In situ-Analysen des exocytosesensitiven Phosphoproteins
PP63/Parafusin in Paramecium-Zellen

Diplomarbeit

Universitéat Konstanz

Sabine Zitzmann

Dezember 1998


mailto:S.Zitzmann@DKFZ-Heidelberg.de

Fur meine Eltern und fir Opa & Oma Berg



I nhaltsver zeichnis

I nhaltsver zeichnis

1. Einleitung
1.1 Paramecium
1.1.1 Strukturelle Beschreibung
1.1.2 Genetische Aspekte
1.2 Exocytose /Endocytose
1.3 Das exocytosesensitive Phosphoprotein PP63/Parafusin
1.4 Zielsetzung, die antisense- und gene silencing-Strategie
2. Materia
2.1 Paramecien-Stamme
2.2 Chemikalien
2.3 Geréte
3. Methoden
3.1Autogamie
3.1.1 Induktion der Autogamie
3.1.2 Nachweis der Autogamie
3.1.3 Gewinnung autogamer Zellen
3.2 Mikroinjektion und Transformation der Zellen
3.2.1 Kapillaren
3.2.2 Silikonisierte Deckglaser
3.2.3 Immobilisierung und Vorbereitung der Zellen
3.2.4 Uberpriifung einer erfolgreichen Injektion
3.3 Aufzucht der transformierten Zellen
3.3.1 Konditioniertes Medium
3.3.2 Aufzucht
3.4 Aufarbeitung der transformierten Zellen
3.4.1 Vorbereitung der transformierten Zellen
3.4.2 Herstellung des Zellhomogenats
3.4.3 Proteinbestimmung
3.4.4 SDS-Polyacrylamid-Gel el ektrophorese
3.4.5 Western Blots
3.4.6 Immundetektion

0 UN R R R

12
17
17
17
19
22
22
22
22
23
24
24
24
24
25
25
25
26
27
27
27
28
28
28
29



I nhaltsver zeichnis

3.4.7 Silberfarbung

3.5 Molekularbiol ogische Methoden
3.5.1 Préparation von Plasmid-DNA aus Escherichia coli
3.5.2 Schneiden von DNA mit Restriktionsendonukleasen
3.5.3 Isolierung von DNA-Fragmenten
3.5.4 Reinigung von Nukleinsauren durch Phenolisieren
3.5.5 Herstellung von glatten Enden aus DNA-Doppel stang-Uberhéngen
3.5.6 Ligation von DNA-Fragmenten
3.5.7 Transformation von Escherichia coli
3.5.8 DNA-Sequenzanalyse
3.5.9 Polymerase Chain Reaction (PCR)
3.5.10 Radioaktive Markierung von kurzen Oligonukleotiden
3.5.11 Isolierung von DNA fir Southern Blot-Analysen
3.5.12 Southern Blot-Anayse von DNA

3.6 Plasmide
3.6.1Konstruktion von pPXV-GFP3
3.6.2 Konstruktion von pPXV-36PP
3.6.3 Konstruktion von pBS-C4Sal

4. Ergebnisse

4.1 Autogamie
4.1.1 Bestehende Verfahren, um autogame Zellen herzustellen
4.1.2 Alternative Farbemethoden mit Syto 13 und Hoechst 33342
4.1.3 Etablierung eines neuen Protokolls zur |solierung autogamer

Zellen

4.2 Mikroinjektion in den Makronukleus und das Reportersystem

4.3 Antisense-Vektor pPXV-36PP
4.3.1 Injektion und Heranziehen der Klone
4.3.2 Proteinisolierung und Western Blots
4.3.3 DNA-Isolierung und Southern Blots

4.4 pPXV-PP63askol und 2
4.4.1 Konstruktion
4.4.2 Ergebnisse der Injektion

4.5 Gene silencing

29
30
30
30
30
31

31
31
32
32
32
32
33
33
33

35
37
37
38
39
42

43
46
46
47
48
49
49
51
52



I nhaltsver zeichnis

4.5.1 Die gene silencing-V ektoren
4.5.2 Konstruktion von pBS-C456-SX14D8
4.5.3 Injektion der gene silencing-V ektoren
5. Diskussion
5.1 Autogamie
5.2 Antisense-Strategie
5.3 Gene silencing-Strategie
5.4 M6gliche Funktionen von PP63/Parafusin
6. Zusammenfassung
7. Literatur

52
52
53
55
55
56
61
62
65
66



Abkirzungen

5-UTR
AED
AK
Amp
ATP
AZC
BCIP
bp
BSA
ca®t
CaM
CAM
CaN
cDNA
cGMP
Da
DDT
DNA
dsRNA
EM
GFP

I

ICL
IES
MALDI-MS
MIPs
MRNA
NBT
nd
ORF
PAGE
PBS
P

pl
PCR
PGM
PP
RBS
RNA
rpm
SDS
SNAP
SNARE
TBS
U

5'-untranslated region
Aminoethyldextran

Antikorper

Ampicillinresistenz
Adenosintriphosphat

Azacytidin
5-Bromo-4-Chloro-3-1ndolyl phosphat
Basenpaare

bovine serum albumin

Calcium

Camodulin

Calmodulin-Gen

Calcineurin
copy-Desoxyribonukleinsdure
zyklisches Guanosinmonophosphat
Dalton (Einheit der molaren Masse)
Dithiothreitol
Desoxyribonukleindure

doppel strangige Ribonukleinsaure
Elektronenmikroskop

green fluorescent protein

Inosin

infraciliary lattice

internal eliminated sequences
matrix-assisted laser desor ption/ionization mass spectrometry
membranintegrierte bzw. -assoziierte Partikel
messenger -Ribonukleinsiure
Nitroblau-Tetrazolium

non discharge-Stamm

open reading frame
Polyacrylamidgel el ektrophorese
phosphate buffered saline
anorganisches Phosphat
isoelektrischer Punkt

polymerase chain reaction
Phosphoglucomutase
Phosphoprotein
Ribosomenbindestelle
Ribonukleinsaure

rounds per minute
Natriumdodecylsulfat

soluble NSF attachment protein
soluble NSF attachment protein receptor
Tris buffered saline

Uracil



Einleitung 1

1. Einleitung

1.1 Paramecium
1.1.1 Strukturelle Beschreibung

Paramecien sind einzellige eukaryotische Organismen, die aerob und nicht-photosynthetisch
leben. Sie werden den Ciliaten zugeordnet und bewegen sich durch einen gleichméaldigen
Cilienschlag, wobei sie um die eigene Langsachse rotieren. Wenn sie auf ein Hindernis treffen,
schwimmen sie zunéchst rickwarts (Cilienschlagumkehr), um dann in einem kleinen Bogen an
dem Hindernis vorbei zuschwimmen.

Die Paramecium-Zelle ist von einer Zellmembran umgeben, die sich in bestimmten Regionen in
verschiedene funktionelle Bereiche differenziert. So besitzt Paramecium einen Zellmund
(Cytostom), Uber den die Zelle durch einen gerichteten Cilienschlag Nahrung in den
Cytopharynx und schliefdlich in die Empfangsvakuole beférdert, wo die Nahrung durch
Nahrungsvakuolen internalisiert wird. Unverdaute Nahrungsreste werden durch den Zellafter
(Cytopyge), ebenfalls ein spezieller Bereich der Zellmembran, ins umgebende Medium
abgegeben. Fur die Osmoregulation besitzen die Paramecien zwei kontraktile Vakuolen.
Auffallig ist der grof3e Makronukleus (ndheres hierzu siehe 1.1.2)
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Unterhalb der Plasmamembran befinden sich die Alveolarsicke und das Epiplasma, die
zusammen mit der Plasmamembran die hab-starre Hille, Pellikula genannt, bilden. Das
Epiplasma ist eine amorphe Lage entlang der inneren Alveolarsackmembran, die sich deutlich
vom Cytoplasma unterscheidet. Die Alveolarmembranen umgeben die alveolaren R&ume. Diese
bilden als Alveolarsicke ein extensives Membransystem, welches wahrscheinlich der Calcium-
speicherung dient (Knoll et al., 1993, Erxleben et al., 1997).

Ein auffélliges Merkmal sind die Trichocysten, von denen Paramecium mehr als 1000 besitzt.
Sie befinden sich abwechselnd mit einzelnen oder doppelten Basalkérpern unterhalb der
Plasmamembran. Die Trichocysten machen bis zu 10% des totalen Zellvolumens aus
(Wichterman 1986). Der Trichocystenkorper ist 3-4 yum lang und 0,5-1 pm breit; eine
Trichocystenmembran umgibt den Kérper und die Spitze und kommt dabel der Plasmamembran
und den Alveolarsackmembranen sehr nahe. Auf einen extrazelluléren Stimulus hin kénnen die
Trichocysten exocytiert werden. Der Inhalt der Trichocysten ist eine dicht kondensierte
Proteinmatrix (Trichynine), die sich bel der Exocytose streckt. Wenn sie ausgestol3en wird,
bilden sich so die im Mikroskop deutlich sichtbaren ,Nadeln,. Dieser Vorgang dient
wahrscheinlich der Feindabwehr (Haacke-Bell et al., 1990). Die Exocytose kann auch kinstlich
durch Stimulantien wie AED (Aminoethyldextran) ausgel6st werden (Plattner et al., 1985).

1.1.2 Genetische Aspekte

Die Ciliaten haben sich evolutiv noch vor den Pilzen von der eukaryotischen Linie, aus der
spater Pflanzen und Tiere entstanden, abgespalten und besitzen Meiose und Befruchtung wie
andere eukaryotische Organismen. Fir die Ciliaten, die sich untereinander genetisch stark
unterscheiden, gibt es zwel Charakteristika: den Besitz von Cilien und den nukleéren
Dimorphismus. Nukledrer Dimorphismus meint das Vorhandensein von mehreren generativen
Kernen, den Mikronuklei, und einem somatischem Kern, dem Makronukleus, in einer Zelle.
Paramecien enthalten, mit enigen Ausnahmen, zwel diploide Mikronuklel und einen
Makronukleus (Prescott 1994).

Die Mikronuklel eines Organismus sind genetisch identisch. Sie sind sehr klein und enthalten
den doppelten Chromosomensatz. Wahrend der vegetativen Wachstumsphase teilen sie sich
mitotisch. Diese Mitose geschient alerdings intranukledr, d.h. ohne den Abbau der
Zellkernmembran. Einzelne Chromosomen sind nicht unterscheidbar. Der genaue Mechanismus
ist noch weitgehend unbekannt. Die Mikronuklei sind wahrend des vegetativen Wachstums
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transkriptionell fast inaktiv. Man kann nur in der kurzen Phase der mikronukledgren DNA-
Synthese RNA-Markierung detektieren (Prescott 1994). Im Gegensatz hierzu stehen
Experimente, in denen der Mikronukleus aus Zellen entfernt wird und bel denen unmittelbar
darauf eine reduzierte Teilungsrate oder sogar das Absterben der Zellen beobachtet werden kann.
Diese Tatsache spricht dafur, das die Mikronuklel doch einen Beitrag an mikronukleus-
spezifischen Genen leisten, obwohl noch nichts tber mdgliche Kandidaten bekannt ist (Prescott
1994).

Die mikronukledre DNA im vegetativen Mikronukleus besteht aus dicht gepacktem Chromatin,
welches, wie im Makronukleus, um Histone gewickelt ist. Es gibt die typischen Poren in der
mikronukledren Membran, aber keine Nukleoli. Ansonsten existieren keine mikroskopisch
sichtbaren Merkmale.

Der Makronukleus ist im Gegensatz zum Mikronukleus sehr grof3 und enthélt 800-1000 Kopien
des Genoms. Er teilt sich amitotisch, jedoch ist Gber die Regulation dieser amitotischen Teilung
ist bisher nichts bekannt. Da die amitotische Teilung sehr ungenau ist, geschieht es haufig, dal3
einer der neuen Makronuklel 10-15% mehr DNA erhdlt als der andere. Im sich teilenden
Makronukleus sind keine Chromosomen erkennenbar. Der Makronukleus ist transkriptionell sehr
aktiv. Wenn mikronukledre Allele experimentell verdndert werden und sich nun von den
makronukledren Allelen unterscheiden, erzeugen trotzdem nur die makronukledren Allele den
Phanotyp.

Es gibt sichtbare chromatin-bodies im Nukleoplasma verteilt, die eine hohe RNA-Syntheserate
aufweisen. AulRerdem existieren viele Nukleoli und viele Poren in der makronuklegren Membran
(Prescott 1994).

Die Mikronuklei werden bei sexuellen Vorgangen wie z.B. der Konjugation oder der Autogamie
aktiv. Als Konjugation wird der Vorgang bezeichnet, bei dem sich zwei Paarungstypen begegnen
und aneinanderlagern; dabei teilen sich die Mikronuklei meiotisch, es entstehen vier haploide
Mikronuklei und es kommt zum Austausch eines haploiden Mikronukleus zwischen den
Partnern. Jetzt fusioniert der alte Mikronukleus mit dem transferierten Mikronukleus und bildet
einen neuen diploiden zygotischen Mikronukleus. Der alte Makronukleus wird vor der
Konjugation abgebaut und ist nur noch in Fragmenten vorhanden. Der zygotische Mikronukleus
teilt sich mitotisch, ein Tochterkern wird zum neuen Mikronukleus, der andere durchlauft DNA-
Veranderungen und bildet den neuen Makronukleus.

Neben der Konjugation gibt es noch die Autogamie, den Prozef3 der Selbstbefruchtung. Dieser
kann durch das Hungern der Zellen induziert werden (Sonneborn 1970, Berger et al., 1990). Bel
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der Autogamie wird, wie bei der Konjugation, der Makronukleus abgebaut; der Mikronukleus
durchlduft mehrere meiotische und mitotische Teilungsrunden, bevor zwei Mikronuklel
miteinander verschmelzen und so den pseudo-zygotischen Mikronukleus bilden, aus dem dann
wie bei der Konjugation ein vegetativer Makronukleus und ein generativer Mikronukleus
entstehen. Eine Autogamie ist aber erst nach einer bestimmten Anzahl von Zellzyklen nach der
letzten Autogamie oder Konjugation moéglich. In Paramecium tetraurelia sind 20 - 25 Teilungen
notig, bevor die Zellen eine erneute Autogamie durchlaufen kénnen.

Fur Transformationsvorhaben sind Autogamie und Konjugation deshalb so wichtig, da bei
beiden Vorgangen das gesamte makronukledgre Genom, ebenso wie ale darin enthatenen
exogenen Gene, abgebaut wird (siehe 1.4).

Es gibt zwei hauptsachliche Mechanismen der DNA-V eranderung, die wahrend der Entwicklung
des neuen Makronukleus ablaufen. Zum einen werden die Chromosomen fragmentiert und
Telomere werden an die frischen Bruchstiicke durch Telomerasen angehangt, so dal? stabile
subchromosomale lineare DNA-Molekile entstehen, von denen jedes autonom repliziert werden
kann. Zum anderen kommt es zu interstitiellen DNA-Deletionen. Hierbel werden sogenannte
internal eliminated sequences (IES) entfernt und die Schnittstellen wieder zusammengefugt.
Diese IES sind in der Regel AT-reich. Sie besitzen aul3er einer 5 -TA-3'-Flankierung keine
besondere Sequenzen und sind 28 bis 882 Basenpaare lang (Klobutscher et al., 1997, Meyer et
al., 1996).

Durch die oben angefiihrten DNA-Verénderungen entsteht ein neuer Makronukleus, dessen
gesamte DNA aus den mikronukledren Sequenzen besteht, allerdings konnen diese anders
angeordnet sein. Aber nicht alle mikronuklegren Gene finden sich im Makronukleus, einige
Gene kommen ausschlief3lich im Mikronukleus vor.

Die makronuklegren Chromosomen sind kleiner as die mikronuklegren Chromosomen, von
denen sie abstammen, und haben eine durchschnittliche Grofie von 300 und 600 kbp.
Anzumerken ist an dieser Stelle noch, dal3 Paramecium, wie die meisten Ciliaten, einen
aberranten genetischen Code hat. So erkennt es das ,,universelle Stopcodon, UAG ebenso wie
UAA nicht as Stopcodon, sonder als Codon fir die Aminosdure Glutamin. Das einzige
Stopcodon in Paramecium ist UGA (Caron et al.,1985, Preer et al., 1985 und Schmidt, 1996).
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1.2 Exocytose / Endocytose

Exocytose kann as die Fusion zweier Membranen, d.h. der Plasmamembran und der
Vesikelmembran, definiert werden. Sie bietet der Zelle die Mdoglichkeit, den Inhalt eines
Vesikels kontrolliert auszuschleusen, ohne dabei ein Loch in der Plasmamembran zu erzeugen,
durch das lonen und andere |6siche Molekile in die Zelle hinein oder aus der Zelle hinaus
gelangen konnten.

Man unterscheidet zwel Arten von Exocytose: zum einen die konstitutive Exocytose und zum
anderen die stimulierte Exocytose. Die konstitutive Exocytose lauft standig bei allen
eukaryotischen Zelltypen ab und dient zur Erneuerung der Membranlipide und -proteine.

Zur stimulierten Exocytose sind nicht ale Zellen fahig. Zellen, die zur stimulierten Exocytose
fahig sind, sind z.B. Neuronen und sekretorische Zellen (wie chromaffine Zellen) und auch
Ciliaten (wie Paramecium oder Tetrahymena). Hierbei erfolgt auf einen bestimmten
extrazelluldren Stimulus hin die Verschmelzung von Vesikel- und Plasmamembran und erlaubt
so die Freisetzung des Veskelinhaltes. Wahrscheinlich basiert die stimulierten Exocytose bei
allen Eukaryoten auf demselben Grundmechanismus (Morgan et al., 1997) und es gibt nur
geringfgige zelltypische Unterschiede.

Ein zur Zeit gangiges Modell der stimulierten Exocytose sieht einen wie folgend dargestellten
Ablauf vor:

Exocytotische Vesikel, d.h. Vesikel, die mit dem zur Sekretion bestimmten Inhalt beladen sind,
docken an bestimmten Stellen der Plasmamembran, den sogenannten docking sites, an. Dieser
Andockprozeld ist spezifisch fiur die exocytotischen Vesikel und lauft, wie man heute annimmt,
Uber die Erkennung und Bindung von Proteinen auf der Vesikel- und der Plasmamembran ab.
Ein Beispiel fur Proteine dieser Art sind die v-SNARES (vesicle soluble NSF attachment protein
receptor, in Neuronen z.B. Synaptobrevin und Synaptotagmin), die t-SNARES (in Neuronen z.B.
Syntaxin) oder SNAP 25 (soluble NSF attachment protein), wobei aber noch viele andere
Proteine beteiligt sind (fir einen Review: Martin 1997).

Durch eine Art Reifungsprozef3, priming genannt, wird die Interaktion zwischen Vesikel- und
Plasmamembran derart veréndert, dald die Vesikelmembran jetzt auf das Triggersignal hin mit
der Plasmamembran verschmelzen kann. Der Vesikelinhalt wird in den extrazelluléren Raum

freigesetzen.
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Worin dieses priming genau besteht, ist noch nicht geklart, aber man nimmt an, dal3 ATP-
abhéngige Reaktionen wie die Phosphorylierung von Phospholipiden und Proteinen eine Rolle
hierbei spielt.

Als Ausloser der Exocytose dienen Calcium-lonen, die auf den extrazelluléren Trigger hin an die
Dockstellen gelangen und zur Aktivierung verschiedener Proteine fuhren. Als Calcium-Sensor
scheinen das Calciumbindeprotein Synaptotagmin und seine Isoformen zu dienen. Das
Verschmelzen der beiden Membranen wird durch bestimmte Proteine an der Dockstelle
katalysiert. Einige von ihnen, wie Synaptotagmin, Syntaxin und SNAP-25, waren schon am
Dockprozef3 beteiligt. Jetzt kann der Inhalt des Vesikels freigesetzt werden.

Je nach Zdlltyp kann die Vesikelmembran nach dem Verschmelzen in die Plasmamembran
integrieren und spéter Uber konstitutive Endocytose internalisiert werden, oder sie wird direkt
durch die exocytosegekoppelte Endocytose wieder abgeschnirt und im Inneren der Zelle
entweder neu beladen oder abgebaut. Endocytose ist auf jeden Fall als Ausgleich zur Exocytose
notig, um das Zellvolumen und die Zelloberfl&che anndhernd konstant zu halten.

Ein universeller und gut bekannter Endocytosemechanismus wird tber Clathrin, Adaptine und
Dynamin gesteuert (Brodsky 1988). Hierbel lagern sich Clathrin-Adaptin-Komplexe unterhalb
der Zellmembran an und bilden die sogenannten Clathrin-coated pits. Diese stiilpen sich ein und
schniren sich mit Hilfe von Dynamin von der Plasmamembran ab. Dieser Vorgang lauft
alerdings relativ langsam (im Subminutenbereich) ab (Henkel et al., 1996).

Die exocytosegekoppelte Endocytose erfolgt sehr viel schneller, oft im Subminutenbereich.
Hierbei spielt Clathrin keine Rolle, Dynamin dagegen ist auch hier wichtig. Ebenso gibt es
Hinwelse, dal3 Calcium ein wichtiges Signal fir die Endocytose ist (Henkel et al., 1996).

Paramecien werden schon seit vielen Jahren fir die Untersuchung der Exocytose verwendet. Sie
sind sehr gute Studienobjekte, da sie mehr als 1000 Trichocysten besitzen (es existieren
Unterschiede zwischen den verschiedene Stammen) (Plattner et al., 1985).

Ein Grofdeil dieser Trichocysten wird durch Stimulation mit AED synchron exocytiert und
erlaubt so quantitative und qualitative Studien (Plattner et al., 1993).

Diese angedockten Trichocysten erkennt man im EM auf der Zelloberflache an der fir sie
charakteristischen Doppelringstruktur aus MIPs (membrane integrated particles) mit ener
zentralen Rosette aus MIPs. Schon 30 Millisekunden nach dem Trigger mit AED finden die
ersten Membranfusionen statt. Hierbei entsteht eine Offnung in der Plasmamembran, die von
einem Ring MIPs umgeben ist. 80 Millisekunden nach der Triggerung sind die meisten

Exocytosevorgange in vollem Gang und danach beginnt die Endocytose mit dem Erscheinen von
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resealing-Stadien. Nach etwa 350 Millisekunden erkennt man die ersten gefullten Ringe (filled
rings), die das Wiederverschlief3en der Membrantffnungen anzeigen. Ab 40 Sekunden nach dem
Trigger sind Parenthesen sichtbar und die Trichocystenmembranen schniiren sich als ghosts ab
und l6sen sich von der Plasmamembran (Knoll et al., 1991 und Plattner et al., 1985).

rll{um J ghogi membranes

dock stinmn wiian
ol l membrans e i
sile

wach Flatter el 2f., 1993

Fig2 Schema der Exocytose/Endocytose bei Paramecium

Jetzt kann an derselben Dockstelle eine neue Trichocyste andocken. Es dauert etwa 6-8 Stunden,
bis die Zelle nach einem massiven AED-Trigger wieder voll mit Trichocysten besetzt ist. Da die
Zéelle nur einen kleinen Pool (etwa 5%) frei im Cytosol schwimmender Trichocysten hat, missen
die restlichen Trichocysten neu synthetisiert werden.

Wenn auf einen Stimulus hin sehr viele Trichocysten exocytiert werden, ist die Zelle nicht in der
Lage, die grol’e Menge an Membran nach der Endocytose wiederzuverwenden, und so
verschmelzen die ghosts mit Verdauungsvakuolen und werden abgebaut (Lithe et al., 1986,
Ramoino et al., 1997).

Wenn dagegen nur wenige Trichocysten exocytiert werden, vermutet man, dal3 die ghosts in die
N&he des Golgi-Apparates gelangen und dort zur Neusynthese fir Trichocysten verwendet
werden (Plattner et al., 1993).
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1.3 Das exocytosesensitive Phosphoprotein PP63/Parafusin

1982 finden Gilligan et al. einen ersten Hinweis, dald auch in Paramecien eine Regulation der
Exocytose durch Phosphorylierung und Dephosphorylierung wichtig ist. Sie kénnen zeigen, dal3
nach Inkubation von axenischen Paramecium-Kulturen mit %P, zwar viele Proteine in
Paramecium phosphoryliert sind, aber nur ein bestimmtes Protein, welches bel etwa 65 kDa in
der SDS-PAGE lauft, nach der, alerdings letalen, Exocytosestimulation mit Picrinséure
spezifisch dephosphoryliert wird. Diese Dephosphorylierung scheint fir die Exocytose wichtig
zu sein: Die temperatursensitiven Mutante nd9 (Lefort-Tran et al., 1981) zeigt im selben
Versuch, dal3 die Mutante, wenn sie bel der permissiven Temperatur von 18°C inkubiert wird
und zur normalen Exocytose fahig ist, das gleiche Dephosphorylierungsmuster wie der
Wildtypstamm hat. Wenn nd9-Zellen allerdings bei der nicht-permissiven Temperatur von 28°C
inkubiert werden, bei der sie nicht mehr zur Exocytose féhig sind, findet auch keine
Dephosphorylierung des 65kDa Proteins statt (Gilligan et al., 1982).

Diese Erkenntnis wird von Zieseniss et al., 1985 bestétigt und erweitert, da sie feststellen, dal3
nach Stimulation der Exocytose durch AED dieses 65kDa Protein ebenfalls spezifisch
dephosphoryliert wird. Die Triggerung mit AED (Plattner et al., 1985) hat den Vorteil, dal? sie
nicht, wie Pricrinsdure, letal fur die Zellen ist und eine Beobachtung der Zellen auch nach der
Exocytose erlaubt.

Zieseniss et al., 1985 zeigen, dal’ die Dephosphorylierung des Proteins in weniger als 1s nach
dem AED-Trigger erfolgt. Nach einer lag-Phase von etwa 5s wird dieses Protein wieder

125 ik 26T

Fig3 Autoradiogramm des Zeitverlaufs der De- und Rephosphorylierung PP63/Parafusins von nd9-Zellen,

die (a) bei der permissiven Temperatur und (b) bei der nicht-permissiven Temperatur inkubiert wurden.
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wieder rephosphoryliert und liegt nach etwa 20s wieder vollstandig rephosphoryliert vor, wobei
dieser Rephosphorylierungszeitraum sich von Stamm zu Stamm etwas unterscheidet.Diese
Dephosphorylierung und Rephosphorylierung kann nur in exocytosefahigen Stémmen (wie nd9-
18°C, nd6, nd7, tam 38, tl und ftA) festgestellt werden, wobei kein Unterschied zu
Wildtypstémmen (7S und K401) besteht (Zieseniss et al., 1985).

Bel der Mutante d4-500r (pawn), die keine ciliaren Calcium-Kandle besitzt und deshalb keine
Cilienschlagumkehr (ciliary reversal) als Antwort auf den AED-Trigger machen kann, aber zur
normalen Exocytose fahig ist (Plattner et al., 1984), zeigt sich ebenfalls kein Unterschied zu dem
Dephosphorylierungsmuster  der  Wiltypstamme. Dies deutet darauf hin, da3 die
Dephosphorylierung nichts mit der Cilienschlagumkehr zu tun hat, die eng mit der Exocytose
korreliert ist.

Weitere Hinweise auf die Exocytoserelevanz dieses bis dahin unbekannten Proteins gibt z.B.
Neomycin. Neomycin verhindert nicht nur die Exocytose, sondern auch gleichzeitig die
Dephosphorylierung dieses Proteins (Zieseniss et al., 1985). Die zeitliche Korrelation der
Dephosphorylierung mit der Exocytose bringt beide Ereignisse in unmittel baren Zusammenhang.
1987 zeigt sich (Momayezi et al., 1987), dal3 die Injektion von Phosphatasen, wie der alkalischen
Phosphatase, oder von Calcineurin/PP2B zusammen mit Calmodulin und Calcium, die
Exocytose in exocytosekompetenten Stammen induziert. Zum gleichen Ergebnis fuhrten auch in
vitro Studien an isolierten Cortices. Die Zugabe von Proteinphosphatasehemmern wie Heparin,
Polyglutamat oder Polyaspartat verhindert hier ebenso die Exocytose nach dem AED-Trigger
wie die Injektion von Calcineurin-Antikorpern.

Diese Studie (Momayezi et al., 1987) demonstriert die Beteiligung von Calcineurin an der
Exocytose. Dies 18 die Vermutung zu, da en Zusammenhang zwischen der
Dephosphorylierung der 65 kDa Proteins und der Proteinphosphatase Calcineurin besteht.
Weitere Hinweise auf die Betelligung dieses Proteins an der Exocytose ergeben sich durch die
Herstellung von Antikorpern gegen dieses 65 kDa Phosphoprotein (Stecher et al., 1987,
Murtaugh et al., 1987 und Satir et al., 1988), von dem inzwischen bekannt ist, dal3 es nur ein
Molekulargewicht von 63 kDa hat. Mit diesen Antikdrpern wird eine corticale Lokalisierung des
63 kDa-Proteins sowohl in vivo durch Immunofluoreszenz als auch in vitro durch Detektion in
der Cortices-Fraktion (Plasmamembran zusammen mit Alveolarsadcken und Trichocysten) in der
SDS-PAGE festgestellt. Ebenso kann gezeigt werden, dal3 die Injektion der Antikorper in vivo
und in vitro die Exocytose und die Dephosphorylierung verhindert.
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Untersucht werden auch verschiedene eukaryotische Zellen auf die Anwesenheit dieses 63 kDa-
Proteins oder ahnlicher Proteine (Satir et al., 1989). Dieses 63 kDa-Protein wird jetzt
PP63/Parafusin  genannt. Der polyklonale Antikorper erkennt Proteine  &hnlichen
Molekulargewichts in z.B. Tetrahymena thermophila, Saccharomyces cerevisiae, Bufo marinus,
Ratten- Kalbs- und Menschenhirn.

Weitere Experimente (Satir et al., 1989) in vitro zeigen, dal3 PP63/Parafusin als Akzeptor fur
UDP-Glucose dient, die von einer Glucosephosphotransferase angefugt wird. Diese Ergebnisse
bringen Satir et al. zu der Hypothese, dald3 der Phosphozucker zyklisch zu regulatorischen
Zwecken angeheftet und entfernt wird. Diese Hypothese kann bis jetzt nicht bestétigt werden.
Mit Hilfe der Quenched-flow-Apparatur (Knoll et al., 1991 und Hohne-Zell et al., 1992) kann
ein genauerer Zeitverlauf der De- und Rephosphorylierung von PP63/Parafusin  bestimmt
werden. So kann gezeigt werden, dal3 die Dephosphorylierung schon 80 ms nach dem AED-
Trigger stattgefunden hat. Sie erlaubt es, die Dephosphorylierung direkt mit der Exocytose in
Verbindung zu bringen, da zu diesem Zeitpunkt noch kein Wiederverschlief3en der Membran
(resealing) stattgefunden hat. Die Rephosphorylierung von PP63/Parafusin fallt in den Zeitraum
der exocytosegekoppelten Endocytose (siehe Fig 4).

Es kann ebenfalls gezeigt werden, dal3 die Dephosphorylierung auch in Abwesenheit von
extrazelluldren Calcium stattfindet (Hohne-Zell et al., 1992). Extrazelluléres Calcium ist nur fir
die Streckung (Dekondensation) der Trichocysten wichtig, nicht aber fir die Einleitung der
Exocytose oder fur die Membranfusion. Diese Tatsache, zusammen mit dem Ergebnis, dal3
PP63/Parafusin kein Calciumbindeprotein ist, legt die Uberlegung nahe, dal? PP63/Parafusin
nichts mit der Dekondensation des Trichocysteninhalts zu tun hat.

Durch 2D-Gelautoradiographie werden pl-Werte von 5.95 (Hauptpunkt), 5.85 und 6.05
gemessen.

1994 wird schliefdlich eine cDNA von PP63/Parafusin kloniert und sequenziert (Subramanian et
al., 1994). Die Sequenz zeigt Uber 50% Aminosdureidentitdt mit eukaroytischen Phospho-
glucomutasen (PGM). Da die Autoren keine PGM-Aktivitdt messen konnen, nehmen sie
zunéchst an, dal? es sich nicht um eine PGM handelt.

Unabhangig davon kdnnen Treptau et al., 1995 eine PGM aus Paramecium isolieren und durch
in vivo und in vitro Phosphorylierungsstudien, Immunobindungsassays und Kinasenspezifitét
sehr starke Ahnlichkeit zwischen der PGM und PP63/Parafusin feststellen.

Diese Identitét kann verifiziert werden, als es Hauser et al. 1997 gelingt, das noch fehlende 5'-
Ende der PP63-Sequenz zu sequenzieren und das Protein rekombinant zu exprimieren. Das
rekombinant in E. coli hergestellte PP63/Parafusin hat dieselbe spezifische Phospho-
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glucomutaseaktivitdt wie kaufliche PGM aus Kaninchen-Skelettmuskel oder aus Huhn. Man
kennt bis jetzt zwei Isoformen von PP63/Parafusin, wobei PP63-2 eine wesentlich geringere
spezifische Aktivitét zeigt (M. Golringer, Diplomarbeit 1997).

Zu dem Problem, ob es sich bel der exocytoserelevanten Phosphorylierung von PP63/Parafusin
um eine Serin/Threonin-Phosphorylierung oder eine Glycophosphorylierung handelt, zeigen
Kissmehl et al., 1996, dal3 die De- und Rephosphorylierung durch endogene Kinasen und
Phosphatasen erreicht werden kann. Durch Inhibitionsstudien wird gezeigt, dal3 eine Beteiligung
von Proteinphosphatase 1  (serin-/threoninspezifisch) und  Proteinphosphatase 2C
unwahrscheinlich ist. Calcineurin (PP 2B) aus Rinderhirn ist in der Lage, PP63/Parafusin in vitro
zu dephosphorylieren. Als Kinase scheidet eine endogene cAMP-abhéngige Protein-kinase
(PKA) ebenfalls aus. Endogene cGMP-abhangige Proteinkinasen (PKG) und eine Caseinkinase
(Kissmehl et al., 1997) kénnen P63/Parafusin in vitro phosphorylieren.

Ein Vergleich der in vivo und in vitro Phosphorylierung von PP63/Parafusin durch MALDI-MS
(Kussmann et al., submitted) zeigt, dal3 die in vitro Phosphorylierung durch diese beiden
Kinasen Ahnlichkeiten mit der in vivo Phosphorylierung von PP63/Parafusin hat und beide
Kinasen vermutlich auch in vivo an der Phosphorylierung von PP63/Parafusin beteiligt sind.
Allerdings ergibt diese Untersuchung auch, dal3 noch andere Kinasen an der Phosphorylierung
beteiligt sind.

Eine genauere Analyse der Lokalisierung von PP63/Parafusin von Kissmehl et al., 1998 durch
biochemische und strukturelle Analysen bestétigt die corticale Lokalisierung. Es zeigt sich, dal3
PP63/Parafusin vor alem an den Dockstellen der Trichocysten und an den Tellen der
Alveolarsacke, die sich in der Nahe der Trichocysten befinden, lokalisiert ist. In Homogenaten
erscheint PP63/Parafusin fast ausschlief3lich in der |6sichen Fraktion. Bel Zellfraktionierungen
findet man geringe Mengen auch in der Alveolarsackmembranfraktion und der Cilienfraktion,
was die Immunlokalisierung bestétigt.

Zusammenfassend 1803 sich folgendes sagen:

PP63/Parafusin ist eine Phosphoglucomutase mit einem Molekulargewicht von 63 kDa. Es
besitzt Phosphoglucomutaseaktivitédt, es &% sich aber nicht sagen, ob diese Aktivitéat fur die
Funktion von PP63/Parafusin bel der Exocytose wichtig ist.

PP63/Parafusin ist ein l0sliches Protein, welches durch einen unbekannten Mechanismus, z.B.
Protein-Proteininteraktion oder reversible Verdnderungen wie z.B. eine Myristylierung, teilweise
an bestimmten Stellen in der Zelle lokalisiert ist.
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PP63/Parafusin liegt in der Zelle phosphoryliert vor, und bei AED- (oder Picrinsaure-)
Triggerung werden diese Phosphatreste in sehr enger zeitlicher Korrelation zur Exocytose
entfernt und nach einem definierten Zeitraum wieder angehangt.

Weitere Hinweise auf eine Beteiligung von PP63/Parafusin bel der Exo-und Endocytose sind,
dai3 die De- und Rephosphorylierung nur in exocytosefahigen Stdmmen stattfindet, und dal? diese
De-und Rephosphorylierung sehr eng mit der Exo-und Endocytose korreliert ist (Fig 4).
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Fig4 Zeitverlauf der Exo- und Endocytose bei Paramecium und die Korrelation zur De- und
Rephosphorylierung von PP63/Parafusin. Die Dephosphorylierung findet zeitgleich mit

der Exocytose statt, wahrend die Rephosphorylierung in den Zeitraum der Endocytose
falt.

1.4 Zielsetzung, die antisense- und die gene silencing-Strategie

Nach all diesen im vorherigen Kapitel beschriebenen Erkenntnissen tiber PP63/Parafusin und die
Mutmal3ungen Uber seine Funktion, gibt es jedoch noch keine Experimente, die eindeutige
Charakterisierung der Funktion von PP63/Parafusin erlauben.
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Die Zielsetzung dieser Diplomarbeit ist die Herstellung Uber einige Generationen stabiler
PP63/Parafusin knock-out Zellen, die dann auf einen Phanotyp hin untersucht werden kénnen,
der Aufschlufd Uber die Funktion von PP63/Parafusin in vivo gibt. In Betracht kommen hierbel
Untersuchungen Uber die Exocytose. So kénnten Defekte, z.B. bei der Exocytosefdhigkeit und
dem damit verbundene Calciumgradient auftreten. In Betracht kommen auch downstream
Vorgange der Endocytose, wie das Abschniiren der ghosts oder die Synthese neuer Trichocysten
nach massiver Exocytose.

Die einzige bis jetzt bekannte Méglichkeit, Paramecium gezielt genetisch zu transformieren, ist
die Mikroinjektion von DNA in den Makronukleus (Godiska et al., 1987). Diese Transformation
ist bis zum nachsten sexuellen Vorgang, sei es Konjugation oder Autogamie, stabil.
M assentransformationsmethoden, wie man sie z.B. fur Escherichia coli oder Saccharomyces
cerevisiae kennt, stehen fur Paramecium nicht zur Verfigung. Die exogene DNA wird im
Makronukleus repliziert und exprimiert, analog den endogenen Genen. Nach der Injektion
superhelicallen DNA wird diese in der Zelle zuerst linearisiert und dann werden Telomere
angehangt. Die DNA-Molekile bleiben as Pseudochromosomen erhalten, die sich ohne
Replikationsursprungssequenzen eigensténdig replizieren (Bourgain et al., 1991). Wenn die
Vektoren dagegen schon Telomere enthalten, werden eine Art von Concatemeren (End-zu-End
verknuipfte DNAS) aus den Plasmid-DNAS gebildet, die in einer 15-30 mal héheren Kopienzahl
im Makronukleus erhalten werden (Bourgain et al., 1991).

Kanabrocki et al., 1991 konnen mit dieser Methode durch Injektion eines Wildtyp-
Calmodulingens calmodulindefiziente Mutanten funktionelle wiederherstellen. Hierbei stellen
sie, wie andere Gruppen auch, eine Abhangigkeit der Transformationeffizient von der Anzahl
der vorhandenen Plasmidkopien fest. Je mehr Plasmide injiziert werden, desto besser
funktioniert die Transformation. Eine Injektion ins Cytosplasma ist ebenso wirkungslos wie die
Injektion von Kontrollplasmiden ohne das Gen, das fur die Transformation nétig ist.

Ein anderes Beispiel ist die Mikroinjektion eines Plasmids, welches eine Antibiotikaresistenz
enthdlt (Haynes et al., 1995). Auch hier zeigt sich eine Dosisabhangigkeit: Je mehr Plasmide
injiziert werden, desto resistenter sind die Zellen. Aulerdem zeigt sich, dal3 den Plasmiden,
obwohl sie Telomere enthalten, noch weitere Telomersequenzen angehangt werden und
Concatemere entstehen. Die Plasmide werden auch ohne Selektionsdruck beibehalten. Durch
Autogamie gehen die Plasmide jedes Mal verloren.
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Diese Methode wollten wir uns in dieser Arbeit zu Nutze machen und antisense-DNA
enthaltende Plasmide injizieren. Der von uns verwendete Vektor enthdlt Telomere von
Tetrahymena, die dafur sorgen, daf3 die Plasmide al's Pseudochromosomen erhalten bleiben.

Drel verschiedene Konstrukte kommen dabel zum Einsatz. Einer der verwendeten Vektoren ist
der Vektor pPXV-36PP. Er hat das gesamte PP63/Parafusin-Gen in antisense-Orientierung direkt
hinter dem Promotor fir das Calmodulin-Gen (fir eine genauere Beschreibung der Plasmide
siehe Kapitel 3.6). Die anderen beiden Vektoren, pPXV-PP63askol und 2 enthalten jeweils ein
Stiick aus der 5'-UTR (5 -untrandlated region)von PP63/Parafusin und den Anfang des Gens in
antisense-Orientierung.

Unser Versuchsansatz basiert auf Erfahrungen mit anderen eukaryotischen Zelltypen, in denen
die Transkription von antisense-mRNA zu einem Verschwinden des jeweiligen Proteins fihrt.

So haben Lallier et al., 1996 in Xenopus-Embryonen durch die Expression von antisense-
Transkripten das Protein a6-Integrin zum grofen Teil eliminiert, wahrend die Expression
verwandter Gene unbeeinflufd bleibt. Hier hangt die Starke des durch die Transformation
verursachten Phanotyps von der Menge der exprimierten antisense-RNA ab.

Vander Molen et al., 1996 haben in osteoblastischen ROS-Zellen das Connexin 43, ein
Bestandteil von gap junction-Kandlen, durch antisense-enthaltende Plasmide eliminiert. Sie
konnen dabei zeigen, dal3 durch die Expression von antisense-mRNA die mRNA-Levels von
Connexin 43 um bis zu 92% reduziert sind und dal3 die Menge an Protein Connexin 43 um mehr
als 86% reduziert ist.

Den Mechanismus, Uber den die antisense-mRNA wirkt, erklart man sich folgendermalien: Die
antisense-mRNA kann mit der sensesmRNA Basenpaarungen eingehen und so doppelstréngige
RNA-Strange bilden. Dadurch kommt es wahrscheinlich zu einer sterische Behinderung von
Trand ationsfaktoren und Ribosomen, deren Bindestellen durch die antisense-mRNA belegt sein
koénnen. Ebenso werden RNA-RNA-Doppelstrange in der Zelle durch eine dsRNAse abgebaut,
so dal3 keine Matrize fur die Trandation des Proteins mehr zur Verflgung steht (Meegan et al.,
1989).

Die andere Methode, mit der wir versuchen, einen knock-out von PP63/Parfusin zu erreichen,
nennt sich homology-dependent gene silencing oder co-supression. Worauf dieses Phanomen
beruht, ist noch nicht eindeutig geklart. Entdeckt hat man es in hoheren Pflanzen (Napoli et al.,
1990). Bekannt ist es inzwischen aber auch in Pilzen (Cogoni et al., 1997) und Insekten (Dorer et
al., 1994). Zellen, die mit Plasmiden transfizierte werden, die Sequenzen des Gens enthalten, das
untersucht werden soll, zeigen in Anwesenheit einer hohen Kopienzahl des exogenen Gens, dal3
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das entsprechende endogene Gen oder die entsprechende endogene Genfamilie ausgeschaltet
werden. Worauf dieser Mechanismus des Ausschaltens basiert, ist bis jetzt noch nicht eindeutig
geklart, er ist jedoch auf jeden Fall reversibel. Es besteht auch die Mdglichkeit, dal3 dafir
verschiedene Mechanismen verantwortlich sind, die jedoch alle zu dem gleichen Ergebnis des
gene silencing fuhren. So sind in diesem Zusammenhang RNA-abhangige DNA-Methylierung,
Inhibition der transkriptionalen Aktivitét oder post-transkriptionale Inaktivierung im Gesprach.
Ein Beispiel zeigen Schuurs et al., 1997, die den Basidomyceten Schizophyllum commune mit
einem Plasmid fir das exogene Gen fur C3 transformieren. Sie zeigen, dal3 das Protein nicht
mehr sezerniert wird und auch keine C3-mRNA mehr vorhanden ist. Bei der Inkubation der
Transformanden mit 5-Azacytidin (AZC) (verhindert die DNA-Methylierung, indem es in die
DNA integriert) konnen sie feststellen, dal3 bel Anwesenheit von AZC kein gene silencing-Effekt
mehr vorhanden ist. Das es sich bel dem gene silencing nicht um das blof3e Austitrieren von
Transkriptionsfaktoren handelt, zeigt eine Transformation mit einem Plasmidkonstrukt, das nur
die Promotorregion von C3 enthalt (Schuurs et al., 1997).

Einen anderen Mechanismus von gene silencing demonstrieren Metzlaff et al., 1997 in Petunia.
Auch hier wurden Zellen durch exogene Genhomologe transformiert, und es kann ene
BeeinfluBung der endogenen Gene festgestellt werden. In den Pflanzen, in denen die Expression
der Chalcon-Synthase A (chsA) verhindert wird, kann keine endogene und nur sehr wenig
exogene chsA-mRNA mehr detektiert werden. Wie Metzlaff et al., 1997 dann auch zeigen, sind
die noch vorhandenen chsA-mRNAs 3-Fragmente des Genes und haben keinen oder nur einen
sehr reduzierten Poly-A-Schwanz und sind sehr viel sensitiver gegenuber Degradation.
Verursacht wird diese Fragmentierung durch eine spezifische 3-Schnittstelle und ene
zusdtzliche 5'-Schnittstelle bei  einigen  RNAs fir endogene RNAsen. Durch en
Sekundarstruktursimulationsprogamm  zeigt sich eine ausgeprégte Sekundarstruktur des 3'-
Endes, welche wahrscheinlich den Abbau durch dsRNA-spezifische Endonukleasen verhindert.
Deshalb postulieren Metzlaff et al., 1997 eine Hypothese, in der die exogenen Gene fur die
Degradation der endogenen Gene sorgen, z.B. durch Aktivierung von endonukleolytischen
Spaltungen und Beschleunigung des Poly-A-Schwanz-Abbaus.

Ruiz et al., 1998 haben auch in Paramecium das Phdnomen des gene silencing gefunden. Durch
Mikroinjektion von Plasmiden in den Makronukleus zeigen sie zunéchst, dal3 die Plasmide als
Pseudochromosomen erhalten bleiben und erst durch Autogamie verloren gehen. Durch Injektion
von Plasmiden, die die codierende Region eines Centrins, einem Bestandteil des Infraciliary
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Lattice (ICL) enthalten, konnen die hochgeordnete Struktur des ICL zerstort werden. Ebenso, in
aber etwas geringem Ausmal3, gelingt dies mit zwei 5-Teilstlicken des Genes. Die mRNA der
Centrine ist nicht mehr detektierbar. Ebenso werden TMP1 und TMP4, Proteine der
Trichocystenmatrix, ausgeschaltet. Auffallig ist, dal3, obwohl die beiden Familien eng
miteinander verwandt sind, immer nur die entsprechende Genfamilie, deren Genstiick durch
Plasmide eingeschleust worden ist, ausgeschaltet wird. Die mRNA der nicht reprimierten
Proteinfamilie wird sogar betrachtlich hochreguliert. Beide silencing-Effekte werden durch
Genstlicke verursacht, die einem ganzen Gens oder einem Tellstiick eines Gens entsprechen, die
aber keine regulatorischen Elemente enthalten.Mit dem Gen ND7, welches kirzlich kloniert
worden ist (Skouri et al., 1997) und von dem gezeigt worden ist, dal3 es im Gegensatz zu den
vorherigen Genen nicht zu einer Genfamilie gehort, sondern einzigartig in Paramecium ist,
wurde ein weiterer Versuch unternommen. Mit einem Plasmid, welches das gesamte ND7-Gen,
aber keine Promotorsequenzen und keinen Poly A-Schwanz enthélt, konnte der gleiche Phanotyp
wie bei nd7 Mutanten erzeugt werden. Mit dem funktionellen ND7-Gen konnten diese
Transformanden wiederhergestellt werden. Wenn aber das gleiche Experiment mit einem
funktionellen ND7-Gen gemacht wird, d.h. enem Gen, welches Promotor und
Terminationssequenzen wie auch den Poly A-Schwanz enthédlt, kann kein gene silencing
beobachtet werden. Wie in Pflanzen, ist auch das homology-dependent gene silencing in
Paramecien von Dosis und Homologie abhéngig. Es sind etwa 25-ma mehr Kopien der
exogenen DNA notwendig, um einen silencing-Effekt zu erzielen (Ruiz et al., 1998), und je
mehr Kopien exogener DNA existieren, desto besser das silencing. Die mRNA-Menge des
entsprechenden Genes sind stark reduziert, wahrend der RNA-Gehalt dhnlicher Genfamilien
nicht betroffen ist. Auch sind regulatorische Sequenzen der Gene nicht notwendig. Dadurch kann
vermutet werden, dal3 der Effekt des gene silencing posttranslational ist.

Diese Effekte des gene silencing wollten wir verwenden, um PP63/Parafusin auszuschalten.
HierfUr haben wir zwel Vektoren, von denen einer das 5'-Ende des PP63/Parafusin-Genes enthalt
(pPS-C4Sdl) und der andere das gesamte PP63/Parafusin-Gen, aber ohne den Poly-A-Schwanz
(pBS-C456-SX14D8). Die Konstruktion dieser beiden Plasmide ist in Kapitel 3.6.3 und in 4.5.2

beschrieben.
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2. Materidien

2.1 Paramecien-Stamme

Fur ale Experimente wurde der Wildtyp-Stamm 7S verwendet. Die Zellen wuchsen
monoxenisch mit Enterobacter aerogenes als Futterbakterium in Salatmedium bei 25°C.
Salatmedium: pro 1 Liter 2 g getrocknetes Salatpul ver

5mM TrisHClI pH 7

5 mg Stigmasterol
2.2 Chemikalien
Ponceau S Serva
TEMED (N,N,N',N'-Tetra-methyl-ethylenediamin) Bio-Rad
SDS-Solution 10% (w/v) (Sodium-dodecylsulfat) BioRad
Rotiphorese Gel 30 Roth
AP-conjugate substrate kit Bio-Rad
Protein-Assay Bio-Rad
Roti-Nanoquant Roth
Parafin (fllissig) Merck
Silicone solution Serva

E64 (trans-Epoxysuccinyl-I-leucylamido-(4-Guanidino)- Sigma

butan) Biomol
Pefabloc Biomol
Leupeptin Serva
Pepstatin FMC/Biozym
LMP-Agarose (SeaPlague) Pharmacia
NA-Agarose

Schleicher & Schuell
Protean Nitrocellulose Transfer Membran
(Porengrofie 0,45um)

Diese und alle anderen Chemikalien wurden immer mit dem hdchsten Reinheitsgrad verwendet.
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Farbstoffe
Hoechst 33342
Syto 13

Antikorper
GAM-1gG-AP-Conjugate
GAR-1gG-AP-Conjugate

Enzyme

Molecular Probes
Molecular Probes

Sigma
Sigma

Soweit nicht anders erwahnt, slammen die Restriktionsenzyme und die anderen Enzyme von

New England Biolabs.

Kits fur DNA-Arbeiten

Wizard Plus Minipreps

GFX Micro Plasmid Prep Kit
Wizard Midipreps

Qia Quick PCR Purification Kit
Qiaex Il Gel Extraction Kit
DNA Ligation Kit Vers. 2

T7 Sequencing Kit

PCR Beads "Ready to go"

Sonstige Materidien

Mikroinjektion

Sodaglaskapillaren mit und ohne Filament
(Lange = 100 mm, A£,= 1,2 mm, A£; = 0,96 mm)

PV C-Schlauch fir Mikroloader

Promega
Pharmacia Biotech
Promega

Qiagen

Qiagen

TaKaRa
Pharmacia Biotech

Pharmacia Biotech

Hilgenberg

Teichmann

Heizdraht fiir Mikroschmiede (Chrom-Nickel, £ = 4-5 mm) Bulton-Kanthar

Prefuft (gereinigt), zur Druckinjektion

Deckglaser 24 x 60 mm

Gladlager
Bender und Hobein
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Zellaufzucht
abgesagte Glasréhrchen
Gewebekulturschalen (17,8 x 16 mm)

Dokumentation

U-matic- und S-VHS-Videobander
Schwarz-Weil3-Negativfilme (AGFA, APX 25)
AGFA HDC-Farbfilm (Iso 400)

Polaroidfilme (1so 3000)

2.3 Gerdte

Mikroskopie
Inversmikroskop ICM 405

Stereolupe Stemi SV8
Interferenzfilter

Mikroinjektion
Mikroinjektor 5242

Mikromanipulator ,, De Fonbrune,

Mikromanipulator , Leitz,
Mikromanipulator M3301
Mikropositionierer D10/S10
Kapillarenziehgerdt , Livingston,

Zentrifugen
Laborfuge M mit Schwenkbecherrotor 2150

Megafuge 1.0R

Biofuge B

Beckman J2-HS

Sorvall Ultracentrifuge "OTD-Combi*

Werkstatt

Greiner Labortechnik

Videoabteilung
Fotoabteilung
Foto Reinhardt
Polaroid

Zeiss
Zeiss
L.O.T.

Eppendorf
Bachofer
Leitz

WPI
Brindi

Bachofer

Heraeus
Heraeus
Heraeus
Beckman
DuPont
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Biofuge 13
Biofuge "fresco”
Minifuge RF

Gele und Blots

Mini-Protean Il

Protean Il xi cell

Heizblock Dri-Block DB 3
Semi-Dry Blot Apperatur

2002 Power supply

Powersupply Desatronic 500/400
Base Ace Sequencer

Mini Sub DNA Cdll

Proteinbestimmung
Multiscan MCC/340

Drucker Citizen

Dokumentation
Panasonic ,,Moon Light, Kamera WV-1900
Schwarz-Wei3-CCD-Kamera BC-2
Panasonic Time-Date-Generator WJ-810
Panasonic Videorecorder AC-7330
Sony Videorecorder VO-5800 PS
Sony Schwarz-Weil3-Monitor KX-14CP1
Nikon F-601 Kamera
DS 34 Direct Screen Instant Camera

Heraeus
Heraeus
Heraeus

Bio-Rad
Bio-Rad
Techne
Werkstatt
LKB Bromma
Desaga
Stratagene
Bio-Rad

Titertek

Citizen

AVT-Horn
AVT-Horn
AVT-Horn
AVT-Horn
AVT-Horn
AVT-Horn
Stober
Polaroid
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Bildverarbeitung

Indy-Workstation (SGI) mit Framegrabber (Galilei- Noran Instruments
Board) diverse

Personal computer Ulead Systems

Bildverarbeitungsprogramm Photol mpact

sonstige Geréte

Spectrophotometer Model 35 Beckman
Luftschittler HAT Infors Infors

Vacuum Concentrator Bachofer
Fluo-Link FLX Biometra

Brutschrank Memmert
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3. Methoden

3.1 Autogamie

3.1.1 Induktion der Autogamie

50ml gut angewachsene monoxenische 7S-Zellen, die etwa 4-5 Tage nach dem Uberimpfen in
Salatmedium gewachsen waren, wurden zweimal mit frischem Salatmedium gewaschen. Man
verwendete dazu jedes Mal etwa 50 ml an frischem Medium und zentrifugierte die Zellen
zwischen den einzelnen Waschschritten zwei Minuten bel 600 rpm (Laborfuge M mit
Schwenkbecherrotor 2150 von Heraeus).

Nach dem Waschen blieben die Zellen in etwa 3 ml Salatmedium ohne Futterbakterien
(Enterobacter aerogenes) und sollten dann etwa zwei Tage bei 25°C im Brutschrank inkubieren,
um Autogamie zu induzieren.

Eine Tribung des Mediums lief3e auf das Vorhandensein von Bakterien schlief3en. Falls noch
Bakterien nach dem Waschen vorhanden waren, konnte es bis zu vier Tage dauern, bis die
Paramecien genug gehungert hatten, um Autogamie zu durchlaufen.

3.1.2 Nachweis der Autogamie

7S-Zélen, die vorher etwa zwei Tage gehungert hatten, wurden mit dem Hoechst-Farbstoff
33342, gelost in 5 mM Pipes, angefarbt.

Die Qualitdt der Anfarbung war von der Inkubationszeit und der Konzentration abhéngig. Je
hoher die Konzentration und je langer die Inkubationszeit, desto intensiver war die Farbung.
Allerdings beeintrachtigte eine héhere Konzentration das Uberleben der Zellen. Auch die
Lichtausbeute des Mikroskops war ein wichtiger Faktor: Je besser die Lichtausbeute, desto
geringere Farbstoffkonzentrationen konnten verwendet werden.

Fir einen Uberblick, ob Autogamie induziert wurde, verwendete man hohere Konzentrationen
des Farbstoffes, die die Zellen nicht lange Uberlebten. Je nach Mikroskop lagen diese
Konzentrationen bel  100-500 pM. Fur das verwendete Zeiss-Mikroskop im
Thermokonstantraum mit relativ - schlechter Lichtausbeute verwendete ich 500 pM
Endkonzentration von Hoechst 33342. Fiir diesen Uberblick wurden 10 pl der Zellsuspension,
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die vorher etwa 5 min mit dem Farbstoff inkubiert worden waren, auf einem nicht-silikonisierten
Deckglas mit einem Deckglas bedeckt und unter UV-Licht (351 nm) ausgezahlt.

Der Antell der Zellen mit einem fragmentierten Makronukleus sollte bei mindesten 50% liegen,
damit sich die Einzel zelIbetrachtung |ohnte.

3.1.3 Gewinnung autogamer Zellen
Dafir verwendete man Hoechst 33342 in Konzentrationen von 5-50 UM, die die Zellen sehr gut

Uberlebten. (Ich verwendete meist 50 uM, da, wie vorher schon erwdhnt, die Lichtausbeute am
Zeiss-Mikroskop gering war.)

Hierbei war keine Beeintrachtigung der Zellen sichtbar, Schwimmverhalten und Exocytose
waren selbst nach mehreren Stunden normal. Die Zellen Uberlebten und teilten sich unverandert.

Die Zellen wurden hierzu mit Hoechst 33342 fur etwa 30 Minuten inkubiert. Dann wurden sie
auf einem silikonisierten Deckglas in einen Tropfen aus etwa 0,5 Yl konditioniertem Medium
(siehe 3.3.1) vereinzelt und mit Parafindl Uberschichtet. Anschliefiend wurde der Tropfen unter
dem Mikroskop abgesaugt und die Zelle bei UV-Anregung (351 nm) betrachtet. Eindeutig
autogame Zellen hatten einen vielfach fragmentierten Makronukleus, der deutlich hellblau
sichtbar war und sich von den autofluoreszierenden Vakuolen, die hellgrin oder orange
erschienen, unterschied.

Wenn die Zelle einen fragmentierten Makronukleus besal3, wurde konditioniertes Medium durch
eine Kapillare zugegeben, so dald die Zelle wieder im Tropfen schwamm. Jetzt wurde sie durch
eine Vereinzelungskapillare aus dem kleinen Tropfen in einen grof3en Tropfen aus etwa 20 pl
konditioniertem Medium auf einem neuen Deckglas ohne ParafindlUberschichtung Gberfihrt.
Von hier aus konnte die autogame Zelle durch eine freibewegliche Vereinzelungskapillare (mit
dem Mund ansaugbar) in ein kleines Glasrohrchen transferiert werden.

Moglichst steril wurden 200 pl konditioniertes Medium und ein Tropfen (etwa 50 pl) von gut
angewachsenem Enterobacter aerogenes zugegeben und die Zelle wurde im Brutschrank bel
25°C so0 lange inkubiert, bis sie sich 4 bis 6-mal geteilt hatte. Jetzt konnten die Zellen zur
Injektion verwendet werden.
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3.2 Mikroinjektion und Transformation der Zellen

3.2.1 Kapillaren

I njektionskapillare: Ein Glasrhrchen mit Filament wurde bei 23 V gezogen. Nach
einem Teilstrich des Pullers wurde unterbrochen, danach nochmal
bei 23 V ausgezogen. Die Feder wurde immer 3 cm gespannt. Das
feine Rohrchen an der Spitze der Kapillare sollte etwa 5 pm
Durchmesser haben. Die Kapillare wurde dann Uber einem
rotglihenden Wolframdraht um 70° abgewinkelt.

Grobe Absaugkapillare:  Ein Glasrohrchen ohne Filament wurde bei 23 V gezogen. Nach
dem ersten Teilstrich des Puller wurde unterbrochen, danach wurde
bei 15 V erhitzt. Die Offnung der Kapillare wurde unter
Sichtkontrolle durchs Mikroskop auf 10 pm zugeschmolzen. Mit
Hilfe eines rotglihenden Wolframdrahts wurde die Spitze zunéchst
um 70° abgebogen und dann um etwa 50° zurtickgebogen, sodal3
eine Z-férmige Spitze entstand.

Vereinzelungskapillare:  Ein Glasrohrchen ohne Filament wurde wie die grobe Absaug-
kapillare gezogen, dann aber nicht zugeschmolzen, so daf3 die
Offnung etwa 100 um groR blieb. Die Spitze wurde, wenn die
Kapillare in einem Mikromanipulator verwendet werden sollte, um
70° abgewinkelt, ansonsten blieb die Kapillare gerade.

3.2.2 Silikonisierte Deckgl aser

Deckgléser (24 mm x 120 mm) wurden mit einem Gemisch aus Silikon:Isopropanol = 1:20
benetzt und anschlief3end im Trockenschrank bel 120°C eine Stunde getrocknet.

3.2.3 Immobilisierung und Vorbereitung der Zellen

Wenn den Zellen Plasmiden injiziert werden sollten wurden die Zellen vor dem Vereinzeln mit
0,01% AED getriggert, damit sie wahrend der Injektion nicht exocytieren und ruhiger lagen.
Vor der Vereinzelung wurden die Zellen in Dryl”s Puffer fir 5 Minuten inkubiert.
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Dryl’s Puffer: 2 mM Na-Citrat
1 mM NaH,PO,
1 mM NaHPO,
1,5mM CaCl,
0,2 % BSA

Dafir wurden die Zellen im Salatmedium 1:1 mit dem Dryl"s Puffer gemischt. Dann wurden die
Zellen unter Sichtkontrolle durch ein Binocular mit der Vereinzelungskapillare eingefangen und
einzeln in einen etwa 0,5 Pl grolRen Tropfen aus Dryls Puffer, der sich auf einem silikonisiertem
Deckglas befand, transferiert. Die Tropfen, in der Regel 10 - 20 Stick auf einem Deckglas,
wurden mit Parafin6l Uberschichtet, um die Austrocknung zu verhindern, gleichzeitig aber einen
L uftaustausch erlauben.

Ein einzelner Tropfen war grof3 genug, dald das Paramecium frei schwimmen und auch mehrere
Tage darin verbringen konnte. Fur die Injektion wurde das Uberfliissige Medium so weit
abgesaugt, bis nur noch ein diinner Flussigkeitsfilm vorhanden war, in dem sich das Paramecium
nicht mehr bewegen konnte.

Nach der Injektion wurde Uber eine Kapillare wieder konditioniertes Medium zugegeben, bis der

Tropfen die Ausgangsgrofie erreicht hatte.

3.2.4 Uberpriifen einer erfolgreichen Injektion

Nach der Injektion wurden die Zellen Uber Nacht auf diesem Deckglas im Brutschrank bei 25°C
aufbewahrt. Nach 8 - 12 Stunden wurden die Zellen auf durch GFP verursachte Fluoreszenz
(siehe 4.2) Uberprift. Dazu wurde das Medium wieder abgesaugt und die Zelle mit Licht von 490
nm beleuchtet. Wenn das gleichzeitig mit dem antisense-DNA enthaltenden Plasmid injizierte
GFP-Expressionsplasmid in den Makronukleus gelangt war und GFP exprimiert wurde,
fluoreszierte die Zelle gleichméaldig hell, und der Makronukleus war nicht as dunkler Fleck zu
erkennen, da die GFP-Molekile klein genug waren, um auch durch die Kernporen in den Kern
zu gelangen. Die GFP-Fluoreszenz war in der Regel nur 2 bis 3-mal stdrker als die
Autofluoreszenz. Wenn also der Makronukleus auch hell war, war dies ein sicheres Anzeichen

fur die Expression von GFP, da der Makronukleus keine Autofluoreszenz zeigte.
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3.3 Aufzucht der transformierten Zellen

3.3.1 Konditioniertes Medium
Paramecien konditionieren sich ihr Medium salber, indem sie verschiedene Substanzen in ihre

Umgebung abgeben. Ein bestimmtes Volumen-Zellzahl-Verhdtnis ist also wichtig, damit immer
genuigend Paramecien vorhanden waren, um das frische Medium zu konditionieren. Wenn
einzelne Zellen in ein grofieres Volumen transferiert wurden, konnten sie sich ihr Medium nicht
geniigend konditionieren und starben deshalb ab. Wenn sie aber in Medium transferiert wurden,
welches schon vorher konditioniert war, Uberlebten sie. Deshalb wurde bel geringen Zellzahlen
immer konditioniertes Salatmedium verwendet. Man gewann konditioniertes Medium dadurch,
dal3 man logarithmisch wachsende monoxenische 7S Zellen abzentrifugierte und das Medium
durch einen Filter mit 0,22 um Porengrofie filtrierte, welcher weder Paramecien noch Bakterien
hindurch lief3. Jetzt wurde das sterile konditionierte Medium in sterile Rohrchen abgefillt und
kiuhl gelagert. Es war so einige Monate haltbar.

3.3.2 Aufzucht

Nachdem eine erfolgreiche Injektion festgestellt worden war, wurde der Zelle wieder gentigend
konditioniertes Medium zum Schwimmen gegeben.

Dann wurde die Zelle mit der Vereinzelungskapillare in einen grofReren Tropfen (mind. 20 )
Uberfuhrt. Hieraus konnte sie mit der frel beweglichen Vereinzelungskapillare in ein kleines
Glasréhrchen transferiert werden. Jetzt wurden 200 l konditioniertes Medium und ein Tropfen
Enterobacter aerogenes (etwa 50 pl) hinzugefigt und die Zelle im Brutschrank bel 25°C
inkubiert. Nach 3-4 Tagen oder bei einer Zellzahl von etwa 50, wurden 400 pl frisches
Salatmedium zugegeben. Weitere 1-2 Tage spater wurde mit Salatmedium auf 1 ml aufgefillt.
Wenn die Zellen dicht angewachsen waren, wurden sie in ein Rohrchen mit 4 ml frischem
Salatmedium Uberfihrt (dies sollte etwa 1 Woche nach der Injektion der Fall sein). 2-4 Tage
spater wurde das eine Rohrchen auf zwel neue, ebenfalls 4 ml Salatmedium enthaltende,
Rohrchen verteilt und nach 2-4 Tagen nochmal auf insgesamt 4 Rohrchen. Wenn die Paramecien
gut angewachsen waren, wurden alle 4 Rohrchen in einen kleinen Kolben (etwa 50 ml
Salatmedium) Uberimpft. Der kleine Kolben wurde dann auf 2 mittlere Kolben (je etwa 250 ml
Salatmedium) verteilt und diese wurden wieder auf z.B. 2 grofe Kolben (je etwa 500 ml
Salatmedium) und 2 kleine Kolben oder ghnliche Volumina verteilt. Man erhielt so etwa 1,5 |
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Medium mit logarithmisch wachsenden Paramecien, was einer Zellzahl von 1-2 Mio. Zellen
entspracht.

3.4 Aufarbeitung der transformierten Zellen

3.4.1 Vorbereitung der transformierten Zellen

Das Kulturvolumen eines hochgewachsenen Klons wurde bestimmt. Die Zellen wurden Uber
8 Lagen dunnes Filterpapier filtriert. Dann wurden die Zellen bei 600 rpm fur 2 Minuten

eingeengt und in 200ml Pipes-Puffer aufgenommen.

Pipes-Puffer: 5mM Pipes
1mM KCl
01mMCaCl, pH7

Dieser Waschschritt wurde noch zweimal wiederholt, um die Bakterien zu entfernen.
Anschlief3end wurden die Paramecien 4-6 Stunden in Pipes-Puffer inkubiert, um ihnen
Gelegenheit zu geben, die bereits aufgenommenen Bakterien zu verdauen, damit keine
Verunreinigungen durch bakterielle Proteine und DNA entstanden.

Bestimmung der Zellzahl:

100 der Zellsuspension wurden 1:1 mit Na-Acetat (0,2 M, pH 5) gemischt. Na-Acetat stellte
die Zdllen ruhig. Sie konnten nicht mehr schwimmen, tberlebten aber bis zu 24 Stunden darin.
Jetzt wurden 10 pl auf einen Zahlobjekttrager pipettiert und dort unter dem Mikroskop gezahlt.
Die Gesamizellzahl und die Zelkonzentration im Pipes-Puffer konnte dann unter

Berilicksichtigung der entsprechenden V erdiinnungen berechnet werden.

3.4.2 Herstellung des Zellhomogenats

Je nach Anzahl der Zellen pro Klon wurden 250-500.000 Zellen abgenommen und in 1 ml PBS
fur DNA-Analysen aufgehoben.

Dierestlichen Zellen (meist etwa 2 Mio. Zellen) wurden bis auf 1 ml in Puffer eingeengt.

Folgende Protease-1nhibitoren wurden zugegeben:

Leupeptin 50 pg/mi
Pefabloc 50 pg/mi
E64 28 pg/ml
Pepstatin A 10 pg/ml
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Die Zellen wurden dann auf Eis durch 50 bis 100-mal Pottern homogenisiert. Der Vorgang
wurde von Kontrollen am Mikroskop begleitet. Die Zellen sollten gut homogenisiert sein.

Das Homogenat wurde in der Ultrazentrifuge bel 100.000g fur 30 Minuten zentrifugiert und der
Uberstand vom Pellet getrennt. Das Pellet wurde in 300 pl Puffer resuspendiert.

3.4.3 Proteinbestimmung
Die Proteinbestimmung wurde nach Bradford entweder mit Bio-Rad- oder mit Roth-

Proteinfarbel 6sungen durchgefihrt.

3.4.4 SDS-Polyacrylamid-Gel el ektrophorese

Es wurden entweder Mini-Gele oder 1,5 mm x 14 cm x 16 cm Gele gefahren. Das Trenngel
bestand aus 10% Acrylamid, das Sammelgel aus 5% Acrylamid. Auf Mini-Gele wurde pro Spur
10 pg Protein geladen und die grof3en Gele 50 ug Protein je Spur.

Behandlung der Proben:

Den 100.000g Uberstanden und Pellets wurde das der Proteinmenge entsprechende Volumen
entnommen, 2 X Probenpuffer (0,4 M Tris (pH 8), 2% SDS, 20% Glycerin, 0,001%
Bromphenolblau, 1% DTT) zugegeben und die Proben sofort in einen Heizblock mit 95°C

gestellt. (Das sofortige Erhitzen sollte verhindern, dal eine DD T-aktivierte Protease die Proteine
abbaut.). Nach dem Erhitzen wurden den Proben 1/10 Vol 20% lodacetamid zugegeben und die
Proben fir 15 Minuten im Dunkeln inkubiert.

Jetzt konnten die Proben auf das Gel aufgetragen werden.

Die grof3en Gele wurden Uber Nacht bei 60 V laufen gelassen (dauert etwa 16 Stunden), die
Mini-Gele liefen bei 150 V fiur etwa 2 Stunden.

3.4.5 Western Blots
Die grof3en Gele wurden semi-dry geblottet (Apparaturen siehe Materialien).

Die bendtigten Puffer sind:Anodenpuffer |~ 0,3 M Tris

20% MetOH
Anodenpuffer 1| 20 mM Tris

20% MetOH
Kathodenpuffer 40 mM Aminocapronsaure

0,01% SDS

20% MetOH
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Das Gel wurde vor dem Blotten 15 Minuten im Kathodenpuffer inkubiert. Es wurde auf
Nitrocellulosemembran der Porengréfe 0,45 um geblottet. Die Membran wurde zundchst in dest.
Wasser und dann in Kathodenpuffer benetzt. Das Sandwich wurde wie folgt aufgebaut:

Auf die Anode: 6 Stiick Whatmanpaper in Anodenpuffer I, 3 Stiick Whatmanpaper in
Anodenpuffer 11, Membran, Gel, 6 Stliick Whatmanpaper in Kathodenpuffer und darauf die
Kathode.

Geblottet wurde bei 230 mA fir eine Stunde.

Anschlief3end wurde die Membran mit Ponceau S angefarbt.

Die Mini-Gele wurden in Tanks geblottet. Das Sandwich sah folgendermalien aus:

Anode: Schwamm, 2 Stick Whatmanpaper in Transferpuffer, Membran, Gel, 2 Stlick
Whatmanpaper in Transferpuffer, Schwamm und jetzt die Kathode

Die Membran wurde erst in dH,O und dann in Transferpuffer benetzt.

Der Transferpuffer bestand aus: 25 mM Tris
192 mM Glycin
20% MetOH

Geblottet wurde eine Stunde bei 100 V und 4°C.
Anschlief3end wurde die Membran mit Ponceau S angefarbt.

3.4.6 Immundetektion
Die Nitrocellulosemembran wurde zunachst mit 5% Milchpulver in TBS fir eine Stunde bel

Raumtemperatur inkubiert, um frele Bindungsstellen fir Proteine abzudecken.
TBS-Puffer: 20 mM Tris-HCI

500 mM NaCl pH 7,6
Dann wurde as priméarer Antikorper anti-PP63 1g (R537) , hergestellt gegen rekombinantes
PP63/Parafusin (Hauser et al., 1997)in einer 1:2000 Verdinnung in 0,25% Milchpulver/TBS
verwendet. Die Inkubationsdauer betrug 1 %2 Stunden.
Nach dreimaligem Waschen fur 5 Minuten mit TBS wurde Goat-anti-Rabbit-1gG, gekoppelt mit
alkalischer Phosphatase in einer 1:10.000 Verdinnung in 0,25% Milchpulver/TBS, als
sekundérer Antikorper benutzt.
Anschlief3end wurde wieder 3 mal mit TBS gewaschen.
Fur die Detektion wurde akalischer Phosphatase-Puffer (Bio-Rad) 1:25 mit dH,O verdinnt und
je 1:100 Verdunnung von NBT(Nitroblau-Tetrazolium) und BCIP (5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl-
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phosphat) zugegeben. Wenn die Banden gut sichbar waren (nach etwa 10 Minuten) wurde die
Reaktion mit dH,O abgestoppt.
Der Blot wurde photographiert und dann zwischen zwei Whatmanpaper getrocknet.

3.4.7 Silberfarbung des Gels
Als eine empfindlicher Methode der Proteinférbung (im Vergleich zur Farbung des Blots mit

Ponceau S) wurden manche Gele nach dem Blotten mit der Silberféarbung, eine abgednderte
Methode nach Heukeskoven, angeférbt (Sambrock et al., 1989).

Hierzu wurde das Gel fur 3 Stunden oder Uber Nacht in 30% EtOH, 10% Essigsdure gelagert.
Dann wurde es 30 Minuten in 30% EtOH, 0,5 M Natriumacetat, 0,5% Glutaraldehyd und
0,2% Natriumthiosulfat inkubiert und anschlieffend grindlich mit destilliertem Wasser
gewaschen (mindestens 3 x 10 Minuten). In 0,1% AgNOs und 0,02% Formaldehyd blieb das Gel
fir eine Stunde. Nach kurzem Spilen mit destilliertem Wasser wurde das Gel durch Zugabe von
2,5% NaCO3 und 0,01% Formaldehyd entwickelt. Nach Bedarf wurde die Reaktion mit
50 mM EDTA abgestoppt. Nach erneutem Waschen in destilliertem Wasser wurde das Gel in
Cellophan-Folie aufgespannt und getrocknet.

3.5 Molekul arbiol ogische Methoden

3.5.1 Praparation von Plasmid-DNA aus Escherichia coli

Plasmid-DNA wurde entweder mit Wizard Plus Miniprep Kits von Promega (Madison,
WI/USA) oder mit GFX Micro Plasmid Preps von Amersham Pharmacia Biotech (Freiburg,
Deutschland) prapariert. Um genligende Mengen von den Plasmiden zu erhalten, wurden jewells
10 Ansdtze parallel ausgefihrt.

Die letzten Grof3préparationen wurden folgendermal3en durchgefihrt: Einer alkalischen Lyse,
Neutralisation und Abzentrifugation der Zellreste folgte eine Ethanolféllung der Nukleinsauren.
Anschlief3end wurden die noch darin enthaltenen Ribonukleinsduren durch RNAse-Behandlung
entfernt. Die Nukleinsdurekonzentration wurde entweder photometrisch  bestimmt
(1 A260=50 pg/ml DNA) oder anhand der Intensitét der Ethidiumbromidfarbung im Agarosegel
im Vergleich zu einem bekannten Standard abgeschétzt.
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3.5.2 Schneiden von DNA mit Restriktionsendonukleasen

Zur Analyse und zum Linearisieren rekombinanter DNA wurde die DNA mit verschiedenen
Restriktionsendonukleasen geschnitten. Die Reaktionsbedingungen wurden dabel wie vom
Hersteller empfohlen gewdahlt. Bei Totalverdaus in Grof3ansdtzen betrug die Reaktionszeit
3 Stunden, Partialverdaus wurden durch Zugabe von nur geringen Mengen Enzym und einer
Reaktionsdauer von 1 Stunde erreicht.

3.5.3 Isolierung von DNA-Fragmenten

(A) aus LMP-Agarose: DNA-Fragmente wurden aus Low-Melting-Point-Agarosegelen durch
Ausschmelzen isoliert. Von Agarosebldckchen mit dem gewlnschten DNA-Fragment wurde das
Volumen bestimmt. Anschlief3end wurde mit dH>O eine Endkonzentration von 0,4% Agarose
eingestellt, 1/10 Volumen des Gesamtvolumens 3M Na-Acetat (pH=4,8) zugegeben und der
Ansatiz bei 65°C geschmolzen. Die Loésung wurde zweimal mit dem gleichen Volumen
Phenol/TE (auf 37°C erwarmt) extrahiert. Anschliefiend wurde die H,O-Phase mit demselben
Volumen Chloroform/Isoamylalkohol extrahiert und dann die DNA mit dem 2,5fachen VVolumen
Ethanol bel -20°C gefdlt. Nach dem Abzentrifugieren (15 Minuten), Waschen und Trocknen des
Pellets wurde diesesin 10 pl dH 0 aufgenommen.

(B) aus Normalagarose: DNA-Fragmente wurden mit dem QiaexIl1-Kit von Quiagen (Hilden,
Deutschland) nach Angaben des Herstellersisoliert und in 20 yl dH 2O aufgenommen.

3.5.4 Reinigung von Nukleinsiuren durch Phenolisieren

DNA-L6sung wurde mit dem gleichen Volumen Phenol, gesédttigt mit TE (10 mM Tris,
1 mM EDTA, pH=8) kréftig geschittelt und zur Phasentrennung 2 Minuten zentrifugiert. Die
wassrige (obere) Phase wurde dann dreimal mit demselben Volumen Chloroform extrahiert und
anschlieffend die DNA mit Ethanol gefélt. Das getrocknete Pellet wurde in 10 gl dH,O

aufgenommen.

3.5.5 Herstellung von glatten Enden aus DNA-Doppel strang-Uberhdngen

Zum Auffillen von 5 -Uberhangen wurde das Klenow-Fragment (Pharmacia) der E.coli DNA-
Polymerase | verwendet. Dabei wurde nach Sambrook et al., 1989 vorgegangen und pro 1 g
DNA 2U Enzym eingesetzt.
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Zum Abbau von 3'-Uberhdngen wurde die T4-DNA-Polymerase (Sambrook et al., 1989)
verwendet.

3.5.6 Ligation von DNA-Fragmenten

Es wurde fir die Ligation der Ligationskit von TaKaRa verwendet und ein 3-6facher Uberschul?
an Insert gegentiber dem Plasmid verwendet.

3.5.7 Transformation von Escherichia coli
E.coli-Zellen (DH5a) wurden mit der CaCl,-Methode kompetent gemacht (Sambrook et al.,
1989 modifiziert):

500 pl einer frischen Ubernachtkultur der zu transformierenden Zellen wurden in 50 ml LB-

Medium bis zu einer ODszs von 0,4 bis 0,8 wachsen gelassen, abzentrifugiert, mit 15 ml
eiskaltem 100 mM MgCl, gewaschen und dann 30 Minuten in eiskaltem TC (10mM Tris
pH=7,5, 75 mM CaCl,) auf Eis inkubiert. Nach Zentrifugation bei 4°C wurde das Z€llpellet in 3
ml eiskaltem TC resuspendiert und die Suspension auf Eis aufgehoben (bis zu mehreren
Stunden, die Kompetenz der Zellen kann sich dabel noch verbessern).

Zur Transformation wurden je 150 pl CaCl -Zellen zu der zu transformierenden DNA (in der
Regel ein Ligationsansatz) gegeben, 30 Minuten auf Eis inkubiert und anschlief3end 2 Minuten
bei 42°C hitzebehandelt. Nach Zugabe von 1 ml LB-Medium zu den auf Raumtemperatur
abgekihlten Zellen und 1-stiindiger Inkubation bei 37°C wurden die Zellen zu 1/10 und 9/10 auf
Selektionsplatten plattiert und Gber Nacht bei 37°C in den Brutschrank gestellt.

3.5.8 DNA-Sequenzanalyse
DNA-Sequenzierung wurde mit dem T7 Sequencing Kit von Pharmacia (Freiburg, Deutschland)

durchgefuhrt. Er basiert auf dem Kettenabbruchverfahren durch  Einbau von
Didesoxynukleotiden nach Sanger et al., 1977 und Smith, 1980. Als Primer wurden entweder die
kauflichen M13/pUC-Primer (universal, reverse Primer, Pharmaciad) oder synthetische
Oligonukleotide verwendet. Zur Auftrennung wurde ein denaturierendes Polyacrylamidgel (6%)
mit 6 M Harnstoff und die Sequenziereinheit von Stratagene verwendet.
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3.5.9 Polymerase Chain Reaction (PCR)
PCR wurde mit dem Uno-Thermoblock von Biometra durchgefiihrt. Eingesetzt wurden 15-20 ng

»Mini-Prep-DNA,,, je 25 pmol Primer und 2 U ExTag-Polymerase. Die Ansdtze wurden
5 Minuten auf 94°C erhitzt, dann lief? man sie durch folgendes Programm laufen: 8 Zyklen mit
30 Sekunden 94°C, 45 Sekunden 50°C, 60 Sekunden 72°C, dann 8 Zyklen mit 30 Sekunden 94°,
45 Sekunden 53°C, 60 Sekunden 72°C und schliefdlich 8 Zyklen mit 30 Sekunden 94°C, 45
Sekunden 56°C, 60 Sekunden 72°C. Nach dem letzten Zyklus wurden die Ansdtze noch 10
Minuten auf 72°C gehalten, dann auf 4°C abgekihlt. Die gesamten Ansétze wurden auf einem
0,8% LMP-Agarosegel oder normaler 0,8% Agarose aufgetrennt, die DNA aus den Gelen
isoliert, Ethanol geféllt und dann fir eine Ligation eingesetzt.

3.5.10 Radioaktive Markierung von kurzen Oligonukleotiden
PCR-Fragmente, die als Sonde verwendet wurden, wurden mit den Ready-to-Go-DNA-Labeling-

Beads (Pharmacia Biotech) und [a*?P]-dCTP nach Anweisungen des Herstellers markiert.

3.5.11 Isolierung von DNA fir Southern Blot Analysen
DNA-Isolierung wurde nach Godiska et al., 1987 aus 250.000 bzw 500.000 Paramecium-Zellen
in 0,5 ml bzw. 1ml PBS durchgefihrt.

3.5.12 Southern Blot-Anayse von DNA

Southern Blot-Analysen wurden nach Sambrook et al., 1989 durchgefiihrt. Pro Spur wurden je
10 pg genomische DNA (mit Kpnl und Xhol geschnitten) aufgetragen. Als Sonde diente ein
PCR-Fragment aus Primer 1 und 2 (Hauser et al., 1997).
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3.6 Plasmide

3.6.1 Konstruktion von pPXV-GFP3
Das GFP-Gen stammte aus dem pGFP-C1-Plasmid von Clontech (accession no U19280) und

war das Wildtypgen.

Kan'/Neo'

HSV TK

oly A
poly SV40ori
pUC ori
Panlp
flori
SV40 poly A
"CMV IE MCS

GFP

Uber PCR wurden Mutationen eingefiihrt, die zu einem Nukleotidaustausch von Phegs und Seres
zu Leuss und Thres fihrten. Dieses GFPmutl sollte eine 35fach starkere Fluoreszenz haben
(Cormack et al., 1996). Gleichzeitig entstand eine neue Hincll-Schnittstelle.

Ebenfalls Uber PCR wurde das Stopcodon so ausgetauscht, dald3 es von Paramecium erkannt
wurde und eine neue Stul-Schnittstelle entstand.

Amp
Tetrahymena Telomere

IS 111 Fragment

Origin Tetrahymena

Telomere

CAM 3'
CAM Promotor

GFP

Die verwendeten Oligos sind:
GFP-Nhel: CCGTCAGATCCGCTAGCGC
L/T-Primer: CTTGTCACTACGTTAACTTATGGTGTT
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L/T-comp-Primer: AACACCATAAGTTAACGTAGTGACAAG
Stul-comp-Primer:GCTTGAGCTCGAGATCTGAGGCCTCACTTGTATAG

Das PCR-Produkt wurde mit Nhel und Xhol geschnitten und in das mit Spel und Xhol
geschnittene Plasmid pPXV ligiert. pPXV wurde von Haynes et al., 1995 konstruiert.

3.6.2 Konstruktion von pPXV-36PP

Das Gen von PP63/Parafusin wurde Uber eine cDNA-Bank von Paramecium isoliert (Hauser et
al., 1997) und in den Vektor PBK-CMV (Stratagene) tber eine kinstliche Xhol-Schnittstelle am
3'-Ende hinter dem PolyA-Schwanz und eine kinstliche EcoRI-Schnittstelle am 5'-Ende
eingefugt, und gab so den Klon 24, das Ausgangsprodukt fir die Vektoren pPXV-36PP, pBS-
C4Sal und pBS-C456-SX14D8. Das 5'-Ende ist nicht der Anfang des PP63/Parafusin-Genes,

welcher erst durch den Vergleich mit einer genomischen Bank identifiziert werden konnte.

Durch bestimmte Endonuclease-Schnitte wurde das PP63/Parafusin-Gen aus Klon 24 in drel
Tellstick unterteilt. Das 5-Ende wurde Uber EcoRI geschnitten und in entsprechend
geschnittenen pBS ligiert. Der neu entstandene Vektor hiel3 pBS-C4. Der mittlere Teil wurde mit
EcoRI und Hincll geschnitten, in mit EcoRI und Hincll geschnittenen pBS ligiert und hief3 pBS-
C5. Das 3'-Ende wurde nach einem Schnitt mit Hincll und Xhol zu pBS-C6 ligiert.

Um enen Vektor zu konstruieren, der das gesamte Wildtypgen PP63-1 (Isoform 1 von
PP63/Parafusin) enthielt, wurde pBS-C456-SX14 hergestellt. Ausgangspunkt fur die
Konstruktion von pBS-C456-SX14 waren Modifikationen der drei  Fragmente von
PP63/Parafusin, die oben beschrieben sind. Diese Fragmente wurden aus ihren Vektoren
ausgeschnitten. Das 5'-Ende von PP63/Parafusin stammt aus pBS-C4Sal (Konstruktion von pBS-
C4Sal und die Herstellung des kinstlichen 5'-Endes von PP63/Parafusin siehe 3.6.3) durch
Schnitt mit Spel und EcoRl, der mittlere Teil aus pBS-C5 mit EcoRI und Hincll und das 3'-Ende
aus pBS-C65-1 (ein modifizierter C6) mit Hincll und Xhol herausgeschnitten, die drei
Fragmente wurden ligiert und in einen durch Spel und Xhol geschnittenen pBS (SK-) eingebaut,
so dal3 pBS-C456-SX 14 entstand.

Fur pPXV-36PP wurde das gesamte Wildtyp PP63-1 mit Xhol und Kpnl aus pBS-C456-SX14
herausgeschnitten und in einen entsprechend geschnittenen pPXV ligiert, so dal3 PP63-1 eine
umgekehrte (antisense) Orientierung im Vektor enthalten war. pBS-C456-SX14 und pPXV-
36PP wurden von K. Hauser und C. Feldbaum konstruiert. Fur die Injektion wurde pPXV-36PP
mit Sfil linearisiert.
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Spel A‘TG C4Sal EcoR 1 C5 Hinc 1T C65-1 Hi‘nd 111
I ‘ Eco];I I Hinc'H I ‘ Xh'ol
wurde zu
Spel  ATG gesamtes PP63-1 Xhol
1 L [
T ‘ L4
eingefligt in
* antisense-
Orientierung
CAM Promotor
CAM 3'
Tetrahymena pPXV-36PP
Telomere Origin

HIS 111-Fragment

Tetrahymena Telomere
Amp

3.6.3 Konstruktion von pBS-C4Sal

Fur die Konstruktion von pBS-C4Sal wurde pBS-C4 (siehe 3.6.2) verwendet. Nachdem das
richtige 5'-Ende des PP63/Parafusin-Genes bekannt war, wurde das 5'-Ende in pBS-C4 Uber
Oligos kunstlich hergestellt und eingefligt. Es wurden folgende Oligos verwendet:

A3: CCAGCACCAAGAGTTCAAGTAACACAACCA

A7: TCGGACACTAGTGGTACCATGTAATAAGTAATT

A4 TATGGTTGTGTTACTTGAACTCTT

A6: GGTGCTTGGAATTACTTATTACATGGTACCACTAGTG

A7 > A3 >

G CGACRCTAGTGGTACCRTGTAATAAGTAATTICCAGCACCAAGAGT TCAAGTAACACAACCATATG
CAGCTTGATCACCATGGTACATTATTCATTAAGGTCGT GG TCTCAAGTTCATTGTGTTGGTATAC
Sal I Spel Kpnl Ndel

< 2
A6 A4
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Die Oligos Uberlappten mit den angrenzenden Enden des Inserts und so wurde durch Annealing
der Oligos ein kiunstliches 5" -Ende des PP63/Parafusin-Genes erzeugt und in den entsprechend
geschnitten pBS-C4 ligiert, so dal3 pBS-C4Sal entstand. pBS-C4Sa wurde von K. Hauser und
C. Feldbaum konstruiert. Fur die Injektion wurde er mit Scal linearisiert.

Scal

Amp
f1(-) Origin

pBS SK (-) + cDNA-Insert

pBS C4Sal

ATG PP63 bp 1 bis 574 ,
S:ﬂ I Ndel EcoRI

kiinstliches 5'-
Ende, erzeugt stammt aus
iiber Primer PBK-CMV C4
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4. Ergebnisse

4.1 Autogamie

Um weitere Untersuchungen des exocytosesensitiven Phosphoproteins PP63/Parafusin
vornehmen zu konnen, war es ein Ziel dieser Diplomarbeit, Mutanten herzustellen, die kein
PP63/Parafusin exprimieren. Aufgrund der besonderen genetischen Voraussetzungen von
Paramecium konnten dies nur temporére Mutanten sein.

Nach einer Mikroinjektion in den Makronukleus blieb die injizierte DNA nur so lange erhalten,
bis die Zelle Autogamie durchléuft. Da bekannt war, dal3 Paramecium frihestens 20-25
Teilungen nach einer Autogamie erneut in der Lage war, Autogamie zu durchlaufen, war es ein
erstes Ziel, Zellen zu identifzieren, bei denen Autogamie unmittelbar zuvor stattgefunden hatte,
damit die Transformation fir mindestens 20-25 Generationen stabil blieb und so Klone
hochgezogen werden konnten, die Untersuchungen auf Protein- und DNA-Ebene erlaubten.
Paramecium war zwar nach diesen 20-25 Teilungen wieder zur Autogamie fahig, sie erfolgt aber
nicht zwangslaufig. Erst wenn Faktoren zu Induktion, wie z.B. das Hungern, gegeben waren,
wurde Autogamie induziert. Dies hatte zur Folge, dal3 logarithmisch wachsende Kulturen sehr
heterogen waren, d.h. einige Zellen hatten gerade Autogamie durchlaufen, andere hatten 10,
andere 20 Tellung seit der letzten Autogamie hinter sich. Wenn jetzt Autogamie kinstlich
induziert wurde, durchliefen nur etwa 10% einer Kultur den Vorgang der Autogamie. Die
anderen waren dazu nicht in der Lage, unabhangig davon, wie lange sie hungerten. Wenn man
Zellen solcher Kulturen Plasmide injizierte, war die Wahrscheinlichkeit 90%, eine Zelle zu
manipulieren, die sich seit der letzten Autogamie schon mehr als 25-mal geteilt hatte. Es war so
sehr wahrscheinlich, dal3 diese Zelle nach der Injektion Autogamie machte und ihren
Makronukleus abbaute, bevor aus ihr genug transformierte Zellen fir eine Pr&paration
entstanden waren.

Deshalb war es sehr wichtig, Plasmide nur in Zellen zu injizieren, die gerade eine Autogamie
durchlaufen hatten, und die néchsten 20 Teilungen nicht dazu in der Lage waren, die injizierte
DNA abzubauen.
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4.1.1 Bestehende Verfahren, um autogame Zellen herzustellen

Man hatte keine Méglichkeit, durch Farbungen sichtbar zu machen, in welchen Stadium sich die
Zellen befanden, d.h. ob sie gerade 2 Teilungen oder 20 Teilungen nach der letzten Autogamie
hinter sich hatten.

Die bisher meist verwendete Farbemethode fur Zellkerne war die Anféarbung nach Dippell
(1955). Hierbel konnte man den Makronukleus anfarben und sehen, ob er fragmentiert war, d.h.
ob die Zelle gerade Autogamie durchlief. Mit etwas Ubung konnte man durch leichte
Unterschiede in der Farbe auch erkennen, ob es sich um einen neugebildeten oder einen aten
Makronukleus handelte, oder um einen aten. Leider hatte die Farbung nach Dippell den
Nachteil, dal3 sie letal fir die Zellen ist, da Sie gleichzeitig die Zellen fixierte.

Um homogene Kulturen zu erhalten, wurden 6 Zellen paralel einzeln in kleine Glasréhrchen
transferiert und dort mit konditioniertem Medium und Enterobacter aerogenes inkubiert. Jeden
Tag wurden die Zellteilungen gezadhlt und dann eine der Zellen in ein neues Glasrohrchen mit
Medium und Enterobacter aerogenes Uberfihrt, da es bei mehr als 20 frei schwimmenden
Paramecien schwierig war, die Zellanzahl korrekt zu bestimmen. In der Regel waren es etwa 3
Teilungen pro Tag. Nach etwa 8 Tagen hatte man dann Zellen, die tber mehr als 20 Teilungen
beobachtet worden waren und eigentlich keine Autogamie durchlaufen haben sollten, da es keine
induzierenden Faktoren gegeben hatte. Jetzt wurden die Zellen nochmals einzeln unter UberfluR
von Futterbakterium (Enterobacter aerogenes) wachsen gelassen und, sobald eine Zellzahl von
mehr als 100 erreicht war, wurde durch Hunger Autogamie induziert. Da es sich um Zellen
handelte, die alle aus einer Zelle hervorgegangen waren, sollte die Kultur homogen sein und alle
Zellen sollten Autogamie durchlaufen. Dies wurde anhand einer Farbung nach Dippell Uberprift.
In der Regel lag der Anteil der Zellen, diein einer solchen Kultur Autogamie durchlaufen hatten,
bei 85%. Wenn nun Zellen dieser Kultur injiziert wurden, konnte man mit 85% Sicherheit davon
ausgehen, dal3 sie bis zur Préparation des Klones keine Autogamie mehr durchlaufen wirden.
Wegen dieses Unsicherheitsfaktors und der Aufwendigkeit von Mikroinjektionen war es fir die
weiteren Versuche sehr wichtig, da3 die Paramecium-Zellen nicht zum Abbau ihrer
makronuklegren DNA in der Lage waren. Deshalb wurde nach Alternativen zu dem bestehenden
Protokoll gesucht.
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4.1.2 Alternative Farbemethoden mit Syto 13 und Hoechst 33342
Um eine andere, sicherere (100%ige) Methode zu finden, wurden zwei in vivo-Nukleinsdure-
Fluoreszenz-Farbstoffe getestet: Syto 13 und Hoechst 33342 (beide von Molecular Probes).

Fur Syto 13 wurden zwei Konzentrationen ausprobiert, 25 uM und 2,5 pM. Ein Nachteil von
Syto 13 war die schlechte Ldslichkeit, so dal3 er zundchst in DM SO geldst und dann verdinnt
werden mufdte, da DM SO-Konzentrationen von uber 1% toxisch fir die Zellen sind. Das
Ergebnis war sehr unbefriedigend. Bei der hoheren Konzentration leuchtete die gesamte Zelle
zunéchst sehr hell, so dal’ kein Zellkern erkennbar war. Erst nachdem man die Zelle 2-3 Minuten
mit Wellenlangen von 450-490 nm bestrahlte, verblaldte die Fluoreszenz im Cytoplasma, und der
Makronukleus wurde sichtbar. Allerdings vertrugen die Zellen die hohe intensive
Strahlenbelastung nicht und platzten. Bei der geringeren Konzentration war genau der gleiche
Effekt sichtbar wie bel der hohen Konzentration, ndmlich die hohe Fluoreszenz im Cytoplasma.
Allerdings war die Gesamthelligkeit bei 2,5 uM Syto 13 etwas reduziert, dadurch war aber auch
der Makronukleus weniger deutlich sichtbar. Bei 2,5 uM Syto 13 zeigte sich keine aufféllige
Beeinflussung der Zelle, Schwimmverhalten und Teilungsrate waren normal. Auch 24 Stunden
nach Anfarbung mit Syto 13 waren keine Verénderungen erkennbar. Bei 25 uM Syto 13 zeigte
sich schon nach 15 Minuten eine starke Beeintrdchtigung des Schwimmverhaltens, und die
Zéellen starben ab. Syto 13 wurde deshalb fir die weiteren Versuche nicht mehr verwendet.

Mit Hoechst 33342 wurden Konzentrationen zwischen 500 pM und 50 M ausprobiert. Bei
Konzentrationen um 500 pM reichten 2-3 Minuten Inkubationsdauer, um die Makronuklei
deutlich sichtbar anzuférben. Allerdings zeigten die Zellen eine deutliche Beeintrdchtigung im
Schwimmverhalten, bel langerer Inkubationsdauer starben die Zellen. Bei Konzentrationen um
die 50 uM war keine Beeintrachtigung der Zellen zu bemerken, sie schwammen norma und
auch die Teilungsrate blieb unverdndert. Allerdings mufdten die Zellen etwa 30 Minuten mit
Hoechst 33342 inkubiert werden, um eine deutliche Anfarbung des Makronukleus zu erhalten.
Der Farbstoff war auswaschbar und spatestens nach 16 Stunden nicht mehr in den Zellen.
(N&here Angaben zu den Inkubationszeiten und eine ausfihrlichere Beschreibung siehe 3.1)
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Fig5

Hier sind Paramecium-Zellen gezeigt, die fir zwei Tage ohne Futterbakterien inkubiert worden waren und
bei denen durch dieses ,,Hungern, Autogamie induziert worden war. Die Zellen wurden fr 5 Minuten mit
Hoechst 33342 inkubiert und dann unter Bestrahlung mit UV-Anregungdlicht unter 630facher
Vergrolierung betrachtet.

A: Einen Zelle mit einem grof3en, unfragmentierten Makronukleus, die keine Autogamie durchlaufen hat.
B: Eine Zdlle, die einen vollig fragmentierten Makronukleus besitzt. Es sind noch keine neuen Makro-
nuklel zu erkennen, d.h. die Zelle mufd sich erst sehr kurz in Autogamie befinden.

C: Eine Zdlle, die einen vollig fragmentierten Makronukleus besitzt. Die zwei neuen makronukledren
Anlagen sind as kreisrunde Strukturen sichtbar.

D: Eine Zelle mit zwei grof3en makronukledren Anlagen.

E: Die zwei neuen makronukledren Anlagen wandern in die entgegengesetzten Pole der Zelle, die erste
Teilung der Zelle nach der Autogamie steht bevor. Die Fragmente des aten Makronukleus verteilen
verteilen sich willkirlich in der Zelle.

F: Eine Zelle, deren neuer Makronukleus sich entwickelt und anféngt zur normalen Grof3e anzuwachsen.

Fragmente des alten Makronukleus sind noch vorhanden.
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4.1.3 Etablierung eines neuen Protokolls zur Isolierung autogamer Zellen

Da die Zellen den Farbstoff in niederen Konzentrationen unbeschadet tberlebten, konnte man
jetzt eine Zelle, die einen fragmentierten Zellkern besal3en und somit eindeutig Autogamie
durchlaufen hatten, direkt verwenden. Man war nicht mehr darauf angewiesen, dal3 man vom
Zustand einer Kultur auf den Zustand einer Zelle schliefien mufdte, sondern konnte direkt die
Zelle verwenden, die sicher Autogamie durchlaufen hatte. Es war somit 100% Sicherheit
gegeben, dal3 diese Zellen die nachsten 20-25 Teilungen keine makronukledre DNA abbauen
konnten.

Das neue Protokoll sah folgendermalien aus: Bel Paramecium-Zellen wurde durch Hungern
Autogamie induziert. Die Zellen wurden mit 50 UM Hoechst 33342 angeférbt und die Zellen, die
einen eindeutig fragmentierten Makronukleus hatten, wurden einzeln in ein Glasréhrchen
transferiert. Sie wurden dort fur 4-5 Teillungen belassen, so dal3 nochmals eine Kontrolle dafur
exigtierte, dald die Zellen sich in gutem Zustand befanden und sich der Makronukleus zu vollen
Grofie entwickelt hatte. An ihren Nachkommen wurden Mikroinjektion durchgefihrt.

Einen Uberblick tiber das Vorgehen, um Zellen zu isolieren, die gerade Autogamie durchlaufen
hatten, zeigt das folgende Fliel3schema:

7 S-Zéellen, die 2-3 Tage gehungert haben
Anférben der Zellen mit Hoechst 33342
Vereinzeln der Zellen auf silikonisiertem Deckglas
\ Betrachten der Zellen unter UV-Licht

Zellen mit fragmentiertem Makronukleus werden durch Vereinzelungs-
kapillaren in einen 20 pl grofRen Tropfen Gberfihrt

Transfer jeder Zelle in ein Glasréhrchen mit 200 pl konditioniertem
Medium und 50 il Enterobacter aerogenes

\wachsen im Brutschrank bei 25°C (4 - 6 Teilungen)

Zellen sind bereit zur Injektion
So behandelte Zellen bildeten den Ausgangspunkte fur alle Injektionsexperimente.
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4.2 Mikroinjektion in den Makronukleus und das Reportersystem

Die Zellen wurden auf einem silikonisierten Deckglas in etwa 0,5 yl grof3e Tropfen (Dryl's
Puffer) vereinzelt und mit Parafindl Gberschichtet. Unter Sichtkontrolle im Mikroskop wurde mit
einer Absaugkapillare ein Groliteil des Puffers entfernt, bis nur noch ein diinner Flissigkeitsfilm
die Zellen bedeckte und sie nicht mehr schwimmen konnten (N. Klauke, 1996).

Fig6 Zeitverlauf einer Mikroinjektion in den Makronukleus:

(a) wurde willkirlich als Zeitpunkt Null definiert, an dem die Kapillare anfangt, in die Zelle einzudringen
(der Makronukleusist zur Veranschaulichung gestrichelt umrissen), (b) zeigt 5 sek spéter die Kapillare
im Makronucleus und bei (c) hat sich die Zelle 13 sek spéter al's Reaktion auf den Einstich bewegt. 21 sek
nach dem Einstich (d) beginnt die DNA- Suspension inden Makronukleus zu laufen ( durch Pfeile
angedeutet), wobei er (€) aufgrund der grof3en Menge platzt (22 sek) und die Kapillare wird (f) nach 28 sek
zuriickgezogen. Man sieht bei (g), 32 sek nach der Injektion keine Strukturen des Makronukleus mehr und
man kann den, die DNA enthaltenden Puffer im Cytoplasma erkennen. ( Dies zeigt eine Injektion von
einem 1: 1 Gemisch aus pBS-C4Sal und pPXV-GFP3. Der Injektionsvorgang ist fur alle Plasmide gleich.)
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Jetzt wurde mit einer Glaskapillare injiziert, die an ihrer Spitze einen Durchmesser von etwa 5
pm hatte. Das DNA-Gemisch befand sich in 10 mM Tris-Puffer (pH 7,6) und hatte eine
Konzentration von ungeféhr 8-12 pg/pl. Durch Druckluft wurde etwa ein Volumen von 10 pl
(entspricht etwa 1/10 Zellvolumen) (Erxleben et al., 1997) in den Makronukleus gepumpt, wobei
dies einer Anzahl von etwa 10° Plasmidmolekiilen entsprach, aso einem deutlichen
Kopientberschuld gegentiber dem 800ploiden Genom im Makronukleus. Meistens wurde der
Makronukleus dabei zerissen, assemblierte sich aber nach der Injektion wieder. Ein Beispiel fur
eine Injektion in den Makronukleus zeigt Fig 6. Es wurde immer der Vektor, von dem man sich
ein Ausschalten von PP63/Parafusin erhoffte, zusammen mit dem Expressionsvektor fur GFP
(PPXV-GFP3, siehe 3.6.1) als Reportersystem injiziert. Hierbei wurden die beiden Plasmide
meist im Verhdltnis 1:1 gemischt und injiziert. Die Expression von GFP (Green Fluorescent
Protein) diente dabei as Marker fur eine erfolgreiche Injektion in den Makronukleus, da die
Sichtkontrolle nicht immer eindeutig zeigte, ob die Injektion in den Makronkleus erfolgreich war
und ob genug Plasmid injiziert worden war. Plasmide, die ins Cytoplasma injiziert wurden,
wurden nicht exprimiert. GFP wurde aus der Qualle Aequorea victoria isoliert und kloniert
(Prasher et al., 1992). Wenn GFP in einer Zelle durch blaues Licht angeregt wurde, leuchtete es
hellgrin. Es bendtigte dazu keinerlei Kofaktoren oder Substrate (Niswender et al., 1995). Wenn
die Zelle eine durch GFP verursachte Fluoreszenz zeigte, konnte man davon ausgehen, dal3
sowohl das GFP-Expressionsplasmid, wie auch der andere Vektor, erfolgreich in den
Makronukleus gelangt waren und exprimiert wurden. Ein Beispiel fir erfolgreich injizierte
Zellen zeigt Fig 7. Das Erkennen von GFP-leuchtenden Zellen war nicht immer sehr einfach, da
die Zellen eine Autofluoreszenz (Andersson et al., 1998) bei der gleichen Wellenlange zeigten,
die unterschiedlich stark sein konnte. Wodurch diese unterschiedlich starke Autofluoreszenz
verursacht wurde, war nicht bekannt. Da sich alle Zellen einer Kultur in der Stéarke der
Autofluoreszenz sehr @hnlich waren, waren wahrscheinlich Faktoren wie Medium, Futterangebot
oder dhnliches daran beteiligt, die geringfiigige Unterschiede aufweisen konnten. Kriterien,
anhand derer GFP-Fluoreszenz von Autofluoreszenz unterschieden werden konnte, waren die
Helligkeit der Zellen, das gleichméaliige Leuchten der gesamten Zelle, wobel der Makronukleus
nicht als dunkler Fleck zu erkennen war. Aul3erdem blich die Autofluoreszenz nach wenigen
Sekunden aus, wohingegen GFP-Leuchten eher noch stérker wurde. Nur Kristalle leuchteten
heller als der Rest der Zelle und einige V akuolen konnten dunkel sein.
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Fig7 A, Cund E zeigen Paramecium-Zellen, die mit einem 1:1 Gemisch aus pPXV-36PP und pPXV-GFP3
injiziert wurden. Einen Tag nach der Injektion zeigtesich einedurch GFP verursachte Fluoreszenz.
Besonders aufféllig das gleichméfiige L euchten der Zellen, wobei auch kein Makronukleus erkennbar war.
Die sehr hellen Flecken sind Kristalle in den Zellen. In C sind auch zwei dunkle VVakuolen erkennbar. B,
D und F sind die entsprechenden Durchlichtbilder dazu. Als Vergleich zu der von GFP verursachten
Fluoreszenz zeigen G und | Paramecium-Zellen, die nicht injiziert worden sind und nur Autofluoreszenz
zeigen. Der Makronukleus ist jeweils al's dunkler Schatten zu erkennen. In den Zellen sind fluoreszierende
Vakuolen zu erkennen, die wahrscheinlich Bakterien enthalten. H und J sind die Durchlichtbilder dazu.
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4.3 Antisense-Vektor pPXV-36PP

Der Versuchsansatz basierte darauf, dald dieser Vektor in den Makronukleus von Paramecium-
Zellen injiziert und dort transkribiert werden sollte. Die so entstehende antisense-mRNA von
PP63/Parafusin sollte mit der sense-mRNA von PP63/Parafusin hybridisieren und so zur raschen
Degradation des RNA-RNA-Hybrids durch endogene RNAsen fihren. Da kein PP63/Parafusin
neu synthetisiert wirde, wirde durch den normalen Protein-turnover schliefdlich PP63/Parafusin

austitriert werden.

4.3.1 Injektion und Heranziehen der Klone

Der erste Vektor, der im Gemisch mit dem GFP-Expressionsvektor injiziert wurde, war das
Plasmid pPXV-36PP (Beschreibung der Konstruktion in 3.6.2), welches den kompletten ORF
von PP63/Parafusin hinter dem Paramecium-Calmodulinpromotor in antisense-Orientierung
enthalt.

Es wurden insgesamt 12 Zellen pPXV-36PP erfolgreich injiziert. Klon 10 bis 12 wurden anstatt
einer 1:1 Mischung aus dem GFP-Expressionsvektor und pPXV-36PP eine 1:2 Mischung
injiziert, um zu untersuchen, ob vielleicht die Menge der injizierten pPXV-36PP-Plasmiden zu
unterschiedlichen Ergebnissen fuhren wirde.

Jede dieser Zellen wurde nach der Injektion Uber Nacht auf einem silikonisiertem Deckglas unter
Parafindl inkubiert (siehe 3.2) und am néchsten Tag auf GFP-Fluoreszenz untersucht. Nach
einiger Zeit (und mit etwas Ubung) zeigten etwa die Halfe der Zellen, die die Injektion (iberlebt
hatten, eine Fluoreszenz, die durch GFP verursacht wurde. Diese Zellen wurden in ein
Glasréhrchen transferiert und zu einem Klon hochgezogen. Wenn sich die Zelle mehrmals geteilt
hatte, so dal3 mehr als 1000 Zellen vorhanden waren, wurden verschiedene Untersuchungen an
einzelnen Zellen vorgenommen, um einen eventuellen Phanotyp zu identifizieren.

So wurden die Zellen auch auf GFP-Fluoreszenz untersucht. Hierbel wurde festgestellt, dal? bei
einigen Klonen im Laufe der Zeit die Fluoreszenz schwécher wurde. Da die Zellen nicht zur
Autogamie oder Konjugation in der Lage waren und auch alle Zellen eines Klons die gleiche
Starke an GFP-Fluoreszenz aufwiesen, lag die Vermutung nahe, dal3 es sich herbei um einen
Verlust der injizierten Plasmide durch die Teilung handelte. Da die GFP-Fluoreszenz nicht sehr
intensiv ist, lagen diese Klone vielleicht nach der Injektion knapp oberhalb der Nachweisgrenze

der GFP-Fluoresenz.
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Ebenso wurden diese Klone auf ihre Exocytosefdhigkeit untersucht. Es zeigte sich aber keine
Veranderung. Die Untersuchungen auf Exocytose nach AED-Stimulation oder mechanischer
Reizung und das Wiederandocken der Trichocysten nach 8 Stunden zeigten keine Unterschiede
zu nicht-transformierten Zellen. Um nachzuweisen, dal3 es sich bei den injizierten Klonen auch
tatsachlich um einen vorlaufigen knock-out von PP63/Parafusin handelt, wurden die Klone bis zu

einer Anzahl von 1-2 Mio herangezogen (siehe 3.3).

4.3.2 Proteinisolierung und Western Blots

Um die Klone schliefdlich auf Protein- und DNA-Ebene zu untersuchen, wurden die Zellen
geerntet, sobald ihr Anzahl 1 Mio. Zellen Uberstieg. Bel der Aufzucht wurde genau darauf
geachtet, dal3 die Zellen immer genligend Enterobacter aerogenes zur Verfligung hatten. Vor der
Préparation wurden sie zwel Ma mit Puffer gewaschen und 4-5 Stunden in Puffer inkubiert,
damit sie alle noch in den Frefdvakuolen befindlichen Bakterien verdauen konnten. So wurden

Verunreinigungen durch bakterielle Proteine und DNA vermieden.

A LK | B‘
67 S  —
[re— - —_— —
| — |-
|
[
30 S
-
1] [ [ F L] P A 5 U F ] P
11 12 75 11 12 78

Fig8 (A)Western Blot mit dem 100.000g-Uberstand (U) und -Pellet (P) aus zwei mit pPXV-36PP und pPX V-
GFP3injizierten Klonen (11 und 12), zum Vegleich nicht-injizierte 7S-Zellen. (B) zeigt den Blot in

Ponceauanfarbung.
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Fur die Proteinuntersuchungen wurden die Zellen durch Pottern homogenisiert und das
Homogenat durch Zentrifugation in einen 100.000g Uberstand und ein 100.000g Pellet getrennt.
Als Kontrolle dienten hierbei Homogenate von Zellen, die nicht transformiert worden waren. Fur
die Western Blots wurden 10% SDS-PAGESs gefahren. Pro Spur wurde dabei jeweils die gleiche
Menge an Protein geladen, und nach dem Blotten auf Nitrocellulose eine Immundetektion mit
PP63/Parafusin-Antikorper (R537) durchgefihrt. So konnte durch einen direkten Vergleich mit
den nicht-transformierten Zellen die Menge an PP63/Parafusin bestimmt werden (Fig 8).

Im Western Blot zeigt sich bei alen 12 Klonen keine Reduktion der PP63/Parafusin-Menge im

Vergleich zu nicht-transformierten Zellen.

4.3.3 DNA-Isolierung und Southern Blots
Um zu untersuchen, ob die Plasmide Uberhaupt noch vorhanden waren, oder ob die Zellen die

Plasmide nicht repliziert hatten und sie so austitriert worden waren, wurden DNA-Isolierungen
vorgenommen. Die hierzu benétigten Zellen wurden nach der Inkubation im Puffer, bevor die
Zellen homogenisiert wurden, abgenommen und die DNA darausisoliert.

Fig9 A: genomische DNA aus Klon 10 geschnitten mit Kpnl/Xhol. Durch den Schnitt wird PP63/Parafusin a's
Fragment ausgeschnitten, welches 1,8kb grof3ist.
B: pPXV-36PP geschnitten mit Kpnl/Xhol as Vergleich. Der ganze Blot wurde mit einem PCR-Fragment
hybridisiert, welches aus dem ersten Drittel des PP63-1 ORF amplifiziert wurde.
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Die Southern Blots bestétigten die Anwesenheit des Plasmids. Ein Beispiel fir einen Southern
Blot zeigt Fig. 9. Hierfur wurde die gesamte genomische DNA von mit pPXV-36PP und pPXV-
GFP3 transformierten Zellen mit Kpnl und Xhol geschnitten. Die Xhol-Schnittstelle war
kunstlich eingefiigt worden, so dal’ das beim Schneiden entstandene Fragment von 1,8kb nur aus
dem Plasmid stammen konnte und nicht von endogenen PP63/Parafusin-Genen. Entsprechende
Kontrollen mit nicht-transformierten Zellen waren negativ, d.h. sie gaben kein 1,8kb-Fragment,
welches von der Sonde erkannt wurde (Daten nicht gezeigt). Die Sonde war ein PCR-Fragment
aus dem vorderen Drittel des PP63/Parafusin-Genes.

Da durch die Southern Blots gezeigt wurde, dal? das antisense-Plasmid in den Zellen vorhanden
war, aber sich trotzdem keine Auswirkungen auf die Expression von PP63/Parafusin zeigte,
wurden zwei neue antisense-Vektoren konstruiert, mit denen erneute Versuche unternommen

wurden, um PP63/Parafusin auszuschalten und knock out-M utanten zu erhalten.

4.4 pPXV-PP63askol und 2

4.4.1 Konstruktion
Fur die Konstruktion von pPXV-PP63askol und 2 wurden zwei Vektoren, G2a und pPXV-PP63
verwendet. G2a ist ein pBlueskript(-), der als genomisches Insert die 5-UTR und das 5 -Ende
des PP63-1-Genes, Uber eine EcoRI-Schnittstelle ligiert, enthdlt. Mit Hilfe der beiden
Primerpaare PP63SZ21/SZ2 und PP63SZ1/3 wurden tiber PCR aus dem offenen Leserahmens von
PP63/Parafusin-1 (accession no Y 09969, Hauser et al., 1997) die beiden Fragmente askol und
asko2 amplifiziert.
PP63SZ1: 5'-CCTTATCCTAAGCTTTATCCCTATTC-3' (Nukleotide —93 bis -67)
PP63SZ2: 5'-GGATACGCTACTAGTCATCCTTGCG-3' (Nukleotidel69 bis 150 +

6 Nukleotide aus dem 1. Intron)
PP64SZ3:5'-GAATTCATAAACTAGTGTTAAATATTC-3' (Nukleotide 522 bis 496)
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f1(-) Origin

pBS SK (-) + genomisches
Insert

G2a

ColE1 Origin

PP63 5' UTR PP63 bp 1-574
i —  —
ot 1 — —1
EcoRT AUG Intronl Intron2 EcoR 1
5 -« «—
SZ1 Sz72 SZ3
askol A
Spel Hind 11T
\ / asko2 R
Spel " Hind 111

Die Fragmente enthalten jewells eine neu eingefiihrte Schnittstelle fur Spel und Hindlll. Askol
endet direkt vor dem ersten Intron und ist 244bp lang. Asko2 enthalt beide bekannten Introns des
ORF und hat eine Lange von 643bp. Die beiden amplifizierten Fragmente wurden tber Spel und
Hindlll geschnitten und in einen mit Hindlll und Spel geschnittenen Vektor pPXV-PP63
kloniert.

pPXV-PP63 ist ein Expressionsvektor fur Paramecium, der aus pPXV-neo (Haynes et al., 1995)
konstruiert wurde und den offenen Leserahmen von PP63-1 enthalt.

In diesem Vektor wird die Expresson des Genes fur PP63-1 durch den Promotor des
Calmodulingenes von Paramecium getrieben. Die Termination erfolgt ebenfalls durch die
entsprechenden Sequenzen des Paramecium-Calmodulingenes. Die Schnittstellenanordnung
fuhrt dazu, dal3 die Fragmente askol und 2 in den beiden neuen Vektoren pPXV-PP63askol und
2 in umgekehrter (antisense-) Orientierung, bezogen auf den ORF von PP63-1, eingebaut
werden. Fur die Injektion werden die Vektoren mit Sfil linearisiert, wodurch auch das HisllI-

Fragment wegfallt.
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Amp

Tetrahymena Telomere

- Sfil
HIS IIT -Fragment

pPXV-PP63 askol

Origin und asko?2 Tetrahymena
Telomere
CAM 3'
CAM Promotor
Hind 111
?
Spe |
Dieses Fragment wurde ersetzt durch
Spe |
i l bp 1 bis 162 bp -1 bis -82
asko 1 < |
i bp -1 bis -82
asko 24‘ bp 1 bis 571 i p -1 bis
Intron 2 Intron 1
Spe 1 AUG Hind 111

4.4.2 Ergebnisse der Injektion
Ebenso wie pPXV-36PP wurden auch pPXV-askol und 2 in Zellen injiziert, die gerade
Autogamie durchlaufen hatten. Es wurde wieder ein Gemisch mit pPXV-GFP3 injiziert und die

Zellen auf GFP-Fluoreszenz selektiert und zu einem Klon hochgezogen, bis genug Zellen
vorhanden waren, um Protein- und DNA-Untersuchungen zu machen. Fur pPXV-PP63askol und
2 wurden jeweils 2 Klone, wie schon bei 4.3 beschrieben, hochgezogen und untersucht.
Untersuchungen der Exocytosefdhigkeit zeigten keinen Unterschied zum Wildtyp. Und auch in
Western Blots konnte bestétigt werden, dal3 immer noch die gleiche Menge an PP63/Parafusin
vorhanden war (siehe Fig 10).
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Fig10 (A) Western Blot mit dem 100.000g-Uberstand (U) und -Pellet (P) aus zwei mit pPXV-PP63asko2 und
pPXV-GFP3 injizierten Klonen (asko2/1 und 2/2), zum Vegleich nicht-injizierte 7S-Zellen. (B) zeigt

eine Silberférbung des Gels nach dem Blotten.

Da es his jetzt noch keine Erklarung gibt, warum die antisense-Konstrukte nicht in der Lage
sind, PP63/Parafusin auszuschalten, wurde noch eine anderen Methode versucht, die, im
Gegensatz zu den antisense-Versuchen, in Paramecium schon einmal erfolgreich durchgefiihrt
worden ist.

4.5 Gene silencing

Da sich mit den antisense-Konstrukten kein ausreichendes Ausschalten von PP63/Parafusin
gezeigt hat, welches nétig ist, um einen Phanotyp zu erzielen, der eventuell Aufschlufd Uber die
Funktion von PP63/Parafusin gegeben hétte, versuchen wir Uber ein gene silencing die
PP63/Parafusin-Expression zu verhindern.

4.5.1 Die gene silencing-V ektoren

Da das Phdnomen des gene silencing nur mit nicht-funktionellen Genstiicken beobachtet wurde
(Ruiz et al., 1998), benutzen wir den Vektor pBS, einen Expressionsvektor von E. coli, der
keinen Promotor enthélt, der von Paramecium erkannt werden sollte. Als Vektoren dienen uns
pBS-C4Sal, der nur das 5'-Ende des PP63-1 Genes enthédlt und pBS-C456-SX14D8, der das
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gesamte PP63-1 Gen ohne Introns enthdlt, aber nicht den PolyA-Schwanz. Als Reportersystem
fr eine erfolgreiche Injektion diente wiederum der GFP-Expressionsvektor pPXV-GFP3.

4.5.2 Konstruktion von pBS-C456-SX14D8

Um pBS-C456-SX14D8 zu konstruieren, wurde bei pBS-C456-SX 14 das 3'-Ende des Plasmids,
welches auch den PolyA-Schwanz enthélt, mit Xhol und Hindlll herausgeschnitten und das
Plasmid nach Aufflllen der Uberhdngenden Enden mit der Klenow-Polymerase (Pharmacia)
zurtickligiert. Der neue Vektor ist pBS-C456-SX14D8. Fir die Injektion wurde der Vektor mit

Scal linearisiert.

Spel A1G gesamtes PP63-1 (aus pBS-C456-SX14) PolyA
' [ ‘ »
d Hind 11 Xhol
*Ww ez dieses Stiick wurde
entfernt

T »

ColE1 Origin
pBS SK(-) + cDNA-Inserts

pBS-C456-SX 14A8

f1(-) Origin
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4.5.3 Injektion der gene silencing-V ektoren

Fur die Injektion wurden wie Ublich Zellen verwendet, die sich 4-5 ma nach der letzten
Autogamie geteilt hatten. Insgesamt wurde 8 Zellen pBS-C4Sal, 12 Zellen pBS-C456-SX14D8
und 7 Zellen nur pBS as Kontrolle injiziert. Zuerst wurde den Zellen pBS-C4Sal injiziert. Von
den 8 Zellen, die die Injektion gut Uberlebten, waren am néchsten Morgen, as die Zellen auf
GFP-Fluoreszenz untersucht werden sollten, 4 Zellen abgestorben. Zwei weitere Zellen gingen
wahrend des Absaugvorgangs und dem Betrachten unter dem Fluoreszenzmikroskop zugrunde.
Nur zwei Zellen Uberlebten und konnten in kleine Glasrohrchen transferiert werden, wo sie zu
einem Klon hochwachsen sollten. Die Tatsache, dal3 so viele Zellen, die die Injektion gut
Uberlebt hatten, zugrunde gegangen sind, ist sehr ungewdhnlich. Normalerweise Uberleben alle
Zellen, sobald sie einmal die Injektion und das erneute Vergrofiern des Tropfen Uberstanden
haben. Auffallig war auch, dai sich die injizierten Zellen alle nicht geteilt hatten. Ublicherweise
teilen sich die injizierten Zellen in den 16 Stunden in dem Tropfen auf dem Deckglas 1-2mal.
Die injizierten Zellen, die unter dem Fluoreszenzmikroskop betrachtet werden konnten, sahen
auch seltsam verandert aus. Das Cytoplasma war im Durchlicht ungewohnlich strukturiert. Die
Fluoreszenz war ebenfalls ungewdhnlich. Das Leuchten war heller as jede bis jetzt beobachtete
Autofluoreszenz, eher in der Grofenordnung von durch GFP-verursachter Fluoreszenz.
Allerdings schien auch die Fluoreszenz an Strukturen gebunden zu sein, was eher an
Autofluoreszenz erinnerte. Es war keine eindeutig identifizierbarer Makronukleus erkennbar.
Wenn Zellen sonst durch GFP-Fluoreszenz leuchteten, sah man keinen Makronukleus, da die
GFP-Molekile klein genug waren, auch durch die Kernporen in den Makronukleus zu gelangen.
Deshalb fluoreszierte die ganze Zelle gleichméaiig hell, oder der Makronukleus war nur
andeutungsweise zu sehen. In diesen Zellen war kein Makronukleus zu sehen, sondern eher
dunklere Flecken, die verschieden geformt waren und etwa Uber eine Hélfte der Zelle verteilt
waren (und deshalb an den Makronukleus erinnerten). AulRerdem waren diese dunklen Flecken
nicht rund, wie es manche Vakuolen sind. Auf jedem Deckglas zusammen mit den injizierten
Zellen befanden sich Kontrollzellen, die nicht injiziert wurden. Diese zeigten keinen Unterschied
zum normalen Verhalten und der Ublichen Zellteilung. Es handelt sich also um ein Phénomen,
welches nur durch die Injektion verursacht worden ist. Um zu untersuchen, ob es sich bei diesen
Absonderlichkeiten vielleicht um den Phanotyp unserer gene silencing-Konstrukte handelte,
wurde als Kontrolle das reine pBS-Plasmid injiziert sowie das zweite Konstrukt, pBS-C456-
SX1408.
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Von den 7 Zellen, denen pBS injiziert und von den 12 Zellen, denen pBS-C456-SX14D8 injiziert
worden waren, hatten jeweils 2 Zellen den Transfer in die Glasrohrchen Uberlebt. Hier gingen
ale innerhalb der néachsten 24 Stunden zugrunde. Die Zellen, die unter dem Mikroskop
betrachtet werden konnten, sahen alle wie die oben beschriebenen Zellen, denen pBS-C4Sal
injiziert worden war, aus.

Nur die zwei Zellen, die mit pBS-C4Sal injiziert worden waren, konnten zu einem Klon
hochgezogen und prdpariert werden. Die Zellen wurden nach etlichen Teilungen wieder im
Mikroskop betrachtet und wiesen nun eher ein normaes Erscheinungsbild auf. Auch ein
Makronukleus war zu erkennen. Im Western Blot zeigte sich aber keine Verdnderung an der
vorhandenen Menge an PP63/Parafusin.
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5.Diskussion

5.1 Autogamie

Aufgrund der besonderen genetischen Disposition von Paramecium ist es, auch im Hinblick auf
weitere Transformationsexperimente, sehr wichtig, zundchst eine Methode zu etablieren, die
zuverlassig die Identifikation von Zellen erlaubt, die gerade Autogamie durchlaufen haben.

Die zunéchst angewendete Methode, bel der man Zellen tiber 20 Generationen lang beobachtet
hat und dann Autogamie durch Hungern induziert, zeigt keine befriedigenden Ergebnisse. Da
hierbei nur 85% der Zellen einer Kultur Autogamie durchlaufen, ist die Wahrscheinlichkeit, eine
Zelle zu manipulieren, die demnéchst Autogamie durchlaufen und die gesamte injizierte DNA
abbauen wird, zu grof3.

Die Verwendung von in vivo Farbstoffen Ubertrifft diese Methode bel weitem. Meine
Entdeckung, dal3 die Paramecien geringe Konzentrationen von Hoechst 33342 unbeschadet
Uberleben und damit trotzdem eine ausgezeichnete Makronukleusanfarbung zu erreichen ist,
stellt eine erhebliche Erleichterung da. Bis dahin ist es nicht mdglich gewesen, den
Makronukleus einer Zelle anzuférben und ihn somit auf eventuelle Fragmentierung, die ein
sicheres Anzeichen fir Konjugation oder Autogamie ist, zu untersuchen und die untersuchte
Zelle fur die Injektion weiterzuverwenden. Bis jetzt hat man immer vom Zustand anderer Zellen
einer Kultur auf den Zustand der zu transformierenden Zelle schlief3en missen, ohne eine direkte
Kontrolle zu haben. Der Farbstoff Hoechst 33342 erlaubt eine Anférbung der Makronuklei,
wodurch man anschlief?end die Zellen, die einen fragmentierten Zellkern haben und somit
eindeutig gerade Autogamie durchlaufen haben, isolieren kann und die Nachkommen dieser
Zéllen injizieren kann. Man hat aso 100% Kontrolle tUber den Zustand der Zelle und ist sich
sicher, dal} die Zelle fur die nachsten 20 Teillungen keine Autogamie oder Konjugation
durchlaufen und somit auch die injizierte DNA nicht abbauen kann. Auf diese Weise kdnnen
genug Zellen aus einer injizierten Zelle herangezogen werden, um Untersuchungen auf Protein-
und DNA-Ebene zu erlauben.
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5.2 Antisense-Strategie

Ein Zied dieser Diplomarbeit war es, das Protein PP63/Parafusin auszuschalten, um so
Rickschlisse auf die Funktion von PP63/Parafusin ziehen zu konnen. Bis jetzt ist in
Paramecium noch keine der herkbmmlichen Methoden, wie homologe Rekombination, zum
Ausschalten von bestimmten Genen im Makro- oder Mikronukleus etabliert. Da es noch keine
Maoglichkeit gibt, die mikronukledren Gene zu manipulieren, bietet sich fur die transkriptionell
aktiven Gene im Makronukleus eine antisense-Strategie an. Es wurde versucht, durch Injektion
von Plasmiden in den Makronukleus, die das PP63/Parafusin-Gen oder Stlicke davon in
antisense-Orientierung enthalten, die Expression von PP63/Parafusin zu verhindern. Wenn kein
PP63/Parafusin mehr gebildet werden wirde, wird es austitriert werden, so dal3 sich schliefdlich
ein neuer Phanotyp zeigen sollte.

Fur das Ausschalten von PP63/Parafusin durch eine antisense-Strategie hétten verschiedene
antisense-Techniken zur Verfligung gestanden (Murray 1992, Melton 1988, Crooke 1998, Raffa
et al., 1996). Weit verbreitet ist z.B. die Verwendung von antisense-DNA, d.h. die Verwendung
von antisense-Oligodesoxynukleotiden (Pierga et al., 1994, Tidd 1996, Scanlon et al., 1995). Sie
werden entweder extern appliziert und mussen von der Zelle aufgenommen werden, oder sie
werden mikroinjiziert. Antisense-Oligodesoxynukleotide sind meist weniger als 30 Nuklectide
lang, kinstlich synthetisiert und gegen verschiedene Ziele in der Zelle gerichtet, oft gegen
MRNA. Diese kunstliche Synthese ist durchaus ein Vorteil, denn sie ermdglicht so ene
Modifikation der antisense-Oligodesoxynukleotide. Eine Moglichkeit der Veranderung ist die
Substitution eines der nicht-briickenbildenden Sauerstoffe des Phosphats durch z.B. eine
Methylgruppe. Durch diese kiinstlichen Verdnderungen gelang es, die Aufnahmeeffizienz und
die Nukleaseresistenz zu vergrof3ern (Miller, 1992). Ein Nachteil dieser Methode, weswegen sie
hier nicht verwendet wird, ist die kurzfristige Wirkung der antisense-Oligodesoxynukleotide, die
nur eine bis wenige Generationen anhélt. Da aber bei Paramecium noch keine Versuche mit
antisense-Konstrukten bekannt sind, war eine Methode, die Uber viele Generationen konstant
blieb, wichtig. So konnten gentigend Zellen aus einer transfizierten Zelle herangezogen werden,
um Untersuchungen auf Protein- und DNA-Ebene zu erlauben und zu demonstrieren, dafid
eventuelle Effekte wirklich auf einer spezifischen Wirkung der antisense-Konstrukte beruhen.
Eine andere Methode ist die Verwendung von antisense-RNA. Hierbel gibt es verschiedene

Anwendungsmadglichkeiten. Zum einen kann man in vitro transkribierte RNA durch
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Mikroinjektion direkt in Zellen einbringen (Patel et al., 1992). Diese Anwendung bietet sich an,
wenn keine geeigneten Expressionsvektoren und Promotoren zur Verfligung stehen oder wenn
die Zellen gerade transkriptionell inaktiv sind. Ein Nachtell gegeniiber den antisense-
Oligodesoxynukleotiden ist die Notwendigkeit einer Mikroinjektion, die aufwendig und in
einigen Falen auch unmoglich ist. Ebenso ist diese Anwendung, wie auch die antisense- DNA,
nur Uber wenige Generationen méglich, da die injizierte RNA abgebaut und nicht neu gebildet
werden kann.

Die antisense-RNA kann auch durch die Expression von antisense-Genen erzeugt werden (Sokol
et al., 1996, Nellen et al., 1996, Metzlaff et al., 1997). Hierzu mul3 das entsprechende Gen in
antisense-Orientierung hinter einem geeigneten Promotor in den Zellkern eingebracht werden.
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Wenn das Gen transkribiert wird, entsteht eine, zur Ziel-mRNA komplementdre, mRNA. Beide
hybridisieren und die Expression der Ziel-mRNA wird behindert oder verhindert, z.B. durch den
Abbau von doppelstangiger RNA durch spezielle RNAsen oder dadurch, dal3 doppelstrangige
RNA nicht aus dem Zellkern exportiert wird. Einen Uberblick Uber die Mdglichkeiten, die
antisense-Nukleinsduren haben, um in die Expression einzugreifen, gibt Fig. 11. Wo das
einzelne Kontrukt wirkt, hangt von der angewandten Methode und seinen Sequenzen ab. Oftmals
ist es nicht eindeutig zu bestimmen, an welchem Punkt eine antisense-Nukleinsdure angreift. Es
besteht auch die Méglichkeit, dal3 sie an zwel Stellen eingreift (Cornelissen et al., 1989).

Wir haben uns fir Injektion von antisense-Genen in den Makronukleus entschieden, da die dazu
notigen Plasmide leicht in E. coli produziert werden konnen und die entstehenden
Transformanden Gber mindestens 20 Generationen stabil sind. D.h. so haben wir genug Zeit, die
Transformanden auf eine Phanotyp zu untersuchen und, wenn genug Zellen aus einer
transformierten Zelle hervorgegangen sind, sind auch Untersuchungen auf Protein- und DNA-
Ebene moglich.

Der erste injizierte Vektor pPXV-36PP enthielt das gesamte PP63/Parafusin-Gen in antisense-
Orientierung unter Kontrolle des Calmodulin-Promotors von Paramecium. Der gleichzeitig mit
dem antisense-Plasmid injizierte GFP-Expressionsvektor pPXV-GFP3 ermdglichte die Kontrolle
einer erfolgreichen Injektion der Plasmidmolekile in den Makronukleus. Wenn GFP exprimiert
wurde, was durch die GFP-Fluoreszenz der Zellen erkennbar war, mufiten auch die antisense-
Plasmide in den Makronukleus gelangt sein und dort exprimiert werden. Eine weitere Kontrolle
waren die Southern Blots, die die Anwesenheit der injizierten Plasmide und deren Replikation
bestétigten. Obwohl die antisense-Plasmide vorhanden waren, konnte in keinem der 12 mit
pPXV-36PP injizierten Zellen durch Western Blots eine Reduktion der Menge an
PP63/Parafusin festgestellt werden.

Eine Bedingung, die fir ein erfolgreiches Ausschalten wichtig i, ist die Anzahl der antisense-
mMRNAs. So konnte z.B. von Daugherty et al., 1989 in E. coli bei Untersuchungen durch
verschiedene antisense-Konstrukte am LacZ-Gen gezeigt werden, dai’ ein 180facher Uberschul
an antisense-mRNA notig ist, um eine 100%ige Inhibition zu erreichen. Haynes et al., 1995
haben in Paramecium diese Dosisabhangigkeit durch die Menge der injizierten Plasmide gezeigt.
Da von uns das gleiche Plasmid wie von Haynes et al., 1995 verwendet wird, und wir etwa 10°
Plasmidmolekile injizieren, kann davon ausgegegangen werden, dal3 genug Plasmid fur eine
vollstandige Inhibition injiziert wurde. Fir einen endgiltigen Bewels der Transkription der
antisense-mDNASs wéren z.B. Northern Blots nétig gewesen. Leider ist es uns bis jetzt noch
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nicht mdglich, durch Northern Blots zwischen antisense- und sense-mRNA zu unterscheiden.
Auch Versuche eines differenzierten Nachweises Gber RT-PCR (reverse transcriptase PCR) sind
bis jetzt gescheitert.

Was kann sonst der Grund sein, warum PP63/Parafusin nicht ausgeschaltet wird? Beim
Vergleich mit Beispielen aus der Literatur Uber erfolgreiche antisense-Experimente fallen
folgende Punkte auf, die vielleicht eine Antwort auf diese Frage liefern konnen:

(1) Dadie antisense-mRNA erst mit dem Start-Codon AUG beginnt, liegt die 5-UTR frei, und
Ribosomen und Trand ationsfaktoren konnen ungehindert binden und |6sen vielleicht den RNA-
RNA-Doppelstrang genauso auf wie andere Sekundérstrukturen. (2) Die antisense-mRNA hat
wahrscheinlich ein Poly T-Schwanz, der der antisense-mRNA vorne angehangt wird, da der
gesamte ORF einfach in der Orientierung umgedreht worden war. Dieser Poly T-Schwanz kann
mit allen Poly A-Schwénzen von mRNAs in der Zelle unspezifischen hybridisieren. (3)
Vielleicht behindert dieser Poly T-Schwanz auch das Capping der antisense-mRNA und diese
wird ohne Cap sofort wieder abgebaut. (4) Und schliefdich ist es bel einer so langen antisense-
MRNA nicht auszuschlief3en, dal3 sich Sekundérstrukturen bilden, die sich entweder auf die
Hybridisierung mit der sense-mRNA oder auf die Stabilitét der antisense-mRNA auswirken.

In Prokaryoten ist von Daugherty et a., 1989 in E. coli am LacZ-Gen gezeigt worden, daf3
verschiedene Konstrukte fur verschieden starke Inhibition sorgen. Allgemein geht man in
Prokaryoten davon aus, da3 antisense-Konstrukte, die die Ribosomenbindestelle (RBS)
blockieren, am effektivsten sind, aber man kennt auch genug Beispiele, in denen eine zum C-
Terminus komplementére antisense-RNA auch zu einer Inhibition fuhrt. In Eukaryoten
demonstrierten Kim et al., 1985, dal3 es gleichglltig ist, wo die antissnse-mRNA bindet, da
doppelstrangige RNA nicht den Zellkern verlassen kann. Hierbei ist es aber wichtig, dal? die
gesamte sense-mRNA schon im Zellkern von der antisense-mRNA gebunden wird, da im
Cytoplasma eine antisense-mRNA, die die RBS bindet, erfolgreicher ist. Also kann acuh hier
man im Allgemeinen davon ausgegangen werden, dal3 antisense-RNAS, die die RBS, d.h. die5'-
UTR, und das Startcodon blockieren, eine bessere Inhibition zeigen (Melton et al., 1985).

Nach all diesen Uberlegungen erschien ein weiterer Versuch mit einem anderen antisense-
Konstrukt aussichtsreich. Hierzu wurden die zwei neuen Vektoren, pPXV-PP63askol und 2
unter Berlicksichtigung der oben genannten Punkte konstruiert. Beide enthielten fast 100
Nukleotide der 5-UTR, um das Binden jeglicher Trandlationsfaktoren und Polymerasen zu
verhindern. Beide waren sehr viel kirzer und hatten, weil ihnen das 3'-Ende fehlt, keinen
Poly T-Schwanz. Da nicht bekannt war, wie sich Introns auf die Wirkung der antisense-mRNAS
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auswirken kénnten, wurde pPXV-PP63askol so konstruiert, dal3 es vor dem ersten Intron endete
und pPXV-PP63asko2 so, dal? es langer war, aber dafir auch die beiden bekannten Introns des
PP63/Parafusin-Genes enthielt. Aber auch die Injektion dieser beiden antisense-Konstrukte
zeigten keine Erfolg in Bezug auf die Reduktion der Menge an PP63/Parafusin.

Warum alle drei antisense-Konstrukte keine Inhibition der PP63/Parafusin-Expression erzielt
haben, dartber kann nur spekuliert werden. Ein Unsicherheitsfaktor ist der Promotor, dessen
Sequenzen in Paramecium ganzlich unbekannt sind. Der Camodulin-Promotor des
Expressionsvektor ist willkurlich ausgewahlt worden. Da nichts Gber den Promotor bekannt war,
wurden einfach etwa 1000 bp stromaufwaérts des Startcodons verwendet, in der Hoffnung, dal3
dieses Sequnenzen als Promotor ausreichen. Das diese Sequenzen ausreichen, ist durch die
Expression von GFP oder durch die Neomycin-Resistenz (Haynes et al., 1995) gezeigt, was aber
nicht heifdt, dal3 es sich bei diesen 1000bp um die Minimalsequenz handelt. So ist z. B. in Hefe
bekannt (Law et al., 1988), dal’ ein antisense-Konstrukt, welches mit 400 bp der 5-UTR den
Promotor des Genes enthalten hatte, sowohl von dem eigenen Promotor as auch vom
kinstlichen Promotor aus abgelesen wurde. D.h. es wurde von dem antisense-Konstrukt sowohl
antisense- als auch sense-mRNA gebildet. Erst als der Promotor aus der 5 -UTR entfernt worden
war, wurde nur noch antisenseemRNA gebildet. Diese Moglichkeit ist bei unseren pPXV-
PP63askol und 2 nicht auszuschliefden.

Von antisense-Oligodesoxynukleotiden ist bekannt, dal3 die Struktur der Ziel-RNA einen starken
Einflufl3 auf die Affinitét und die Bindungsrate der antisense-Oligodesoxynuklectide hat (Freier,
1993).

Es gibt auch Organismen, in denen antisense-Strategien nicht funktionieren. In der Hefe
(Saccharomyces cerevisiae) gibt es kaum Experimente, in denen antisense-Konstrukte
erfolgreich eingesetzt werden konnten. Hierbel wird eine dsRNA unwinding/modifying Aktivitét
diskutiert (Bass et al., 1987). Diese Aktivitét ist in Xenopus laevis entdeckt worden und wandelt
bei doppelstréngiger RNA die Adeninreste in Inosinreste um. Da Inosin/Uracilpaare weniger
stabil sind als Adenin/Uracilpaare, fuhrt dieser Umbau dazu, dal3 die dsRNA wieder in
Einzelstrénge zerfallt. Obwohl zuerst angenommen wurde, dal3 diese Aktivitéat vielleicht dafur
verantwortlich sein konnte, dal’3 antisense-Experimente in verschiedenen Organismen nicht
funktionieren, scheint doch eher das Gegenteil der Fall zu sein. Denn Inosine werden bel der
Trandation as Guanosine gelesen und dadurch werden nichtfunktionelle Proteine produziert.
Und es besteht die Moglichkeit, dal? diese dsRNA unwinding/modifying Aktivitét vielleicht bel
der Wirkung von antisense-Konstrukten eine Rolle spielt. Auffalligerweise fehlt diese dsRNA
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unwinding/modifying Aktivitét in Hefe; hier konnte die Ursache fur das Fehlschlagen von
antisense-Experimenten in Hefe liegen und vielleicht ist dies auch der Fall in Paramecium.

5.3 Gene silencing

Nachdem es bisher nicht méglich war, PP63/Parafusin mit antisense-Konstrukten auszuschalten,
wurde eine andere Methode, das gene silencing, versucht (Meyer 1995). Hierbel handelt sich um
ein noch nicht vollig geklartes Phénomen, das bel den verschiedensten Organismen vorkommt:
Hohere Pflanzen (Napoli et al., 1990), Pilzen (Cogoni et al., 1997), Insekten (Dorer et al., 1994),
Paramecium (Ruiz et al., 1998). Durch exogene Gene werden endogene Genhomologe
ausgeschaltet. Dieses Ausschalten geschieht anscheinend durch unterschiedliche Mechanismen
wie z.B. RNA-abhdngige DNA-Methylierung, Inhibition der transkriptionalen Aktivitat oder
post-transkriptionale Inaktivierung, wie in den zitierten Arbeiten diskutiert wird.

Hierfir wurden zwel Plasmide verwendet. Beides sind Plasmide, die nicht in Paramecium
exprimiert werden. pBS-C4Sal enthdt den 5-Tell des PP63/Parafusin-Genes, pBS-C456-
SX14D8 enthdt das gesamte PP63/Parafusin-Gene, allerdings ohne den PolyA-Schwanz.

Die durch die Injektion erzielten Ergebnisse lassen sich schwer interpretieren. Das merkwiirdige
Aussehen der Zellen am Tag nach der Injektion ist bereits im Ergebnisteil beschrieben. Ob dieses
hellere Leuchten, welches bei den injizierten Zellen beobachtet wurde, GFP-Fluoreszenz oder
Autofluoreszenz ist, 18t sich nicht beurteilen. Uber die dunklen Flecken, die statt eines
Makronukleus auftauchen, kann man ebenfalls nur spekulieren. Eine Vermutung ist, dal3 es sich
bei diesen Flecken vielleicht um Fragmente des Makronukleus handelt, die nach dem Aufplatzen
durch die Injektion nicht mehr vollstandig zusammengefiigt worden ist. Alle Zellen, die
betrachtet werden konnten, sahen gleich aus. Auch dies ist ungewdhnlich, da sonst die Zellen
heterogener sind. Einige Zellen zeigen sonst normale Autofluoreszenz, was eine Injektion der
DNA ins Cytoplasma bedeutet, wahrend andere Zellen GFP-Fluoreszenz aufweisen. Dal3 diese
Verénderungen durch den GFP-Expressionsvektor verursacht werden konnen, st
unwahrscheinlich, da es sich dabei um den gleichen Vektor handelt, der schon bei allen
antisense-Versuchen injiziert worden war und bei Uber 40 injizierten Zellen nie ene
Veranderung gezeigt hat.
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Offensichtlich handelt es sich bei dem Absterben der Zellen nicht um einen Effekt, der durch
gene silencing verursacht worden ist, da sich die gleichen Effekte auch bel Kontrollen zeigten,
die nur mit pBSPlasmid injiziet wurden Weshab dlerdings en bakterielles
Expressionsplasmid solche Auswirkungen auf Paramecium haben sollte, ist ein Rétsel. Vor
allem, weil Vektoren, die pBS sehr ahnlich sind, fir die gene silencing Versuche von Ruiz et al.,
1998 verwendet wurden. Wahrscheinlicher ist es, dal3 es sich um eine saisonale Empfindlichkeit
von Paramecium handelt. Es ist bekannt (personliche Beobachtungen verschiedener Mitglieder
der AG und mir selbst), dal3 im Frihjahr und im Herbst die Paramecien anders reagieren als im
Sommer und im Winter. Oftmals &uffert sich dies in besonderer Empfindlichkeit gegentber
jedweder Behandlung. Die Versuche mit diesen Plasmiden sollten auf jeden Fall wiederholt
werden, sobald sich der Zustand der Paramecien-kulturen wieder stabilisiert hat. Dies war mir
aufgrund der zeitlichen Begrenzung nicht moglich. Neben den beiden Vektoren sollte auf jeden
Fall wieder pBS as Kontrolle injiziert werden. Eine weitere sinnvolle Kontrolle wére eine
Injektion nur mit Puffer, um eventuelle Empfindlichkeiten der Zellen gegen eine Injektion
festzustellen. Der Vollstandigkeit halber konnte auch eine Injektion nur mit dem
Expressionsvektor fir GFP gemacht werden.

5.4 Mogliche Funktionen von PP63/Parafusin

Schon bei der Entdeckung des Phosphoproteins PP63/Parafusin (Gilligan et al., 1982, Zieseniss
et al., 1985) ist Uber eine Exocytosebeteiligung des Proteins spekuliert worden. Die sehr enge
Korrelation der Dephosphorylierung von 80 msec (Knoll et al., 1991 und Hohne-Zell et al.,
1992) scheint diese Vermutungen zu unterstitzen und auch Lokalisierungsstudien weisen
PP63/Parafusin an den Dockstellen der Trichocysten nach (Kissmehl et al., 1998).

Die enge Korrelation zwischen Dephosphorylierung und Exocytose und die réumliche Néhe zu
exocytoserelevanten Strukturen deuten darauf hin, dal3 PP63/Parafusin eine wesentliche
Funktion bei der Exocytose von Paramecium besitzt. Aus diesem Grund wurde durch einen
knock-out von PP63/Parafusin eine Beeintrachtigung der Exocytose erwartet.

Bedenken, dal3 es sich bel der PGM um ein essentielles Enzym handelt, was knock-out Versuche
zunichte machen kénnte, wurden durch Hinweise in letzter Zeit zerstreut. So wurde z.B. in
Saccharomyces cerevisiae beide Phosphoglucomutasegene ausgeschaltet (Boles et al., 1994).
Der einzige Phanotyp, der gefunden worden ist, ist die Unféhigkeit der Doppelmutante,
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Galactose zu verstoffwechseln. Man hat damals festgestellt, dal3 andere Mutasen, z.B. eine
Phosphomannomutase, das Ausfallen der PGM kompensieren konnen.

Es gibt sogar Hinweise, dal3 PP63/Parafusin vielleicht doch nicht essentiel fur die Exocytose ist.
Ein wichtiges Beispiel ist das Ausschalten des einzigen PGM-Genes in Tetrahymena
thermophila (Chilcoat et al., 1998) T. thermophila ist, wie Paramecium ein Ciliat, der ebenfalls
besondere Exocytoseorganellen (Mukocysten) besitzt, die auf einen Trigger hin synchron
exocytiert werden konnen. Die genetische Manipulation ist in T. thermophila gut etabliert. Durch
Vergleiche mit Paramecium und anderen PGMs ist es gelungen, das einzige makronukledre Gen
(PGM1) in T. thermophila zu identifizieren und auszuschalten. Obwohl das Ausschalten von
PGM1 durch Southern und Northern Blots gezeigt worden ist, &3t sich kein Defekt im
Wachstum oder der Morphologie feststellen. Auch bei der Synthese, dem Targeting, dem
Andocken der Mucocysten und der Exocytose besteht kein Unterschied zu Wildtypzellen.
Sowohl die Sensitivitét der Zellen gegeniiber dem Triggeragenz als auch die Menge der
exocytierten Mucocysten ist unverandert.

Ein anderes Licht auf die Exocytosebeteiligung von PP63/Parafusin wirft die Untersuchung von
Lee et al., 1992. Sie isolierten ein 60 kDa Phosphoprotein, welches zuvor schon (Kim et al.,
1986) mit der Calciumregulation im sarcoplasmatischen Retikulum in Skelettmuskelzellen in
Verbindung gebracht hatten. Dieses 60 kDa-Protein wird hauptsichlich, neben zwel anderen
Proteinen, in der Gegenwart von Calcium und Calmodulin phosphoryliert. Kim et al., 1986
konnten zeigen, daR die Ca®*/CaM-abhangige Phosphorylierung dieses Proteins proportional zur
Hohe der Inhibition der Calciumfreisetzung aus dem SR ist; und umgekehrt diese Inhibition
durch die Dephosphorylierung dieses Proteins aufgehoben wird. Sie vermuteten deshalb eine
Regulation der Calciumfreisetzung durch dieses 60 kDaPhosphoprotein. Bei der
Charakterisierung dieses 60 kDa Phosphoproteins durch Lee et al., 1992 hat sich dann gezeigt,
dal3 es sich bei diesem Phosphoprotein um eine Isoform der Phosphoglucomutase handelt. Die
Membranassoziation dieser PGM fuhrt zu einer betrachtlichen Einbuf3e ihrer Aktivitét.

Ein Vergleich mit Paramecium liegt nahe, da die Alveolarsicke, die sich unterhalb der Plasma-
membran und in direkter Ndhe zu den Trichocysten befinden ebenso wie das SR as
Calciumspeicher dienen (Stelly et al., 1991, Knoll et al., 1993). Ebenso wie die PGM in den
Skelettmuskelzellen, befindet sich PP63/Parafusin  assoziiert mit den Membranen der
Calciumspeicher, d.h. hier den Alveolarsécken (Stecher et al., 1987, Kissmehl et al., 1998).
Ubereinstimmend mit dieser Vermutung ist die Inhibition der Dephosphorylierung und somit
auch die Inhibition der Exocytose durch Blockieren von Calcineurin (Momayezi et al., 1987).
Als Kinase, die PP63/Parafusin phosphoryliert und so an der Regulation beteiligt ist, wird eine
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Caseinkinase diskutiert (Kissmehl et al., 1997). Ein direkter Bewels fur diese Beteiligung an der
Exocytosebeteiligung ware mit den knock-out Paramecien moglich gewesen. Da das Calcium-
Imaging wahrend der Exocytose gut etabliert ist, kénnten mogliche Defekte dort in situ gezeigt
werden (Klauke et al., 1997).

Eine rein strukturelle Funktion von PP63/Parafusin bel der Exocytose wére ebenfalls denkbar.
Von vielen glykolytischen Enzymen ist bekannt, dal? sie auch strukturelle Funktionen ausiiben
konnen (Smalheiser 1996). So weil3 man z.B., dald3 das Strukturprotein e-Crystallin der
Augenlinse mit der Lactatdehydrogenase identisch ist und beide Proteine von demselben Gen
codiert werden (Wistow et al., 1987). Auch von PGM kennt man diese strukturelle Funktion.
Belkin et al., 1994 haben die PGM in Muskelzellen als einen Bestandtell von Adhérenz-
Verbindungen identifiziert, wobel die PGM hier keine enzymatische Aktivitét besitzt, sondern
nur strukturelle Aufgaben erfullt.

Welche Funktion PP63/Parafusin bei der Exocytose Ubernimmt, bleibt weiterhin ungeklért.
Weitere Untersuchungen z.B. in knock-out Zellen sind wichtig. Diese Zellen missen dann auf
Veranderungen der Membranfusion, des Wiederandocken der Trichocysten, des Calcium-
Transienten, der Endocytose oder auch der Trichocysten-Neusynthese untersucht werden. Denn
jeder Folgeschritt nach der Exocytose konnte relevant sein. Die fehlende Dephosphorylierung
von PP63/Parafusin bei Mutanten kann diese Moglichkeit nicht ausschlief3en.
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6. Zusammenfassung

PP63/Parafusin ist ein Phosphoprotein, welches schon seit vielen Jahren mit der Exocytose in
Paramecium in Verbindung gebracht wird. Es existieren viele indirekte Hinweise, die einen
Schlu® auf solch eine moégliche Funktion erlauben. PP63/Parafusin ist nicht nur ein Protein,
welches in sehr enger zeitlicher Korrelation mit der Exocytose dephosphoryliert wird, sondern es
befindet sich auch in unmittelbarer N&he des Ortes der Exocytose, den Trichocystendockstellen
und den Alveolarsécken.

Um direkte Hinweise auf die Funktion von PP63/Parafusin zu erhalten, sollte PP63/Parafusin
zumindest vorubergehend ausgeschaltet werden.

Ein erster Schritt auf dem Weg, PP63/Parafusin auszuschalten, war das Erzeugen und Isolieren
von Zellen, die gerade Autogamie durchlaufen hatten. Mit Hilfe des Farbstoffes Hoechst 33342
war es erstmals moglich, lebende Zellen zu identifizieren, die gerade Autogamie durchlaufen
und die die Anfarbung durch den Farbstoff Gberleben.

Nun mufdte, um eine erfolgreiche Injektion der antisense-Konstrukte in den Makronukleus
Uberprifen zu koénnen, ein Reportersystem etabliert werden. Dabei wurde ein GFP-
Expressionsplasmid mit den antisense-Plasmiden koinjiziert. Zellen, die nach 12 Stunden GFP-
Fluoreszenz zeigten, wurden kultiviert.

Um PP63/Parafusin auszuschalten, wurden drei verschiedene antisense-Konstrukte injiziert.
Allerdings gelang es mit keinem der Konstrukte, die Menge an PP63/Parafusin wesentlich zu
reduzieren.

Als eine zweite Methode wurden Plasmide injiziert, die das PP63/Parafusin-Gen in der sense-
Orientierung enthielten. Mit ihnen sollte PP63/Parafusin Uber gene silencing ausgeschaltet
werden. Aufgrund von Problemen mit den Paramecien-Zellkulturen haben diese Versuche zu
keinem Ergebnis gefuhrt und mussen, wenn sich die Zellkulturen erholt haben, noch einmal
durchgefihrt werden.
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