitro-Faltungsstudien beweisen
zudem, dass oligomere Proteine eine viel hohere Affinitdt flir eigene als fiir andere
Proteine haben (205).

Unterschiedliche Aussagen gibt es beziiglich der Ubiquitin-Vorkommen in den
Aggregaten: So zeigen beispielsweise die CFTR- (197), wie auch die VAM-a-Actinin-
und die VAM-Filamin-Aggregate (Abb. 44) eine deutliche Anreicherung des Ubiquitin-
Proteins, wohingegen die Aggregate, ausgelost durch TCRa und GFP-250 keine
positiven Signale aufweisen (198, 199). Die Mehrheit an Proteinen, die filir den
proteasomalen Abbau bestimmt sind, werden ubiquitiniert (zusammengefasst in (131)).
So ist auch in einigen Hirano Body-dhnlichen Aggregaten, wie auch in den VAM-V ASP-
Aggregaten, Ubiquitin nachweisbar, wohingegen fiir die pathologischen Hirano Bodies

keine derartigen Proteinmarkierungen bekannt sind (Tab. 05) (170, 173).
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Das Ubiquitin-Vorkommen in jeglichen exogen induzierten Aggregaten dokumentiert
den Versuch der Zelle, die unnatiirlichen Polypeptidketten mittels des Proteasoms
abzubauen. Doch die kontinuierliche Herstellung der Proteine und die schnelle
Aggregation der Polypeptidketten verhindern den proteasomalen Abbau, wie bereits von
Johnson et al. fiir die CFTR-Aggresomen postuliert (197).

Neuere Studien gehen davon aus, dass Proteinaggregate sogar durch autophagozytotische
Prozesse entsorgt werden konnen. Beispielsweise ist gezeigt, dass Huntingtin-Aggregate
mTOR, einen negativen Regulator der Autophagie, sequestrieren und so inhibieren (206).
Als Folge davon wird die Autophagie in Zellen, die die Huntingtin-Aggregate beinhalten,
induziert. Beziiglich der VAM-a-Actinin- und der VAM-Filamin-Zellen gibt es keine
Auffilligkeiten in der Grofle, der Lokalisation oder der Anzahl an Autophagosomen
(Abb. 46). Es ist fraglich, ob diese VAM-Aggregate wenigstens zu Beginn ihrer
Entwicklung dem Versuch eines autophagozytotischen Abbaus unterlagen.

Die Eigenschaften, die Aggresomen aufgrund falsch gefalteter Proteine aufzeigen, legen
es nahe, die VAM-a-Actinin- und VAM-Filamin-Aggregate als Aggresomen-dhnliche
Strukturen zu bezeichnen. Mutationen oder fehlerhafte Prozesse im Aufbau der VAM-
Fusionsproteine, sind allerdings aufgrund von Sequenzanalysen sowie den zahlreich
reproduzierbaren VAM-Aggregaten auszuschlieBen. Auch die Tatsache, dass die
endogenen Proteine Vacuolin, a-Actinin und Filamin in den entsprechenden VAM-
Aggregaten vorliegen, ldsst an fehlgefalteten Polypeptidketten der Fusionsproteine
zweifeln. SchlieBlich erfordern Proteinkomplexbildungen korrekte Tertidrstrukturen der

Proteine.

5.2 Die VAM-Aggregate sind ein sterisches und kein molekulares Problem

Die Klassifizierung der VAM-VASP-, der VAM-a-Actinin- und der VAM-Filamin-
Aggregate unter Punkt 5.1 ist sehr einfach gehalten worden: Aktin-haltig oder nicht. Eine
feinere Aufteilung ist kaum moglich. Zum einen unterscheiden sich alle beschriebenen
Aktin-positiven Aggregate in einigen Komponenten, was ihre Zusammensetzung aus
Proteinen betrifft (Tab. 05). Zum anderen zeigen entsprechende Zellen auch wenige
verschiedene physiologische Beeintrichtigungen (Tab. 06), obwohl die Ahnlichkeiten

liberwiegen.
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Nur fiir die VAM-VASP-, VAM-o0-Actinin- und VAM-Filamin-Zellen, nicht aber fiir die
CT-Myc- und 34 kDaAEF1-Aggregate in D. discoideum-Zellen sind reduzierte Raten bei
der Phagozytose und beim endozytischen Transit beschrieben (168, 169): Die Aufnahme
von Partikeln ist in den VAM-Mutanten, im Vergleich zum AX2, zwischen 7 % und 24
% reduziert (Abb. 47) (148). Die Effizienz des endozytischen Transits der VAM-Zellen
ist, gemessen an der von AX2, um 28 — 44 % herabgesetzt, wobei der Transit in VAM-
Filamin-Zellen véllig still zu stehen scheint (Abb. 48). Die VAM-VASP-Zellen zeigen
zusitzlich eine um 50 % verlangsamte Pinozytoserate (148). VAM-a-Actinin- und VAM-
Filamin-Klone wurden diesbeziiglich nicht getestet.

Negative Beeinflussungen der VAM-Aggregate auf das Wachstum und auf die
Zytokinese aller VAM-Zellen sind ebenfalls zu beobachten (Tab. 03 und Tab. 04). Die 9-
stiindige Generationszeit von wildtypischen D. discoideum-Zellen ist in den mutanten
Zelllinien unter adhirenten Kultivierungsbedingungen um bis zu 3 h und unter
schiittelnden = Bedingungen um bis zu 11 h verlingert (Tab. 03).
Wachstumsverzogerungen beruhen auch auf den CT-Myc- und den 34 kDa-AEF1-
Aggregaten in D. discoideum (168, 169). Eine drastische Beeinflussung des
Zellwachstums von 34 kDa-AEF1-GFP-exprimierenden D. discoideum-Zellen wurde nur
beobachtet, wenn zusitzlich das Autophagie-Gen Atg5 ausgeknockt (Atg5-Knockout)
wurde (207). Sdugerzellen, die das CT-Myc-Fragment exprimieren, weisen keine
derartigen Folgen auf (170).

Kim et al vermuten die Ursache der 34 kDa-AEF1-GFP-abhingigen
Wachstumsverzogerung in den Atg5-Knockout-Mutanten in einer Uberforderung der
zelluldaren Degradationsmaschinerien, denn Atg5 spielt eine Rolle bei der
Autophagosomenausbildung (207). SchlieBlich wiesen sie nach, dass sowohl die
Autophagie als auch das Proteasom am Umsatz der 34 kDa-AEF1-GFP-Aggregate
beteiligt sind: Normalerweise fiihrte die Expression von Atg8-GFP zu einer
Kolokalisation mit den 34 kDa-AEF1-GFP-Aggregaten in AX2-Zellen. In Atg5-
Knockout-Mutanten bleibt hingegen eine Kolokalisation der Aggregate mit Atg8-GFP
aus (207). Allerdings ist es fraglich, ob es sich bei den Beobachtungen in Atg5-Mutanten
wirklich um einen Effekt der inhibierten Autophagie oder nur um einen Effekt der Grof3e

der 34 kDa-AEF1- GFPAT®*O_Agoregate handelt. Denn im Vergleich zu den 34 kDa-
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AEF1-GFP-Aggregaten im wildtypischen Hintergrund wirken die 34 kDa-AEFI-
GFPATXO_Aggregate im Atg5-Knockout-Hintergrund neunfach groBer (207). Die 34
kDa-AEF1-GFP-Aggregate konnten folglich aufgrund der kleinen GroBe noch von
Autophagosomen aufgenommen bzw. umschlossen werden. Jedoch ist es vorstellbar,
dass das Autophagie-System ab einer bestimmten Grofle von Aggregaten, wie z. B. im
Fall der groBen 34 kDa-AEF1-GFP*T®™X O_Aggregate nicht mehr fihig ist, fiir deren
Abbau zu sorgen: autophagosomale Marker sind in den Aggregaten nicht nachweisbar
(207).

Diese Moglichkeit trifft auch auf die VAM-a-Actinin- und VAM-Filamin-Aggregate zu.
Die VAM-Aggregate weisen zur Zelle ein dhnliches Grofenverhéltnis auf wie die 34
kDa-AEF1-GFPAT% O Agoregate zu den Atg5-Knockout-Mutanten. Die Koexpression
von RFP-Apg8 fiihrt zu keiner Kolokalisation mit den VAM-Aggregaten (Abb. 46). Die
in den VAM-Zellen beobachteten Autophagosomen (Abb. 46) dhneln in ihrer Struktur,
threr Lokalisation und ihrer Anzahl denen von Wildtyp-Zellen (Abb. 45). Eine
Verbindung der VAM-Aggregate zur Autophagie liegt folglich nicht vor.

Der proteasomale Abbau ist, laut Kim et al., ebenfalls am Abbau Hirano Body-dhnlicher
Aggregate beteiligt (207): Ein Expressionsstopp von 34 kDa-AEF1-GFP fiihrt zur starken
Abnahme der Menge an Fusionsprotein in der Zelle. Durch das Zufiigen von Lactazystin,
einem Proteasomeninhibitor, wird die Abnahme verhindert. Des Weiteren vermuten Kim
et al., dass der durch Exozytose vermittelte, aktiven Ausscheidung der 34 kDa-AEFI-
GFP-Aggregate eine wichtige Rolle zukommt (207). Diese Aussage basiert jedoch nur
auf Beobachtungen von solchen Aggregaten im extrazelluliren Medium. Der eigentliche
Vorgang der Exozytose der Aggregate ist nicht beschrieben. Diese Beobachtungen
gleichen Dokumentationen von extrazelluldr vorliegenden, pathologischen Hirano Bodies
im Gehirn (208). Unterstiitzt wird der Einfluss von Autophagie- und
Exozytosefunktionen zudem durch Beispiele von Sdugerzellen, in denen Hirano Bodies
membrangebunden und sogar membranumschlossen beobachtet worden (143, 209, 210).
Das deckt sich mit Nachweisen von Kim ef al., die von einigen, wenigen
membranummantelten 34 kDa-AEF1-GFP-Aggregaten in Sdugerzellen berichten (207).
Zwar sind auch im extrazelluliren Raum von fixierten VAM-Zellen einige Aggregate zu

finden (ohne Abb.). Jedoch kann es sich dabei um Artefakte der Zellfixierungen handeln:
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Die frei liegenden VAM-Aggregate konnen Reste aufgeplatzter VAM-Zellen sein.
Zudem ist es moglich, dass VAM-Zellen wéihrend der Prozesse zur Vorbereitung
dauerhafter Mikroskop-Préparate mechanisch zerstort werden. Insofern ist eine Aussage
in Anlehnung an exozytotische Prozesse sehr schwierig. Jedoch sind in keinem Fall der
VAM-Aggregate in Membranen eingeschlossene Aggregate zu erkennen gewesen: Das
ist durch TEM-Aufnahmen (Abb. 42) und p80-Farbungen (ohne Abb.) bestitigt und
erweist sich kongruent mit Berichten iiber Hirano Bodies (141) und Hirano Body-
dhnlicher Aggregate in D. discoideum-Zellen (148, 169). Es ist anzunechmen, dass die
Membranbeobachtungen ein Sdugerzellen-spezifisches Phanomen darstellen.

Bis auf den 34 kDa-AEF1-GFP-Aggregaten in Sdugerzellen, die angeblich einem
staindigen Auf- und Abbau unterliegen, wird allen anderen Hirano-Body-édhnlichen
Aggregaten keine entsprechende Dynamik zugesprochen (Tab. 06) (168-170). Die
ausgebildeten Aktin-haltigen VAM-VASP-Aggregate unterliegen keiner Verdnderung
unter dem Einfluss von Latrunculin, was die fehlende Dynamik der Aggregate unterstiitzt
(148). Andernfalls wire iiber die Zeit ein Verschwinden der VAM-VASP-Aggregate zu

erwarten gewesen.

Organismus Membran | Stabilitit | Zelltod | Wachstum | Pinozytose | Phagozytose | Transit
VAM-VASP
(Schmauch, (148)) D. discoideum - + - l 1} 1} 1}
VAM-g-Actinin D. discoideum - + l | | |
VAM-Filamin D. discoideum - + - l | | |
CT-Myc
(Maselli, (168)) D. discoideum - + l - n.u
CT-Myc
(Davis, (170)) div. Sdugerzellen n.u + - n.u n.u n.u
34 kDa-AEF1
(Maselli (169) D. discoideum - + l n. u. n. u. n. u.
34 kDa-AEF1
(Kim (207)) div. Sdugerzellen +/- | n.u n.u n.u
Hirano Body div. Séugerzellen +/- n. u. n. u. n. u. n. u. n. u.

regate durch den Nachweis beeinflusster physiologischer

Tab. 06 — Vergleich der verschiedenen Aktin-Aggreg phy g

Eigenschaften

,, 1+ = vorhanden,; ,,-,, = nicht vorhanden bzw. nimmt keinen Einfluss; ,,+/-,, = nur teilweise beobachtet;
,N. W = nicht untersucht; ,,| “ = reduziert/verlangsamt

Der unterschiedliche Anteil sequestrierter Proteine in den beschriebenen verschiedenen
Hirano Body-dhnlichen Aggregaten macht es schwierig, entsprechende Zellen beziiglich

deren physiologischer Beeintrachtigungen zu vergleichen. Es ist mdglich, dass die
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physiologischen Defekte mit Proteinakkumulationen in entsprechenden Aggregaten
korrelieren.

Die VAM-Aggregate liegen stabil in den entsprechenden Zellen vor. Aus diesem Grund
ist davon auszugehen, dass die in diesen Aggregaten sequestrierten Proteine der Zelle
nicht zur Verfligung stehen. Folglich koénnen die VAM-VASP-, VAM-a-Actinin- und
VAM-Filamin-Zellen mit entsprechenden Knockout-Mutanten oder Zellen, in denen
entsprechende Proteine runter reguliert sind, verglichen werden.

Schon die VAM-VASP-Aggregate erweckten den Eindruck, dass die Sequestrierung
diverser Aktin-interagierender Proteine zur Storung entsprechender Zellfunktionen fiihrt
(149). Beispielsweise wurden die negativ regulierten Prozesse der Zytokinese, der Pino-
und der Phagozytose u. a. auf die teilweise Entfernung von Coronin aus dem endogenen
Proteinpool zuriickgefiihrt. Doch die Tatsache, dass, bis auf endogenes Filamin und o-
Actinin, keine weiteren Aktin-bindende Proteine in den VAM-a-Actinin- und VAM-
Filamin-Aggregate angehéuft sind, ldsst Zweifel an der Theorie autkommen. Schliellich
sind die physiologischen Auswirkungen der VAM-a-Actinin- und VAM-Filamin-
Aggregate auf die Zelle vergleichbar mit denen der VAM-VASP-Aggregate. Teilweise
haben erstere sogar erheblich gravierendere Defekte zur Folge.

Ein negativer Einfluss der in den VAM-Filamin- bzw. VAM-a-Actinin-Aggregaten
sequestrierten endogenen Filamin- bzw. a-Actinin-Proteine auf die Zellphysiologie ist
fraglich. Grund dafiir sind die unterschiedlichen Funktionen, die den Proteinen in Sduger-
und D. discoideum-Zellen zukommen: Fiir embryonale Kiikenzellen ist berichtet, dass
Filamin notwendig fiir die Zellteilung ist (211). So liegt es teilweise angereichert in der
Teilungsfurche vor, jedoch wurde das nur in 16 % der untersuchten Zellen beobachtet. Es
gibt keine weiteren Referenzen, die das bestdtigen oder in Frage stellen. Die Lokalisation
von a-Actinin in der Teilungsfurche von Sdugern ist hingegen ausfiihrlich beschrieben
(212, 213). Wihrend der Zytokinese dissoziiert o-Actinin sukzessiv von der
Teilungsfurche ab (213). Eine Uberexpression des Proteins fiihrt zu Inhibition der
Teilung und damit zu multinukledren Zellen (213). Fiir D. discoideum gibt es keine
derartigen Beobachtungen: Weder Filamin noch a-Actinin sind in der Teilungsfurche
angereichert (100). Filamin scheint jedoch indirekt Einfluss auf die Zytokinese von D.

discoideum zu nehmen: GAPA spielt eine wichtige Rolle in der spidten Phase der
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Zytokinese (214). Die Deletion des GAPA-Proteins fiihrt zu riesigen multinukledren
Zellen. Die Uberexpression von Filamin in GAPA-Knockout-Zellen kann diesen
Zytokinesedefekt retten (215). Wie genau Filamin die Zytokinese reguliert, bedarf
weiterer Forschung. Ein Einfluss von a-Actinin auf die Zellteilung in D. discoideum ist
nicht erforscht, folglich auch nicht auszuschlieBen. Die Kernanzahl in o-Actinin-
Knockout-Zellen, wie auch in Filamin-Knockout-Zellen von D. discoideum ist jedoch mit
denen von AX2-Zellen vergleichbar (216).

Fir Filamin-Knockout-Zellen gibt es kontroverse Aussagen, was den Einfluss auf die
Phagozytose betrifft (217). Das beruht auf vergleichenden Untersuchungen von
chemischen Mutanten zu Knockout-Zellen, die durch homologe Rekombination
hergestellt worden. Jedoch zeigen weder Filamin-Knockout- noch a-Actinin-Knockout-
Zellen Beeintrachtigungen der Pinozytoserate, des Wachstum oder der ZellgroBBe (216).
Letztere beiden Eigenschaften werden auch nicht durch Vacuolin-Deletionen beeinflusst
(29). Jedoch ist es moglich, die verlangsamte Neutralisierung von Endosomen und der
daraus resultierenden verzogerten Exozytose auf die vollstindig akkumulierten Vacuolin-
Proteine in den VAM-VASP-, den VAM-a-Actinin- und den VAM-Filamin-Aggregaten
zu begriinden. SchlieBlich zeigen VacuolinB-Knockout-Zellen Beeintrdchtigungen in der
Exozytose (29).

Zusammenfassend ist es zweifelhalt, dass die jeweilige molekulare Beschaffenheit der
verschiedenen Aggregate die Ursache fiir die zahlreichen physiologischen Defekte ist. Es
scheint plausibler, dass die Aggregate aufgrund ihrer immensen Gréfle einen negativen
sterischen Einfluss auf die Zelle haben. Beispielsweise nehmen die VAM-VASP-, die
VAM-a-Actinin- und die VAM-Filamin-Aggregate bis zu einem Drittel der Zelle ein.
Damit sind die Reaktionsrdume in den jeweiligen Zellen sehr stark eingeengt. Als Folge
davon kann es zur Hemmung der Ausbildung von Teilungsfurchen, der Abschniirung von
Endosomen, des Transport und der Fusion von Vesikel sowie der Abgabe von verdautem
Material kommen. Ein weiteres Argument fiir die sterische Hinderung von Aggregaten in
Zellen findet sich im Vergleich der CT-Myc- mit den VAM-VASP-Aggregaten: In den
CT-Myc-Aggregaten, exprimiert in D. discoideum, liegt eine groBere Varietit an
sequestrierten Proteinen als in den VAM-VASP-Aggregaten vor (Tab. 05). Jedoch sind
die beeinflussten physiologischen Vorginge in den CT-Myc-Zellen geringer (Tab. 06).
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Es ist dennoch nicht auszuschlieBen, dass die physiologischen Defekte in den
aggregathaltigen Zellen auf molekularer Ebene beeinflusst werden, indem die
sequestrierten Proteine diese beispielsweise verstirken. So konnte die um 24 %
beeintrachtige Phagozytoserate der VAM-V ASP-Zellen tatsdchlich eine Folge von in den
VAM-VASP-Aggregaten akkumulierten Proteinen sein, die an der Regulation der
Phagozytose beteiligt sind.

Doch wodurch kommt es, dass die bisher vorgestellten Aktin-Aggregate in der
Sequestrierung von Proteinen so variieren? Zum einen kann der Grund in der
Verwendung der verschiedenen Modellorganismen (D. discoideum, div. Sdugerzellen)
liegen. Zum anderen ist es jedoch moglich, dass es einen Mechanismus gibt, wodurch die
in Aggregaten akkumulierten, Aktin-bindenden Proteine entscheiden kdnnen, an welche
Aktin-Filamente sie binden (179). Versuche mit isolierten Aktin-bindenden Doménen
unterstiitzen die These der Selektivitdt: So zeigen die isolierten Calponin-Homologie-
Doménen der o-Actinin- und Filamin-Proteine identische Lokalisationen wie die
jeweiligen Vollldngeproteine in der Zelle (163). Folglich spielen die Aktin-bindenden
CH-Dominen entscheidende Rollen in Bezug auf die zelluldren Lokalisationen von a-
Actinin und Filamin. Dadurch lésst sich erkldren, warum z. B. Myosin II, Talin und a-
Actinin nicht sowohl in den Hirano Bodies als auch in allen Hirano Body-dhnlichen
Aggregaten angehéuft vorliegen (Tab. 05): Je nach Ursache der Aggregatausbildung und
beteiligtem Protein kommt es zur Biindelung spezifischer Aktin-Filamente, die eine

entsprechend unterschiedliche Sequestrierung von anderen Proteinen zur Folge hat.

5.3 Die ektopische Lokalisation ist wichtig aber nicht entscheidend fiir die
Ausbildung der VAM-Aggregate

Was die in dieser Arbeit verwendeten Konstrukte gemein haben und worauf diese Arbeit
basiert, sind die erzwungenen Fehllokalisationen von Proteinen innerhalb der Zelle. Dass
die endosomalen Lokalisationen von VASP, a-Actinin und Filamin fiir die Ausbildung
entsprechender VAM-Aggregate von Bedeutung sind, zeigt sich darin, dass alleinige
Uberexpressionen von VASP, a-Actinin und Filamin nicht zur Ausbildung derartiger

Aggregate fiihren (65, 163).
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Bisher bestand die Annahme, dass die spezifische Fusion von VASP an VacuolinA-Myc
und der daraus folgenden Lokalisation an spiate Endosomen ein essentieller Faktor in der
Ursache der VAM-VASP-Aggregate ist (149). Durch die Bildung andere Aggregate
verliert diese Annahme jedoch an Bedeutung: Beispielsweise flihrt die Fusion von VASP
an ALDH-Myc zu VAM-VASP-dhnlichen, kugeligen und Aktin-haltigen Aggregaten.
Zwar handelt es sich bei den ALDH-Vesikel um mittelspiate Endosomen, jedoch sind die
ALDH-Myc-VASP-Aggregate, entgegen den VAM-VASP-Aggregaten, Vacuolin-frei
(Abb. 11). Folglich spielt Vacuolin keine Rolle in der Aggregatbildung. Dass zudem die
endosomale Lokalisation von VASP nicht entscheidend ist, zeigt u. a. die Fusion von
VASP an SLB350: Die peroxisomale Lokalisation von VASP (SLB350-Myc-VASP) hat
zwar keine einheitlich rundlichen, homogenen Aggregate zur Folge (Abb. 14), allerdings
wird das Konstrukt im Vergleich zu VAM- und ALDH-VASP nur sehr schwach
exprimiert (Abb. 63). Es ist anzunehmen, dass bei einer dhnlichen Expressionsstirke von
SLB350-Myc-VASP wie bei VAM- oder ALDH-VASP, alle Peroxisomen in einer
einzigen, aggregatihnlichen Struktur zusammenfinden wiirden. Gleiches gilt fiir die
ektopische Lokalisation von VASP an Lipid Droplets: Die Lipidtropfchen liegen in GFF-
LSD-VASP-Zellen akkumuliert vor (Abb. 12). Dieser Phinotyp der verklumpten
Organellen ist auch in AX2-Zellen, in denen kein Fusionsprotein exprimiert wird, zu
beobachten, es ist aber anzunehmen, dass eine starke Expression von GFP-LSD-VASP
zur Ausbildung eines homogenen Aggregats fiihren wird.

Ahnliches zeigt sich bei den Proteinen a-Actinin und Filamin. Diese erzeugen, lokalisiert
an die Oberfliche von Peroxisomen und Lipid Droplets, ebenfalls teilweise
Verklumpungen der jeweiligen Organelle. Die Expressionen entsprechender
Fusionsproteine sind sehr niedrig und mittels Western Blots kaum detektierbar (Vgl.
Abb. 64-A und Abb. 65-A, am Beispiel von GFP-LSD-a-Actinin und SLB350-Myc-
Filamin gezeigt). Ssj758 fiihrt, lokalisiert an Peroxisomen (SLB350-Myc-Ssj758) und an
Lipid Droplets (GFP-LSD-Ssj758) zu dhnlichen Phénotypen: Die Expression der Hybride
haben die Organellenverklumpungen zur Folge (ohne Abb.). Die phénotypischen
Auswirkungen von Ssj758 an spéten bzw. mittelspdten Endosomen (Abb. 22 und 23) sind
nicht so gravierend wie sie durch die jeweiligen Lokalisationen der Proteine VASP (Abb.

und 11), a-Actinin oder Filamin (Abb. 25, 34, und 35) ausgelost werden. Allerdings sind
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die Expression von VAM-Ssj758 und von ALDH-Ssj758 im Vergleich zu den
Expressionen der VAM- und ALDH-Fusionen mit VASP, a-Actinin und Filamin sehr
niedrig (Vgl. Abb. 63, 64-A, 65-B und 66).

Als wichtig zeigen sich diverse Eigenschaften der ektopisch lokalisierten Proteine. Nicht
jedes Protein ist zur Aggregatbildung fahig. Beispielsweise lokalisiert WASP in der
Fusion mit VacuolinA-Myc (VAM-WASP) zwar an spiate Endosomen, jedoch erfolgt
keine Verklumpung der Organellen (Abb. 21).

Die ektopische Lokalisation ist abhidngig davon, wie stark die Targeting-Signale der
Proteinanteile in einem Fusionsprotein sind. Das zeigt sich am Beispiel von a-Actinin: In
der Fusion des Proteins mit VacuolinA-Myc lokalisiert es an spdten Endosomen und
induziert dort eine Aggregatbildung (Abb. 25). Hingegen zeigt es in der Fusion mit
ALDH (ALDH-Myc-a-Actinin), trotz einer stirkeren Proteinexpression (Abb. 64-A),
keine entsprechende Lokalisation: ALDH-Myc-a-Actinin wird zur Zellmembran gezogen
(Abb. 34).

C. Schmauch erstellte durch in vivo-Targeting-Versuche eine Hierarchie von
Bindungsaffinititen (148). Beispielsweise iiberwiegt die Lokalisation von VAM-Coronin
im Zellkortex der Bindung an spédte Endosomen. Folglich besitzt Coronin im Vergleich

zu Vacuolin ein hoheres Targeting-Potenzial (Abb. 52) (148).

A
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] .

b DAipl o-Actinin
S0
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Abb. 52 — Hierarische Anordnung verschiedener Proteine, erweitert nach C. Schmauch (148)

Je nach Targeting-Stirke der Proteine in einem Proteinhybrid erfolgt die Lokalisation des Fusionsproteins
entsprechend des Proteins mit dem stirkeren Lokalisationssignal. Die bereits von C. Schmauch
eingeordneten Proteine (kursiv) werden durch die in dieser Arbeit verwendeten Proteine (normal) erweitert.
Die Einordnung von LSD und SLB350 beruht u. a. auf Studien von P. Paschke (Uni Kassel, Daten nicht
veroffentlicht). Da nicht zwischen den Targeting-Potenzialen der Proteine DAipl und o-Actinin
unterschieden werden kann, sind beide auf ein Niveau gestellt.
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Die Gemeinsamkeit der verschiedenen VASP-, a-Actinin- und Filamin-Konstrukte
besteht in den Lokalisationen der Proteine an verschiedene Organellenmembranen. Das
jeweilige Targeting erfolgt mittels dem Zytoplasma zugewandten, peripher an den
Endosomen, Peroxisomen und Lipid Droplets lokalisierten Proteinen. Fusionsproteine, in
denen die Lokalisationssignale der Target-Proteine fiir bestimmte Organellen nicht stark
genug sind, folgen dem anderen Bindungspartner im Hybrid: Beispielsweise lokalisieren
ALDH-Myc-a-Actinin (Abb. 34), VAM-Ponticulin (-2TMD), VAM-Hisactophilin II
oder VAM-Coactosin (Abb. 21) im Zellkortex bzw. an der Zellmembran. Organellen sind
im zytoplasmatischen Raum beweglich. Das ermdglicht theoretisch die Interaktion von
gleichen Fusionsproteinen, die auf verschiedenen Organellen lokalisiert sind. Als Folge
kommt es zur Verklumpung von Endosomen, Peroxisomen oder Lipid Droplets. Ein
entsprechender Kontakt zwischen Hybridproteinen, die ektopisch zur Plasmamembran
dirigiert werden, ist dagegen nur bedingt mdglich. Uberdies erfolgt eine Reduzierung des
3D-Freiheitsgrads der Interaktion zwischen Proteinen an Organellen auf 2D zwischen
Proteinen an der Plasmamembran. Ein Beispiel hierfiir stellen die VAM-Abp34-Zellen
dar: In nur wenigen Zellen, werden rundliche Aggregate ausgebildet (ohne Abb.). In
anderen Zellen des gleichen Klons, die keine VAM-Abp34-Aggregate aufweisen, wird
das Konstrukt lediglich an der Zellmembran lokalisiert (148). Ob Fusionen mit
zytoplasmatischen Proteinen zu vergleichbaren Proteinaggregaten fiihren, wurde nicht
untersucht, ist aber fraglich. Jedoch erweist sich das ektopische Targeting von Proteinen
an Organellen als ein entscheidender Faktor in der Ausbildung von Aggregaten.

Letztlich fiihrt die unnatiirliche Positionierung eines Proteins in der Zelle zum Entzug des
Proteins aus dessen wildtypischer, streng kontrollierter und regulierter Umgebung. Ein
,molekularer Amoklauf*, resultierend in der Ausbildung der VAM-Aggregate, ist
dadurch begiinstigt.

5.4 Aktin wird aktiv in die VAM-VASP-Aggoregate eingelagert

5.4.1 Die F-Aktin-Bindung allein reicht fur die Ausbildung der VAM-VASP-

Aggoregate nicht aus

Bisher bestand die Theorie, dass neben Vacuolin A auch dem Aktin eine wichtige Rolle

fiir die Bildung der kugeligen VAM-VASP-Aggregate zuteilwird (149). Zum einen
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besteht die Mdoglichkeit, dass VAM-VASP bestehende Aktin-Filamente anreichert und
biindelt, als Folge dessen sich die Aggregate ausbilden. Zum anderen ist durch die
ektopische Lokalisation von VASP an spdte Endosomen ein aktivierender Einfluss des
Proteins auf den endosomal vorliegenden Arp2/3-Komplex moglich (148, 149). Die
Folge sind de novo hergestellte Aktin-Filamente.

Begiinstigt wird die Interaktion des endosomal lokalisierten VASP mit Arp2/3 und
filamentosen Aktin durch die fehlende Regulation der Aktivitit von VASP, der dieses
Protein in seiner natiirlichen Umgebung in der Zelle unterstellt ist. Nimmt man
beispielsweise an, dass VAM-VASP stimulierend auf den Arp2/3-Komplex wirkt, so ist
es moglich, dass nicht verwertbare Mengen an Aktin-Filamenten hergestellt werden. Die
Bindung der Filamente durch VAM-VASP und die Anreicherung weiterer Aktin-
interagierender und Aktin-modifizierender Proteine fiihrt zur Biindelung und zur
Verkniipfung des F-Aktins. Es resultieren der Aufbau und die Stabilitit der VAM-VASP-
Aggregate.

Die Aktin-Akkumulation der VAM-VASP-Aggregate sowie der verklumpten
Peroxisomen und Lipid Droplets, hervorgerufen durch VAM-VASP, SLB350-Myc-
VASP und GFP-LSD-VASP, beruht nicht auf einem Zusammenspiel verschiedener
Ursachen, sondern ist einzig und allein auf das jeweils ektopisch lokalisierte Protein
VASP zuriickzufiihren. SchlieBlich weisen Peroxisomen und Lipid Droplets unter
wildtypischen Bedingungen keine Aktin-Anlagerungen auf. Folglich sind dort weder der
Arp2/3-Komplex noch andere Aktin-interagierende Proteine, die durch VASP beeinflusst
oder stimuliert werden konnen, zu erwarten. Also ist die Ausbildung von Aktin-haltigen
Aggregaten nicht von Aktin-positiven Membranoberfldchen abhédngig.

Die Wichtigkeit von Aktin fiir eine Aggregatbildung wurde im Rahmen dieser Arbeit
durch zwei verschiedene Teilversuche verworfen: Erstens ist trotz entfernter FAB-
Domine die Ausbildung von, wenn auch nur punktférmigen, VAM-VASPAFABstr" 5"
KO_Aktin-Aggregaten moglich (Abb. 16). Durch die Deletion der F-Aktin-bindenden
Doméne und der damit fehlenden Fahigkeit zur Aktin-Biindelung wurde das Ausbleiben
von Aktin-Aggregaten erwartet. Zweitens ist an dieser Stelle erneut auf die ektopisch
Lokalisation von a-Actinin und Filamin mittels VacuolinA-Myc an die spiten

Endosomen zu verweisen. Sowohl VAM-a-Actinin als auch VAM-Filamin induzieren
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kugelige, homogene Aggregate, jedoch liegt in diesen kein angehdufte Aktin vor. Die
Aktin-Filamente und deren Vernetzung durch entsprechende Bindungspartner sind also
nicht notwendig fiir den Aufbau kugeliger Aggregate in der Zelle.

Des Weiteren entsprechen die Einfliisse auf die Zelle, die durch die Aktin-freien VAM-a-
Actinin- und VAM-Filamin-Aggregate entstehen, denen, die durch die Aktin-haltigen
VAM-VASP-Aggregate herbeigefiihrt werden. Darin zeigt sich, dass die Sequestrierung
von Aktin in letztere keinen sonderlichen Defekt der VAM-V ASP-Zelle zur Folge hat. Es
bleibt die Frage, warum sich die VAM-Aggregate in ihrem Aktin-Gehalt so drastisch

unterscheiden.

5.4.2 Die Aktin-Akkumulation erfolgt auferund neu polymerisierter Aktin-

Filamente

Die VAM-VASP-Zellen weisen im Vergleich zu AX2 einen erhohten Anteil an F-Aktin
auf, wohingegen die Menge an G-Aktin wildtypisches Niveau zeigt (148). Aktin wird in
diesen Mutanten folglich verstirkt polymerisiert und zu Filamenten aufgebaut. Der
dadurch schrumpfende G-Aktin-Pool wird vermutlich durch eine hoch regulierte
Expression von Aktin-Genen in der Zelle ausgeglichen (148).

Die Aktin-Sequestrierung in den VAM-VASP-Aggregaten kann zum einen von bereits
aufgebauten Aktin-Filamenten, wie sie z. B. als Aktin-Coat um die spite Endosomen zu
finden sind, erfolgen. Zum anderen besteht die Mdglichkeit dass die Aktin-Filamente de
novo polymerisiert und direkt in die kugeligen Aggregate eingebaut werden. Die
Akkumulation von existierenden Aktin-Filamenten ist eher fraglich: In diesem Fall wird
zwar eine Aktin-bindende Fahigkeit von Proteinen vorausgesetzt. Eine derartige Bindung
ist jedoch sowohl bei VASP als auch bei a-Actinin und Filamin gegeben. Dennoch
resultiert die endosomale Lokalisation von a-Actinin und Filamin nicht in Aktin-haltigen
Aggregaten.

Die de novo-Polymerisation von Aktin-Filamenten erscheint dagegen moglich. Im
Unterschied zu o-Actinin und Filamin wird fiir VASP eine Aktin-polymerisierende
Fahigkeit diskutiert. Diese kann auf der Initiierung eines neuen Aktin-Filaments
(Nukleation) oder auf der Elongation eines bereits bestehenden Nukleationskeims

basieren.
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Die Nukleation von Aktin-Filamenten ist mittels des in vitro Pyren-Aktin-
Polymerisations-Assays fiir Ena/VASP-Proteine verschiedener Organismen beschrieben
(73, 218, 219). Der Assay ermoglicht die Messung der Aktin-Polymerisation, deren
Fluoreszenz steigt, wenn pyrengekoppeltes G-Aktin in Filamente inkorporiert wird.
Nachteilig ist jedoch, dass durch den Assay die Prozesse der Aktin-Nukleation, der Aktin-
Elongation und der Aktin-Verzweigung, die alle steigende Fluoreszenzsignale zur Folge
haben, nicht voneinander unterschieden werden (220). Zudem basiert die beobachtete
Nukleationsfahigkeit der Ena/VASP-Proteine auf Untersuchungen unter sub-
physiologischen Salzkonzentrationen (<50 mM) (221). Unter physiologischen
Salzkonzentrationen kann beispielsweise murines VASP keine Aktin-Polymerisation
starten (77, 219). Folglich erweist sich die in vitro-Nukleationsfahigkeit von Ena/VASP-
Proteinen als nicht relevant. Das Saugerprotein EVL ist eine Ausnahme: Dieses Protein
ist fahig, unter physiologischen Salzkonzentrationen eine Aktin-Polymerisation zu starten
(222).

Einige in vivo-Versuche widerlegen ebenfalls eine mogliche Nukleationsfahigkeit der
Ena/VASP-Proteine. Wird murines VASP an Mitochondrien in Rat2-Zellen ektopisch
lokalisiert, so sind keine Aktin-Anlagerungen an diese Organellen zu beobachten (223).
Die mitochondriale Lokalisation ist durch ActA erreicht, einem Protein des gram-
positiven Bakteriums Listeria monozytogenes: Der C-Terminus von ActA bindet {iber die
prolinreiche Region das Protein VASP, der N-Terminus interagiert mit dem
Proteinkomplex Arp2/3 (223). Ahnliche Ergebnisse sind fiir verschiedene mutierte ActA-
Formen gezeigt: Diese binden die Proteine Mena oder #VASP, jedoch sind die ActA-
Proteine nicht fahig, zusdtzlich den Arp2/3-Komplex zu rekrutieren (224, 225). In keinem
Fall zeigten sich Aktin-Anhdufungen oder dhnliche Beobachtungen. Daraus ergibt sich
zundchst die Schlussfolgerung, dass die Aktin-Rekrutierungen unter in vivo-Bedingungen
nicht durch VASP sondern durch den Arp2/3-Komplex vollzogen werden (224).

Andere Versuche unterstiitzen hingegen die Féhigkeit der Ena/V ASP-Proteine, Aktin-
Polymerisierungen zu initiieren: Wird das humane Protein Zyxin in vivo an
Mitochondrien von HeLa-Zellen lokalisiert, so kommt es in Abhingigkeit von ZVASP zu
einer Aktin-Lokalisation an diesen Organellen (226). Der Arp2/3-Komplexes liegt

hingegen nicht an den Aktin-positiven Mitochondrien vor. Der N-terminale Bereich von

Seite | 108



DISKUSSION

Zyxin zeigt eine vergleichbare Aktivitdt mit der prolinreichen Doméne von ActA, d. h.,
es bindet VASP (226). Dass es sich in diesem Versuch um de novo polymerisierte Aktin-
Filamente handelt, ist durch die Fluoreszenz des F-Aktins bewiesen: Die Fluoreszenz
basiert auf dem Einbau von Rhodamin-markierten Aktin-Monomeren (226). Jedoch kann
nicht geklart werden, ob die VASP-abhingige Aktin-Polymerisation durch die
Nukleation neuer oder durch das Uncapping von bereits existierenden Aktin-Filamenten
verursacht wird (226).

Auch die Bindung des C-terminalen Bereiches von ActA an Polystyrol-Kiigelchen in
zellfreien Extrakten (in vitro) filhrt zum Aufbau von ektopisch lokalisierten Aktin-
Filamenten an diesen Kiigelchen (226). Der Arp2/3-Komplex ist in diesem Fall ebenfalls
nicht anwesend.

Aus den bisher beschriebenen Beispielen wird ersichtlich, dass die Proteine innerhalb der
Ena/VASP-Familie nur bedingt miteinander vergleichbar sind. Andererseits kann auch
die Verwendung verschiedener Systeme, Methoden etc. die unterschiedlichen Ergebnisse
beziiglich der Nukleationsfdhigkeit von Ena/VASP zur Folge haben. Aufgrund der
schwachen und widerspriichlichen Ergebnisse kann dem fiir uns interessanten Protein
DdV ASP jedoch keine Fahigkeit als eigenstidndiger Nukleator zugeschrieben werden.

Die Moglichkeit, dass Ena/VASP Einfluss auf die Elongation von bestehenden
Filamenten nimmt, wird dadurch jedoch nicht in Frage gestellt. Schon Trichet et al.
duflerten den Gedanken, dass Ena/VASP Aktin-Seeds aus dem Zytosol rekrutiert und
deren Elongationen aktiv beeinflusst (220).

Je nach Versuchsaufbau ergeben sich unterschiedliche Aussagen. Einige Studien
beschreiben durch die Verwendung des Pyren-Aktin-Polymerisations-Assay keine bzw.
nur sehr geringe Ena/VASP-abhingige Elongationseffekte (77, 227). Diese Versuche
sind unter physiologischen Salzkonzentrationen durchgefiihrt worden, um umstrittene
Nukleationseffekte von VASP zu vermeiden. Totalreflexionsfluoreszenzmikroskopie
(TIRF)-Studien fiihren zu kontroversen Ergebnissen. TIRF ermdoglicht durch die direkte
Beobachtung der Ausbildung von einzelnen Aktin-Filamenten konkrete Aussagen
beziiglich der Aktin-Polymerisation (221). Diese Methode ist folglich gegeniiber dem
Pyren-Aktin-Polymerisations-4ssay von Vorteil. So zeigt murines VASP keinen Einfluss

auf die Verdnderung der Linge von Aktin-Filamenten, wohingegen sowohl #VASP als
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auch DdVASP deutlich die Filamentelongation beschleunigen (228, 229). Allerdings
steigert ”'VASP die Aktin-Polymerisation gerade mal um das zweifache, wohingegen
DAV ASP eine fast achtfache Steigerung erreicht (230). Aus neuesten Versuchen mit
VASP-Chimeren geht hervor, dass diese Unterschiede auf einen auf Affinitét basierenden
Mechanismus zuriickzufiihren sind (230): ZVASP, dessen GAB-Doméne durch die von
D. discoideum ausgetauscht ist, resultierend in ”VASPDJGAB, ist im Vergleich zum
wildtypischen ZVASP zu einer vier- bis fiinffachen Steigerung der Elongationsrate der
Aktin-Filamente fahig. Dieser Effekt ist in der viel hoheren Affinitdt von DdGAB fiir G-
Aktin begriindet (230). Daraus wird deutlich, dass die Elongationsrate der Aktin-
Filamente von der direkten Bindung und Inkorporation von monomeren Aktin in die
Filamente durch GAB resultiert (230).

Kontroverse Aussagen gibt es auch beziiglich des Einflusses von Profilin. So gibt es
Arbeitsgruppen, die zeigen konnten, dass die Polymerisation von F-Aktin von Profilin-
Aktin abhédngig ist bzw. durch diese begiinstigt wird (77, 78, 228, 231). Andere
beobachten hingegen keinen positiven Einfluss von Profilin (229). Die widerspriichlichen
Aussagen beruhen zum einen auf den unterschiedlichen Eigenschaften der Proteine
innerhalb der Ena/VASP-Familie und zum anderen auf die verschiedenen
Salzkonzentrationen in den verwendeten Puffern. Letzteres wird durch TIRF-Studien
bestitigt: So zeigte sich bei niedrigem Ionengehalt der Puffer, dass AVASP die
Polymerisation von Aktin-Filamenten beschleunigt, unabhingig davon, ob Profilin
anwesend ist oder nicht (232). Unter hoheren Ionenkonzentrationen wird die
Filamentelongation nur im Beisein von Profilin-Aktin erreicht. Ist Aktin allein
vorliegend, bleibt die Elongation von F-Aktin aus (232). Begriindet werden die
Beobachtungen auf unterschiedlichen Bindungsarten: Die Interaktion zwischen
monomerem  Aktin  und der GAB-Doméne beruht auf elektrostatischen
Wechselwirkungen, wohingegen Profilin die prolinreiche Doméne durch hydrophobe
Wechselwirkungen bindet (233). Die Affinitdt zwischen Profilin und Aktin ist ebenfalls
salzunabhingig (234). Zudem liegt in amoboiden Zellen das zelluldre G-Aktin durch
Profilin gebunden vor (235, 236). Folglich ist die salzunabhidngige F-Aktin-
Polymerisationsaktivitdt von Ena/VASP in der Priasenz von Profilin-Aktin von groBerer

physiologischer Relevanz (232).
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Bewiesen ist, dass Ena/VASP fdhig ist, die Elongation von Aktin-Filamenten
voranzutreiben. Aus dieser Tatsache ergibt sich folgende Theorie fiir den DdVASP-
abhéngigen Aktin-Gehalt der VAM-VASP-Aggregate und der aggregierten Peroxisomen
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Abb. 53 — Schematische Darstellung der Theorie zur VASP-abhéngigen ektopischen Lokalisation von F-
Aktin am Beispiel spéter Endosomen

Die ektopische Lokalisation von VASP an spiate Endosomen mittels des Proteins Vacuolin A (VacA) [#1]
fithrt zur Rekrutierung von Aktin-Seeds an dieses Organell [#2]. Der weitere Einbau von monomerem
Aktin fiihrt zur Bildung langer Filamente [#3], die durch andere F-Aktin-bindende Proteine gebunden und
zum stabilen Aufbau der VAM-VASP-Aggregate fithren. Die detaillierte Beschreibung der Abbildung ist
unter Punkt 5.4.2 beschrieben.
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und Lipid Droplets (Modell: Abb. 53): Unabhidngig von der Organellenoberfldche, an die
DdV ASP ektopisch lokalisiert wird [#1], bindet das Protein, vermittelt durch die FAB-

Doméne, existierende Aktin-Seeds aus dem Zytosol [#2]. DdVASP vermittelt die
Elongation der Aktin-Seeds, indem es monomeres Aktin aus dem Zytosol den Aktin-
Seeds anfiigt. Es kommt zum Aufbau von Aktin-Filamenten [#3]. Durch die Fahigkeit
von DdVASP, F-Aktin zu biindeln, werden die neu polymerisierten Aktin-Filamente
zusammengehalten und durch die Sequestrierung weiterer Aktin-bindender Proteine

vernetzt [#4]. Der Aufbau des VAM-VASP-Aktin-Aggregats ist die Folge.

5.4.3 Die GAB-Domaine vermittelt die Aktin-Polymerisation

Einen Unterschied zu den VAM-VASP-Zellen zeigen die VASP-Knockout-Mutanten, in
denen VAM-VASPAGAB exprimiert wird. Durch das Fehlen der G-Aktin-bindenden
Domine werden zwar VAM-VASPAGABY*5"C_Agoregate ausgebildet, jedoch ist
deren Aktin-Gehalt im Vergleich zu den VAM-VASP-Aggregaten (148) teilweise
deutlich verringert (Abb. 20).

Wie das soeben unter Punkt 5.4.2 beschriecbene VASP-Chimeren-Experiment
(hWVASPDAGAB) zeigt, kommt der GAB-Domine eine wichtige Funktion in der
Polymerisation von F-Aktin zu (230). Die Deletion der GAB-Doméne in murinem VASP
unterstiitzt diese Annahme (76): Die Inkorporation von monomeren Aktin in das durch
murines VASP gebundene Aktin-Filament ist verhindert. Ursache scheint die Folge eines
gehemmten Transfers von G-Aktin aus dem Profilin-Aktin-Komplex an die p/us-Enden
der Aktin-Filamente zu sein (72, 78). Weitere Studien belegen ebenfalls am Beispiel von
murinem VASP, dass die GAB-Doméne sogar essentiell fiir die stabile Bindung von
Ena/VASP an Aktin-Filamente ist (80). Allerdings spricht eine Expression von
DdVASPAGAB in VASP-Knockout-Zellen gegen einen positiven Einfluss der GAB-
Doméne (229): Das mutierte Protein ist fadhig an Aktin-Filamente in Filopodienspitzen zu
binden und deren Elongation zu unterstiitzen. Ein anderes Beispiel zeigt, dass die in
vitro-Bindung von murinem VASP an die p/us-Enden von F-Aktin unabhingig sowohl
von der GAB- als auch von der FAB-Doméne ist (228). Jedoch konnen diese
kontroversen Aussagen wieder auf der Problematik der unterschiedlich verwendeten

Salzkonzentration beruhen.
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Aktuelle in vitro-Studien, durchgefiihrt mit TIRF, sprechen fiir die Wichtigkeit der GAB-
Doméne (232): So verhindern Mutationen in der GAB- aber auch in der FAB-Doméne
von #VASP Aktin-abhéngige Lokalisationen, wohingegen erstere zusétzlich die Affinitit
von AVASP fiir G-Aktin reduzieren (Modell: Abb. 54) (232).

plus-Ende
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....% o illi‘:;entéses ki) FAB-Domine

Abb. 54 — Schematische Darstellung der Theorie beziiglich der GAB-abhéngigen Aktin-Polymerisation
(verdndert nach (232))

Ist kein monomeres Aktin verfiigbar (rechte Seite), so bindet Ena/VASP gleichermallen entlang der Seite
wie auch an das plus-Ende eines Aktin-Filaments. In Anwesenheit von monomeren Aktin und der daraus
resultierenden Bindung von G-Aktin an die GAB-Doméne (linke Seite) wird die Ena/VASP-Bindung an
das Aktin-Filament geschwicht. Erst durch die Lokalisation des Proteins an das plus-Ende, wo das
gebundene G-Aktin ins Filament inkorporiert werden kann, wird die Ena/VASP-Aktin-Filament-
Interaktion wieder unterstiitzt. Die frei werdende GAB-Doméne bindet neues G-Aktin und setzt so die
Polymerisation des Aktin-Filaments fort. Die Reaktionen, die durch die dicken Pfeile gekennzeichnet sind,
geschehen bevorzugt.
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In Bezug auf die vorliegende Arbeit ist es moglich, dass die niedrigen Aktin-
Akkumulationen in VAM-VASPAGABY***C_Aggregaten auf der deletierten GAB-
Domine basiert. So besteht die Moglichkeit, dass VAM-VASPAGABY*%" zwar Aktin-
Seeds jedoch kein monomeres Aktin binden kann. Die Polymerisation von Aktin-
Filamenten bleibt aus und die schwache Aktin-Firbung der VAM-VASPAGABYAPK0.
Aggregate (Abb. 20) beruht auf den gebundenen und damit markierten Aktin-Seeds.
Folglich ist ein den VAM-VASP-Zellen entsprechend erhohter F-Aktin-Anteil in den
VAM-VASPAGABY**"*°_Zellen nicht zu erwarten.

Weder fiir a-Actinin noch fiir Filamin sind zur GAB-Doméne von VASP vergleichbare
Motive beschrieben. Ein FEinfluss von a-Actinin und Filamin auf die Elongation von

Aktin-Filamenten ist damit auszuschlieBen.

5.5 Ektopisch lokalisierte, zur Oligomerisierung fahige Proteine fiihren zur

Aggregatbildung

Eine weitere Figenschaft, die die Proteine VASP, a-Actinin und Filamin gemein haben
und die bisher auller Acht gelassen wurde, ist die Moglichkeit der Proteine, Oligomere zu
bilden. Werden die Proteine VASP, a-Actinin oder Filamin in Fusion mit VacuolinA-
Myc durch die Deletionen oligomerisierender Doménen in ihrer Komplexbildung
inhibiert, so wird die Ausbildung von VAM- und Aggresomen-dhnlichen Aggregaten
verhindert: Die Expressionen von VAM-VASPATETRA und VAM-FilaminAOligo
fithren in der Zelle lediglich zur Markierung von spiten Endosomen (Abb. 17 und 41).
Die Expression von VAM-a-ActininAOligo reduziert die Ausbildung von Aggregate im
Vergleich zu VAM-a-Actinin um immerhin um ~70 % (Ergebnisse: 4.3.5). Das zeigt,
dass der Eigenschaft von Proteinen, Homooligomere bilden zu konnen, eine
entscheidende Rolle in der Ausbildung von Proteinaggregaten zukommt.

Die Oligomerisierung von Fusionsproteinen ist abhidngig von der Reihenfolge der
fusionierten Proteine im Hybrid. Das zeigt die Expression des in meiner Diplomarbeit
verwendeten Konstrukts Myc-VASP-VacuolinB (149): Das Hybrid lokalisiert an spite
Endosomen, jedoch fiihrt das, trotz der mit VAM-VASP vergleichbaren Expression,
lediglich zur Clusterung der spiten Endosomen (Abb. 10) (149). Vermutlich wird die

Tetramerisierungsdoméne von VASP durch die C-terminale Fusion von Vacuolin sterisch
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beeintrachtigt. Die Interaktion von Myc-VASP-VacuolinB mit anderen VASP-Molekiilen
ist beeintrachtigt und der Oligomerisierungsgrad reduziert. Die spiten Endosomen
werden nicht so stark vernetzt, dass daraus der Aufbau eines homogenen Myc-VASP-
VacuolinB-Aggregats resultieren kann. Daraus folgt, dass Vacuolin trotz eines Coiled-
Coil-Motivs nicht fdhig ist, die Ausbildung derartiger Aggregate zu induzieren.

Anzumerken ist, dass das Vacuolin-Protein keiner ektopischen Lokalisation unterliegt.

5.5.1 Von mehreren Organellen zu einem einzigen Aggregat

Davis et al. sprechen bei der Entwicklung der CT-Myc-Aggregate in Sdugerzellen von
Intermediaten, also von vielen kleinen Aggregaten, die sich {iber die Zeit
zusammenschlieBen und sich in einem einzigen kugeligen und geordneten Aggregat
rearrangieren (170). Ahnliches zeigt sich bei den CT-Myc-Aggregaten in D. discoideum:
Unter der Verwendung eines UV-abhéingigen induzierbaren Systems ist die Ausbildung
eines einzigen, runden Aggregats aus dem Zusammenschluss vieler kleiner im Zeitraum
von 3 h zu beobachten (237). C. Schmauch unterstiitzt diese Theorie, wobei er vermutet,
dass im Fall der VAM-VASP-Aggregate die Zwischenformen auf akkumulierten
Endosomen beruhen (148). Diese Annahme basiert auf Beobachtungen des schwachen
VAM-VASP-Exprimierers B-21 (Abb. 71-B) (148): Die Endosomen dieses Klons
unterliegen einer Cluster-Bildung. Jedoch zeigen die mikroskopischen Aufnahmen eines
vergleichbar schwachen, Tetrazyklin-abhdngigen VAM-VASP-Exprimierers (Klon
424/VVI, Abb. 71-A) keine derart verklumpten Organellen: Schon nach kiirzester Zeit
nach Beginn der Expression von VAM-VASP in der Zelle sind solide VAM-VASP-
Aggregate zu erkennen, die sich mit der Zeit zusammenschlieBen und an Masse
zunchmen (Abb. 32).

In VAM-Filamin-Zellen fiihren die anfianglich niedrigen Expressionen im Tetrazyklin-
abhéngigen Entwicklungsversuch ebenso zu parallel vorkommenden, kleinen VAM-
Filamin-Aggregaten (Abb. 32). Diese Aggregate lagern sich liber die Zeit, mit steigender
Expression zu einer rundlichen Aggresomen-dhnlichen Struktur zusammen (Abb. 32).
Beziiglich der Aggresomen geht man zwar hauptsédchlich von einer polymeren Struktur

aus, die durch die stindige Akkumulation nicht korrekt gefalteter Proteinmonomere
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wichst (202). Die mogliche Ausbildung vieler kleiner Aggregate, die sich {iber die Zeit

zu einem Einzigen formieren, ist jedoch nicht ausgeschlossen (202).
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Abb. 55 — Schematische Darstellung der ,.Oligomerisierungstheorie* am Beispiel von VAM-VASP

Da VAM-VASP zunéchst an den spaten Endosomen lokalisiert vorliegt [#1], kann es zur Komplexbildung
sowohl zwischen Hybriden eines Endosoms als auch zwischen Hybriden verschiedener Endosomen
kommen [#2]. Letztere fiihrt zu engen Kontakt der Organellen [#3]. Das wiederum kann sich in der Kraft
spiegeln, die durch die Oligomerisierung von VAM-VASP auf die Endosomen einwirkt: Werden die
Organellen auf engsten Raum zusammengebracht, so ist vorstellbar, dass parallel zum steigendem
Oligomerisierungsgrad von VAM-VASP die auf die Endosomen einwirkende Kraft so grof3 wird, dass als
Folge davon die Organellen deformiert und schlieBlich zerstort werden [#4]. Zuriick bleiben die VAM-
VASP-Fusionsproteine in Form des VASM-VASP-Aggregates [#5]. Eine detaillierte Beschreibung ist
unter Punkt 5.5.1. zu finden. Die in den VAM-VASP-Aggregaten sequestrierten Aktin-Filamente und
Aktin-interagierende Proteine wurden zur Vereinfachung der Darstellung nicht eingezeichnet.

Sowohl in den VAM-VASP- als auch in den VAM-Filamin-Zellen nimmt parallel zur
Ausbildung der VAM-Aggregate die Anzahl an Vacuolin-positiven Endosomen deutlich

ab (Abb. 32). Das lasst keinen Zweifel daran, dass die spaten Endosomen zugunsten der
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kugeligen VAM-Aggregate verschwinden. Doch was genau passiert mit den Endosomen?
Die VAM-Aggregate sind kaum von Membranen durchzogen oder ummantelt, die auf
Endosomen als Entstehungsursprung hindeuten. Und was ist der ausldsende Faktor, der
bewirkt, dass sich aus den Endosomen entweder ein homogenes Aggregat ausbildet oder
diese nur einer Clusterung unterliegen?

Der Expressionsvergleich der beiden VAM-VASP-Klone B-21 und 2B-1 (Abb. 71-B)
lasst die Schlussfolgerung zu, dass die Menge an exprimierten Fusionsproteinen in der
Zelle entscheidend ist. Daraus ergibt sich eine Abhingigkeit vom Oligomerisierungsgrad
der Hybride, denn schlieflich agiert beispielsweise das Protein VASP als Tetramer (Abb.
55) (74): Je mehr Protein exprimiert wird, desto grofer wird die mogliche Anzahl
entsprechender Proteininteraktionen. So konnen die VAM-VASP-Proteine, lokalisiert an
unterschiedlichen spidten Endosomen [#1], miteinander interagieren, was die
Verklumpung der Endosomen zur Folge hat [#2]. Mit steigender Menge an VAM-VASP
in der Zelle, nimmt die mogliche Komplexbildung des Fusionsproteins zu [#3]: Die
endosomale Clusterung wird fortgesetzt, welche schlieBlich in der Zerstorung der
Organellen [#4] und daraus folgend in der Entstehung des VAM-VASP-Aggregates
miindet [#5]. Das Modell der ,,Oligomerisierungstheorie” ist gleichermaflen auf die
Fusionsproteine VAM-a-Actinin und VAM-Filamin zutreffend (Abb. 55).

Einige TEM-Aufnahmen unterstiitzen die These der ,,Oligomerisierungstheorie” (Abb.
56): Sie zeigen in den riesigen VAM-Aggregaten vesikulidre Einschliisse, von denen

einige auffillig deformiert sind (Pfeile in Abb. 56).

.~ | g
Abb. 56 — Vesikuldre FEinschliisse in den kugeligen Aggregaten

Gezeigt sind Aufnahmen von Zellen des VAM-Filamin-Klons 648-23 und des VAM-o-Actinin-Klons
682112. Die Pfeile markieren vesikuldre Strukturen, die hochstwahrscheinlich auf eingeschlossene
Endosomen zuriickzufiihren sind. Das rechte Bild zeigt zudem deutlich die Deformation von membrandsen
Organellen. BildgroBen: linke Aufnahme: 23 um; mittlere Aufnahme: 13 pm; rechte Aufnahme: 1 pm
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Die Membranstiicke, die aus der Zerstorung der Endosomen resultieren, konnen zum Teil
verteilt in den VAM-Aggregaten vorliegen oder werden womdoglich aus den VAM-
Aggregaten verdriangt und degradiert. Gleiches konnte fiir die Aktin-Filamente des Aktin-
Coat beteiligter Endosomen gelten, die durch die Zerstdrung der Organellen ebenfalls
fragmentiert werden. Die Fusionskonstrukte bleiben hingegen komplexiert im Verbund
zuriick, was im Aufbau der recht homogenen VAM-Aggregate miindet.

Die in den VAM-Aggregaten nachgewiesenen Ubiquitin-Signale  gehen
hochstwahrscheinlich einzig und allein auf die VAM-Fusionsproteine zuriick: Die
ubiquitindre Markierung der VAM-Proteine konnte bereits im Anschluss an deren
Translation erfolgen. SchlieBlich handelt es sich bei den Hybriden um unnatiirliche
Proteine, die von der Zelle als solches erkannt und degradiert werden konnten. Da die
Degradationsmaschinerie der Zelle jedoch aufgrund der kontinuierlichen Expression der
Hybride iiberfordert ist, erfolgt die Aggregation der Ubiquitin-markierten VAM-
Konstrukte.

Logischerweise wird sich der Grofiteil an Interaktionen zwischen den VAM-Proteinen
aus rdumlichen Griinden hauptsichlich zwischen den Molekiilen des gleichen Endosoms
abspielen. Allerdings steigt mit zunehmender Anzahl der VAM-Proteine auch die
Wahrscheinlichkeit der interorganellen Kontakte. Theoretisch kdnnten im Fall von einem
einzigen VASP-Molekiil vier verschiedene Endosomen geclustert werden. Beziiglich o-
Actinin und Filamin jeweils zwei und im Fall von Vacuolin mindestens drei Endosomen.

Die Lokalisation von VASP, a-Actinin und Filamin an Peroxisomen und Lipid Droplets
fithrt nur zur Verklumpung der Organellen, einige liegen noch einzeln in der Zelle vor.
Die SLB350- und die LSD-Konstrukte werden nur sehr schwach in der Zelle exprimiert
(Abb. 63 (beide VASP-Konstrukte), 64-A (GFP-LSD-a-Actinin) und 65-A (SLB350-
Myec-Filamin)). Die Proteinmengen reichen wahrscheinlich nicht aus, um einen derart
starken Vernetzungsgrad der verschiedenen Organellen zu forcieren, dass es zur deren
Zerstorung kommt: Sowohl die Peroxisomen als auch die Lipid Droplets liegen trotz
deren Verklumpungen intakt in den entsprechenden Zellen vor (Abb. 12, 14, 36 und 37).
In Peroxisomen zeigt sich das durch die luminale Anhdufung des RFP-SKL-Konstrukts,
in Lipid Droplets durch die luminale Anhdufung des LD540-Farbstoffes. Es ist

anzunehmen, dass entsprechend starke Genexpressionen und daraus folgend steigende
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Verlinkungen der jeweiligen Fusionsproteine, schlieBlich in der Zerstorung der
Organellen resultieren wiirden. Die luminalen Fluoreszenzstoffe der Peroxisomen und
Lipid Droplets wiren im Zytoplasma verteilt und kaum nachweisbar. Erschwerend
kommt beziiglich beider Organellen hinzu, dass sie im Vergleich zu Endosomen ein viel
grofleres Oberflichen-Volumen-Verhéltnis haben. Folglich sind Peroxisomen und Lipid
Droplets nicht so anfillig, was Membrandeformationen im Fall von ausgepriagten
Organellen-Cluster betrifft. Zudem sind Peroxisomen und Lipid Droplets solide gefiillt:
In einigen Peroxisomen sind kristalline Strukturen nachweisbar, die Lipid Droplets
enthalten einen Kern aus unpolaren Triglyceriden und Sterolestern (238).

Die Expression von VAM-Coronin und VAM-Hisactophilinll fithrt zur Lokalisation der
Hybride an spiten Endosomen und im Zellkortex. Aggregate werden nicht ausgebildet,
obwohl Coronin und Hisactophilin II in der Zelle nachweislich als Dimer agieren (116,
239). Die ,,Oligomerisierungstheorie* (Abb. 55) erklédrt den phénotypischen Unterschied
von aggregatfreien VAM-Coronin- und VAM-Hisactophilinll-Zellen im Vergleich zu
den aggregathaltigen VAM-VASP-, VAM-o-Actinin- und VAM-Filamin-Zellen.
Wihrend die aggregatauslosenden Proteinhybride ausschliefSlich in entsprechenden
Aggregaten zu finden sind, zeigen VAM-Coronin und VAM-Hisactophilinll trotz starker
Expression (Abb. 67) neben der endosomalen Lokalisation eine deutliche
Membranlokalisation (Abb. 21) (148). Folglich ist anzunehmen, dass in beiden Fillen die
Menge an endosomalen Proteinhybriden zu gering ist: Eine Verklumpung der spiten
Endosomen und darauf aufbauend die Ausbildung von VAM-Coronin- und VAM-
Hisactophilinll-Aggregaten wird nicht erreicht.

VAM-VASP, VAM-a-Actinin und VAM-Filamin fithren in 88 — 98 % der Zellen zur
Ausbildung von entsprechenden VAM-Aggregaten. Die kugeligen VAM-Aggregate
werden bei einer Zellteilung auf eine der beiden Tochterzellen iibertragen. Die andere
Zelle erscheint wildtypisch, also aggregatfrei (Abb. 57). Letztere baut infolge der
weiteren Expression des Fusionskonstrukts ein neues VAM-Aggregat auf. Die jeweiligen
prozentualen Anteile der VAM-Aggregate in den VAM-VASP-, VAM-a-Actinin- und
VAM-Filamin-Zellen koénnten somit ein Mall fiir die Geschwindigkeit des

Aggregataufbaus relativ zur Generationszeit der jeweiligen Zelllinien darstellen.
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Abb. 57 — Teilung von Zellen, die VAM-
Strukturen ausbilden

Die Rotfluoreszenz markiert die Myc-
Konstrukte, basierend auf der Férbung mit
dem Antikérper 9E10 (mk). Die Aktin-
Strukturen fluoreszieren durch die Farbung
mit  Phalloidin-Alexa-Fluor-488 griin.
Bildbreite: 512/VASPII: 33 um

Die Deletion der TETRA-Doméine im VAM-VASPATETRA-Protein fiihrt wider
Erwarten in AX2-Zellen zur Ausbildung von kleinen Aggregaten (149). Eigentlich wurde
keine Aggregate erwartet, zumal das Protein parallele Oligomere bildet (74). Zieht man
die Spezifitit von Aktin-Filamenten in Betracht (Diskussion: 5.2), so ist die VAM-
VASPATETRA-Aggregatbildung  jedoch  plausibel: Dem  verkiirzten VAM-
VASPATETRA ist es aufgrund der vorhandenen GAB- und FAB-Domine moglich,
Aktin-Seeds im Zytoplasma zu binden (Diskussion: 5.4.2). Durch die entfernte TETRA-
Domine ist der Oligomerisierungsgrad der Fusionskonstrukte sowohl untereinander als
auch mit endogenem VASP heruntergesetzt. Die ausbleibende VAM-VASPATETRA-
Komplexbildung schwicht die Féhigkeit des Hybrids Aktin-Filamente zu polymerisieren
(74). Es ist aber moglich, dass endogenes VASP durch die Bindung an die gleichen
Aktin-Seeds, an die bereits VAM-VASPATETRA gebunden ist, in rdumliche Nidhe mit
dem Hybrid kommt. So konnte endogenes VASP durch indirekten Kontakt mit dem
Hybrid die Aggregatausbildung und Aktin-Polymerisierung unterstiitzen. Der kleine
Durchmesser der VAM-VASPATETRA-Aggregate (@ = 1,7 um) im Vergleich zu dem
der VAM-VASP-Aggregate (@ = 2,8 pm) ist die Folge (150). Abhéngig von der Menge

an exprimierten GFP-VASP-Proteinen wire in einer Koexpression von GFP-VASP mit
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VAM-VASPATETRA zu erwarten, dass ein Teil des GFP-VASP in den Aggregaten
lokalisiert, wiahrend der andere Teil wildtypisch in der Zelle verteilt vorliegt.

Die Expression von VAM-VASPATETRA in VASP-Knockout-Zellen hat keine
Aggregatbildung zur Folge (Abb. 17).
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Abb. 58 — Schematische Darstellung der moglichen Interaktionen von exogenen und endogenen Filamin-
Proteinen in VAM-FilaminAQOligo-Zellen

Nur dem endogenen Filamin ist es moglich mit anderen endogenen, aber nicht exogenen Filamin-Proteinen
Interaktionen einzugehen. Das exogene Filamin-Protein im VAM-FilaminAOligo-Hybrid bleibt als
Monomer vorliegend.

Die Deletion der Oligo-Doméne im VAM-FilaminAOligo-Protein fiihrt in AX2-Zellen
zum Ausbleiben von VAM-Aggregaten (Abb. 41). Filamin bildet ein paralleles Dimer,
welches durch die Interaktionen des jeweils sechsten filamin repeats vermittelt wird
(240). Im VAM-FilaminAOQOligo-Konstrukt fehlt das sechste filamin repeat (Abb. 58).
Folglich kann endogenes Filamin nicht mit exogenem VAM-FilaminAOligo
komplexieren (Abb. 58). Unterstiitzt wird diese Tatsache durch die Farbung von
endogenem Filamin in VAM-FilaminAOligo-Zellen: Eine Kolokalisation von endogenem
Filamin mit exogenem VAM-FilaminAOligo findet nicht statt (Vgl. Abb. 41 und 60-B).
Selbst bei einer stidrkeren Expression von VAM-FilaminAOligo ist die Ausbildung von

VAM-FilaminAOligo-Aggregaten nicht zu erwarten. Dafiir sprechen die kleinen VAM-
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Filamin" """ KO_A goregate, die sich durch die Expression von VAM-Filamin in Filamin-
Knockout-Zellen ausbilden (Abb. 39): Die Proteinmenge von VAM-Filamin in diesen
Zellen ist per Western Blot kaum zu detektieren (ohne Abb.), dennoch reichen die
Oligomerisierungsdoménen von VAM-Filamin aus, um entsprechende, wenn auch kleine
Aggregate zu forcieren (Abb. 39).

Verwunderlich ist die Heterogenitit der zwei dhnlich stark exprimierenden VAM-o-
ActininAOligo-Klone (Abb. 64-B): Der VAM-a-ActininAOligo-Klon 84211 zeigt
hauptséchlich eine vesikuldre und kortikale Lokalisation des Hybrids, wahrend der Klon
8421 zusitzlich in 28 % der Zellen VAM-a-ActininAOligo-Aggregate aufweist (Abb. 40).
Die Expression von VAM-a-ActininAOligo erfolgt im wildtypischen Hintergrund, d. h.,
endogenes und damit funktionelles a-Actinin ist vorhanden. Durch die Deletion der
Oligomerisierungsdoméne im VAM-a-ActininAOligo-Konstrukt wurde allerdings
erwartet, dass eine Interaktion von VAM-a-ActininAOligo mit endogenem a-Actinin und
folglich die Ausbildung von VAM-a-ActininAOligo-Aggregaten ausbleibt. Jedoch bildet
a-Actinin ein antiparalleles Dimer (241): Der N-Terminus des einen a-Actinin-Proteins
lokalisiert mit dem C-Terminus des anderen a-Actinin-Proteins.

Durch die Bindung des verkiirzten VAM-a-ActininAOligo-Molekiils an den C-terminalen
Bereich des endogenen o-Actinin-Vollldngeproteins wird nicht der gesamte fiir die
Dimerisierung relevante Interaktionsbereich des endogenen Proteins durch das exogene
Proteine abgedeckt. Angenommen der Interaktionsbereich ist repetitiv, so besteht
theoretisch die Mdglichkeit, dass zusédtzlich ein zweites VAM-a-ActininAOligo-Molekiil
an das endogene a-Actinin-Protein binden kann. Die Aggregatbildung in VAM-o-
ActininAOligo-Zellen wird dadurch ermoglicht (Abb. 59): Durch die Bindung von
mindestens zwei Proteinhybriden an ein endogenes a-Actinin-Protein kann die
Verklumpung der spiten Endosomen, an denen VAM-a-ActininAOligo lokalisiert,
stattfinden, resultierend in der Ausbildung der VAM-a-ActininAOligo-Aggregate. Die
Anzahl der moglichen intermolekularen Bindungen zwischen den exogenen a-Actinin-
Proteinen sind jedoch durch die fehlenden Oligomerisierungs-Dominen im VAM-a-
ActininAOligo-Konstrukt reduziert. Demgemif erfolgt die Ausbildung der Aggregate in
VAM-a-ActininAOligo-Zellen nicht so effektiv wie in VAM-a-Actinin-Zellen bzw.

bleibt ganz aus.
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Abb. 59 — Schematische Darstellung der moglichen VAM-o-ActininAOligo-Aggregatbildung
Durch die verkiirzten o-Actinin-Proteine im VAM-a-ActininAOligo-Konstrukt ist anzunehmen, dass

mehrere solcher Proteine mit endogenem o-Actinin interagieren kdnnen, wodurch die VAM-a-
ActininAOligo-Aggregatbildung erst ermdglicht wird. Eine detaillierte Beschreibung ist unter Punkt 5.5.1
zu finden.

Bestitigt wird diese Theorie durch die Lokalisation von endogenem a-Actinin: In VAM-
a-ActininAOligo-Zellen, die keine Aggregate ausbilden, lokalisiert endogenem a-Actinin
zusammen mit dem Fusionsprotein ausschlielich im Kortex (Abb. 40-B). In VAM-a-
ActininAOligo-Zellen, die Aggregate ausbilden, lokalisiert endogenes a-Actinin
hauptsidchlich wildtypisch im Kortex, jedoch auch schwach in entsprechenden
Aggregaten (Vgl. Abb. 40-A und 60-A).

In Zellen die das VAM-a-Actinin-Volllingeprotein exprimieren, ist endogenes a-Actinin
dagegen vollstindig zusammen mit dem Fusionskonstrukt in den VAM-a-Actinin-
Aggregaten angehduft (Abb. 27).

Wie bereits unter Punkt 4.3.5 erwéhnt, ist es moglich, dass nur die CH-Doménen des o-
Actinin-Proteins durch den anti-o-Actinin-Antikorper erkannt werden und somit nur
exogen gebildetes VAM-a-ActininAOligo im Aggregat nachgewiesen wird. Da jedoch
die Fluoreszenzintensititen des Myc-Signals nicht mit denen des a-Actinin-Signals im
VAM-a-ActininAOligo-Aggregat korrelieren (Vgl. Abb. 40-A und 60-A), ist diese

Annahme auszuschlief3en.
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a-Actinin Filamin

Abb. 60 — Die Lokalisation von endogenem o-Actinin bzw. Filamin in VAM-a-ActininAQOligo- bzw.

VAM-FilaminAOligo-Zellen

Die gezeigten Immunfluoreszenzen der VAM-a-ActininAOligo- und VAM-FilaminAOligo-Zellen sind
bereits unter Punkt 4.3.5 (Ergebnisse) einzeln abgehandelt. Aus diesem Grund werden sie an dieser Stelle
vereinfacht gegentibergestellt. Die Griinfluoreszenz beruhen auf Farbung mit dem Antikorper fiir a-Actinin
47-19-2 (mk) bzw. fir Filamin (82-471-14 (mk). Zum Vergleich sind unter Abb. 38-A und 39 die
entsprechenden Overlays gezeigt, die aus den Kofdrbungen mit dem polyklonalen Myc-Antikdrper
resultieren. BildgroBe: a-Actinin: 27 pm; Filamin: 28 pm

5.5.2 Abp34: ein Monomer, Dimer und Oligomer

Sowohl Abp34 als auch WASP besitzen keine bekannten CC-Motive oder andere

Oligomerisierungsdoménen (http://www.uniprot.org/), sie liegen in der Zelle folglich als

Monomere vor. Zudem sind weder fiir Abp34 noch fiir WASP Funktionen als Aktin-
Nukleator oder Aktin-Elongator bekannt. Verschiedene Arbeitsgruppen erreichen jedoch
durch die Expression mutierter Abp34- und WASP-Proteine die Ausbildung von Aktin-
haltigen Aggregaten (Diskussion: 5.1.1) (168-170, 175, 177, 207).

Die Ligation von FLAG an den N-Terminus von WASP fiihrt erfolgreich zur Bildung
von rundlichen Aktin-Aggregaten in Sdugerzellen (175). Diesbeziiglich scheint der VCA-
Domine eine wichtige Rolle zuzukommen, denn wird die VCA-Doméne im
Fusionskonstrukt entfernt (FLAG-WASPAC), so bleibt der Phénotyp aus (175).
Vermutlich wird durch die Fusion von FLAG N-terminal an WASP die Autoinhibition
des Proteins verhindert, wodurch die VCA-Doméine eine Homointeraktion mit der

Domine eines anderen FLAG-WASP-Hybrids eingehen kann.
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Gleiches zeigt sich bei den Expressionen der VCA- und VC- Doménen in Sdugerzellen
(177): Die inhibierende Aktivitit durch den N-terminalen Bereich von WASP bleibt aus,
eine unkontrollierte Proteinoligomerisierung kann stattfinden und als Folge dessen
kommt es zur Ausbildung von VCA- und VC-Aggregaten. In den VC-Aggregaten liegt
kein endogenes WASP akkumuliert vor (177). Die VC-Aggregatbildung scheint allein
auf VC-Interaktionen zu beruhen. Die VCA-Domine wurde bisher nicht auf mogliche
intermolekulare Homointeraktionen tiberpriift.

In den VC-Aggregaten ist nachweislich der Arp2/3-Komplex vorliegend. Durch die
fehlende Regulation der WASP-abhédngigen Aktivierung des Arp2/3-Komplexes erfolgt
die kontinuierliche Polymerisierung von F-Aktin in den Aggregaten (177). Die VCA-
Aggregate wurden beziiglich des Vorhandenseins von Arp2/3 nicht untersucht, jedoch ist
anzunehmen, dass der Proteinkomplex auch in den Aktin-haltigen VCA-Aggregaten
(177) angereichert ist. Durch die Aktin-Polymerisierung ist zu erwarten, dass der F-
Aktin-Level in den VC- und VCA-Zellen im Vergleich zu dem von AX2-Zellen erhoht
ist.

Durch die Ligation von WASP C-terminal an VacuolinA-Myc war es Ziel, einen zu
FLAG-WASP vergleichbaren Phédnotyp in D. discoideum zu schaffen. In der
vorliegenden Arbeit konnte jedoch keine ausschlieliche Lokalisation von VAM-WASP
an die Vesikelmembran erreicht werden (Abb. 21), was Voraussetzung fiir die
»Oligomerisierungstheorie® ist (Abb. 55). VAM-WASP-Aggregate werden nicht
ausgebildet. Einen entsprechenden Beweis konnte die Herstellung eines sehr stark
exprimierenden VAM-WASP-Klons mit sich bringen: Wird durch die hohere Expression
eine vollstandigen Lokalisation von VAM-WASP an spéiten Endosomen erreicht, so ist
die Ausbildung von VAM-WASP-Aggregaten zu erwarten.

Um Hinweise fiir den regulatorischen Mechanismus des Abp34-Proteins zu gewinnen,
wurden verschiedene, verkiirzte Proteinformen untersucht (107). U. a. entstand das CT-
Fragment (AS 124-295), welches spéter in der Version des CT-Myc-Fragments fiir die
Studien von Maselli et al. verwendet wurde (168). Dieses CT-Fragment von Abp34
umfasst das zweite EF-hand-Motiv, die zwei C-terminal gelegenen, F-Aktin-bindenden

Regionen und die zweite Interaktionszone (IZ II) (Abb. 50).
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Alle verkiirzten Abp34-Proteinversionen, sofern sie die vollstdndige, starke F-Aktin-
bindende Region beinhalten, zeigen eine gesteigerte Affinitdt und Biindlungsaktivitét
beziiglich F-Aktin (107). Diese Beobachtungen basieren vermutlich auf der fehlenden,
regulierten Autoinhibition von Abp34 (Einleitung: 3.3.3) (107): Es ist postuliert, dass die
Autoinhibition von Abp34 durch die Riickfaltung des Proteins und der daraus
resultierenden Bindung des N-Terminus an die starke F-Aktin-Bindungsregion erfolgt,
sofern Ca®" gebunden vorliegt. Ein Kontakt von Abp34 zu F-Aktin bleibt aus. Die
Fahigkeit der Aktin-Bindung des Proteins wird erst wieder durch die Entfernung von
Ca’" erméglicht: Es folgt eine Konformationsinderung des Proteins, die die Verbindung
der Interaktionszonen I und II untereinander ermoglicht. Abp34 kann Aktin-Filamente
binden (107). Fehlt der inhibierende, N-terminale Bereich von Abp34, so kommt es zur
gesteigerten Bindung an F-Aktin.

Das Modell der Autoinhibition von Abp34 zeigt, dass theoretisch beide 1Zs in der Lage
sind, mit der jeweils anderen eines weiteren Abp34-Molekiils zu interagieren. Die
Dimerbildung ist fiir die verkiirzten Abp34-Proteine, die noch mindestens eine
Interaktionszone umfassen, bewiesen (107): Alle verkiirzten Abp34-Proteine sind durch
das Fehlen der N-terminalen inhibitorische Doméne und durch das Vorhandensein von
mindestens einer Interaktionszone (IZ) gekennzeichnet. Durch Gelfiltrationen wurde
gezeigt, dass einige der verkiirzten Abp34-Proteine, im Gegensatz zum Abp34-
Vollldngeprotein, als Dimer vorliegen, darunter auch das CT-Fragment (107).

Auch in den Fillen von 34 kDa-AEF1 (169) und VAM-Abp34 sind Bindungen der
Hybride an ein anderes exogenes und endogenes Abp34-Molekiil nicht auszuschlieen:
Das EF-hand-Motiv 1 von Abp34 ist Teil der ersten Interaktionszone in diesem Protein
(Abb. 07). Durch eine Mutation in diesem Bereich (Abb. 50), resultierend in 34 kDa-
AEF1, ist anzunehmen, dass die korrekte Bindung zur zweiten 1Z im gleichen Molekiil
verhindert wird. Das Protein nimmt folglich nur eine ,,offene* Konformation ein. Die
Moglichkeit der Bildung von Homodimeren oder gar -oligomeren ist gegeben. Gleiches
gilt fiir VAM-Abp34 (Abb. 62): Durch die Fusion mit VacuolinA-Myc wird der N-
Terminus von Abp34 an einer Riickfaltung sterisch gehindert. Die zwei
Interaktionszonen im VAM-Abp34-Protein liegen frei und kdnnen mit denen anderer

exogener VAM-Abp34-Molekiile interagieren. So ist es moglich, dass in bis zu 5 % der
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Zellen zu VAM-VASP vergleichbare Aktin-Aggregate auftreten (Abb. 24), wahrend im
Grofiteil der VAM-Abp34-Zellen das Fusionskonstrukt ausschlieBlich an spéten
Endosomen und im Kortex lokalisiert (148).

spites Endosom

-'lZ ll% VacuolinA-Myc-Abp34 [[Z 'IT endogenes Abp34
|1715 ]lZ— antiparallele VAM-Abp34-Dimere mittels der zwei
mZ  1Z Interaktionszonen im Abp34-Protein

Abb. 62 Schematische Darstellung der Ausbildung der VAM-Abp34-Aggregate

Endogenes Abp34 liegt, aufgrund fehlender Oligomerisierungs-Motive (http://www.uniprot.org/) in der
Zelle als Monomer vor. Die Lokalisation des endogenen Proteins in den VAM-Abp34 erfolgt vermutlich
durch die selektive Bindung an die in den VAM-Abp34-Aggregaten sequestrieren Aktin-Filamente
(Diskussion 5.2). Die in den VAM-Abp34-Aggregaten sequestrierten Aktin-Filamente und Aktin-
interagierende Proteine wurden zur Vereinfachung der Darstellung nicht eingezeichnet.

Weder das CT-Myc-Fragment, noch 34 kDa-AEF1 und VAM-Abp34 unterliegen einer
regulierten Autoinhibition. Die Folgen dieser mutierten Abp34-Proteine sind die
unkontrollierte F-Aktin-Bindung und die Akkumulation weiterer Aktin-interagierender
Proteine, was schlie8lich im Aufbau der jeweiligen Aggregate resultiert (168 , 169).

Der Aktin-Level von D. discoideum-Zellen, die das CT-Myc-Fragment exprimieren, ist

dquivalent zu dem von AX2-Zellen (168). Die Aktin-Sequestrierung in den CT-Myc-
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Aggregaten geht folglich mit einem reduzierten G-Aktin-Pool einher. Daraus ist zu
schlieen, dass die Aktin-Akkumulation in den CT-Myc-Aggregaten allein auf der
Bindung von existierenden und nicht, wie im Fall von VAM-VASP, auf de novo
polymerisierten Aktin-Filamenten basiert. SchlieBlich ist fiir Abp34, im Gegensatz zu
VASP, auch keine Fahigkeit, Aktin-Filamente polymerisieren zu kdénnen, beschrieben

(Diskussion: 5.4).
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6. Material

6.1 Gerite
Autoklav

Blot-Kammern

Coulter Counter Beckman

72™ Coulter Counter® Beckman
Elektrophorese-Kammern
Fireboy eco

Fluorometer

-Kontron SFM 25

-Hitachi F-2700
Gefrierschrinke (-20°C)
Gefrierschrank (-70°C)
GelDoc II

Gelkammern

GenePulser®

Glaswaren

Glaspipetten

Hamiltonspritze

Kiihlschrianke (4°C)

Magnetriihrer mit Heizplatte

Mikroskope und Zusatzgerite
-Binokular

-CLSM, TCS SP2

-Fluoreszenzmikroskop (invers), DM IRB

-Lichtmikroskop

-Kaltlichtquelle KL1500 electronic

-Wild M3

MATERIAL

Zirbus, Bad Grund
Biometra, Gottingen
Coulter, Krefeld
Coulter, Krefeld
MPI Martinsried

Integra Bioscience, Fernwald

KontronInstruments,
Eichingen

Hitachi, Willich
Liebherr, Ochsenhausen
Heraeus, Osterode
Biometra, Gottingen
Metallwerkstatt, Uni Kassel
MPI, Martinsried
Bio-Rad, Kanada

Schott, Mainz
Hirschmann, Deutschland
Hamilton, Schweiz
Liebherr, Ochsenhausen

IKA, Staufen im Breisgau

Zeiss, Gottingen
Leica, Bensheim
Leica, Bensheim
Zeiss, Gottingen
Leica, Bensheim

Heerbrugg, Schweiz
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-TEM
Mikrowelle
Multipette™
PCR-Thermocycler PCR-Express
PCR TGradient
pH-Meter 523
Pipetboy (acu, comfort)

Pipetten (2 ul; 20 pl; 200 pl; 1000 pl)

Photometer Ultrospec 3000pro

Powersupplies

Quarz-Kiivetten

Schittelinkubatoren Lab Shaker

Schwenkplatte

Speed Vac Concentrator 5301
Sterilbénke

Thermomix® ME

Thermomixer (comfort, compact)
Ultraschallbad Sonorex TK 52
Waagen

Wasserbad
Zentrifugen
-Biofuge 15

-Biofuge stratos

-Centrifuge 5415 C, 5810 R

-MiniSpin

MATERIAL

Zeiss, Gottingen
Daewoo, Korea
Gilson, Frankreich
Hybaid, Heidelberg
Biometra, Gottingen
WTW

Integra Bioscience, Fernwald
Gilson, Frankreich
Amersham Pharmacia,
Freiburg

Amersham Pharmacia,
Freiburg

Biometra, Gottingen
Werkstatt, MPI Martinsried
Hellma, Miillheim

Adolf Kiihner AG, Schweiz
Infors AG, Bottmingen
Biometra, Gottingen
Eppendorf, Hamburg
Holten, Ddnemark

B. Braun, Melsungen
Eppendorf, Hamburg
Bandelin, Berlin

Sartorius, Gottingen
Mettler, Giessen

B. Braun, Melsungen

Heraeus, Osterode
Heraeus, Osterode
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
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-Rotanta/R
-Rotina 48R

6.2 Verbrauchsmaterialien

Costar-Platten (24-Loch)
Deckglédschen (& 18 mm)

Deckgliaschen (50 mm x 50 mm)
Einmalhandschuhe (Nitril, Supervinyl)

Einwegspritzen und Injektionsnadeln

Einwegtlicher
Elektroporationskiivetten
Falconréhrchen (15 ml; 50 ml)
Filterpapier 3SMM
Flaschenfilter

Objekttrager

Parafilm M

Petrischalen (& 10 cm; & 5 cm)

Pipettenspitzen

Plastikkiivetten
-1,5 ml
-4 ml

Reaktionsgefiaie (0,2 ml; 0,5 ml; 1,5ml, 2ml)

Skalpelle

Sterilfilter (0,45um)

Transfermembran Nitrocellulose PROTRAN®

MATERIAL

Hettich, Tuttlingen
Hettich, Tuttlingen

Sarstedt, Niimbrecht
Menzelglédser, Braunschweig
Assistent, Sondheim
Nobaglove®, Wetter

B. Braun, Melsungen
Kimberly-Clark, England
Eurogentec, Belgien
Sarstedt, Niimbrecht
Whatman, Gottingen
Sarstedt, Niimbrecht
Menzelgléser, Braunschweig
American National Can, USA
Sarstedt, Niimbrecht

Gilson, Frankreich

Sarstedt, Niimbrecht
Ratiolab®, Dreieich
Sarstedt, Niimbrecht

C. Bruno Bayha GmbH,
Tuttlingen

Sarstedt, Niimbrecht
Schleicher & Schuell, Dassel
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6.3 Reagenzien

(Reinheitsgrad p.a.)

Agarose

Ammoniumpersulfat (APS)
Adenosin-5'-triphosphat (ATP)
Bacto—Agar

Bacto-Trypton

Borsaure

5-Brom-4-chlor-3-indoxylphosphat (BCIP)
5-Brom-4-chlor-3-indoxyl-B-D-galactopyranosid (X-Gal)

Bromphenolblau

Calciumchlorid (CaCl,)

1,4-Diazabicyclo(2.2.2)octan (DABCO)

Diethylpyrocarbonate (DEPC)

Dikaliumhydrogenphosphat (K,HPO,)

Dimethylformamid (DMF)

Dinatriumhydrogenphosphat (Na,HPOy,)

Ethanol

Ethidiumbromid (EtBr) (1 %ige Stammlsg. (10 mg / ml))
Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA)

Fischgelatine (G7765, 45 %)
Gelvatol Typ II
Glucose (D-)

Glutaraldehyd (25 %ige Losung)

Glycerin
Glycin
Guanidiniumthiocyanat

Hefeextrakt

N-2-Hydroxyethylpiperazin-N'-2-ethansulfonsdure

(HEPES)

MATERIAL

Invitrogen, USA

Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Miinchen
Difco

Difco

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Miinchen
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Miinchen
Sigma-Aldrich, Miinchen
Roth, Karlsruhe

Serva, Heidelberg
Sigma-Aldrich, Miinchen
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Oxoid, England

Roth, Karlsruhe
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Isopropanol
Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid (IPTG)
Kaliumacetat (KAc)

Kaliumchlorid (KCI)
Kaliumhydrogenphosphat (KH,PO4)
Latrunculin B

Lithiumchlorid (LiCl)

Magnesiumchlorid (MgCl,)
Magnesiumsulfat (MgSOy,)
B-Mercaptoethanol

Methanol

Milchpulver (blotting grade)
3-(N-Morpholino)-propansulfonsdure (MOPS)
Natriumacetat (NaAc)

Natriumazid (NaNj3)

Natriumcarbonat (NaCO3)

Natriumchlorid (NaCl)

Natriumcitrat

Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natriumhydroxidpldtzchen (NaOH)
Natriumlauroylsarcosin
Nitroblautetrazoliumchlorid (NBT)
NP40-Losung

Osmiumtetroxid

Paraformaldehyd

Paraformaldehyd (16 %ige Losung)

Pepton aus Casein
Phenol/Chloroform/Isoamyl-Alkohol (PCIA)

Phosphorwolframséure

Piperazin-N,N'-bis(2-ethansulfonsédure) (PIPES)

Pikrinsaure

MATERIAL

Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
ICN, Eschwege
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Affymetrix/USB, USA
Roth, Karlsruhe
CALBIOCHEM, Darmstadt
Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Science Services, Miinchen
Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
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Polyvinylalkohol

Proteose-Pepton
Rinderserumalbumin (BSA)
Repel-Silane ES

Rotiphorese® Gel 30 (30 %ige Acrylamid-Stammlésung)

Saccharose

Salzsdure (HCL)

Stickstoff (fliissig)
Tetramethylethylendiamin (TEMED)
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris)
Triton-X-100

Trypanblau

Uranylacetat

Xylencyanol

6.4 Fluoreszenzfarbstoffe

Alexa Fluor 488 Phalloidin

DAPI (4,6-Diamidino-2-phenylindol)
FITC-Dextran (Fluoresceinisothiocyanat)

LD540

Phalloidin 5/6-TRITC mixed isomers labeled
5/6-TRITC (Tetramethylrhodamin-5/6-isothiocyanat)
TRITC-Dextran

6.5 Antibiotika

Ampicillin

Blasticidin
Geneticindisulfat (G418)
Penicillin/Streptomycin

Tetrazyklin

MATERIAL

Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Miinchen
Oxoid, England
Sigma-Aldrich, Miinchen
Amersham, Freiburg
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Linde, Pullach

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Miinchen
Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Mo Bi Tec, Gottingen
Sigma-Aldrich, Miinchen
Sigma-Aldrich, Miinchen
(242)

Sigma-Aldrich, Miinchen
Sigma-Aldrich, Miinchen
Sigma-Aldrich, Miinchen

Sigma-Aldrich, Miinchen
ICN, Eschwege

Roth, Karlsruhe

PAA, Osterreich
Sigma-Aldrich, Miinchen
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6.6 Enzyme

Complete, Mini (Protease Inhibitor Tabletten)
DNasel (RNase-frei)
FastAP (Alkalische Phosphatase)

Klenow-Fragment

Phusion™ High-Fidelity DNA Polymerase und Puffer

Proteinase K

Restriktionsenzyme und jeweilige Puffer
RevertAid M-MuLV Reverse Transkriptase
RiboLock RNase Inhibitor

RNase A

T4 DNA Ligase und Puffer

T4 DNA Polymerase und Puffer

T4 Polynukleotidkinase und Puffer

Taq DNA Polymerase und Puffer

6.7 Langen- und Grof3enstandards

GeneRuler™ 100bp DNA Ladder Plus
GeneRuler™ 1kb DNA Ladder

PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder
Prestained Protein Molecular Weight Marker

PageRuler™ Unstained Protein Ladder

6.8 Kits

BCA Protein Assay Kit
KOD Hot Start DNA Polymerase
NucleoSpin® Extract II
pGEM®-T Easy Vector System I

PureLink™ HiPure Plasmid DNA Purification Kit

QIAquick® Gel Extraction Kit

MATERIAL

Roche, Mannheim
Fermentas, St. Leon-Rot
Fermentas, St. Leon-Rot
Fermentas, St. Leon-Rot
Finnzymes, Finnland
Fermentas, St. Leon-Rot
Fermentas, St. Leon-Rot
Fermentas, St. Leon-Rot
Fermentas, St. Leon-Rot
Roth, Karlsruhe
Fermentas, St. Leon-Rot
Fermentas, St. Leon-Rot
Fermentas, St. Leon-Rot

Fermentas, St. Leon-Rot

Fermentas, St-Leon-Roth
Fermentas, St-Leon-Roth
Fermentas, St-Leon-Roth
Fermentas, St-Leon-Roth

Fermentas, St-Leon-Roth

Novagen, USA
Novagen, USA
Macherey-Nagel, Diiren
Promega, USA
Invitrogen, USA
Qiagen, Hamburg
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QIAquick® PCR-Purification Kit

6.9 AntikOrper

6.9.1 Priméarantikorper

120 kDa gelation factor (mk) 82-471-14

aABP34
aAktin (mk)
ao-Actinin (mk)

aHefe aTubulin (mk)

aCP 224 (Centrosom;

aCap34 (mk)
aCoactosin (mk)
aCoronin (mk)
aDAIP1 (mk)
aFilamin (mk)
aGFP (mk)
aMyc (mk)
aMyc (pk)
aMyosin II (mk)
ap80 (mk)

aPDI (mk)
aPorin (mk)
aProfilin (mk)
aSeverin (mk)
aTalin (mk)
aUbiquitin
aVacuolin (mk)

aV-H -ATPase (mk)

159-291-1
ACT-1-11; 224-236-1 (fiir WB)
47-19-2
YL1/2
2/165
135-409-16
177-29-B2-8
194-62-7; 176-3D6
246-466-6
sieche 120 kDa gelation factor (mk)
264-449-2
9E10
(Cell Signaling Technology, USA)
56-396-5
H151
221-402-9; 221-64-1
70-100-1
153-246-10
42-65-11
227-341-4
Ub (P4D1): sc-8017
263-79-2; 263-279-7
221-35-2;224-256-2

mk)

(255)

MATERIAL

Qiagen, Hamburg

(243)
(244)
((245); (246))
(241)

(247)
(248)
1)

(249)
(250)

(Chemicon, USA)
(251)

(252)
((253); tiber P.Cosson)
(254)

(256)

(257)

(14)

SCBT, Heidelberg
(35)

(258, 259)
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6.9.2 Sekundirantikorper

Kaninchen-anti-Maus IgG

(konjugiert mit Alkalischer Phosphatase)
Ziege-anti-Hase IgG

(konjugiert mit Cy3)
Kaninchen-anti-Maus IgG

(konjugiert mit Cy3)
Ziege-anti-Maus IgG

(konjugiert mit Oregon Green 488)

6.10 Puffer und Losungen

Blockierlosung

CaCl,-Pufter
(pH 7,0)

Carbonatpuffer
(pH 10,2)

DNA-Auftragspuffer, 5x

Elektroporationspuffer

Ethidiumbromidlosung

MATERIAL

Dianova, Hamburg

Novagen, USA

Dianova, Hamburg

Molecular Probes, USA

5 % Milchpulver [w/v]
in 1x PBS, Zugabe von
Spatelspitze NaN;

60 mM CaCl,
15 % Glycerol
10 mM PIPES
(autoklavieren)

0,1 M N32CO3

30 % Glycerin [v/v]

50 mM EDTA

0,001 % Bromphenolblau
[w/v]

0,001 % Xylencyanol [w/v]

10 mM NazHPO4
50 mM Saccharose
ddH,Oad 11
(steril filtrieren)

10 mg/ 10 ml
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HBS, 2x
(pH 7,05)

Glycerin, 18%

Kernlyse-Puffer

Laemmli, 10x
(pH 6,8)

Losung I
(pH 8,0)

Losung I1

Losung II1
(pH 5.5)

MES-HLS5
(pH 7,2)

PAA-Laufpuffer, 10x

MATERIAL

4 g NaCl

0,18 g KCL

0,062 g Na,HPO,4-2H,0
2,5 g HEPES

0,5 g D-Glucose

ddH,0 ad 250 ml

(steril filtrieren), -20 °C

18 ml 50 % Glycerol [v/v]
7 ml ddH,O
25 ml 2x HBS

0,05 M HEPES

0,04 M MgCI2

0,2 M KCl1

5 % Sucrose [w/V]

14 mM B-Mercaptoethanol

0,2 M Tris-HCI

33 % Glycin [v/v]

6,7 % SDS [w/v]

16,7 % Mercaptoethanol [v/v]
10 mg / ml Bromphenolblau

50 mM Tris-HCI
10 mM EDTA
100pg / ml RNase A

200 mM NaOH
1 % SDS

3 MKAc

5,0 g Hefeextrakt

10,0 g Glucose

10,0 g Proteose-Pepton
1,32 ¢ MOPS

ddH,O ad 11

0,25 M Tris

1,9 M Glycin
1 % SDS [w/Vv]
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PBG

PBS, 10x
(pH 7.,4)

PBS/Glycin

Puffer 6.6.2
(pH 7.,2)

SDS-Sammelgelpufter, 4x
(pH 6,8)

SDS-Trenngelpuffer, 4x
(pH 8.8)

Semidry-Blotpuffer
(pH 8,2-8,4)

Soerensen-Phosphatpuffer (P-Puffer)

Solution D

TBE-Puffer, 10x
(pH 8,3)

Trypanblau

MATERIAL

0,045 % Fischgelatine [v/v]
0,5 % BSA [w/V]
IxPBSadll

1370 mM NaCl
81 mM Na,HPO,4
27 mM KCl

15 mM KH,PO4

3,75 g Glycin
1x PBS ad 500 ml

6 mM Tris-HCI (pH 7,4)
6 mM NaCl
0,2 mM EDTA

0,5 M Tris-HCI
0,4 % SDS

1,5 M Tris-HC1
0,4 % SDS

48 mM Tris

39 mM Glycin
0,0375 % SDS [w/v]
20 % Methanol [v/v]

2 mM NazHPO4
15 mM KH2P04
(autoklavieren)

4 M Guanidinium-
Isothiocyanat
25 mM Natriumcitrat
5 % Natriumlauroylsarcosin
[v/V]
0,1 M B-Mercaptoethanol

1 M Tris-HCI
0,83 M Borsidue
10 mM EDTA

0,087 g NaCl

0,058 g Natriumcitrat
0,02 g Trypanblau
ddH,0 ad 10 ml
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6.11 Medien

6.11.1 Escherichia coli

LB-Medium
(pH 7,0)

LBamp-Medium

LB-Agar

LBamp-Agar

6.11.2 Dictyostelium discoideum

AX-Medium (HL5)
(pPH 6,7)

MES-HL5
(pH 7,1)

Go-Medium

MATERIAL

10 g Bacto-Trypton
5 g Hefeextrakt

5 gNaCL
ddH,Oad 11

wie LB-Medium
+ 50 pg / ml Ampicillin

wie LB-Medium
+ 13 g Bacto-Agar

wie LB-Medium
+ 13 g Bacto-Agar
+ 50 pg / ml Ampicillin

2,5 g Bacto-Trypton

2,5 g Pepton aus Casein
5 g Protease-Pepton

5 g Hefeextrakt

10 g D-Glucose

1,2 g KI‘I2P04

0,35 g NazHPO4 . 2H20
ddH,O ad 11

5 g Hefeextrakt

10 g D-Glucose

10 g Protease-Pepton
1,32 g MOPS
ddH,O ad 11

wie AX-Medium
Penicillin/Streptomycin auf
eine Endkonzentration von
[100 U/ ml]
+ 50 pg / ml Ampicillin
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Glo-Medium

Blo-Medium

Glo/Blo-Medium

SM-Agarplatten
(pH 6,5)

KA-Platten

Phosphat-Agarplatten
(pH 6,0)

6.12 Plasmide

MATERIAL

wie Go-Medium
Geneticin (G418) auf eine
Endkonzentration von
[10 pg/ ml]

wie Go-Medium

Blasticidin auf eine

Endkonzentration von
[10 pg/ ml]

wie Go-Medium
Geneticin (G418) und
Blasticidin auf eine
Endkonzentration von jeweils
[10 pg/ ml]

15 g Bacto-Agar
10 g Pepton

10 g D-Glucose

1 g Hefeextrakt

1 g MgSO4 - TH,0
2,2 g KH2P04

1 g Ko;HPO,
ddH,Oad 11

mit Klebsiella aerogenes
bewachsene SM-Platte

15 g Bacto-Agar
Soerensen-Phosphatpuffer
ad 11

Alle klonierten Fragmente wurden mittels der Sequenzierung durch die Firma MWG

Biotech AG auf deren korrekte Sequenz untersucht. Alle Vektoren, ausgenommen #425,

#498, #764 und #781, besitzen ein Resistenzgen fiir Geneticin (G418). Die anderen

verleihen den Zellen eine Blasticidin-Resistenz.

#112 — pDNeo-GFP-VacuolinB

#406 — GFP-Ssj758

(Ulrike Hacker, MPI fiir BC, Martinsried)
(I. Miiller, Uni Kassel, (120))
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MATERIAL

#424 — MB35 (bezogen iliber Abt. Genetik, UniKassel;
(162))

#425 — MB38 (bezogen iiber Abt. Genetik, UniKassel;
(162))

#498 — pBsrH-mRFPmars-PTS1 (C. Schmauch, Uni Kassel, (148))

#502 — pVAM-VASPAFABstr (S. ClauBner, Uni Kassel, (149))

#503 — pVAM-VASPATETRA (S. ClauBner, Uni Kassel, (149))

#512 — pVAM-VASPAGAB (S. ClauBner, Uni Kassel, (149))

#519 —pVAM-VASP (C. Schmauch, Uni Kassel, (150))

#520 — GFP-VASP (Hans Faix, MH Hannover, (73))

#535 — pB15-VAM-Coactosin

und

Das Amplifikat Coactosin wurde durch eine PCR mit den Primern #264 und #265
auf das Plasmid #69 (p17-cDNA-Coactosin, (91)) gewonnen und mittels Xba I
Xho I verdaut. Vektor #519 (pVAM-V ASP) wurde ebenfalls mit diesen beiden

Enzymen geschnitten, wodurch das Insert VASP verloren ging und durch
Coactosin ersetzt werden konnte, resultierend in Plasmid #535 (pB15-VacuolinA-

Myc-Coactosin).

#536 — pB15-VAM-HisactophilinII

Hisactophilinll wurde durch eine PCR mit den Primern #296 und #270 auf
genomische DNA von D. discoideum amplifiziert, mit Xba I und Xho I verdaut
und {iber die gleichen Schnittstellen in den Vektor #519 (pVAM-VASP) ligiert,
nachdem zuvor aus diesem Vektor durch den Xba I / Xho I-Doppelverdau VASP
ausgeschnitten wurde. Die Ligation resultierte in Vektor #536 (pB15-VAM-
HisactophilinlIl).

#644 — pB15-VAM-Ssj758

Ssj758 wurde zunichst liber eine PCR mit den Primern #434 und #288 auf
Plasmid #555 (pB15-Myc-Ssj758, 1. Miiller, Uni Kassel, (120)) amplifiziert und
nach einem A-Tailing in den pGEM-Teasy-Vector ligiert, wodurch Plasmid #684
(pGEM-Teasy-Ssj758) entstand. Dieser wurde im ndchsten Schritt mit Xba I und
Xho I verdaut und in den ebenso verdauten Vektor #519 (VAM-VASP) ligiert,
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MATERIAL

wodurch VASP verloren ging und der Vektor #644 (pB15-VAM-Ssj758)

entstand.
#645 — pDN120GFP (David Knecht, Uni Connecticut)
#646 — AHD741da-Actinin cDNA (David Knecht, Uni Connecticut)

#648 — pB15-VAM-Filamin
Durch eine PCR auf Plasmid #645 (pDN120GFP) mit den Primern #448 und #449
wurde Filamin amplifiziert und iiber die Restriktionsschnittstellen Xba I und Xho
I'in den Vektor #519 (VAM-VASP) ligiert, wodurch VASP verloren ging und das
Plasmid #648 (pB15-VAM-Filamin) erzeugt wurde.

#668 — pDneo2a-SLB350-6xMyc (G. Konotrop, Uni Kassel, (151))

#674 — pB15-VAM-Ponticulin (-2TMD)
Auf Plasmid #537 (pB15-VAM-Ponticulin, S. ClauBner, Uni Kassel) wurde mit
den Primern #391 und #392 eine PCR gefahren, um Ponticulin (-2TMD) zu
amplifizieren. Nach einem Xba I / Xho I-Doppelverdau wurde das Insert in den
ebenso verdauten Vektor #519 (pVAM-VASP) ligiert, nachdem aus diesem
Vektor zuvor VASP durch den gleichen Verdau entfernt wurde. Daraus resultierte
Plasmid #674 (pB15-VAM-Ponticulin (-2TMD)).

#678 — pB15-VAM-WASP
WASP wurde zunidchst mittels einer PCR auf aufgereinigte ¢cDNA aus D.
discoideum mit den Primern #477 und #478 gewonnen und in pGEM-Teasy-
Vector ligiert, resultierend in Plasmid #681 (pGEM-Teasy-WASP). Durch eine
PCR auf dieses Plasmid unter der Verwendung der Primer #477 und #496 wurde
WASP erneut amplifiziert und iiber die Schnittstellen Xba I und Xho I in Plasmid
#519 (VAM-VASP) ligiert, wodurch VASP verloren ging und der Vektor #678
(VAM-WASP) entstand.

#682 — pB15-VAM-a-Actinin
Eine PCR auf Vektor #646 (AHD741da-Actinin cDNA) mit den Primern #446
und #447 diente der Amplifizierung von a-Actinin, das iiber die Schnittstellen
Xba I und Xho I in Vektor #519 (VAM-VASP) ligiert wurde, wodurch das bereits
vorhandene Insert VASP verloren ging und der Vektor #682 (pB15-VAM-o-

Actinin) erzeugt wurde.
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MATERIAL

#695 — pDneo2a-SLB350-Myc-Filamin
Fiir die Ligation von Myc-Filamin C-terminal an SLB350 wurden die Vektoren
#648 (pB15-VAM-Filamin) und #699 (pDneo2a-SLB350-Myc-VASP) mit
BamH I und Xho I verdaut. Mittels Gelaufreinigung wurde aus Plasmid #648
das Insert Myc-Filamin und aus Plasmid #699 der Restvektor pDneo2a-SLB350
gewonnen. Beide Fragmente wurden anschlieBend in einer Ligation
miteinander fusioniert, resultierend in Plasmid #695 (pDneo2a-SLB350-Myc-
Filamin).

#697 — pDneo2a-SLB350-Myc-a-Actinin
Fiir die Ligation von Myc-a-Actinin C-terminal an SLB350 wurden die Vektoren
#682 (pB15-VAM-a-Actinin) und #699 (pDneo2a-SLB350-Myc-VASP) mit
BamH I und Xho I verdaut. Mittels Gelaufreinigung wurde aus Plasmid #682 das
Insert Myc-a-Actinin und aus Plasmid #699 der Restvektor pDneo2a-SLB350
gewonnen. Beide Fragmente wurden anschlieBend in einer Ligation miteinander
fusioniert, resultierend in Plasmid #697 (pDneo2a-SLB350-Myc-a-Actinin).

#698 — GFP-LSD-VASP
Mit den Primern #504 und #505 wurde VASP durch eine PCR auf Plasmid #519
(VAM-VASP) amplifiziert, im Anschluss daran mit BamH I und Bgl II verdaut
und in die BamH I-Schnittstelle des Vektors #739 (GFP-LSD (-Stop-Codon))
ligiert, wodurch Vektor #698 (GFP-LSD-VASP) entstand.

#699 — pDneo2a-SLB350-Myc-VASP
Myc-VASP wurde mittels einer PCR auf Vektor #519 (VAM-VASP) mit den
Primern #331 und #172 amplifiziert und tiber BamH I und Xho I in den Vektor
#668 (pDneo2a-SLB350-6xMyc) ligiert, der mit den gleichen Enzymen verdaut
wurde.

#739 — GFP-LSD (-Stop-Codon)
Das LSD (-Stop-Codon) ersetzt das LSD im Vektor #438 (pDNeo-GFP-LSDI, N.
Pawolleck, Uni Kassel, (155)), indem es durch eine PCR mit den Primern #159
und #506 auf diesen Vektor gewonnen und iiber die Schnittstellen Sal I und
BamH in diesen Vektor kloniert wurde, wodurch LSD verloren ging und Plasmid

#739 (GFP-LSD (-Stop-Codon)) entstand.
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#740 — pB15-VAM-a-ActininACH
a-ActininACH wurde mittels der Primer #537 und #447 aus Plasmid #682 (pB15-
VAM-a-Actinin) amplifiziert und iiber Xba I und Xho I wiederum in dieses
Plasmid ligiert, wodurch a-Actinin verloren gind und das Plasmid #740 (pB15-
VAM-a-ActininACH) entstand.

#741 — pB15-VAM-FilaminACH
FilaminACH wurde durch eine PCR auf Plasmid #648 (pB15-VAM-Filamin)
mittels der Primer #536 und #449 amplifiziert und tiber Xba I und Xho I
wiederum in dieses Plasmid ligiert, wodurch Filamin verloren ging und das
Plasmid #741 (pB15-VAM-FilaminACH) generiert wurde.

#742 — pB15-ALDH (-Stop-Codon)
ALDH (-Stop-Codon) wurde durch eine PCR mit den Primern #533 und #534 auf
Plasmid #654 (pB15-Myc-ALDH, O. Kuhnert, Uni Kassel, (40)) amplifiziert, mit
den Enzymen Sac I und Xho I verdaut und in den ebenso verdauten Vektor #151
(pB15 bzw. pDXA3C, (260)) kloniert, wodurch Plasmid #742 (pB15-ALDH (-
Stop-Codon)) erzeugt wurde.

#744 — MB38-VAM-VASP
VAM-VASP wurde aus dem Vektor #519 (VAM-VASP) mittels einer PCR unter
Verwendung der Primer #16 und #505 amplifiziert, mit Bgl II verdaut und durch
die Klenow-Polymerase gebluntet. Die Ligation erfolgte in den ebenfalls mit Bgl
IT verdauten und mit Klenow geblunteten Vektor #425 (MB38), woraus Plasmid
#744 (MB38-VAM-VASP) resultierte.

#745 — pB15-ALDH-Myc-VASP
Myc-VASP wurde zunéchst durch eine PCR mit den Primern #497 und #172 auf
Plasmid #519 (VAM-VASP) amplifiziert und nach einem A-Tailing in pGEM-
Teasy-Vector ligiert, resultierend in Plasmid #747 (pGEM-Teasy-Myc-VASP).
Mittels einem Xho I-Verdau wurde Myc-VASP aus dem Vektor #747
ausgeschnitten und in den ebenfalls mit Xho I verdauten Vektor #742 (pB15-
ALDH (-Stop-Codon)) ligiert, wodurch Plasmid #745 (pB15-ALDH-Myc-VASP)

entstand.
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#762 — MB38-VAM-Filamin
VAM-Filamin wurde durch PCR auf Plasmid #648 (pB15-VAM-Filamin) mittels
der Primer #561 und #562 gewonnen, mit Mlu I verdaut und durch das Klenow-
Fragment gebluntet. Der MB38-Vektor (#425) wurde mit Bgl II verdaut, ebenfalls
durch eine Klenow-Reaktion gebluntet und nach einer Dephosphorylierung

mittels FastAP mit dem Insert ligiert, resultierend in Plasmid #762 (MB38-VAM-

Filamin).
#764 — pA15-RFP-Apg8 (bezogen von Tony Kowal, Dicty Stock Center)
#765 — pDBsrXP-mRFP (Manu Dubin, Uni Kassel, (261))

#767 — pB15-ALDH-Myc-Ssj758
Durch eine PCR mit den Primern #497 und #288 auf Plasmid #644 (pB15-VAM-
Ssj758) wurde Myc-Ssj758 amplifiziert und nach einem Xho I-Verdau in den
ebenso verdauten Vektor #745 (pB15-ALDH-Myc-VASP) ligiert, wodurch Myc-
VASP verloren ging und der Vektor #767 (pB15-ALDH-Myc-Ssj758) entstand.

#792 — pB15-ALDH-Myc-a-Actinin
Myc-a-Actinin wurde zunéchst iiber eine PCR mit den Primern #497 und #447
auf Plasmid #682 (pB15-VAM-a-Actinin) amplifiziert und nach einem A-Tailing
in den pGEM-Teasy-Vektor kloniert, resultierend in Plasmid #835 (pGEM-Teasy-
Myc-a-Actinin). Ausgeschnitten wurde das Insert mit Xho I und tiber die gleiche
Schnittstelle in Vektor #742 (pB15-ALDH (-Stop-Codon)) ligiert, resultierend in
Plasmid #792 (pB15-ALDH-Myc-a-Actinin).

#793 — pDBsrXP-VAM-FilaminACH
VAM-FilaminACH wurde mittels der Enzyme Bgl II und Xho I aus Vektor #741
(pB15-VAM-FilaminACH) ausgeschnitten und iiber BamH I und Xho I in Vektor
#765 (pDBsrXP-mRFP) ligiert, resultierend in Vektor #793 (pDBsr-XP-VAM-
FilaminACH).

#794 — pDneo2a-SLB350-Myc-Ssj758
Fiir die Ligation von Myc-Ssj758 C-terminal von SLB350 wurden die Vektoren
#644 (pB15-VAM-Ssj758) und #699 (pDneo2a-SLB350-Myc-  VASP)
mit BamH I und Xho I verdaut. Mittels Gelaufreinigung wurde aus Plasmid #644
das Insert Myc-Ssj758 und aus Plasmid #699 der Restvektor pDneo2a-SLB350
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gewonnen. Beide Fragmente wurden anschlieBend in einer Ligation miteinander
fusioniert, resultierend in Plasmid #794 (pDneo2a-SLB350-Myc-Ssj758).

#795 — pB15-ALDH-Myc-Filamin
Durch eine PCR mit den Primern #497 und #449 auf Plasmid #648 (pB15-VAM-
Filamin) wurde Myc-Filamin amplifiziert. Nach einem A-Tailing erfolgte die
Ligation in pGEM-Teasy, wodurch der Vektor pGEM-Teasy-Myc-Filamin
entstand (#834). Mittels Xho I erfolgte die Isolierung des Insert aus Plasmid #834
und die Ligation in Vektor #742 (pB15-ALDH (-Stop-Codon)), der mit dem
gleichen Restriktionsenzym geschnitten wurde. Daraus resultierte Plasmid #795
(pB15-ALDH-Myc-Filamin).

#796 — pDBsrXP-VAM-Filamin
In getrennten Verdauansétzen wurde aus Vektor #648 (pB15-VAM-Filamin) zum
einen VacuolinA mittels Bgl I und BamH I und zum anderen Myc-Filamin
mittels BamH I und Xho I isoliert. Aus Plasmid #765 (pDBsrXP-mRFP) wurde
durch einen Verdau mit BamH I und Xho I mRFP ausgeschnitten und zunichst
nur mit VacuolinA ligiert. Nach einer Stunde wurde auch Filamin zum
Ligationsansatz zugegeben und fiir eine weitere Stunde ligiert. Es entstand
Plasmid #796 (pDBsrXP-VAM-Filamin).

#836 — GFP-LSD-Ssj758
Mittels PCR (Primer #129 und #130) auf Plasmid #406 wurde Ssj758 amplifiziert
und nach einem A-Tailing in den pGEM-Teasy-Vektor ligiert, resultierend in
Plasmid #547 (pGEM-Teasy-Ssj758). Mittels BamH I und Bgl II wurde Ssj758
aus #547 ausgeschnitten und iiber die BamH I-Schnittstelle in Vektor #739 (GFP-
LSD (-Stop-Codon)) ligiert, wodurch Plasmid #836 (GFP-LSD-Ssj758) entstand.

#837 — GFP-LSD-a-Actinin
Auf Vektor #682 (pB15-VAM-a-Actinin) erfolgte mittels der Primer #621 und
#662 eine PCR, um a-Actinin zu amplifizieren und nach einem BamH I-Verdau in
Vektor #739 (GFP-LSD (-Stop-Codon)) zu ligieren, was in Plasmid #837 (GFP-
LSD-a-Actinin) resultierte.
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#838 — GFP-LSD-Filamin
Auf Vektor #648 (pB15-VAM-Filamin) erfolgte mittels der Primer #620 und
#661 eine PCR, um Filamin zu amplifizieren und nach einem BamH I-Verdau in
Vektor #739 (GFP-LSD (-Stop-Codon)) zu ligieren, was in Plasmid #838 (GFP-
LSD-Filamin) resultierte.

#841 — pB15-VAM-Abp34
Abp34 wird mittels den Primern #672 und #673 auf aufgereinigte cDNA aus
D. discoideum gewonnen und dem A-Tailing folgend zunichst in den pGEM-
Teasy-Vektor ligiert, resultierend in Plasmid #844 (pGEM-Teasy-Abp34). Mittels
einem Xba I / Xho I-Restriktionsverdau wird das Insert aus diesem Vektor
gewonnen und in #519 (pVAM-VASP), der mit den gleichen Enyzmen
geschnitten wurde, wodurch VASP verloren geht, resultierend in Plasmid #841
(pB15-VAM-Abp34).

#842 - pB15-VAM-a-ActininAOligo
Durch eine PCR mittels der Primer #446 und #690 auf Plasmid #682 (pB15-
VAM-a-Actinin) wurde a-ActininAOligo gewonnen und nach einem Xba I/ Xho
I-Doppelverdau in das ebenso verdaute Plasmid #519 (pVAM-VASP), wodurch
VASP verloren geht, ligiert. Es entstand Plasmid #842 (pB15-VAM-o-
ActininAQOligo).

#843 - pB15-VAM-FilaminAOligo
Durch eine PCR mit den Primern #448 und #691 auf Plasmid #682 (pB15-VAM-
a-Actinin) wurde das Insert FilaminAOligo gewonnen, welches mit Xba I und
Xho I verdaut wurde, um mit Vektor #519 (pVAM-VASP) ligiert zu werden, aus
dem zuvor mittels der gleichen Enzyme VASP entfernt wurde. Daraus resultiere

Vektor #843 (pB15-VAM-FilaminAOligo).
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6.13 Oligonukleotide

Die Herstellung der Primer erfolgte durch die Firma MWG und Invitrogen.
Annealing-Temperatur: 55-58 °C

#16 5'-tgaagatctaaaatgattgaaggtagtggtagtaaaactccaaagag-3'
#159 S'-cgtgtcgacatgtcatctcaagaacaacaaaaatcaaage-3'
#172 S'-cgtctcgagttaatgttgagatgctctgattge-3'

#264 5'-cgctactctagagccgatgtttcc-3'

#265 5'-gcgatgctcgagttagttggttgatttgttacc-3'

#270 S'-ccgtgactcgagttataagatgtgttcttcg-3'

#288 5'-ggctactcgagttaatttatattatatctttg-3'

#296 5'-ggtgttaatgttggtggtgg-3'

#331 5'-cgatcggatcctctagtgaacaaaaattaatttcag-3'
#391 S'-cgattctagatccgtttcaaattcagece-3'

#392 5'-cgatctcgagttaacttgaggaatcgg-3'

#434 5'-ccattctagaatagcaagttattttgaagtagtcge-3'
#446 5'-gctattctagatcagaagaaccaaccccag-3'

#447 5'-cgtatctcgagttattggtataatttttcage-3'

#448 5'-gctattctagagetgetgctccaagtgg-3'

#449 5'-gctatctcgagttaattggcagtacgag-3'

#477 5'-cgtatctagaatgggtagtccaactattagtg-3'

#478 S'-cgattctagattaataatctgaccattcatcatcg-3'
#496 S'-cgatctcgagttaataatctgaccattcatcatcg -3'
#497 S'-cgatcctcgagatgtctagtgaacaaaaattaatttcag-3'
#504 S'-cgatggatccatgagtgaaacagcaatttttaatge-3'
#505 S'-cgatagatctttaatgttgagatgctctgattge-3'

#506 S'-cgtaggatccattggttgagttatcatttgaagatgaag-3'
#533 S'-cgtagagctcatgtcaacatcagcage-3'

#534 5'-cgtactcgagccaaccagaacc-3'

#536 S'-cgtatctagacgtgattatgcactcaac-3'
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#537 5'-cgtatctagattttctgcctctagaaaagce-3'

#561 S'-cgtaacgcgtatgattgaaggtagtgg-3'

#562 5'-ggtaacgcgtttaattggcagtacg-3'

#620 5'-ccgtggatccatggetgetgctccaagtgg-3'

#621 5'-ccgtggatccatgtcagaagaaccaaccccag-3'

#661 5'-cgatggatccttaattggcagtacgagtag-3'

#662 5'-cgtaggatccttattggtataatttttcage-3'

#672 5'-cgtatctagaatggcagaaacaaaagttgcacc-3'

#673 S'-cgtactcgagttatttcttttgtggaccgtatctctttttcttttcttc-3'
#690 S'-cgtaactcgagttatctagaggcagaaaagtgatggtagtattgag-3'
#691 5'-cgtaactcgagttagaaataagagacgtaggtgatg-3'

6.14 Online-Programme

e Dictyostelium-Datenbank: http://dictybase.org/

e Multalign (Sequenzvergleich): http://bioinfo.genopole-

toulouse.prd. fr/multalin/multalin.html

o Fermentas: http://www.fermentas.com

e Pubmed: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=pubmed

e SMART: http://smart.embl-heidelberg.de/

6.15 Biologische Materialien

Bakterien-Stamme:

Hefe-Zellen:

Dictyostelium-Stimme:

Escherichia coli IM105

Escherichia coli DH5o

Top Ten E.coli (Invitrogen, USA)
Klebsiella aerogenes

Cat. # Ysc-2, Sigma-Aldrich, Miinchen

AX2 (Watts & Ashworth, 1970)

VASP" (Strain DBS0237034; Dicty Stock Center; (65))
AbpC” (Strain DBS0236077; Dicty Stock Center; (262))
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7. Methoden

Ein GroBteil der Methoden wurde aus meiner Diplomarbeit iibernommen und unter

Umsténden iiberarbeitet (149).

7.1 Molekularbiologische Methoden

7.1.1 Praparation von Nukleinsduren aus Escherichia coli

7.1.1.1 Minipraparationen von Plasmid-DNA

Fiir die Isolierung von Plasmid-DNA aus einem einzelnen Klon werden zunéchst 1,5 ml LB-
Medium mit den entsprechenden Zellen angeimpft und {iber Nacht unter Schiitteln bei 37 °C
bebriitet. Am Folgetag werden die Zellen fiir 3 min bei 4000 rpm abzentrifugiert und in 200 pl
Losung I resuspendiert. Nach Zugabe von 200 pl Losung II werden die Zellen fiir 5 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Im Anschluss erfolgt das vorsichtige Mischen mit 200 pl Losung
IIT und eine Sminiitige Inkubationszeit auf Eis. Die Bildung eines weillen Niederschlages ist
zu beobachten, der fiir 10 min bei 13.000 rpm abzentrifugiert wird. Dieser, sowie alle
folgenden Zentrifugationsschritte werden bei 4 °C durchgefiihrt, um die Ausbeute von kleinen
DNA-Mengen zu erhdhen. Der Uberstand wird in ein neues 1.5 ml Reaktionsgefif iiberfiihrt
und mit 0.7 Vol Isopropanol vermischt. Die dadurch ausfallende Plasmid-DNA wird fiir 10
min bei 13.000 rpm pelletiert und mit 300 pl 70 %igen Ethanol gewaschen. Das Pellet wird in
einer Vakuumzentrifuge fiir einige Minuten getrocknet und in 30 ul ddH,O geldst, unterstiitzt
durch eine 10miniitige Inkubation bei 60 °C. Fiir die Analyse der DNA mittels eines
Kontrollverdaus (7.1.3.5) werden 10 pul DNA verwendet.

7.1.1.2 Midipraparationen von Plasmid-DNA

Die Priparation von Plasmid-DNA aus einer 30 ml Zellkultur erfolgt mittels des PureLink ™
HiPure Plasmid DNA Purification Kit der Firma Invitrogen. Zur Vorbereitung wird am
Vortag die gewiinschte Kultur in einem Erlenmeyerkolben angesetzt und iiber Nacht bei 37
°C angezogen. Fiir die weitere Durchfiihrung wird sich an die Angaben des Herstellers
gehalten, unter Verwendung der mitgelieferten Losungen. Die isolierte und getrocknete DNA
wird in 200 pul ddH,O aufgenommen und unter leichtem Schiitteln bei 60 °C fiir 10 min
gelost. Es folgt die photometrische Bestimmung der DNA-Konzentration.
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7.1.2 Praparation von Nukleinsduren aus Dictvostelium discoideum

7.1.2.1 Isolierung von RNA

Bis auf die erste Zentrifugation erfolgen alle Weiteren bei 13000 rpm und RT.

Zellen, die auf einer 10 cm (@) Petrischale angewachsen wurden, werden mit 10 ml P-Puffer
abgespiilt und fiir 3 min bei 1200 rpm und 4 °C abzentrifugiert. Das Pellet wird in 500 ul
Solution D geldst, in ein 1,5 ml Reaktionsgefdl iiberfiihrt und nach der Zugabe von 50 ul 3 M
NaAc (pH4.7) und 500 pl PCIA fiir 1 h bei -20 °C inkubiert. Nach einer 10miniitigen
Zentrifugation wird die transparente Phase in ein neues Reaktionsgefd3 gebracht, mit 1 Vol
Isopropanol tliberdeckt und erneut fiir 1 h bei -20 °C gelagert. Dem 30miniitigen Pelletieren
folgt das Resuspendieren des Pellets in 300 pl DEPC-H,O, 30 ul 8 M LiCI und 750 pl 100
%igen Ethanols. Es folgen eine 10miniitige Zentrifugation und das Trocknen des Pellets in

der Speed-Vac. Die gereinigte RNA wird in 100 ul DEPC-H,0 aufgenommen.

7.1.2.2 Isolierung von genomischer DNA

Die ersten Schritte werden bei 4 °C bzw. auf Eis durchgefiihrt.

Eine bewachsene Petrischale (@ 10 cm) wird mit 10 ml Medium abgespiilt, die Zellen 3 min
bei 1200 rpm pelletiert, einmal mit P-Puffer gewaschen und in 1 ml Kernlyse-Puffer
resuspendiert. Die Probe wird fiir einige Minuten auf Eis gekiihlt. Es folgen die Zugabe von
60 ul 20 % NP40-Losung und eine erneute Kiithlung der Probe fiir wenige Minuten auf Eis.
Die Pelletierung der Zellkerne wird fiir 8 min bei 4000 rpm durchgefiihrt und in 1 ml
Kernlyse-Puffer gewaschen. Im néchsten Schritt werden die Kerne in 200 pl Puffer 6.6.2
aufgenommen und zusammen mit 7 pl 10 %iger SDS-Losung und 15 pl Proteinase K fiir 2 h
bei 65 °C in ihrer Struktur zerstort. Die ndchsten Handlungen erfolgen bei RT. Es folgt eine
zweimalige Phenol/Chloroform-Extraktion wobei stets mit der oberen Phase gearbeitet wird:
Zugabe von 2 Vol PCIA, 30 min taumelnd inkubieren und im Anschluss 5 min
abzentrifugieren. Ist die obere Phase nach dem zweiten Durchgang noch triib, so kann die
Extraktion wiederholt werden. Ansonsten wird die obere Phase nun mit 0,6 Vol Isopropanol
und 0,1 V LiCl leicht vermischt, 30 min bei 13400 rpm zentrifugiert und mit 200 pl 70 %igen
Ethanol gewaschen. Das luftgetrocknete Pellet wird in 100 pl ddH,O und 10 min bei 65 °C
gelost. Die Konzentration wird mittels eines Photometers bestimmt und sollte zwischen 200-

500 pg / ul liegen.
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7.1.2.3 Gewinnung von cDNA

Hierfir werden 1 pg der aufgereinigten RNA (7.1.2.1) zusammen mit 1 pl 10 x
Reaktionspuffer mit MgCl,, 1 pul DNasel (RNase-frei), 0,25 pl RiboLock RNase Inhibitor und
DEPC-Wasser (aufgefiillt auf 9 pul) fiir 30 min bei 37 °C inkubiert. Nach der Zugabe von 25
mM EDTA wird der Mix fiir 10 min bei 65 °C gehalten und im Anschluss sofort auf Eis
abgekiihlt. Die praparierte RNA kann als Template fiir die Reverse Transkriptase verwendet
werden. Hierfiir werden wiederum circa 440 ng der RNA zusammen mit je 2 ul (10 uM)
Primer (15-20 pmol) mit DEPC-Wasser auf 12,5 ul aufgefiillt und fiir 5 min bei 65 °C
inkubiert, auf Eis abgekiihlt und vorsichtig gemischt. Es folgt die Zugabe von 4 pul
Reaktionspuffer, 2 ul ANTP-Mix (jedes 10 mM), 0.5 pl RiboLock RNase Inhibitor und 1 pl
RevertAid M-MuLV Reverse Transkriptase. Nach einer 60miniitigen Inkubation bei 42 °C
und einer 10miniitigen Stoppreaktion bei 70 °C kénnen 2 pl der Reaktionsmischung fiir eine

PCR (7.1.3.1) verwendet werden.

7.1.3 Enzymatische Reaktionen

7.1.3.1 Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

Die Vervielfiltigung von bestimmten DNA-Abschnitten in vitro erfolgt mittels der
Polymerase-Ketten-Reaktion, die erstmalig 1985 von Saiki et al. beschrieben wurde (263).

Unter Verwendung einer doppelstringigen DNA-Matrize, einem N-terminal und einem C-
terminal begrenzenden Oligonukleotidprimer, dNTPs, einer DNA-Polymerase und des
entsprechenden Puffers, werden circa 20 PCR-Zyklen durchlaufen (Tab. 07). Diese bestehen
aus DNA-Denaturierung, Hybridisierung der Primer an die einzelstringige Template-DNA
(Annealing) und Verldangerung der Primer (Elongation), so dass am Ende der PCR eine
Vielzahl an gewiinschter doppelstrangiger DNA vorliegt. Die hierfiir verwendete hitzestabile
KOD Hot Start DNA Polymerase der Firma Novagen gewdhrleistet ausgezeichnete
Genauigkeit bei der Amplifikation und eine hohe Prozessivitit, ermoglicht durch die Fusion
eines Pyrococcus-dhnlichen Enzyms und einer doppelstrangigen DNA-bindenden Doméne.
Alle in dieser Arbeit verwendeten PCR-Programme stiitzen sich auf folgendes Standard-
Programm und konnen durch Verdnderung einzelner Parameter jederzeit den erforderlichen

Bedingungen angepasst werden:
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Anzahl der Zyklen PCR-Schritt Zeit Temperatur
1 Initiale Denaturierung 2 min 95 °C
19 Denaturierung 20 s 95 °C
Annealing 10 s 55-58 °C
Elongation* 10-25s/ 1 kb 70 °C
1 Finale Elongation 5 min 70 °C
Kiihlen 4°C

Tab. 07 — PCR-Programm der KOD Hot Start DNA Polymerase
*Elongations-Zeiten: <500bp: 10 s / kb
500bp-1kb: 15 s/ kb
1kb-3kb: 20 s / kb
>3kb: 25 s/kb

Fiir analytische Zwecke wird ein Ansatz mit einem Gesamtvolumen von 20 pl angesetzt, von
dem 2 pl, zusammen mit 1 pl 5x DNA-Auftragspuffer auf ein 1 %iges Agarosegel
aufgetragen werden.

Wird das zu amplifizierende Fragment fiir weitere enzymatische Reaktionen, wie A-Tailing
(7.1.3.2), Phosphorylierung (7.1.3.4), Verdau (7.1.3.5), Blunten (7.1.3.6; 7.1.3.7) oder
Ligation (7.1.3.9) weiter verwendet, so wird ein Ansatz von 50 pl vorbereitet und die DNA
nach erfolgter PCR mittels dem QIAquick® PCR-Purification Kit von Qiagen oder dem

NucleoSpin® Extract II Kit von Macherey-Nagel aufgereinigt.

7.1.3.2 A-Tailing von PCR-Fragmenten und Ligation in pGEM®-T Easy Vector

Um PCR-Fragmente fiir das pGEM®-T Easy Vector System von der Firma Promega
verwenden zu konnen, miissen diese einem A-Tailing unterzogen werden. Hierfiir wird die
charakteristische Eigenschaft der 7Tag DNA Polymerase ausgenutzt, templateunabhingig
polymerisieren zu konnen. Dies duBert sich in dem Anhidngen einer zusdtzlichen Base, die
nicht im Matrizenstrang codiert ist. Meist handelt es sich hierbei um ein Adenosin. Fiir den
Reaktionsansatz werden 2 pl des gereinigten PCR-Fragmentes, 1 ul 7ag DNA Polymerase
Reaction 10x Buffer, 1 pl 25 mM MgCl,, 2 pl 1 mM ATP und 5 u der 7ag DNA Polymerase
gemischt und fiir 30 min bei 70 °C inkubiert. Fiir die anschliefende Ligation werden 2 pl
Insert und 1 pl ddH,O zusammen mit 5 pl 2x Rapid Ligation Buffer, 1 pl pGEM®-T Easy
Vector und 1 pl T4 DNA Ligase (die letzten drei Reagenzien entstammen dem pGEM®-T
Easy Vector System I) fiir 1-2 h bei RT stehen gelassen und anschlieBend sofort in
kompetente E.coli-Zellen transformiert. Der Nachweis von positiven Klonen erfolgt mittels
der Blau-WeilB3-Selektion (7.1.3.3).
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7.1.3.3 Blau-Weif3-Selektion

Grundlage dieses Tests ist die relative Unspezifitit des p-Galactosidase-Enzyms, das durch
das lacZ-Gen auf dem pGEM®-T Easy Vector codiert ist. Dieses Enzym spaltet neben dem
natiirlichen Substrat Laktose auch eine Reihe synthetischer Stoffe, wie z. B. das hier
verwendete X-Gal (5-Brom-4-Chlor-3-Indolyl-8-D-Galaktosid). Bei der Hydrolyse von X-Gal
entstehen der farblose Stoff Galaktose und das blaue Prézipitat 4-chloro-3-brom-indigo. Ist
eine Kolonie fdhig das B-Galaktosidase-Enzym zu produzieren, so erscheint diese in
Anwesenheit von X-Gal blau. Ist allerdings die Aktivitdt durch eine Insertion von Fremd-
DNA in das enzymcodierende Gen zerstort, so bleibt die Spaltung von X-Gal aus und die
Kolonie erscheint weill. Zum Nachweis einer erfolgreichen Transformation eines klonierten
pGEM®-T Easy Vectors wird der Transformationsansatz auf Selektionsplatten, zusammen
mit 20 pl 100 mM IPTG und 35 pl X-Gal (50 mg / 1 ml DMF) ausplattiert und {iber Nacht bei
37 °C bebriitet. IPTG ist ein synthetisches Analog der Laktose und induziert die Synthese der
B-Galaktosidase durch Bindung an den lac-Repressor, wodurch dieser inaktiviert wird. Weille
Kolonien werden gepickt, in 1,5 ml Selektionsmedium bei 37 °C inkubiert und am Folgetag
einer Miniprédparation (7.1.1.1) unterzogen. Mittels eines analytischen Restriktionsverdaus

(7.1.3.5) wird die Ligation iiberpriift.

7.1.3.4 Phosphorylierung von 5°’OH-Gruppen
Die Fahigkeit der T4 Polynukleotidkinase (T4 PNK), ndmlich den Transfer des y-Phosphats

von ATP auf eine 5’-OH-Gruppe einer einzel- oder doppelstridngigen DNA bzw. eines
Oligonukleotids katalysieren zu kénnen, wird in dieser Arbeit benétigt, um zwei verschiedene
DNA-Fragmente, fiir deren Amplifizierung Primer ohne flankierende Schnittstellen
verwendet werden, fiir eine ,,blunt end* - Ligation nutzen zu konnen. Die bei der Firma MWG
angeforderten Primer werden ohne zusétzliche Modifikationen geliefert und besitzen somit
nach der Produktion kein 5’-Phosphat, das fiir eine Ligation mittels der T4 DNA Ligase
notwendig ist. Hierfiir werden 15 pl des aufgereinigten PCR-Ansatzes zusammen mit 2 pl 10x
Reaction Buffer A fiir T4 PNK, 2 pl 10 mM ATP und 1 pl T4 PNK fiir 20 min bei 37 °C
inkubiert. Nach einer erneuten Aufreinigung der DNA mittels dem QIAquick® PCR-
Purification Kit von Qiagen oder dem NucleoSpin® Extract II Kit von Macherey-Nagel

konnen die DNA-Fragmente fiir eine Ligation verwendet werden.

Seite | 155



METHODEN

7.1.3.5 Verdau von Plasmiden und PCR-Fragmenten

Fiir den analytischen Verdau von Plasmiden werden 0,5-1 ug DNA, zusammen mit 4 u des
erforderlichen Restriktionsenzyms pro 1 pg DNA in einem Gesamtvolumen von 20 pl
eingesetzt. Hierbei ist zu beachten, dass die Enzymmenge maximal 10 % des
Gesamtvolumens betragt, um negative Einfliisse des Glycerins zu vermeiden. Die Art und
Menge des Puffers richtet sich nach den Enzymen und wird entsprechend den
Herstellerangaben verwendet. Nach einer 1-2-stiindigen Inkubation bei 37 °C wird der
gesamte Ansatz, zusammen mit 4 pl 5x DNA-Auftragspuffer auf ein 1 %iges Agarosegel
aufgetragen und analysiert. Fiir den Verdau von Plasmiden, als Vorbereitung fiir eine
Ligation, werden 3-5 pg DNA eingesetzt und fiir 1-2 h mit den entsprechenden Enzymen
inkubiert. Um PCR-Fragmente (7.1.3.1) zu verdauen, wird der gesamte PCR-Ansatz mittels
dem QIAquick® PCR-Purification Kit von Qiagen oder dem NucleoSpin® Extract II Kit von
Macherey-Nagel gereinigt, in 30 pl Elutionspuffer gelost und in einem Gesamtvolumen von

40-50 pl verdaut.

7.1.3.6 Blunten mittels der T4 DNA Polymerase

Um ,,sticky ends* einer ,,blunt end““-Ligation unterziehen zu kdnnen, miissen die ungepaarten
Basen zunichst entfernt werden. Dies erfolgt mithilfe der T4 DNA Polymerase, die neben
einer 3’5’ Exonukleaseaktivitéit die Fahigkeit besitzt, die 5’—3” Synthesen einer geprimten
einzelstringigen DNA zu katalysieren. Der Reaktionsansatz wird gemiB dem
Herstellerprotokoll vorbereitet und fiir 20 min bei 20 °C inkubiert, bevor die DNA mittels
dem QIAquick® PCR-Purification Kit von Qiagen oder dem NucleoSpin® Extract IT Kit von

Macherey-Nagel aufgereinigt und fiir weitere Reaktion eingesetzt wird.

7.1.3.7 Blunten mittels dem Klenow-Fragment

Fiir das Auffiillen von 5‘-Uberhiingen wird mit dem Klenow-Fragment gearbeitet. Hierbei
handelt es sich um die grof3e Einheit der DNA Polymerase I, die eine 5‘—3‘-Polymerase- und
eine 3°‘—5‘-Exonuklease-Aktivitét besitzt. Fiir den Ansatz wird die gereinigte DNA mit 10x
Reaktionspuffer, 1-2 ul ANTP-Mix (jeweils 2 mM) und 1-5 u des Enzyms gemischt und je
nach Gesamtvolumen entsprechend mit ddH,O aufgefiillt. Die Reaktion erfolgt fiir 10-20 min

bei 37 °C und wird durch ein 10miniitiges Erwérmen auf 75 °C gestoppt.
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7.1.3.8 Dephosphorylierung von DNA-Fragmenten

Fiir eine Ligation von einem Plasmid mit einem Insert wird, um eine Religation mit sich
selbst zu verhindern, das linearisierte Plasmid dephosphoryliert, sofern es mit nur einem
einzigen Enzym geschnitten wurde. Hierfiir wird ca. eine Stunde nach Ansetzten des Verdaus
die alkalische Phosphatase FastAP zugegeben und fiir bis zu einer weiteren Stunde bei 37 °C
inkubiert. Nach einer Aufreinigung mittels dem QIAquick® PCR-Purification Kit von Qiagen
oder dem NucleoSpin® Extract II Kit von Macherey-Nagel kann das Plasmid fiir

Ligationsprozesse (7.1.3.9) verwendet werden.

7.1.3.9 Ligation von DNA-Fragmenten

Die Ligation von 2 DNA-Fragmenten erfolgt in einem Gesamtvolumen von 20 pl, wobei das
Insert in einem 3-5fach molaren Uberschuss in Bezug auf den Vektor eingesetzt wird. Die
Menge der einzusetzenden T4 DNA Ligase und des dazu gehdrenden Puffers erfolgt geméf
den Angaben des Herstellers. Die Reaktion erfolgt bei Raumtemperatur: 20 min fiir eine
,»sticky end“-Ligation und 30 min fiir eine ,,blunt end“-Ligation. Der Ansatz wird ohne
weitere Aufreinigung oder Deaktivierung der Ligase filir die Transformation in E.coli-Zellen

verwendet.

7.1.4 Gelelektrophorese

7.1.4.1 Gelelektrophoretische Auftrennung von DNA

Die Agarose-Gelelektrophorese ist eine sehr effektive Methode, durch verschiedene
Agarosekonzentrationen unterschiedlich grofe DNA-Fragmente der Grofe nach
aufzutrennen. Fiir die Herstellung der Gele wird die Agarose im gewiinschten Prozentsatz
([w/v]) abgewogen und in 1x TBE-Puffer durch Aufkochen in einer Mikrowelle geldst. Die
Zugabe von 5 ul Ethidiumbromid (EtBr) / 500 ml geschmolzener Agarose ermdglicht das
Sichtbarmachen der DNA im Gel. Ist die erhitzte Agarose etwas abgekiihlt, so wird sie in eine
zuvor mit Agarose abgedichteter Gelkammer gegossen, die wiederum mit einem Probenkamm
versehen wird. Dieser dient der Bildung der Taschen, in die nach der Erhdrtung der Agarose
und Entfernung des Kamms die DNA-Proben eingebracht werden. Bevor die Proben
aufgetragen werden, wird die Kammer mit 1x TBE-Puffer gefiillt, so dass das Gel gut
iberschichtet ist. Die DNA-Proben werden mit 5x DNA-Auftragspuffer (Endkonzentration:
Ifach) versehen. Das zusitzliche Auftragen eines DNA-Léngenstandards ermdglicht die
GroBenbestimmung der einzelnen Fragmente. An die Gelkammer wird fiir 30-60 min (je nach

gewiinschtem Auftrennungsgrad) eine Spannung von 5-10 V / cm Elektrodenabstand
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angelegt. Durch den Einfluss des elektrischen Felds wandert die negativ geladene DNA in
Richtung der positiv geladenen Anode, wihrend das im Gel enthaltene EtBr in der
doppelstringigen DNA interkaliert. Durch diese Interaktion é&ndert sich das
Absorptionsspektrum des Farbstoffs, nicht aber das Emissionsspektrum, und fluoresziert sehr
stark bei Anregung mit UV-Licht (366 nm). Dies ist erkennbar durch orange erscheinende
Banden, wobei die Intensitit der Banden mit der GroBe der Fragmente, sowie deren
Konzentrationen korreliert. Zur Auftrennung von DNA-Fragmenten mit Gréf8en von 1-10 kb
werden 1 %ige Agarosegele, fiir Fragmente im GréBenbereich 100-1000 kb hingegen 2 %ige

Gele gegossen.

7.1.4.2 Isolierung von DNA aus Agarosegelen

Die DNA im Gel wird mit Hilfe von UV-Licht sichtbar gemacht und mit einem sauberen
Skalpell aus dem Gel geschnitten. Dabei sollte drauf geachtet werden, dass die UV-
Exposition so gering wie moglich bleibt, um der Bildung von Thymindimeren in der DNA
entgegen zu wirken. Die Aufreinigung erfolgt mit dem QIAquick® Gel Extraction Kit der
Firma Qiagen oder mit dem NucleoSpin® Extract II Kit der Firma Macherey-Nagel. Bei der
Verwendung der mitgelieferten Puffer wird sich an die Angaben der Hersteller gehalten. Die
DNA wird mit 30 pl Elutionspuffer eluiert und die DNA-Ausbeute iiber Agarose-
Gelelektrophorese abgeschitzt.

7.2 Transformationstechniken

Alle Durchfiihrungen erfolgen unter sterilen Bedingungen.

7.2.1 Escherichia coli

7.2.1.1 Herstellung kompetenter Zellen

Zur Herstellung kompetenter Zellen werden 5 ml LB-Medium mit einer Einzelkolonie eines
Escherichia coli — Stamms angeimpft und liber Nacht unter leichtem Schiitteln (~250 rpm) bei
37 °C inkubiert. Mit 1 ml dieser Kultur werden am Folgetag 100 ml LB-Medium angeimpft
und unter den bereits erwihnten Bedingungen gehalten, bis die Kultur bei einer Wellenlénge
von 550 nm eine optische Dichte von 0.3-0.4 erreicht hat. Die Zellen werden in sterile und
vorgekiihlte Falconrohrchen iiberfiihrt und fiir 10 min auf Eis inkubiert. Es folgt das
Pelletieren flir 7 min bei 2500 rpm und 4 °C und das Resuspendieren in 10 ml eisgekiihlten
CaCl,-Puffer. Dieser Vorgang wird wiederholt, um im Anschluss daran die Bakterien fiir

weitere 30 min auf Eis zu inkubieren. Die Zellen werden fiir 5 min pelletiert und in 4 ml
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CaCl,-Puffer resuspendiert, um in einem letzten Schritt in 200 pl Aliquots aufgeteilt zu
werden. Diese Aliquots werden in fliissigem Stickstoff schockgefroren und konnen bis zu

einem Jahr bei -70 °C aufbewahrt werden.

7.2.1.2 Klassische Transformation

Fiir die Transformation in Escherichia coli DH5a, JM-109 oder Top Ten werden 100 pl

kompetente Zellen auf Eis aufgetaut und zusammen mit der zu transformierenden DNA fiir 30
min auf Eis inkubiert. Nach einem 90sekiindigen Hitzeschock bei 42 °C (Wasserbad oder
Thermomixer) und einer 2-3miniitigen Abkiihlung auf Eis werden die Zellen direkt auf
Selektionsplatten ausplattiert und tiber Nacht bei 37 °C gehalten. Fiir die erstmalige
Transformation einer neu ligierten DNA (7.1.3.9) wird der gesamte Ligationsansatz
verwendet. Fiir eine Retransformation eines schon existierenden Vektors werden circa 1 g

DNA eingesetzt.

7.2.2 Dictyostelium discoideum

7.2.2.1 Klassische Transformation

Diese Transformationstechnik wird verwendet, wenn die Elektroporation (7.2.2.2) auf Dauer
keinen Erfolg bringt.

Insgesamt 1 x 10° Dictyostelium-Zellen einer Schiittelkultur der Dichte 1-3 x 10° Zellen / ml
Medium werden in eine sterile Petrischale tiberfithrt und dort fiir 1 h bei 22 °C belassen. Das
Medium wird durch 10 ml MES-HLS5 (pH 7.1) ersetzt und fiir weitere 30 min inkubiert. In der
Zwischenzeit werden 12 pg der zu transformierenden DNA mit 1x HBS auf ein
Gesamtvolumen von 600 pl gebracht und unter Zugabe von 38 pl 2 M CaCl, 10 s gut
gemischt und fiir 25 min bei RT stehen gelassen. Das Medium wird von den Zellen entfernt
und vorsichtig durch tropfenweise Zugabe der DNA-Losung ersetzt und durch vorsichtiges
Schwenken auf alle Zellen verteilt. Nach 25 min werden 10 ml MES-HLS (pH 7.1) mit
Ampicillin (40 pg / ml) hinzugefiigt und fiir 3 h inkubiert. Nach der Entfernung des Mediums
werden vorsichtig 2 ml 18 %ige Glycerin-Losung (in 1x HBS) auf die Platte pipettiert und fiir
maximal 5 min auf den Zellen belassen. Es folgt ein Austausch durch 10 ml GO-Medium. Am
nichsten Tag werden die Zellen unter Selektionsdruck gesetzt. Das Medium wird alle 2-3
Tage durch Frisches ersetzt und nach circa 5-10 Tagen werden je nach Selektionsdruck die

ersten Klone sichtbar sein.
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7.2.2.2 Elektroporation

Zunichst werden 2 x 107 axenisch gewachsene Dictyostelium-Zellen aus einer Schiittelkultur
mit einer Dichte von 1-2 x 10° ¢ / ml Medium in ein Falconréhrchen iiberfiihrt und fiir 10 min
auf Eis inkubiert. Die Zellen werden fiir 3 min bei 1200 rpm und 4 °C abzentrifugiert und
einmal in eiskaltem  Soerensen-Phosphatpuffer —und zweimal in  eiskaltem
Elektroporationspuffer (EP-Puffer) gewaschen. Es folgt das Aufnehmen der Zellen in circa
700 pl EP-Puffer und die Zugabe von 20-40 pg Plasmid-DNA, wobei das Gesamtvolumen
800 ul betragen sollte. Das Gemisch wird in eine Elektroporationskiivette mit einem
Elektrodenabstand von 4 mm iiberfiihrt und fiir 10 min auf Eis inkubiert Die Elektroporation
selbst erfolgt im Gene Pulser von Bio Rad unter folgenden Einstellungen: 25 uF Kapazitit; 1
kV Spannung; ohne externen Widerstand. Die Zeitkonstante sollte zwischen 2 und 3 ms
liegen. Nach dem erfolgten Elektropuls wird die Kiivette fiir weitere 10 min auf Eis gekiihlt.
Zur Regeneration werden die Zellen auf einer Petrischale (& 10 cm) in 8 pul 100 mM MgCl,
und 8 pl 100 mM CaCl, inkubiert und nach 15 min mit 10 ml GO-Medium vorsichtig
iiberschichtet. Am Folgetag wird das GO-Medium durch entsprechendes Selektionsmedium
ersetzt und jeden 2.-3.Tag erncuert, um die Kultur von bereits abgestorbenen Zellen zu
reinigen. Bei erfolgreicher Transformation sollten, je nach Selektionsdruck, nach 5-10 Tagen

deutlich Kolonien zu sehen sein.

7.3 Zellbiologische Methoden

Alle Durchfithrungen erfolgen unter sterilen Bedingungen.

7.3.1 Anzucht in Flissigmedium

Der wildtypische Laborstamm AX2 kann aufgrund entsprechender Mutationen entgegen des
Freilandstammes in axenischem Medium (G0-Medium) kultiviert werden. Das Anziehen
einer Dictyostelium-Kultur kann — bei 22 °C und Dauerlicht — entweder in 24-Well Costar-
Platten, in Petrischalen (& 5 cm, 10 cm) oder in Kolben erfolgen, wobei letztere nur zu 1/3
mit Medium gefiillt wird, um eine ausreichende Sauerstoffversorgung zu gewihrleisten.
Zudem erfolgt die Inkubation im Kolben unter permanentem und leichtem Schiitteln auf
einem Lab-Shaker bei ~150 rpm. Das Animpfen einer Kultur erfolgt entweder mit Zellen aus
einer Vorkultur oder durch Sporen. Dabei sollte eine Dichte von 5 x 10* Zellen bzw. Sporen
pro 1 ml Kultur nicht unterschritten werden. Die Anzucht von Transformanten erfolgt unter

dem Zusatz von entsprechenden Selektionsantibiotika. Die Generationszeit von AX2 betréigt
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circa 10 h. Die der Transformanten weicht, je nach Defekt, mehr oder weniger davon ab und

sollte fiir jede Mutante — sofern notwendig — extra bestimmt werden.

7.3.2 Subklonierung

Abhingig von der Anzahl der Klone auf einer Elektroporationsplatte werden diese mit 200-
1000 pl Soerensen-Phosphatpuffer (P-Puffer) abgespiilt und eine Verdiinnungsreihe (1:100;
1:1000; 1:10000 — je circa 200 pl) angesetzt. Die Verdiinnung erfolgt mit einer Klebsiella
aerogenes-Suspension, bei der die Bakterien ebenfalls mit P-Puffer von bewachsenen SM-
Platten abgespiilt werden. Die Losungen werden auf SM-Platten ausplattiert und solange bei
22 °C bebriitet, bis deutliche Fresshofe zu sehen sind, was meist schon nach 3 Tagen der Fall
ist. Mit einem Zahnstocher werden vegetative Zellen von den Fressrédndern in 24-Well Costar-
Platten mit entsprechendem Selektionsmedium tiberfiihrt und weiterhin bei 22 °C inkubiert.
Wenn notwendig (kein Anwachsen von Zellen) werden die Klone nach dem Picken direkt in

GO0-Medium gebracht und erst nach 1-2 Tagen dem Selektionsdruck ausgesetzt.

7.3.3 Sporengewinnung

30 ml einer Schiittelkultur mit einer Zellzahl von ~4 x 10° ¢ / ml Medium werden 3 min bei
1200 rpm abzentrifugiert und mit 2 Volumen Soerensen-Phosphatpuffer (P-Puffer) zweimal
gewaschen. Das Pellet wird in 500 pl P-Puffer gelost und auf einer Phosphat-Agarplatte
ausgestrichen. Die Inkubation erfolgt bei 22 °C. Nach 2 Tagen haben die Zellen Fruchtkdrper
ausgebildet. Um die Sporen zu ernten wird die Platte mit 3-5 ml P-Puffer abgespiilt, wodurch
sowohl Sporenkopfe als auch Stiele gewonnen werden, in Einfrierr6hrchen tiberfiihrt und in
fliissigem Stickstoff schockgefroren. Die Aufbewahrung erfolgt bei -70 °C. Zur Animpfung
einer frischen Kultur wird die gewiinschte Menge an Sporen (100-200 pl) aufgetaut und tiber
Nacht in GO-Medium bei 22 °C inkubiert. Sind am Folgetag schon einige Dictyostelium-

Zellen zu sehen, so kann das Medium durch Selektivmedium ersetzt werden.

7.3.4 Aufreinigung der Aggregate aus Dictyostelium-Zellen

Alle Schritte erfolgen bei 4 °C und mit eiskalten Losungen.

Um die Aggregate fiir massenspektrometrische und immunhistochemische Analysen aus den
Dictyostelium-Mutanten zu isolieren werden zunichst 2 x 10’ Zellen in einem Falcon-
Rohrchen fiir 10 min auf Eis abgekiihlt. Nach einer 3miniitigen Zentrifugation bei 1200 rpm
wird das Pellet in 10 ml Lysispuffer resuspendiert und erneut fiir 10 min auf Eis gehalten. Im

Folgenden werden die Zellen in einem Ultraschallbad in 3 Zyklen homogenisiert: 30 s

Seite | 161



METHODEN

Sonifizierung, 30 s Abkiihlung auf Eis. Die Aggregate werden fiir 5 min bei 5000 rpm
abzentrifugiert und erneut in Lysispuffer aufgenommen. Dieser Vorgang wird noch insgesamt
3mal wiederholt. Nach der letzten Zentrifugation wird das Pellet zur Weiterverarbeitung fiir
die massenspektrochemischen Untersuchung in die Abteilung Biochemie gegeben. Fiir die
Analyse mittels Western Blot (7.4.3) wird das Pellets in 50 pul Laemmli gelost und 10 min bei
95 °C aufgekocht. Die fertigen Proben konnen direkt auf ein SDS-Gel (7.4.2) aufgetragen
oder bis zur Verwendung bei -20 °C eingefroren werden.
Lysispuffer:

20 mM HEPES pH 7.5

40 mM MgCl,

20 % Sucrose

14 mM B-Mercaptoethanol

frische Zugabe von: 1 % Triton-X-100 und 1 Tablette Complete, Mini (Protease

Inhibitor Tabletten)

7.3.5 Transit-Assay

Zu Beginn werden 1 x 10® Zellen einer Dictyostelium-Kultur mit einer maximalen Dichte von
5 x 10° Zellen pro 1 ml bei 1200 rpm fiir 3 min geerntet und vorsichtig aber ziigig in einem
Gemisch aus 40 mg TRITC-Dextran (geldst in 10 ml GO-Medium) und 4 mg FITC-Dextran
(gelost in 1 ml GO-Medium) resuspendiert. Unter leichtem Schiitteln (~150 rpm) wird die
Kultur bei 22 °C inkubiert. Nach 20 min werden die Zellen erneut abzentrifugiert, in 10 ml
axenischem Medium aufgenommen und in einen frisch silanisierten 25 ml Kolben iiberfiihrt,
in dem sie wihrend der gesamten Versuchszeit weiterhin bei ~150 rpm leicht geschiittelt
werden. Zu diesem Zeitpunkt (t = 0) erfolgt die erste Entnahme einer 1 ml-Probe. Diese wird
in einem 1,5 ml Reaktionsgefal mit 100 pl Trypanblau versetzt (dieser Farbstoff dient der
Uberdeckung der zellexternen Fluoreszenz) und nach kurzem Mischen fiir 2 min bei 3000
rpm abzentrifugiert, um die pelletierten Zellen im Anschluss in 1 ml Soerensen-
Phosphatpuffer vorsichtig wieder zu resuspendieren. Es folgt die sofortige Uberfiihrung in
eine Kiivette und die Bestimmung der TRITC-, sowie der FITC-Fluoreszenz im Fluorimeter.
Die zweite Probenentnahme folgt nach 30 min, alle weiteren in Intervallen von 15 min. Nach
120 min ist der Versuch abgeschlossen.

In einem Transit-Assay konnen zum einen die Ausscheidung von TRITC-haltigem Medium
und zum anderen die pH-Anderungen in FITC-haltigen Endosomen jeweils iiber die Zeit

bestimmt werden. FITC-Dextran ist ein pH-sensitiver Fluoreszenzfarbstoff, der umso stirker
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fluoresziert, je hoher der pH-Wert ist. Der Quotient aus den relativen Fluoreszenzmesswerten
von FITC und TRITC zu jedem Zeitpunkt ist ein Aquivalent zum pH-Wert und gibt somit
Informationen iiber den pH-Verlauf in Endosomen. Die Messungen erfolgen bei einer
Anregungswellenldinge von 544 nm (TRITC) bzw. 480 nm (FITC) und einer
Emissionswellenldnge von 574 nm (TRITC) bzw. 520 nm (FITC).

7.3.6 Phagozytose-4ssay von Platte

Der Phagozytoseverlauf einer Zelle kann {iber die messbare Fluoreszenz von aufgenommenen
TRITC-markierten Hefen ermittelt werden. Die Fluoreszenz extrazelluldrer Hefen wird
mittels Trypanblau gequencht. Die Fluoreszenzbestimmung erfolgt bei einer
Anregungswellenldnge von 544 nm und einer Emissionswellenldinge von 574 nm. Diese
Fluoreszenzen werden spiter entsprechend der Proteinmengen umgerechnet. Dafiir werden
vor Versuchsbeginn die Zellen aus 3 Wells mit je 1 ml Phosphatpuffer abgespiilt, fiir 3 min
bei 4000 rpm abzentrifugiert und der Uberstand abgesaugt. Das Pellet kann bis zur
Bestimmung der Proteinmenge mittels des Pierce BCA Kits bei -20 °C weg gefroren werden
(siche 7.4.6). Aufgrund des Zytokinesedefekts der zu untersuchenden Zellen wird der Assay
nicht mit Schiittelkulturen sondern mit adhédrent angewachsenen Zellen durchgefiihrt. Fiir den
Phagozytose-Assay werden die Zellen mindestens 48 h auf Platte in GO-Medium angezogen.
Vor Versuchsbeginn werden die Zellen mit GO von der Platte abgespiilt, in einen Kolben
iiberfithrt, gezdhlt und auf eine 24er Costar-Platte iiberfiihrt, mit jeweils 1 x 10° Zellen pro
Well. Nach einem einstiindigen Absitzen der Zellen, wird das Medium vorsichtig abgezogen
und durch 1 ml frisches mit TRITC-Hefen versetztes GO-Medium ersetzt (6 Hefezellen pro
Dicty-Zelle). Es wird sofort der Nullwert genommen, indem von jeweils einem Well pro
Zelllinie die Zellen vorsichtig abgespiilt und so vollstindig wie nur moglich in ein 1,5 ml
Reaktionsgefdl mit 100 pl vorgelegtem Trypanblau iiberfiihrt werden. Es folgen ein
3miniitiges Schiitteln auf einem Riittler und eine 2miniitige Zentrifugation bei 3000 rpm. Der
Uberstand wird vorsichtig abgezogen und das Pellet in 1 ml Phosphatpuffer resuspendiert.
Diese Probe wird in die Kiivette des Fluorimeters iiberfiihrt und sofort gemessen. Alle
weiteren Messungen erfolgen alle 15 min {liber einen Gesamtzeitraum von 2 h bzw. bis die

Kurve des Phagozytoseverlaufs wieder abfillt.

7.3.6.1 Herstellung TRITC-markierter Hefen

Hierfiir werden 5 g Hefen in 50 ml PBS fiir 30 min rithrend in einem kochenden Wasserbad

inkubiert und anschlieBend 5mal mit PBS und 2mal mit Phosphatpuffer fiir jeweils 5 min bei
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2500 rpm gewaschen. Darauffolgend wird die Hefekonzentration auf 1 x 10° Hefen / ml
Phosphatpuffer eingestellt. Die Hefen konne bei -20 °C gelagert werden. Fiir das Labeling
werden 2 x 10'° Hefen geerntet und in 20 ml 50 mM Na,HPO, (pH 9,2) resuspendiert. Nach
der Zugabe der TRITC-Losung (2 mg TRITC / 200 ul DMSO), erfolgt eine 30miniitige
schiittelnde Inkubation bei 37 °C. Es folgen 2maliges Waschen mit 50 mM Na,HPO4 (pH 9,2)
und 4maliges Waschen mit Phosphatpuffer fiir jeweils 5 min bei 2500 rpm. Die Konzentration
der Hefen wird auf 1 x 10° Hefen / ml Phosphatpuffer eingestellt. Diese werden in 1 ml
Aliquots aufgeteilt und bei -20 °C gelagert.

7.4 Proteinbiochemische Methoden

7.4.1 Gewinnung von Proteinproben

Fiir die Identifizierung von Klonen werden Proteinproben gewonnen, die mittels SDS-Gelen
(7.4.2) der GroBe nach aufgetrennt und mit Hilfe von entsprechenden Antikdrpern
nachgewiesen werden (7.4.3 Western Blot). Die Gewinnung der Proteine erfolgt aus 3 x 10°
Zellen, die fiir 3 min bei 4000 rpm abzentrifugiert werden. Der Uberstand wird entfernt und
das Pellet in 50 pl 2-4fach Laemmli aufgenommen. Zur Unterstiitzung des
Denaturierungsvorganges werden die Proben flir 10 min bei 95 °C inkubiert. Die abgekiihlten

Proben konnen direkt auf ein SDS-Gel aufgetragen oder bei -20 °C autbewahrt werden.

7.4.2 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (264)

Zur Herstellung eines SDS-Polyacrylamidgels werden zunichst die dafiir benétigten
Komponenten mit Spiilmittel gereinigt und mit Ethanol nachpoliert: Dazu gehdren zwei
Glasplatten der Grofe 20 cm x 16 cm und 20 cm x 14 cm und 3 Spacer mit einer Stirke von
1,5 mm. Diese Abstandhalter werden an den duleren Seiten und am unteren Ende zwischen
den beiden aufeinander liegenden Glasplatten mit Metallklammern fixiert und innerhalb der
Platten mit 0,2 %iger geschmolzener Agarose abgedichtet. Ist diese ausgehirtet, folgt das
vorsichtige Einlaufen des noch unpolymerisierten Trenngels (10 % PAA, siehe Tab. 08), das
mit Isopropanol {tberschichtet wird, um eine gerade, luftblasenfreie Trenngelkante zu
erhalten. Nach der Polymerisation des Trenngels wird der Alkohol abgenommen, das noch
unpolymerisierte Sammelgel (3 % PAA, sieche Tab. 08) eingefiillt und der Probenkamm
zwischen den Platten platziert. Ist auch das Sammelgel vollstindig polymerisiert, so werden
der Kamm und der untere Spacer vorsichtig entfernt und das fertige Gel in die Gelapparatur

eingesetzt, die mit 1x PAA-Laufpuffer gefiillt wird. Nach dem Auftragen der Proteinproben
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und eines geeigneten Langenstandards wird fiir die Elektrophorese der Proteine im Bereich
des Sammelgels eine Spannung von 120 V und im Bereich des Trenngels eine Spannung von

200 V angelegt. Ist der Gellauf beendet, so wird das Trenngel aus der Apparatur isoliert und

fiir den nachfolgenden Western Blot prapariert.

Trenngel Sammelgel
Rotiphorese® Gel 30 (30 %ige Acrylamid-Stammlésung) 22 ml 3,6 ml
ddH,O 25,5 ml 20,7 ml
Trenngel- bzw. Sammelgelpufter 16 ml 8 ml
TEMED 16 pl 16 pl
APS 720 pl 480 pl

Tab. 08: Zusammensetzung fiir 10 %iges Trenn- und 3 %iges Sammelgel
Die angesetzte Menge kann fiir 3 Proteingele genutzt werden.

7.4.3 Western Blot

Bei diesem Verfahren werden die Proteine eines SDS-Gels (7.4.2) elektrophoretisch auf eine
Nitrozellulosemembran {ibertragen, die dort fiir verschiedene Nachweisverfahren zur
Verfiigung stehen. Die hierfiir verwendete Apparatur besteht aus zwei Graphitelektroden,
zwischen denen die Ubertragung der Proteine vom Gel auf die Membran stattfindet.
Entsprechend der GroBe des Trenngels werden 4 Lagen Whatman Filter 3MM und eine Lage
Nitrozellulosemembran zugeschnitten und — wie auch das Gel — in Semidry-Blotpuffer
getriankt. Es folgt das blasenfreie Auflegen auf die Elektroden, wobei die Schichtung von
Anode zu Kathode wie folgt auszusehen hat:

2 Lagen Whatman Filter

Membran

Gel

2 Lagen Whatman Filter
Das Blotten erfolgt fiir 30 min bei einer Stromstirke von 5 mA / 1 cm” Gel. Im Anschluss
wird die Membran zweimal mit 1x PBS gewaschen und fiir Antikdrperreaktionen (7.4.4) zum

Nachweis bestimmter Proteine vorbereitet.

7.4.4 Immundetektion von Proteinen

Nach dem Waschen der Nitrozellulosemembran im Anschluss an den Western Blot (7.4.3),
werden zundchst unspezifische Bindungsstellen an der Membran durch eine 30miniitige
Inkubation in Blockierldsung abgesittigt. Uber Nacht (mindestens 7 h) erfolgt das Schwenken
der Membran in frischer Blockierlosung, in der der gewiinschte anti-Antigen-Antikorper (1.

Seite | 165



METHODEN

Antikorper) 1 : 5 verdiinnt ist. Am Folgetag wird die Membran nach dreimaligem Waschen
fir je 5 min in 1x PBS fiir 2 h mit einem Antikorper inkubiert, der den anti-Antigen-
Antikorper binden kann. Dieser Zweitantikorper ist mit alkalischer Phosphatase (AP) markiert
und wird 1 : 5000 in Blockierlosung verdiinnt. Es folgen zwei Waschungen in 1x PBS und die
Aquilibrierung in Carbonatpuffer (pH 10.2). Fiir die AP-Reaktion werden 30 ml
Carbonatpuffer mit 60 pl NBT (75 mg / ml 70 % DMF) und 112,5 pl BCIP (50 mg / ml DMF)
versetzt und die Membran mit diesem Gemisch inkubiert. Wird das Substrat BCIP durch die
alkalische Phosphatase zu Indoxyl und Phosphat hydrolysiert, so wird das Indoxyl vom
Sauerstoff der Luft liber Indigoweifl zum tiefblauen Farbstoff Indigo oxidiert. Zusammen mit
dem durch die AP-Aktivitidt reduziertem NBT ergeben beide Farbstoffe ein blauviolettes
Prazipitat und erzeugen iiberall dort, wo Alkalische Phosphatase indirekt an ein Protein
gekoppelt ist, eine blauviolette Farbung in Form von Banden. Diese Reaktion wird mit

deionisiertem Wasser gestoppt und dient dem indirekten Nachweis der gewlinschten Proteine.

7.4.5 Proteinbestimmung mittels Pierce BCA Kit

2 x 10° Zellen einer Dictyostelium-Kultur werden pelletiert (3 min; 4000 rpm) und einmal mit
P-Puffer gewaschen (nicht bei vorher eingefrorenem Pellet). Es folgt das Resuspendieren in
300 pl P-Puffer und das dreimalige Einfrieren in fliissigem Stickstoff mit jeweils
anschlieBendem Auftauen bei 37 °C, um die Zellen zu zerstéren. Nach dem Zentrifugieren fiir
1 h bei 4 °C und 14000 rpm wird der Uberstand mit 1 ml BCA Working Reagenz (50 Teile
Reagenz A, 1 Teil Reagenz B) gemischt und fiir 30 min bei 37 °C inkubiert. Nach 3miniitiger
Abkiihlung bei Raumtemperatur werden die Proben im Photometer bei einer Wellenlidnge von

562 nm gemessen. Als Referenz dient P-Puffer.

7.5 Mikroskopische Methoden

7.5.1 Zellfixierung fiir Immunfluoreszenzen

300 pl einer Kultur mit der Dichte von 1-2 x 10° Dictyostelium-Zellen pro ml Medium werden
auf ein HCl-gereinigtes Deckglaschen (& 18 mm) aufgetragen und fiir 45-60 min bei 22 °C in
einer lichtdurchléssigen feuchten Kammer stehen gelassen. Haben sich die Zellen abgesetzt,
so wird das Medium vorsichtig abgesaugt und durch 200 pl Fixativ ersetzt. Nach 30miniitiger
Inkubation in einer von nun an dunklen und feuchten Kammer bei RT, wird das Fixativ
abgenommen und das Deckgldschen durch kurzes Schwenken zuerst in 10 mM PIPES und

anschlielend in PBS/Glycin gespiilt. Die Glaschen werden zuriick in die Kammer gelegt und

Seite | 166



METHODEN

sofort mit 300 pul PBS/Glycin {iiberschichtet. Nach einer weiteren Waschung mit 300 ul
PBS/Glycin werden die Zellen 10 min mit 200 pl 70 %igen Ethanol nachfixiert. Es schlie3en
sich zwei Sminiitige Waschungen mit PBS/Glycin und zwei 15miniitige Waschungen mit
PBG an. Die Inkubation iiber Nacht erfolgt mit circa 200 ul Antikérper enthaltenden
Hybridomakulturiiberstand, der zuvor bei 14000 rpm fiir 3 min zentrifugiert wird. Nach
sechsmaligem Waschen mit PBG fiir jeweils 5 min, lduft die Zweitantikorperreaktion (1 :
1000 in PBG verdiinnt) fiir 1-2 h bei 37 °C ab. Optional erfolgt zusitzlich die Inkubation mit
DAPI (Stammlosung: 1 mg / ml in 70 % Ethanol; 1 : 1000 in PBG) fiir 1-2 h bei 37 °C,
Alexa-Fluor-488-Phalloidin (10-15 ul pro Deckgldschen) 1-2 h bei 37 °C oder LD540
(Stammldsung: 0,5 mg / ml in Ethanol; 1,2 pl auf' 1 ml PBG) fiir 30 min bei RT.

Die Reaktionen werden durch zweimaliges Waschen mit PBG und dreimaliges Waschen mit
PBS (jeweils fiir 5 min) gestoppt. Zum Schluss werden die Deckglédschen noch einmal kurz in
bidestilliertem Wasser geschwenkt und nach dem Abtropfen der Fliissigkeit mit den Zellen
nach unten auf einem Objekttriager in Gelvatol eingebettet. Die Aushirtung erfolgt tiber Nacht

bei 4 °C.

Fixativ (Pikrinsdure/Paraformaldehvd):

Zur Herstellung des Fixativs werden 0,2 g Paraformaldehyd in 3,2 ml ddH,O unter
leichter Erwdrmung auf maximal 40 °C und unter Zugabe von 3-4 Tropfen 2 M NaOH
gelost. Es folgen die Zugabe von 5 ml 20 mM PIPES-Puffer (pH 6.0) und 1,5 ml
gesdttigte Pikrinsdure. Die Einstellung des pH-Wertes auf 6.0 erfolgt mittels 3,7 %
HCL

Gelvatol:
Mittels einer 0,1 M Na,HPO4-Losung werden 10 ml 0,1 M KH,PO, auf einen pH-
Wert von 7,2 eingestellt und 1 : 10 verdiinnt. In diesem Puffer werden tiber Nacht 20 g
Polyvinylalkohol durch stindiges Riihren gelost. Das Gleiche erfolgt fiir eine weitere
Nacht mit 40 ml Glycerin. Nach einer 15miniitigen Zentrifugation bei 12.000 rpm
wird der Uberstand mit 25 pg / ml DABCO (Antibleichmittel) versetzt, in Spritzen
aliquotiert und bei -20 °C gelagert.

Pikrinsdure:
Zur Herstellung der Pikrinsdure erfolgt zunichst eine Erwdrmung von ddH,0 auf 50
°C, bevorzugt im Wasserbad. Unter Riithren wird nun langsam die Pikrinsdure
dazugegeben, bis sich gerade nichts mehr 10st. Dies sollte mit groBer Vorsicht

passieren, da die Pikrinsdure im trockenen Zustand sehr explosiv ist. Das Wasserbad
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wird unter stindigem Riihren der Sdure auf 80 °C hoch geheizt und fiir mehrere
Stunden dabei belassen. Im Anschluss erfolgt ein langsames Abkiihlen auf

Raumtemperatur.

7.5.2 Beobachtung und Dokumentation fluoreszenzmarkierter Zellen

Fiir die Darstellung und Aufnahmen im Konfokalen Laser-Raster-Mikroskop (CLSM) und im
konventionellen Fluoreszenzmikroskop (FM) erfolgt die Verwendung von jeweils 100 x
Olimmersions-Objektiven. Im CLSM werden Cy3, Rhodamin und RFP iiber einen HeNe-
Laser (543 nm) und GFP, Oregon Green, sowie Alexa-Fluor-488 iiber einen Ar-Laser (488
nm) angeregt. Im konventionellen FM erfolgt die Anregung von Cy3, Rhodamin und RFP mit
Griinlicht und die Anregung von GFP, Oregon Green und Alexa-Fluor-488 mit Blau- oder
UV-Licht. Die Uberlagerung von Bildpaaren erfolgt mittels der Leica Software LCS. Fiir die
Bildbearbeitung und —formatierung wird die Software Adobe Photoshop 5.0 verwendet.

Hierbei werden zu keiner Zeit Verdnderungen einzelner Bildbereiche vorgenommen.

7.5.3 TEM-Praparation

Fiir die Préparation von Dictyostelium-Zellen fiir das Transmissionselektronenmikroskop
werden zunichst 8 x 107 Zellen aus einer Schiittelkultur fiir 5 min bei 3500 rpm und RT
abzentrifugiert und in einer 4 %igen Paraformaldehyd-Losung (geldst in HLS) fiir 30 min bei
RT schiittelnd inkubiert. Diese chemische Verbindung totet die Zellen sehr schnell und
verknilipft Aminogruppen tragende Molekiile miteinander durch Bildung von Iminbindungen,
wodurch die Proteine vernetzt und verhdrtet werden. Es erfolgt eine weitere 30miniitige
Inkubation in 4 %iger Paraformaldehyd-Losung (geldst in P-Puffer). Nach einer Waschung
mit P-Puffer werden die Zellen in 2 %iger Glutaraldehyd-Losung (gelost in P-Puffer)
resuspendiert. In einem 2. Durchgang werden zusitzlich 0,3 % OsO4 zugegeben. OsO,4 dient
der Fixierung und der Schwarzfarbung der Lipide. Die folgenden Schritte erfolgen stets bei 4
°C, die Zentrifugationsschritte jeweils fiir 7 min bei 3800 rpm. Nach einer Waschung mit P-
Puffer werden die Zellen fiir 1 h mit 2 %igen OsOj4 versetzt und im Folgenden zweimal mit P-
Puffer gewaschen. Uber Nacht werden die Zellen in einer 2 %igen Uranylacetat-Losung
(gelost in ddH,O) gehalten. Uranylacetat reagiert mit Nukleinsduren und farbt sehr gut
Proteine — Uran-Atome (wie auch Blei-Atome) streuen Elektronen stirker als leichte Atome
und erhohen so den Kontrast. Der Waschprozess mit P-Puffer wird zweimal wiederholt, bevor
die Préparation mit der Dehydrierung mittels einer Ethanolreihe abgeschlossen wird.

Begonnen wird hierfiir mit einer Sminiitigen Inkubation in 10 ml 10 %igen Ethanol und
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fortgesetzt in 10er Schritten bis schlieBlich noch 2-3mal mit 100 %igen Ethanol gewaschen
wird. Die Inkubation in 70 %igen Alkohol erfolgt fiir 1,5 h zusétzlich mit 1 %
Phosphorwolframséure. In 100 %igem Ethanol sind die fixierten Zellen lagerfahig. Die
Einbettung der Zellen in Kunstharz, das Trimmen der Préparatblocke, sowie das Aufziehen
auf Objekttrager erfolgt in der Arbeitsgruppe Lymphologie (UniKassel). Da die meisten der
hier verwendeten Schwermetallverbindungen lichtsensitiv sind, sollte die Probe stets dunkel

gehalten werden.

P-Puffer:
Zunichst erfolgt die Herstellung von einer 0,2 M KH,PO, (Stammldsung A)- und einer 0,2 M
Na,HPO4-Losung (Stammlosung B). Letztere wird mit Hilfe von Losung A auf den

gewiinschten pH eingestellt und fiir eine 0,1 M Losung 1 : 2 verdiinnt.
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8. Anhang

Der Phinotyp einer Zelle, in der ein Fusionsprotein {iberexprimiert wird, ist u. a. abhingig

von der Expressionsstirke des Hybrids. Um die Expressionsstirken darstellen zu konnen,
wurden Western Blots (Methoden: 7.4.3) durchgefiihrt. Ein Western Blot dient dem Nachweis
von Proteinen, wodurch deren Menge in einer bestimmten Anzahl an Zellen qualitativ
bestimmt werden kann.

Fiir eine Proteinprobe werden stets 2 x 10° Zellen eingesetzt. Die Blots sind untereinander nur
bedingt zu vergleichen, da die Gele unterschiedlich weit aufgetrennt und die Myc-, die Aktin-
und die Porin-Banden stets nacheinander und unterschiedlich lang entwickelt wurden.
Folgende monoklonale Antikérper wurden verwendet: Myc: 9E10; Aktin: 224-236-1; Porin:
70-100-1; GFP: 264-449-2. Porin ist ca. 30 kDa und Aktin ca. 42 kDa schwer. Die gerundeten
kDa-Werte der einzelnen Konstrukte sind jeweils unter den Abbildungen zu finden. Die
schwachen Banden, die in einigen Western Blots zusitzlich unter der Fusionsproteinbande zu

sehen sind, stellen Degradationsbanden dar.

VacuolinA-Myc-  ALDH-Myc-VASP GFP-LSD-VASP  SLB350-Myc-
AX2 M VASP I I I I VASP
120 N BT
- vl Myc/
: GFP
85
35
R pa-—" . s | Porin
25 — S
Abb. 63 — Expressionsvergleich diverser VASP-Konstrukte
VAM-VASP: 110 kDa ALDH-Myc-VASP: 96 kDa
GFP-LSD-VASP: 113 kDa SLB350-Myc-VASP: 109 kDa
AX2 M Vacz(;liz:Am;ﬁdyc» ALDF-Myc-aAcf_IM1 GFPI-LSD-aAcI:Imjn Vau:unll.inA—Myv:-aAﬁjndeH
120 —— Myc/
GFP
85
35
Porin
25

Abb. 64-A — Expressionsvergleich diverser a-Actinin-Konstrukte
VAM-a-Actinin: 160 kDa ALDH-Myc-a-Actinin: 149 kDa
GFP-LSD-o-Actinin: 165 kDa VAM-a-ActininACH: 136 kDa
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Abb. 64-B — Expressionsvergleich diverser a-Actinin-Konstrukte
VAM-a-ActininAOligo: 92 kDa
VAM-a-Actinin: 160 kDa

VacuolinA-Myc-Filamin SLB350- VacuolinA-Myc-FilamindCH

M #21 #3 Mye-Filamin 1 I I
.
ot il 4 v Myc
120 e a
35 L Porin
- o
25
Abb. 65-A — Expressionsvergleich diverser Filamin-Konstrukte
VAM-Filamin: 163 kDa
SLB350-Myc-Filamin: 161 kDa
VAM-FilaminACH: 138 kDa
ALDH-Myc- VacuolinA-Mye-
AX2 M I Filamin T  #1 Filamin #23
. ' Myc
120
35 2
Porin
25

Abb. 65-B — Expressionsvergleich diverser Filamin-Konstrukte
ALDH-Myc-Filamin: 149 kDa
VAM-Filamin: 163 kDa
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VacuolinA-Myc-FilamindOligo VacuolinA-

I I I M Myc-Filamin
-
120
Myc
Pt N
85
35
— Porin
25

Abb. 65-C— Expressionsvergleich diverser Filamin-Konstrukte
VAM-FilaminAOligo: 93 kDa
VAM-Filamin: 163 kDa

VacuolmA-Mye-FilamindCH
[ iFilammKO [
12 o Myc
85
35
Porin
25

Abb. 65-D — Expressionsvergleich diverser Filamin-Konstrukte
VAM-FilaminACH: 138 kDa
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Vacuolind- Vacuolind- ATDH-Myc- GFP-LSD-Sgj758 SLB350-Muyc-Ssj758
AX2 M Myc-VASP Myc-Ssi758  Ssi758 I i 1 i hiig
Myc/
120 “enm——m— GFP
85
35 Porin
Abb. 66 — Expressionsvergleich diverser Ssj758-Konstrukte
VAM-VASP: 110 kDa VAM-Ssj758: 142 kDa
ALDH-MYC-Ssj758: 131 kDa GFP-LSD-Ssj758: 147 kDa
SLB350-Myc-Ssj758: 144 kDa
- knA Vz TinA M \%tnolmA-Myc- pValFunulih:l(\ ;%;‘1:)
AX2 M e Flamin - T il N )vm%,ll:sk;“yc‘
120 Myc
e .~
35 A
Porin
25
Abb. 67 — Expressionsvergleich diverser VacuolinA-Konstrukte
VAM-VASP: 110 kDa VAM-Filamin: 163 kDa
VAM-a-Actinin: 160 kDa VAM-Coactosin: 82 kDa
VAM-HisactophilinIl: 79 kDa VAM-Ponticulin(-2TMD): 76 kDa
VAM-WASP: 110 kDa
Vacuolind-  VacuolinA-Myc-  VacuolinA- VacuolinA-Myc- VacuolinA- VAM- VacuolinA-Myc-
VacuolinA- Myc- VASPAFAB in VASP-KO MYe-  VASPATETRA in VASP-KO Myec- VASPAGABin VASPin VASP-KO
AX2 M Myc-VASP  yASPAFAB 1 I VASPATETRA | I Il VASPdGAB VASP-KO 1 I
- 120
120 e —— e Myc
) 85
. 35
Porin
25 25
Abb. 68 — Expressionsvergleich diverser VASP-Deletionskonstrukte
VAM-VASP: 110 kDa VAM-VASPAFAB: 105 kDa
VAM-VASPATETRA: 103 kDa VAM-VASPAGAB: 103 kDa
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VacuolinA-Myc-VASPAGAB in VASP-KO
M I II I

—— R —— Myc

120

35

o q . Porin

25

Abb. 69 —Expressionsvergleich von VAM-VASPAGAB in VASP-KO
VAM-VASPAGAB: 103 kDa

M AX2 VV_VF VA M

Myc
120

85

50

Aktin

36

Porin

28

Abb. 70 — Aktin-Vergleich
VAM-VASP (VV): 110 kDa
VAM-Filamin (VF): 163 kDa
VAM-a-Actinin (VA): 160 kDa
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424/VacuolinA- Vacuolm-Mye-
_ MvcVASP] VASP M AX2 2B-1 B-21
118
120 Myc T w—— e | Myc
84 i
85
35 25
Porin :
Gy, gy, g Porin
25
19
Abb. 71-A — Vergleich von VAM-VASP Abb. 71-B — Vergleich von VAM-VASP-Klonen (148)
Dargestellt ist die Expression des Im Vergleich sind der starke 2B-1- und der
424/VacuolinA-Myc-VASPI-Klons nach schwache B-21-Exprimierer zu sehen.
mindestens 48-stiindiger Kultivierung
in Tetrazyklin-freiem Medium.
VacuolinA-Myc-VASP VacuolinA-Myc-Filamin
t=0h t=8h t=8h t=0h t=8h t=8h
- Lat +lat M - Lat + Lat
R
Myc
——— 120
35
- Porin
25

Abb. 72 — Einfluss von Latrunculin

Fiir diesen Versuch wurden entsprechende VAM-VASP- und VAM-Filamin-Zellen unter dem Einfluss von
Tetrazyklin herangezogen, um die Expressionen der Konstrukte zu verhindern. Nach einem Auswaschen von
Tetrazyklin (t = 0) erfolgte eine 8-stiindige Inkubation der Zellen mit Latrunculin (t = 8 h; +Lat). Zur Kontrolle
dienten Zellen, die parallel dazu frei von Latrunculin kultiviert wurden (t = 8 h; -Lat).

VAM-VASP: 110 kDa

VAM-Filamin: 163 kDa
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