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There’s Plenty of Room at the Bottom.

(Richard P. Feynman, 1959)
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Zusammenfassung

In filamentdsen Pilzen wird das Mikrotubuli-Zytoskelett fir den Langstreckentransport der
sekretorischen Vesikel genutzt. Die sekretorischen Vesikel enthalten die Proteine, die zur
Verlangerung der Hyphe noétig sind. Der filamtentdse Ascomycet Aspergillus nidulans besitzt
eine Zellwand, deren struktur- und formgebendes Element, wie bei allen anderen filamentdsen
Pilzen auch, das Chitin darstellt. Chitin wird durch das Enzym Chitin-Synthase aus GIcNAc-
Untereinheiten synthetisiert. Damit es lediglich am apikalen, wachsenden Ende der Hyphe zu
einer Synthese von Chitin kommt, wird die Chitin-Synthase, wie andere sekretorische Enzyme
auch, in Vesikeln zu ihrem Bestimmungsort geliefert. Das Enzym wird am Golgi-Apparat in
Vesikel, die Chitosomen, verpackt und in diesen zum Spitzenkorper transportiert. Der
Spitzenkorper ist ein Organell von A. nidulans, das aus einer Ansammlung von Makro- und
Mikrovesikeln besteht und im apikalen Ende der Hyphe lokalisiert ist. Im
Phasenkontrastmikroskop ist der Spitzenkorper als Struktur sichtbar. Neben der Chitin-
Synthase werden im Spitzenkérper und damit im Zentrum des Wachstums von A. nidulans
noch eine ganze Reihe anderer Enzyme und Proteine bendtigt. Auch diese werden in Vesikel

verpackt und so liber das Zytoskelett in den Spitzenkorper transportiert.

Im Rahmen dieser Dissertation wurde ein Protokoll zur Isolierung von Spitzenkdrperorganellen
entwickelt und verbessert. Die bendétigten Enzyme und Proteine werden in Vesikeln verpackt
und durch spezifische Motorproteine, wie Kinesine, zum Spitzenkérper transportiert. Kinesine
kénnen direkt oder Uber spezifische Linker-Proteine an die Vesikel gebunden sein und diese
somit als Cargo liber Mikrotubuli zum Spitzenkorper transportieren, wo vermutlich Myosine
den Transport U(ber das Aktin-Netzwerk zur Zellwand U{bernehmen. Ausgehend von
Chitosomen, die bisher in vielen unterschiedlichen filamentdsen Pilzen, allerdings nicht in A.
nidulans, nachgewiesen werden konnten, wurde im Rahmen dieser Dissertation gezeigt, dass
verschiedene Motorproteine mit den Chitosomen assoziiert sind und daher am Transport
dieser Vesikel beteiligt sein knnten. Ein weiterfiihrendes Screening mittels MALDI-TOF lieferte
eine Vielzahl weiterer Proteine, die ebenfalls in den Spitzenkorper transportiert werden und
somit am Wachstum von A. nidulans beteiligt sein konnten. Die neu entdeckten Proteine
kdénnen also zukiinftig als Spitzenkdrpermarker eingesetzt werden. Von diesen neu entdeckten
Proteinen wurde die Endoglukanase im Rahmen dieser Arbeit in A. nidulans naher

charakterisiert.

Im zweiten Teil dieser Doktorarbeit wurden die isolierten Proteine in einem im Rahmen dieser
Arbeit etablierten Transportsystem in vitro eingesetzt. Dieses System besteht aus fixierten

Mikrotubuli, zu denen die jeweiligen Proteine sowie ATP hinzugegeben werden. Tubulin wurde
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dazu aus Schweinehirn isoliert und mit verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffen markiert.
AnschlieBend konnte es polymerisiert und auf einer Oberfliche, wie zum Beispiel einem
Objekttrager, fixiert werden. Nach Zugabe der Proteine und ATP konnte eine Bewegung von
Fluoreszenzsignalen entlang der Mikrotubuli beobachtet werden. Um dieses System fir eine
technische Anwendung zu etablieren, wurden an Stelle der isolierten Spitzenkérperproteine
fluoreszierende Latex-Kiigelchen oder Quantum Dots eingesetzt, die mit verschiedenen
Kinesinen beschichtet wurden und so lGber die Mikrotubuli transportiert werden konnten. Um
einen zielgerichteten Transport zu ermoglichen, wurden mittels Dip Pen Nanolithography
,StraBen” auf einer Glasoberflache erzeugt, die aus Phospholipiden mit angehangter Nickel-
NTA bestanden. An die Nickel-NTA konnten Kinesine durch einen Hexa-Histidin-Anhang
gebunden und Uber diese ,StraRen” eine Bewegung der Mikrotubuli beobachtet werden.
Wurden statt funktionsfahigen Kinesinen Motorproteine verwendet, die eine Rigormutation
besitzen, d. h. nicht in der Lage sind, ATP zu hydrolysieren, konnten die Mikrotubuli auch als
fixierte StraBen aufgebracht werden. Mit der DPN konnten die Kinesine oder auch Antikdrper

gegen Tubulin direkt auf den Objekttrager aufgetragen werden.
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Abkiirzungen

AFM Rasterkraftmikroskop (Atomic Force Microscope)

BME B-Mercaptoethanol

CAT Katalase

DMSO Dimethylsulfoxid

DOPC Oleoylglycerophosphocholine

DPN Dip Pen Nanolithography

EGTA Ethylenglykol-bis(aminoethylether)-N,N'-Tetraessigsaure

GFP grin fluoreszierendes Protein

GlcNAc n-Acetyl-glucosamin

GOD Glukose-Oxidase

MALDI-TOF Matrix-assisted laser desorption/ionization — time of flight

NCBI National Center for Biotechnology Information - zentrales Institut fiir
Datenverarbeitung und Datenspeicherung in der Molekularbiologie

NTA Nitrilotriessigsaure

PVDF Polyvinyldifluorid

SDS Natriumdodecylsulfat (Sodium dodecy! sulfate)

SNARE soluble N-ethylmaleimide-sensitive-factor attachment receptor

TEM Transmissionselektronenmikroskopie
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Ein auflergewohnlicher Modellorganismus: Aspergillus nidulans

Die Aspergillen sind eine Uber 350 Arten umfassende Gruppe von Schimmelpilzen. Der
filamentés wachsende Ascomycet Aspergillus nidulans wurde zuerst 1729 durch den
florentinischen Priester und Begrinder der Mykologie Pier Antonio Micheli beschrieben
(Micheli, 1729). Die Form der Konidien des Pilzes erinnerte den Priester — unter einem

Mikroskop betrachtet — an einen Aspergill genannten Weihwasserwedel (siehe Abb. 1).

100 um

Abbildung 1: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme eines Konidiophors und eines Kleistotheziums von A.
nidulans. (A) Konidiophor, deutlich untergliedert in Stielchen (S) und Vesikel (V). Auf dem Vesikel sitzen die Metulae
(M), auf denen wiederum die Phialiden (P) mit langen Ketten aus Konidiosporen (K) aufsitzen. (B) Ein reifes
Kleistothezium, umgeben von einigen Hullezellen. Aus (Krlger et al., 1997).

Michelis gab der Gattung daher den Namen Aspergillus. Auch der gelegentlich verwendete

III

deutsche Name ,GielRkannenschimmel” ist in der Morphologie des Ascomyceten begriindet,
sieht er doch einer GielBkanne, aus der gerade Wasser austritt, nicht undhnlich. Die Aspergillen
sind weltweit verbreitete Saprobionten, die hauptsachlich in toter, sich zersetzender
organischer Substanz leben und einen nicht unerheblichen Anteil am Stoffkreislauf im
Okosystem der Erde haben. Unter ihnen gibt es auch einige Krankheitserreger, die den
Menschen, verschiedene Tiere oder Pflanzen befallen kénnen. Aspergillen haben einen
pleomorphen Entwicklungszyklus, das heilit, sie verfligen sowohl (iber eine sexuelle, als auch
Uber eine asexuelle Form. Es lassen sich also teleomorphe und anamorphe Formen
voneinander abgrenzen. Bei vielen Arten ist bisher unbekannt, ob sie sich ausschliefllich
asexuell vermehren oder ob die Phase der sexuellen Vermehrung bisher lediglich unentdeckt

ist. Diese Arten von Pilzen werden auch Fungi imperfecti genannt. Nur die asexuellen Formen

werden als Aspergillus bezeichnet.
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Aspergillen kommen ubiquitadr vor und begegnen uns daher im taglichen Leben auf Schritt und
Tritt. In Krankenhausern sind beispielsweise pathogene Aspergillen ein grofRes Problem,
wurden sie doch als Hauptverursacher von Mykosen identifiziert. Hier ist besonders A.
fumigatus zu nennen (Richardson and Kokki, 1999). Auch A. flavus richtet groBen Schaden an,
da er, neben vielen anderen Aspergillus-Arten, die Fahigkeit zur Bildung von Aflatoxinen
besitzt. Diese Aflatoxine sind fiir den Menschen kanzerogen oder je nach Dosis sogar toédlich
und machen jahrlich eine grofe Menge Niisse, Mohn und Getreide unbrauchbar (Sage et al.,
2002). Doch auch die grolie, positive wirtschaftliche Bedeutung der Gattung Aspergillus sollte
nicht unterschatzt werden, da bestimmte Aspergillus-Arten doch zur biotechnologischen
Produktion von Zitronen- und Glukonsdure, sowie von Penicillin und a-Amylasen genutzt

werden (Abe et al., 2006).

B Konidienkette

(sekundérer)
a— Phialidus

== Prophialidus

\Ves-lkm

Konidiophor

Konidientrager Konidienkopf

FuBzelle Hyphe

____( i

Abbildung 2: Schematische Darstellung eines Konidiophors von A. nidulans. Der Konidiophor ist der Konidientrager
in A. nidulans. Der eigentliche Konidiophor wird auch als Stielchen bezeichnet und tragt an einem Ende das Vesikel.
Aus diesem Vesikel wachsen die Metulae heraus, die auch als Prophialidus bezeichnet werden. Die einkernigen
Phialiden sind die eigentlichen Sporentrager.

Natirlicherweise baut A. nidulans eine Vielzahl organischer Substanzen im Okosystem Boden
ab. Er kann eine Vielzahl von Substanzen verstoffwechseln, die Polymere Starke, Cellulose,
Chitin und Keratin sowie monomere Zucker, Aminosdauren und Alkohole sind nur einige

Beispiele.
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Bereits in den vierziger Jahren des zwanzigsten Jahrhunderts wurde A. nidulans als biologischer
Modellorganismus etabliert (Pontecorvo et al., 1953). Der Pilz bietet viele Vorteile als
Modellorganismus: er ist auf kinstlichen Nahrmedien leicht zu kultivieren und wachst
innerhalb von 48 Stunden von einer einzelligen, einkernigen, haploiden Spore zu einer Kolonie
heran. An den Kolonien lassen sich genetische Veranderungen oftmals direkt am Phanotyp
erkennen, daher ist der Ascomycet hervorragend fiir Mutationsexperimente geeignet. A.
nidulans bietet als Modellorganismus weiterhin den Vorteil, dass er auch einen sexuellen
Vermehrungszyklus durchlaufen kann und daher haploide Stdamme miteinander gekreuzt
werden konnen. Es konnen so genetische Marker zwischen zwei Stammen ausgetauscht
werden (Pontecorvo et al., 1953). Einen Uberblick iiber die Entwicklungszyklen liefert Abb. 3.
Bis heute wurden mehr als 300 Mutationen auf den acht Chromosomen des Pilzes kartiert und
charakterisiert. Seit 1983 gibt es ein etabliertes Transformationssystem, so dass der
Organismus schon seit iber 25 Jahren molekularbiologisch zugénglich ist (Yelton et al., 1984).
Zu einem hervorragenden zellbiologischen Modellorganismus wurde A. nidulans durch die
Etablierung des griin fluoreszierenden Proteins GFP fiir in vivo Untersuchungen intrazellularer
Bewegungen von Proteinen und Organellen, die auch Teil dieser Arbeit sind (Suelmann et al.,
1997). Mittlerweile ist das gesamte Genom von A. nidulans sequenziert und unter

http://www.broad.mit.edu/annotation/genome/aspergillus_nidulans/Home.html verfigbar.

Konidiophor
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e
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Abbildung 3: Die Entwicklungszyklen von A. nidulans. A. nidulans entwickelt sich in einem pleomorphen
Entwicklungszyklus, es lasst sich also eine asexuelle von einer sexuellen Wachstumsform unterscheiden. Im oberen
Teil der Abbildung ist der in Abb. 2 gezeigte Konidiophor wiederzuerkennen. Aus (Kriiger 1997).
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Da bewegt sich was! Zytoskelett und Motorproteine von A. nidulans

In eukaryotischen Zellen ist das unter anderem aus Mikrotubuli bestehende Zytoskelett
essentiell fur viele verschiedene dynamische Prozesse, wie die Segregation der Chromosomen,
die Bewegung von Zellorganellen oder auch den Transport von Proteinen, wie zum Beispiel
Signalkomplexen (Shen et al., 2010) . Die Mikrotubuli erflllen diese Funktionen nicht nur durch
ihre dynamische Instabilitdt, sondern auch und vor allem durch ihr Zusammenwirken mit

verschiedenen Motorproteinen, wie Dynein und Kinesin (Fridolfsson and Starr, 2010) .

e

Abbildung 4: Schematisches Modell der Interaktion zwischen Mikrotubuli und verschiedenen Motorproteinen.
Die Abbildung verdeutlicht die Theorie, dass Mikrotubuli (zusammengesetzt aus a- und B-Tubulin) in der Zelle als
Schienen oder StralRen genutzt werden. Die unterschiedlichen Motorproteine (dargestellt in griin, orange und rosa)
transportieren ihre verschiedenen Frachten (in dunkellila mit heller gefarbten assoziierten Proteinen) in

unterschiedliche Richtungen. Dieses Modell wird daher auch rail line-Modell genannt. Verschiedenste
Motorproteine nutzen die selben Mikrotubuli als StralRen in unterschiedliche Richtungen.

Mit den Mikrotubuli sind verschiedenste Proteine assoziiert, vor allem unterschiedliche
Motorproteine sowie sogenannte MAPs (microtubule associated proteins), die meist
regulatorische Funktionen einnehmen. Die Motorproteine sorgen fiir einen Transport von
Vesikeln (und damit vermutlich ebenso von Chitosomen) und Zellorganellen entlang der
Mikrotubuli. Motorproteine sind Enzyme, die chemische Energie aus der Hydrolyse von ATP in
mechanische Energie umwandeln (Howard, 1996). Da eukaryotische Zellen recht groR sind und
sich in ihrem Cytosol viele verschiedene Filamente und Organellen befinden, reicht die
Geschwindigkeit einer einfachen Diffusion nicht aus, um bestimmte Molekiile von einem Teil
der Zelle in einen anderen Teil zu beférdern. Da Mikrotubuli polar aufgebaut sind, gibt es
unterschiedliche Motorproteine fiir den zielgerichteten Transport. Dynein beispielsweise
transportiert Vesikel vom Plus-Ende der Mikrotubuli zu deren Minus-Ende, wahrend Kinesin,
ein anderes Motorprotein, den Transport in entgegengesetzter Richtung ermdoglicht. Fir den
Transport der Chitosomen sind daher die Kinesinmolekiile von entscheidender Bedeutung. Die
gegensatzliche Polaritat der beiden Motoren Kinesin und Dynein ist in Abbildung 5 zu

erkennen.
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1 Wachstums-
‘L// Zellkorper Zone G o

Abbildung 5: Motoren unterschiedlicher Polaritat auf einem Mikrotubulus im axonalen Transport. Dargestellt ist
die Polaritdat der Mikrotubuli mit Plus- und Minus-Ende in der Zelle und die unterschiedliche Transportrichtung
verschiedener Motorproteine. Auch hier lasst sich wieder das rail line-Modell erkennen, bei dem die Mikrotubuli in
der Zelle als Schienen von den Motorproteinen genutzt werden. Im unteren Teil der Abbildung wird deutlich, dass
an einzelnen Transportgltern unterschiedliche Motorproteine lokalisiert sein konnen. Die Bewegung der Frachten
Uber die Mikrotubuli hangt dann u.A. von der Faltung ihrer assoziierten Motorproteine ab. Da Motorproteine auch
im axonalen Transport eine wesentliche Rolle spielen, kommt ihnen eine besondere Bedeutung bei vielen
neuronalen Erkrankungen zu. Verandert nach (Yildiz et al., 2004).

Einer der derzeitig bestuntersuchten molekularen Motoren ist das konventionelle Kinesin
(Franck et al., 2010). Kinesin ist unter anderem verantwortlich fir den Transport von Vesikeln
entlang der Mikrotubuli in eukaryotischen Zellen (Jamison et al., 2010). Kinesine werden in
zwoOlf Unterfamilien eingeteilt. Die Anzahl der Kinesine schwankt von Organismus zu
Organismus: S. cerevisiae hat sechs Kinesine, wahrend C. elegans (iber mehr als 60 Kinesine
verfligt (Schoch et al., 2003). Kinesine variieren in ihrer Form, aber die typische Kinesinstruktur
ist ein dimeres Protein, das aus zwei schweren und zwei leichten Ketten besteht. Die schwere
Kette umfasst einen globuldaren Kopf, der an Mikrotubuli binden kann und die katalytische
Domaédne enthélt, einem Hals, einem langen Stiel, sowie einem Schwanz, der mit anderen
Proteinen Uber eine Vielzahl von Verbindungsproteinen interagieren kann. (Kull et al., 1996)
(Schnitzer and Block, 1997) (Vale and Milligan, 2000). Die N-terminale Motordoméne in der
Kopfregion des Kinesins ist 300 bis 400 Aminosauren lang und hochkonserviert. Sie enthalt
nicht nur die Mikrotubuli-, sondern auch die ATP-Bindestelle. Die Motordomane wird von
einem kurzen Hals mit der Stiel-Doméane verbunden, die bei den meisten Kinesinen Coiled-coil-
Strukturen zur Dimerisierung enthalt. Am C-Terminus des Kinesins findet sich die Schwanz-
Domaéne, die das Transportgut bindet. Von dieser allgemeinen Struktur der Kinesine existieren
in den verschiedenen Familien charakteristische Unterschiede. Kinesine sind nicht nur fiir den
Langstreckentransport von Vesikeln und Organellen verantwortlich. Auch an der Organisation
und Funktion der Spindel und am polaren Wachstum sind sie beteiligt. Zuerst wurde Kinesin
1985 beschrieben (Vale et al., 1985), Ronald Vale entdeckte das konventionelle Kinesin, das

Partikel entlang von Mikrotubuli transportiert. In N. crassa wurde das erste konventionelle
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Kinesin in filamentésen Pilzen beschrieben (Steinberg and Schliwa, 1995). Konventionelles
Kinesin ist in den meisten Pilzen am polaren Wachstum und dem Transport sekretorischer

Vesikel beteiligt (Lehmler et al., 1997) (Seiler et al., 1997) (Steinberg, 1998).

Es gewinnt die fir den Transport entlang eines Mikrotubulus bendtigte Energie aus der
Hydrolyse von ATP am katalytischen Zentrum der Kopfregion (Jeune-Smith et al., 2010). Durch
die ATP-Hydrolyse erfolgt eine Konformationsdnderung des Kopfes und des Halses des

Kinesinmolekiils, die verstarkt und in Bewegung umgesetzt wird.

Ein Kinesinmolekiil besteht aus einem Kopf- und einem Schwanzteil, wobei die Domane des
Kopfteils ATP-abhdngig am Mikrotubulus binden kann, wahrend die Schwanzdomane fiir die
Interaktion mit anderen Proteinen sorgt. Der Kopfteil ist bei den meisten Kinesinen wichtig fir
die Aktivitat des Motorproteins und wird daher auch als Motordomane bezeichnet. Da am
Schwanzteil andere Proteine und auch Cargos, also Transportmolekiile, binden, bezeichnet
man diesen Abschnitt des Kinesins auch als Cargobindedomane. Zwischen Motor- und
Cargobindedomaéne befindet sich ein Abschnitt, der als neck linker bezeichnet wird und die
beiden Domanen miteinander verbindet, sowie eine coiled-coil Domane, die die Interaktion

mit anderen Untereinheiten ermdoglicht (Caviston and Holzbaur, 2006).

1 .\ — In Abbildung 6 lasst sich der Bewegungsablauf eines Kinesins
pif

entlang eines Mikrotubulus unter ATP-Verbrauch gut erkennen.

Gezeigt ist lediglich die Motordomane und ein Teil der coiled-coil

Domane, das befoérderte Cargo ist nicht gezeigt. Die katalytischen

Zentren der Motordomadne des Kinesins sind an jeweils einen
Tubulin-Heterodimer gebunden, die griinen Untereinheiten stellen

die B—Untereinheiten des Mikrotubulus, die weiBen Untereinheiten

die a—Untereinheiten dar. In dieser Position ist auch die Stellung
der beiden neck linker Domanen auffallig, am so genannten trailing

head, also dem hinteren Teil der Motordomadne, zeigt der neck

linker (in orange) nach vorne, wahrend er am leading head (neck
linker in rot) nach hinten zeigt (Abb. 6 (1)). Wird nun ATP am

leading head gebunden, wird der trailing head durch ein festes

"W W T3 Andocken des neck linkers um 160 A zur nichsten
Abbildung  6: Prozessive
Bewegung eines Kinesins
entlang eines Mikrotubulus.
Der GroRenbalken entspricht 4
nm, weitere  Erlduterungen  peqgd bindet fest an den Mikrotubulus (Abb. 6 (3)). Nun bindet
siehe Text. Aus (Vale &

Michigan 2000).

Tubulinbindestelle nach vorne geworfen (Abb. 6 (2)). Der neue

leading head hydrolysiert ATP zu ADP-Pi und der neue trailing
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wieder ein ATP am leading head und der Zyklus beginnt von vorn (Abb. 6 (4)). Da die
Bewegung des Kinesins entlang eines Mikrotubulus schrittweise ablauft, spricht man von

einem prozessiven Bewegungsablauf (Vale and Milligan, 2000).

Die Kinesine bewegen sich Gber Mikrotubuli im Organismus fort. Ilhre Fortbewegung kann
dabei in etwa mit einem Zug verglichen werden, der Uber Schienen fahrt (siehe Abb. 4).
Mikrotubuli sind aus a- und B-Tubulin-Heterodimeren aufgebaut (Bryan and Wilson, 1971). Es
lagern sich zwolf bis 15 Dimere lateral zu einer 25 nm dicken Réhre aneinander. Diese Réhre
wird durch Addition weiterer Dimere in Langsrichtung verlangert. Eine solche Rohre wird als
Protofilament bezeichnet. Durch eine parallele Anordnung von jeweils 13 Protofilamenten
werden die Mikrotubuli aufgebaut (Savage et al., 1989). Im Zytoplasma einer Zelle liegt
normalerweise ein Gleichgewicht zwischen polymerisiertem und depolymerisiertem Tubulin
vor. Die Tubulin-Einheiten werden standig sowohl am Plus- als auch am Minusende des
Mikrotubulus angebaut und auch wieder depolymerisiert, so dass ein Gleichgewicht entsteht,
dies wird dynamische Instabilitat genannt. Beide Prozesse verlaufen am Plusende wesentlich
schneller, diese Polaritat resultiert aus der Anordnung der Dimere: a-Tubulin liegt in Richtung
Minusende, B-Tubulin in Richtung Plusende (Nogales et al., 1999). Das Plusende der
Mikrotubuli ist daher durch eine hohe Dynamik gekennzeichnet: Auf kontinuierliches Wachsen
der Mikrotubuli durch Anheften von Dimeren erfolgt eine spontane Depolymerisation in einer
Kettenreaktion vom selben Ende aus. Der Wechsel dieser Dynamiken wird als catastrophe und
rescue bezeichnet (Howard and Hyman, 2003) (Karsenti et al., 1984) (Mitchison and Kirschner,
1984). Durch Mikrotubuli-assoziierte Proteine, die sogenannten MAPs, kann die Dynamik der
Mikrotubuli gesteuert werden. So kénnen einerseits sehr stabile Mikrotubuli entstehen, die
beispielsweise in Flagellen benétigt werden, andererseits aber auch hoch dynamische
Mikrotubuli, wie beispielsweise die zytoplasmatischen Mikrotubuli filamentdser Pilze.
Mikrotubuli kdnnen durch die MAPs untereinander verbunden werden und sich zu Zilien bzw.
GeiRReln (9x2 + 2) oder Zentriolen (9x3 + 0) organisieren. Von einem 9 x 2 + 2 Aufbau spricht
man, wenn 2 Zentraltubuli von 9 Doppelmikrotubuli (Mikrotubulus A+B) umrahmt werden.
Cilien und GeiReln sind aktiv beweglich (liber das ATP-spaltende Protein Dynein). Die
Zentriolen kommen in der Regel paarweise vor und verdoppeln sich bei der Zellteilung.
Zusammen mit dem perizentrioldaren Korper, von dem Mikrotubuli ausgehen, werden sie als

Zentrosom bezeichnet.
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Abbildung 7: Kinesine, Vesikel und Mikrotubuli. Deutlich erkennbar ist die Polaritat der Mikrotubuli. Vesikel
werden mittels einer Vielzahl von Hilfsproteinen mit den Kinesinen verbunden (griine rundliche Strukturen an
Vesikel und Kinesin). Kinesine transportieren nicht nur verschiedenste Vesikel durch die Zelle, sondern sind auch an
einer Vielzahl anderer Transportvorgange beteiligt, u.A. an der Trennung der Schwesterchromatiden in Mitose und
Meiose, in der sie, wie im rechten Teil der Abbildung verdeutlicht, die Mikrotubuli gegeneinander verschieben. Ein
Mikrotubulus dient dann als StraRe oder Schiene, ein anderer als Transportgut.

Die Organisation der Mikrotubuli unterscheidet sich sowohl von Organismus zu Organismus als
auch zwischen den unterschiedlichen Phasen der Entwicklung des jeweiligen Organismus. Die
Minusenden der Mikrotubuli sind Gber die perinuklearen Mikrotubuli-organisierenden-Zentren
(MTOC) stabilisiert. In Vertebraten werden sie, wie oben bereits erwdhnt, als Zentrosomen
(Kirschner, 1978) bezeichnet und in Pilzen Spindelpolkdrper genannt (Heath and Rethoret,
1981). In Saccharomyces cerevisiae wurde die einfachste Organisation der Mikrotubuli
beschrieben. Zu Beginn der Prophase findet die Verdopplung des Spindelpolkérpers statt. Der
Spindelpolkdrper ist ein Komplex, der aus einer Vielzahl regulatorischer und struktureller
Proteine besteht. Die Proteine haben Funktionen von der Checkpointkontrolle der Mitose bis
zur Polymerisation der Spindel und der astralen Mikrotubuli (Carminati and Stearns, 1997) .
Der Spindelpolkorper ist in eine innere und eine duBere Platte unterteilt. Die beiden Platten
sind durch membranspannende Proteine verbunden und sitzen auf der jeweiligen Seite der
Kernmembran. Die Grundfunktion des Spindelpolkdrpers ist die Polymerisation der
Mikrotubuli. Im Spindelpolkérper und im Zentrosom liegt y-Tubulin in groRer Menge vor. y-
Tubulin bindet das B-Tubulin der Tubulin-Dimere, dadurch wird der Start der Polymerisation
der Mikrotubuli initiiert (Félix et al., 1994) (Yu et al., 1993) (Oakley, 2000). y-Tubulin konnte
zuerst in A. nidulans entdeckt werden und wurde mittlerweile in allen untersuchten héheren
Eukaryoten nachgewiesen (Joshi, 1994) (Oegema et al., 1999). In S. pombe existieren in der
Interphase zusatzlich zum Spindelpolkérper in der Nahe des Kerns eine Vielzahl weiterer
MTOCs (Palestini et al., 2000). Die Mikrotubuli dieser langlichen Zellen sind mit ihren
Plusenden in Richtung der Spitzen ausgerichtet. Im Basidiomyceten Ustilago maydis sind die
Mikrotubuli in der G1-Phase des Zellzyklus zunachst bipolar organisiert und entstehen

ausgehend von etwa fiinf MTOCs im Cytoplasma, wahrend die Spindelpolkdrper inaktiv sind.
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Nachdem die Knospe zu etwa einem Drittel gebildet wurde, beginnen die Mikrotubuli, sich neu
zu organisieren und alle MTOCs befinden sich an der Knospungsstelle innerhalb der Knospe.
Wird die Mitosespindel gebildet, so |6sen sich auch diese MTOCs auf. Die Organisation der
Mikrotubuli entspricht in dieser Phase der von S. cerevisiae, mit dem Unterschied eines
zurickwandernden Spindelpolkérpers in U. maydis (Straube et al., 2003). Nicht vom
Zentrosom ausgehende Mikrotubuli-Organisationen sind auch in héheren Eukaryoten bekannt
(Hyman and Karsenti, 1998). In diesen MTOCs wurde y-Tubulin ebenfalls nachgewiesen (Horio

et al., 1991).

Eine starke Bedeutung kommt den Mikrotubuli bei der Bekdmpfung von Krebs zu. Da sich der
Spindelapparat ohne Mikrotubuli nicht entwickeln kann, kénnen sich die Krebszellen auch
nicht weiter mitotisch teilen, der Tumor wachst nicht weiter und auch Metastasen bilden sich
nicht mehr. So werden die Wirkstoffe Vinblastin und Paclitaxel bei der Chemotherapie
eingesetzt, um den Aufbau von Mikrotubuli zu stéren. Diese Chemotherapeutika wirken nicht
nur spezifisch auf Krebszellen, sondern beeinflussen alle teilungsfahigen Zellen. Da aber Haut-,
Haar-, Darm-, Immun- oder Geschlechtszellen standig erneuert werden miissen, kann es zu
erheblichen Nebenwirkungen wie Haarausfall, Darmbluten oder starkerer Infektionsanfalligkeit

kommen.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde oben erwahntes Paclitaxel benutzt, um stabile Mikrotubuli zu
erzeugen. Paclitaxel blockiert die dynamische Instabilitat der Mikrotubuli, indem es GDP-
gebundenes Tubulin im Mikrotubulus stabilisiert. Auch wenn die Hydrolyse von GTP die Spitze
des Mikrotubulus erreicht, findet dort keine Depolymerisierung statt und der Mikrotubulus

schrumpft nicht.
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Der Spitzenkérper und polares Wachstum

A. nidulans wachst polar. Die Stoffe, die fiir sein Wachstum benétigt werden, missen daher ins
Zentrum des Wachstums befordert werden. Das Wachstumszentrum ist als Ansammlung
sekretorischer Vesikel in der Hyphenspitze leicht auszumachen, es wird als Spitzenkorper
bezeichnet und ist im Phasenkontrastmikroskop gut sichtbar. Der Transport der sekretorischen
Vesikel vom Spitzenkorper zur Zellwand ist bis jetzt nicht vollstandig bekannt. Es werden aber
wahrscheinlich andere Motorproteine als Kinesine aktiv, da die Mikrotubuli mit ihrem Plus-

Ende im Spitzenkorper aufhéren und die Vesikel daher von den Mikrotubuli abfallen.

Abbildung 8: Schematische Darstellung des Spitzenkérpers. Eine Vielzahl von Mikrotubuli (schwarz) dient
unterschiedlichsten sekretorischen Vesikeln (bunt) als Schienen auf ihrem Weg vom Zellinneren zum Spitzenkdorper.
Die Vesikel werden mittels spezifischer Transportproteine zur Hyphenspitze transportiert. Die Hyphenspitze wird
daher auch vesicle supply center genannt, ihre (hier griin gefarbte) Struktur ist auch unter dem Lichtmikroskop
erkennbar. Dort fallen sie vermutlich von den Mikrotubuli ab und werden Uiber das Aktinfilament, das in dieser
Abbildung nicht gezeigt ist, weiter zu ihrem endgiiltigen Bestimmungsort transportiert.

Der Spitzenkorper wird auch vesicle supply center genannt, da an dieser Stelle, wie oben
erwahnt, unterschiedliche Vesikel von den Mikrotubuli abfallen und sich so ansammeln. Die
restliche Strecke bis zur Zellwand werden die Vesikel sehr wahrscheinlich Gber das Aktinskelett
der Zelle transportiert. Da Kinesine nicht zum Transport Uber Aktinfilamente fahig sind,
Ubernehmen an dieser Stelle andere Motorproteine diese Funktion. Wahrscheinlich werden
die Vesikel iber die restliche kurze Strecke mittels Myosin transportiert (May et al., 1998). A.

nidulans ist also ein stark polar aufgebauter Organismus. Zellpolaritat ist gekennzeichnet durch
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asymmetrische Zellform, asymmetrische Proteinverteilung sowie asymmetrische Zellfunktion.
In Pro- und eukaryotischen Zellen ist dies ein grundlegender Bestandteil der Zellbiologie.
Zellpolaritdat wird in Eukaryoten durch die Lokalisierung von Signalkomplexen, die
Umstrukturierung des Zytoskeletts, die Interaktion des Zytoskeletts mit dem Zellkortex und
dem Transport von Proteinen mit Hilfe von molekularen Motoren aufrechterhalten.
Zellpolaritat wird vor allem zum Membranwachstum und zur Zellverlangerung bendtigt
(Pollard and Borisy, 2003). In einzelligen Organismen wie S. cerevisiae oder S. pombe wird die
Zellpolaritat nur fir die mitotische Teilung aufgebaut. Daher kénnen die Zusammenhange der
Etablierung und Erhaltung der Polaritdt hier verhaltnismaRig einfach und ausfiihrlich
untersucht werden. Mikrotubuli spielen auch in diesen Organismen eine Rolle im Aufbau der
Zellpolaritat. In S. cerevisiae ist diese allerdings auf die Orientierung der Spindel und das
Einwandern des alten Spindelpolkorpers in die Knospe beschrankt (Gundersen and Bretscher,
2003). In S. pombe dagegen werden die Mikrotubuli fir den gerichteten Transport von
Komponenten zur Etablierung und Aufrechterhaltung des geradlinigen polaren Wachstums
benotigt (Beinhauer et al., 1997) (Browning et al., 2000) (Palestini et al., 2000) (Mata and
Nurse, 1997) (Drummond and Cross, 2000). In filamentdsen Pilzen wird polares Wachstum
allerdings nicht nur fir die mitotische Teilung bendtigt. Filamentdse Pilze stellen ein
hervorragendes Beispiel fur extrem schnelles polares Wachstum an der Hyphenspitze dar. Die
Geschwindigkeit liegt hier bei bis zu 1 um/s bei N. crassa (Lopez-Franco et al., 1994). Diese
Wachstumsgeschwindigkeit wird nicht nur Uber einen begrenzten Zeitraum, sondern
unbegrenzt erreicht. Die Hyphen der filamentdsen Pilze kdnnen mehrere Kilometer im Boden
wachsen. In den wachsenden Hyphen kdnnen zusatzlich neue Wachstumszonen gebildet
werden. Aus diesen Zonen kdnnen neue Verzweigungsachsen entstehen, wodurch eine
Vielzahl verschiedener Wachstumsachsen gebildet und aufrechterhalten werden kénnen.
Filamentose Pilze kdnnen auRerdem die Richtung der wachsenden Hyphenspitze andern, um
auf dullere Reize zu reagieren. Solche Reize kénnen zum Beispiel physikalische Barrieren oder
Nahrstoffangebote darstellen (Dijksterhuis, 2003). Diese Fahigkeit fehlt den molekular sehr gut
untersuchten Hefen. Gleichzeitig setzt diese Fahigkeit einen komplexen Mechanismus voraus,
der auch fiir das Verstiandnis des polaren Wachstums verschiedener Zelltypen hoherer
Eukaryoten, wie zum Beispiel der Neuronalentwicklung, von Bedeutung sein konnte.
Mikrotubuli und MAPs scheinen bei der Erhaltung des polaren Wachstums eine Rolle in
filamentoésen Pilzen zu spielen. Die Deletion des a-tub Gens fiihrt zu abnormen Hyphen,
inhibiert jedoch nicht vollig das polare Wachstum (Doshi et al., 1991). Behandlung mit
Benomyl flihrt zu kurvigem Hyphenwachstum und in hoheren Konzentrationen zur Bildung von

Verzweigungsstellen und stark verlangsamtem Wachstum (Riquelme et al., 2003) (That et al.,
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1988) (Takeshita et al., 2007). Deletionen von Dynein und Komponenten des
Dynaktinkomplexes in N. crassa zeigen ein mdandrierendes Hyphenwachstum, eine starke
Reduktion der Wachstumsgeschwindigkeit und Defekte in der Verteilung der Kerne und
Vesikel. Die Deletion des konventionellen Kinesins bewirkt eine deutliche Reduktion der
Wachstumsgeschwindigkeit, eine defekte Kernverteilung und eine Reduktion des
anterograden Vesikeltransports (Seiler et al., 1997) (Seiler et al., 1999). Wurden orthologe
Proteine in A. nidulans deletiert, so zeigte der jeweilige Phanotyp keine maandrierenden
Hyphen, wohl aber die gleichen Defekte in der Kernpositionierung und dem verlangsamten
Wachstum (Requena et al., 2001). Weitere Hinweise Uber eine Beteiligung der Mikrotubuli am
polaren Wachstum liefern die umfangreichen Untersuchungen an der fir hoéhere Pilze
charakteristischen Komponente im polaren Wachstum, dem Spitzenkorper (Girbardt, 1956). Er
setzt sich aus einer Ansammlung verschiedenster sekretorischer Vesikel zusammen und
befindet sich im Zentrum der Hyphenspitze. Die Vesikel sorgen flr einen stetigen Nachschub
fir das extrem schnelle Wachstum der Hyphen (Bartnicki-Garcia et al.,, 1995). Die
Wachstumsrichtung der Hyphe wird durch die Position des Spitzenkérpers bestimmt (Riguelme
et al., 1998). Die Organisation des Spitzenkorpers basiert auf mikrotubuliabhdangigem
Transport (McDaniel and Roberson, 2000). In verschiedenen filamentdsen Pilzen wurde eine
Vielzahl von Mutanten erzeugt, die eine veranderte Spitzenkdérpermorphologie und -
positionierung zeigen. Eine Verdnderung des Spitzenkorpers bewirkt immer auch eine
Veranderung der Geschwindigkeit, Richtung und Anzahl der wachsenden Hyphenspitzen

(Riguelme et al., 2000) (Riquelme et al., 2002) (Seiler et al., 1997) (Seiler et al., 1999).

In der vorliegenden Dissertation wurden verschiedene sekretorische Vesikel isoliert und
charakterisiert. Da A. nidulans ein polar wachsender Ascomycet ist, kommt dem Transport von
sekretorischen Vesikeln eine besondere Bedeutung zu. Der Pilz stellt also einen sehr guten
Modellorganismus zur Untersuchung dieser Vesikel und ihrer Rolle im polaren Wachstum dar.
Im zweiten Teil dieser Arbeit wurden die isolierten Vesikel in einem neu entwickelten in vitro
Transportsystem im Nanomalstab eingesetzt und untersucht. Da zum Transport der Vesikel
wahrscheinlich Kinesine als Motorproteine fungieren, ist die Charakterisierung der
Motorproteine eine wichtige Voraussetzung fiir die Etablierung des Transportsystems. In
unserer Arbeitsgruppe konnten bereits flinf der insgesamt elf in A. nidulans vorhandenen
Kinesine untersucht und naher charakterisiert werden (Requena et al., 2001) (Konzack et al.,
2005) (Rischitor et al., 2004) (Zekert et al., 2010). Auch das Zytoskelett von A. nidulans wird in
unserer Arbeitsgruppe erforscht (Takeshita et al., 2008), sowie weitere mogliche Marker fur
die apikale Hyphenspitze (Higashitsuji et al., 2009). Daher gibt es hier hervorragende

Bedingungen fiir die Etablierung des Transportsystems.
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Polares Wachstum und Motoren

Die meisten in einer Zelle synthetisierten Proteine werden aktiv an ihren Bestimmungsort
transportiert. Der Transport wird durch molekulare Motoren Uber Filamente des Zytoskeletts
ermoglicht. Proteine werden in verschiedenen membrandésen Organellen und
Proteinkomplexen und mRNAs in groRen Proteinkomplexen befordert. Direktionaler
intrazelluldrer Transport ist ein typisches Merkmal von polar wachsenden Zellen wie zum
Beispiel A. nidulans, auBerdem ist er fundamental fiir die Funktion und das Uberleben solcher
Zellen, da die meisten der am Ort des Wachstums benétigten Proteine aus dem Zellinneren
dorthin transportiert werden miissen. Daher bietet A. nidulans ein hervorragendes
Modellsystem, um intrazelluldre Transportmechanismen zu studieren. Unter den am
intrazelluldaren Transport beteiligten molekularen Motoren wurden drei grolRe Protein-
Superfamilien identifiziert: Kinesine, Dyneine und Myosine. Kinesine nutzen Mikrotubuli als
,Schienen”, um ihre Fracht zu transportieren (siehe Abb. 7). Sie nutzen die chemische Energie
von ATP, um Konformationsdanderungen zu bewirken, die in Bewegungsenergie umgesetzt
werden kdnnen. Dyneine nutzen ebenfalls Mikrotubuli, um ihre Fracht zu transportieren —
allerdings in die entgegengesetzte, retrograde, Richtung als Kinesine. Zilien und Flagellen
werden auch von Dyneinen angetrieben. Myosine dagegen bewegen sich entlang von
Aktinfilamenten fort, zum Beispiel zur Muskelkontraktion oder zum Transport Uber kurze
Strecken innerhalb der Zelle. Alle Motorproteine verwenden, wie bereits erwahnt, die
chemische Energie der ATP-Hydrolyse zur Konformationsanderung der Proteinstruktur, die zur
anschliefenden gerichteten Bewegung entlang des Zytoskeletts fihrt. Im Gegensatz zu den
Kinesinen und Myosinen werden Dyneine nicht in Unterfamilien unterteilt. In A. nidulans
wurde gezeigt, dass Dynein die Mikrotubuli destabilisiert. AuRerdem zeigen Dynein-Mutanten
ein wesentlich langeres Pausieren der Mikrotubuli am Kortex der Hyphenspitze. Anscheinend
sind die Mikrotubuli also mit dem Kortex der wachsenden Hyphenspitze verbunden (Han et al.,
2001). Dynein ist zudem an der Kernwanderung und dem Transport von sekretorischen
Vesikeln in filamentdsen Pilzen beteiligt (Minke et al., 1999) (Wedlich-Séldner et al., 2002)
(Xiang et al., 1994). Die Funktion von Motorproteinen wird direkt durch den Dynaktin-Komplex
beeinflusst. Dieser fungiert als ein linker protein zwischen dem Motorprotein und der
transportierten Fracht (Deacon et al., 2003) (Schroer, 2004) (Gill et al., 1991). Durch die
Erbkrankheit Lisencephalie bekannt geworden ist ein anderes hochkonserviertes Protein, das
ebenfalls flr die Funktion von Dynein entscheidend ist. Es handelt sich um das Protein
NudF/Lis1. Bei an Lisencephalie erkrankten Menschen ist das lis1-Gen mutiert. In A. nidulans
ist NudF fur die Minusend-gerichtete Bewegung des Dyneins essentiell (Han et al., 2001) (Xiang
et al., 1995) (Dobyns et al., 1993).
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Von Mikro zu Nano: Nanobiologie und molekulare Motoren

Mit der Entdeckung von Mikroorganismen durch Robert Hooke und Antoni van Leeuwenhoek
um 1665 herum begann die mikrobiologische Forschung. Die Nanobiologie dagegen ist noch
ein sehr junges Gebiet der biologischen Forschung und hatte ihren Anfang etwa im Dezember
1959, als der spatere Nobelpreistrager Richard Feynman seinen legendar gewordenen Vortrag
mit dem Titel , There’s Plenty of Room at the Bottom” hielt. Er berichtete in diesem Vortrag
vom Problem der Manipulation und Beherrschung von Dingen in winzigen Mal3stdben, d.h. im
Bereich des Nanometers (Pierotti et al., 2008). Wirtschaftsfachleute, Politiker und
Wissenschaftler sind sich heute jedoch einig, dass die Nanotechnologie Disziplinen wie Physik,
Biologie, Chemie, Materialwissenschaften und Informatik zur Entwicklung bahnbrechender
Anwendungen, die ein enormes kommerzielles Potential haben, vereinigt. Primar geht es in
der Nanotechnologie darum, aus den elementaren Bausteinen der Materie, d.h. den Atomen
und Molekilen, neuartige Materialien zu entwickeln und intelligente Systeme zu bauen. Die
Nanotechnologie birgt gerade fiir die Medizin vollig neuartige Diagnose- und Heilverfahren.
Dabei kann heute nur spekuliert werden, welche Ideen und Vorstellungen letztendlich
praktisch umgesetzt werden kénnen und welche Visionen bleiben werden (Rasooly and

Herold, 2009).

Ein grolRer Unterschied zwischen der makroskopischen und der nanoskaligen Welt besteht in
der Bauweise von komplexen Objekten. In der makroskopischen Welt werden solch komplexe
Objekte am FlieBband Stiick fiir Stlick zusammengesetzt. Im Gegensatz dazu gibt es zum Bau
komplexer Objekte im NanomaRBstab ex vivo lediglich zwei Prozesse: Entweder den
molekularen Zusammenbau (Rothemund, 2006) (Whitesides and Grzybowski, 2002) (Barboiu
and Lehn, 2002) oder das Zeit verbrauchende sequentielle Strukturieren mit technisch
erschaffenen Nanotools (Ginger et al., 2004) (Stroscio and Eigler, 1991) (Kim and Lieber, 1999)
(Grier, 2003) (Yan et al., 2004). Bis heute existieren keine vergleichbaren Gegenstiicke zum
FlieBbandbau auf Nanoebene, die den sequenziellen Zusammenbau von verschiedenen
Nanoteilen zu komplexen Systemen ermdglichen wiirden. Zellen nutzen molekulare Motoren
fir den aktiven Transport von Frachtgitern (iber ihre jeweiligen Filamente zu spezifischen
Zielen. So regulieren sie die lokale Konzentration bestimmter Molekile und deren
sequenziellen Zusammenbau mit grofRer rdaumlicher Prazision. Analog zur makroskopischen
Welt ist es faszinierend, gesteuerten Transport (iber eigens gebaute Schienen mittels
nanoskaliger Motoren zu bewerkstelligen. Bisher gibt es keine synthetischen Motoren, die sich
wie gewilnscht verhalten (Browne and Feringa, 2006). Daher werden stets biologische

Motoren in synthetische Umgebungen eingesetzt.
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Vesikel im Spitzenkorper

Polares Wachstum von filamentdsen Pilzen bendtigt einen stetigen Nachschub von
sekretorischen Vesikeln. Die bendtigten Vesikel werden (iber Schienen, die aus
Zytoskelettelementen der Zelle gebildet werden, zu den Stellen des Zellwachstums
transportiert (Harris, 2005) (Gero Steinberg, 2007) (Sudbery and Gladfelter, 2008) (Court and
Sudbery, 2007). Die Fusion dieser membrangebundenen Vesikel mit der Plasmamembran
ermoglicht die notige Erweiterung der Plasmamembran und setzt die Enzyme und Proteine
frei, die die neue Zellwand synthetisieren. Dieser Prozess wurde in S. cerevisiae griindlich
erforscht und halt so ein Modell fiir Untersuchungen in anderen Pilzen bereit (Park and Bi,
2007). Vesikel werden von ihrem Entstehungsort, dem Golgi-Apparat, zu den Stellen des
polaren Wachstums transportiert (Pruyne et al., 1998). An der Plasmamembran angekommen,
docken die sekretorischen Vesikel zunachst an einen zweiten Multiproteinkomplex an, bevor
sie mit der Plasmamembran fusionieren. Dieser zweite Multiproteinkomplex wird Exozyst
genannt (He et al., 2007) (TerBush et al., 1996) (TerBush and Novick, 1995). Die Fusion der
Vesikel mit der Plasmamembran wird durch v-SNARES auf den Vesikeln und t-SNARES auf der
Membran vermittelt (Pelham, 2001). S. cerevisiae ist ein exzellentes Modell, um die
molekulare Genetik des polaren Wachstums zu erforschen. Der Organismus ist allerdings
weniger optimal, um die raumliche Organisation der molekularen Komponenten zu
untersuchen, da das polare Wachstum der Knospe auf eine kurze Periode limitiert ist. Hier

stellt A. nidulans einen wesentlich geeigneteren Organismus dar.

Ein in vitro Transportsystem im Nanomafi3stab

Molekulare Motoren, wie zum Beispiel Kinesine, transportieren Zellorganellen und Vesikel als
eine Art molekulare Fracht oder Ladung zu ihrem Bestimmungsort innerhalb einer Zelle (in
vivo) (Vale, 2003) (Verhey and Hammond, 2009). Dieser Mechanismus wird als aktiver
Transport durch enzymatische Reaktionen der molekularen Motoren ermoglicht, die
chemische Energie aus ATP in mechanische Arbeit konvertieren und somit den gerichteten
Transport Uiber Zytoskelettelemente, wie beispielsweise Mikrotubuli, ermoglichen. Molekulare
Motoren bekommen derzeit mehr und mehr Aufmerksamkeit als Bausteine im Nanomal3stab,
da sie auch auBerhalb einer biologischen Zelle (in vitro) funktionieren, wenn die
Umgebungskonditionen, wie zum Beispiel Temperatur und pH-Wert, es zulassen (Hess and
Vogel, 2001) (van den Heuvel and Dekker, 2007) (Spetzler et al., 2007) (Goel and Viola Vogel,
2008). AuRerhalb der Grundlagenforschung gibt es verschiedene Anwendungsmaoglichkeiten
flr in vitro-Transporte mit molekularen Motoren. Ein denkbares Einsatzgebiet stellen
beispielsweise Lab-on-a-chip Systeme dar. Im Deutschen meist als Westentaschen- oder

Chiplabor bezeichnet, stellen on-chip-Systeme mikrofluidische Systeme dar, die die gesamte
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Funktionalitat eines makroskopischen Labors auf der GréRe einer Plastikkarte vereinigen.
Durch Kapillarkrafte werden pico- bis millilitergroRe Mengen der zu untersuchenden
Flissigkeit im System zwischen Reaktions- und Analysekammern transportiert. Fir Feststoffe
ist der Transport durch Kapillarkrafte natirlich nicht moglich, hier kdnnte durch aktiven
Transport in in vitro-Transportsystem Abhilfe geschaffen werden. Um on-chip-Systeme zu
konstruieren, die auf molekularen Motoren basieren und spezifische Frachten gerichtet
transportieren, sind zwei Anordnungsmoglichkeiten denkbar. Eine Moglichkeit besteht in der
biomimetischen Anordnung, in der die Mikrotubuli immobilisiert werden und die Fracht mit
Kinesinen Uber die Mikrotubuli transportiert wird. In dieser Anordnung wurden bereits
Silikonkiigelchen (Yokokawa et al., 2004), Glaskigelchen (Neumann et al., 2001), Quantum
Dots (Muthukrishnan et al., 2006), Oltropfen (Bottier et al., 2009) und Lipidvesikel (Bananis et
al., 2000) erfolgreich transportiert. Die Mikrotubuli konnen in dieser Anordnung mit anti-
Tubulin-Antikérpern auf der Glasoberfliche immobilisiert werden. Im Rahmen dieser
Dissertation wurden die Mikrotubuli auch mit Kinesinen, die eine Rigor-Mutation aufweisen
und daher nicht mehr in der Lage sind, ATP zu hydrolisieren, auf einer Glasoberflache

immobilisiert (siehe Abb. 9).

Abbildung 9: Schematische Abbildung eines moglichen Transportsystems. Das Motorprotein, das fir den
Vesikeltransport eingesetzt wird (einzeln, oberer Teil der Abbildung), ist funktionsfahig. Die Motorproteine, die die
Mikrotubuli auf der Glasoberflache fixieren (unterer Teil der Abbildung, gestreckte Molekiile), haben eine Rigor-
Mutation und kénnen daher kein ATP hydrolisieren. Die Vesikel (rosa), die in einem solchen nanoskaligen
Transportsystem zum Einsatz kommen, kdnnen zum Transport spezifischer Ladungen (weille Kreise) verwendet
werden. Die Ladung wird dann in einem Vesikel verpackt, dieses mit funktionsfahigen Kinesinen beschichtet und
Uber die durch mutierte Kinesine fixierten Mikrotubuli transportiert.

Die andere Moglichkeit ist die der synthetischen Anordnung. Hier werden die Kinesine

immobilisiert und die Fracht wird mit Mikrotubuli, die tiber die Kinesine gleiten, transportiert.
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Das in vivo-Prinzip wird hier also genau umgekehrt. In dieser Anordnung wurden Silikonnadeln
(Tarhan et al., 2010), Quantum Dots , Viruspartikel (Bachand et al., 2006), Proteine (Fischer et
al., 2009), Deoxyribonukleinsduren (Sauter et al., 2003) und Ribonukleinsduren (Taira et al.,
2006) bereits erfolgreich transportiert. Bis heute konnte allerdings in keiner der beiden
Anordnungen eine gerichtete Beférderung von nativen Vesikeln gezeigt werden. Im Rahmen
dieser Arbeit fanden beide Anordnungen Einsatz: Der synthetische Ansatz wurde zur Kontrolle
der beteiligten Komponenten verwendet, er erlaubt sowohl eine quantitative als auch eine
qualitative Auswertung der Transportvorgange. Zudem lassen sich die unter dem
Fluoreszenzmikroskop gut sichtbaren Mikrotubuli deutlich besser in ihrer Bewegung verfolgen
als die wesentlich kleineren und schwécher fluoreszierenden Kiigelchen oder andere Ladungen
der Kinesine. Der biomimetische Ansatz hingegen ist deutlich schwieriger zu beobachten sowie

auszuwerten, auch, da hier eine Vielzahl an Komponenten zusatzlich benétigt wird.

Vesikel

{--:'3 Kinesin
Mikrotubulus

Anti-Tubulin-Antikérper

funktionalisierte Glasoberflache

Abbildung 10: Schematische Abbildung eines moglichen Transportsystems. Dieser Versuchsaufbau ist sehr dahnlich
wie der in Abb. 9 gezeigte. Hier werden allerdings keine mutierten Kinesine zur Fixierung der Mikrotubuli
verwendet. In diesem Ansatz wurden die Mikrotubuli mit anti-Tubulin-Antikérpern an der Glasoberflache
immobilisiert. Die Vesikel oder Latexkiigelchen werden dann mit funktionalen Motorproteinen beschichtet und
kénnen so Uber die Mikrotubuli transportiert werden. Selbstverstandlich ist auch hier eine Beladung der Vesikel mit
spezifischen Frachten denkbar.



Ziele dieser Arbeit

Im Rahmen dieser Dissertation wurde ein Transportsystem im Nanomalstab aus Bestandteilen
aus A. nidulans in vitro erstellt. Das Transportsystem wurde anschlieBend zur nadheren
Charakterisierung der beteiligten Komponenten (vorrangig Vesikel, Motorproteine und
Zytoskelettelemente) verwendet. Durch die Aufreinigung der bendétigten Vesikel konnte eine
Vielzahl von bisher unbekannten Proteinen entdeckt werden, die vermutlich eine Rolle im
Spitzenwachstum von A. nidulans spielen. Diese Proteine konnten anschlieBend nicht nur im in
vitro Transportsystem, sondern auch in vivo naher charakterisiert werden. In der Zukunft kann
dieses System nicht nur zur Charakterisierung der beteiligten Komponenten verwendet
werden. Es sind vielmehr eine Vielzahl von Anwendungsmdoglichkeiten vor allem im

nanobiologischen Bereich vorstellbar.



Ergebnisse

Ergebnisse

Polares Wachstum in A. nidulans

Identifizierung neuer Proteine im Spitzenkorper

A. nidulans ist ein schnell wachsender, ubiquitar vorkommender Organismus. Er muss daher
Uber einen duBerst effizienten Transportmechanismus verfligen. Eines der Ziele dieser Arbeit
war der Aufbau eines in vitro Transportsystems mit Bestandteilen der Transportmaschinerie
aus A. nidulans. Die dazu isolierten Vesikel wurden naher charakterisiert. So konnten einige
Proteine entdeckt werden, die anscheinend mit dem apikalen Wachstum von A. nidulans im
Zusammenhang stehen und in diesem Zusammenhang bisher wenig beachtet wurden. Die
Vesikelisolierung wurde, wie im Kapitel Zellaufschluss und beschrieben, durchgefiihrt. Im
Gegensatz zu friheren Protokollen wurde nun ein Stufengradient verwendet und eine
peristaltische Pumpe zum gleichmaRigen Fraktionieren der Gradienten. Dies fiihrte zu deutlich
besser reproduzierbaren Ergebnissen. Die sekretorischen Vesikel konnten nun stets in den
gleichen Fraktionen des Gradienten gefunden werden. Im SDS-Gel der isolierten Vesikel
konnte eine Vielzahl verschiedener Proteine gefunden werden. Diese Proteine wurden aus
dem SDS-Gel ausgeschnitten und der Firma Toplab (Martinsried) zur weiteren Analyse
zugesandt. Dort wurden die Proteine mit Trypsin verdaut. AnschlieBend wurde eine MALDI-
TOF-Analyse mit vorhergehender Elektrospray-lonisation durchgefiihrt. Uber einen
Datenbankvergleich der erhaltenen Peptide gegen das A. nidulans Proteom beim NCBI wurden
rund 100 Proteine identifiziert, unter diesen befanden sich 15 Proteine, die mit einer
Wahrscheinlichkeit von mehr als 99% mit den eingesandten Proteinen Ubereinstimmen. Im
SDS-Gel der Vesikel waren exakt 15 Banden sichtbar, auch die molekulare Masse der
erhaltenen Proteine stimmte mit diesen (iberein. Auch die mehrmalige Wiederholung der
Isolierung von Vesikeln aus dem Spitzenkérper brachte das gleiche Ergebnis, das
Bandenmuster im SDS-Gel blieb stets gleich und auch die mikroskopische Kontrolle der Vesikel

lieferte gleichbleibende Ergebnisse.

Markierung neuer Proteine

Die erhaltenen Proteine wurden hinsichtlich Sekretionssignalen und einem maoglichen
Zusammenhang mit dem polaren Wachstum von A. nidulans genauer (iberprift. Es konnten
mehrere Kandidaten ausgemacht werden, die im Zusammenhang mit dem polaren Wachstum
von A. nidulans eine besondere Bedeutung haben diirften. Als besonders geeignetes Protein
konnte die endo-1,4-B-Glukanase identifiziert werden. Sie tragt die EC-Nummer 3.2.1.4 und
dient der Umwandlung von Cellulose zu B-Glukose, der Pilz nutzt sie also zum Abbau von Holz.

Da der Holzabbau vermutlich am Ort des Wachstums des Pilzes stattfindet, liegt die
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Vermutung nahe, dass die endo-1,4-B-Glukanase Uber Mikrotubuli zum Spitzenkorper
transportiert wird. In A. nidulans konnte dieser Transport bisher nicht nachgewiesen werden.
Die endo-1,4-B-Glukanase von A. nidulans hat eine molekulare Masse von 47 kDa und besteht
aus 466 Aminosauren. Wie die anderen Endoglukanasen auch, bricht die endo-1,4-B-Glukanase
die Verbindungen innerhalb der Cellulose nur innerhalb sogenannter amorpher Bereiche auf.
Nur wo die Zuckerpolymere ungeordnet zueinander liegen und damit keine kristallinen
Bereiche aufbauen, kdnnen Endoglucanasen angreifen und damit eine gréRere Anzahl von
Kettenenden hervorbringen. Endoglukanasen haben eine nicht geringe wirtschaftliche
Bedeutung: Anwendung finden Cellulasen beispielsweise bei der Isolation von pflanzlichen
Protoplasten. Auch in der Verarbeitung von Kaffee werden sie verwendet, wo sie eine
Hydrolyse der Cellulose in den Bohnen wahrend des Trocknungsvorganges bewirken. Des
Weiteren werden Cellulasen fiir die Behandlung von Phytobezoaren benutzt, einer Form von
Cellulose-Bezoar im menschlichen Magen. In der Textilindustrie werden sie eingesetzt, um v. a.
Jeansartikeln den beliebten ,Used-Look” zu geben. Auch in vielen Waschmitteln sind

Cellulasen enthalten.

Abbildung 11: Wachsende Hyphe von A. nidulans. Im verwendeten Stamm wurde die Endoglukanase mit GFP unter
dem induzierbaren Promotor alcA markiert. Die Hyphe wurde ca. 24h bei Raumtemperatur in threoninhaltigem MM
inkubiert, der alcA-Promotor also induziert. Deutlich zu erkennen sind einzelne Mikrotubuli sowie eine Ansammlung
der markierten Vesikel in der Hyphenspitze, d.h. am Spitzenkorper.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die B-1,4,-endo-Glukanase von A. nidulans mit dem griin-
fluoreszierenden Protein GFP markiert. Als Promotor wurde das alcA-Gen verwendet, so
konnte die Expression des fluoreszenzmarkierten Proteins durch verschiedene
Kohlenstoffquellen reguliert und direkt mit der Wildtypsituation verglichen werden (s. a.
Material und Methoden). Bei Hyphen, die in Induktionsmedium gewachsen waren, konnte der

Transport des Enzyms in vivo beobachtet werden. Die Glukanase akkumuliert deutlich im
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Spitzenkoérper, dieser ist als Ansammlung von griin-fluoreszierenden Vesikeln zu erkennen

(Abb. 11).

Unter dem Fluoreszenzmikroskop konnte der Transport des Proteins Uber Mikrotubuli
beobachtet werden. Die Mikrotubuli erscheinen griin gefarbt und es konnte eine Bewegung
einzelner Vesikel aufgezeichnet werden (Abb. 12). Diese wurden mit einer durchschnittlichen
Geschwindigkeit von 1,87 um/s transportiert. Die deutliche Griinfarbung der Mikrotubuli weist

auf eine hohe Transportrate der Endoglukanase hin.
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Abbildung 12: Wachsende Hyphe von A. nidulans. Im verwendeten Stamm wurde die Endoglukanase mit GFP unter
dem induzierbaren Promotor alcA markiert. Die Hyphe wurde ca. 20h bei Raumtemperatur in threoninhaltigem MM
inkubiert, der alcA-Promotor also induziert. Der gelbe Pfeil markiert ein einzelnes Vesikel, das sich liber einen
Mikrotubulus bewegt. Der rote Pfeil markiert die Akkumulierung von sekretorischen Vesikeln im Spitzenkorper. Es
ist ein Pulsieren des Spitzenkorpers erkennbar, das Signal der sekretorischen Vesikel im Spitzenkorper schwacht
zunachst ab, um anschlieBend wieder starker sichtbar zu werden. Die einzelnen Aufnahmen wurden im Abstand von
jeweils 5 s aufgenommen.

Es konnten stets mehrere Vesikel beim Transport tGber die Mikrotubuli beobachtet werden
(Abb. 12 und Abb. 15). Auch beim transformierten Stamm wurde eine Vesikelisolierung

durchgefihrt. Im anschlieBenden Western-Blot wurde deutlich, dass die Endoglukanase in den
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gleichen Fraktionen akkumuliert wie die sekretorischen Vesikel (Abb. 13). Dies spricht fiir den

Transport der Endoglukanase in sekretorischen Vesikeln.

“.
| 66 kDa

Abbildung 13: Western-Blot. Geblottet wurden die einzelnen Fraktionen einer Vesikelisolierung eines Stammes von
A. nidulans, bei dem die Endoglukanase mit GFP markiert wurde. Im SDS-Gel wurden jeweils 15 ng Protein pro Spur
geladen. Als primarer Antikorper wurde ein anti-GFP-Antikorper verwendet. Die nachgewiesene Bande liegt etwa
bei 75 kDa, dies entspricht der atomaren Masse des Fusionsproteins. Deutlich wird hier, dass das GFP-Signal ab der
sechsten Fraktion (F6) auftritt und dann allmahlich abschwéacht. Ab der 13. Fraktion war kein GFP mehr
nachweisbar.

Ein Vergleich der Vesikelisolierung aus unterschiedlichen A. nidulans-Stammen zeigt deutlich,
dass die Vesikel nach Ultrazentrifugation durch den Saccharosegradienten stets in den gleichen
Fraktionen akkumulieren. Die drei untersuchten Motorproteine KinA, KipA und UncA liegen in
den gleichen Fraktionen vor wie die Endoglukanase. Auch dies spricht filir einen aktiven

Transport des Enzyms durch Motorproteine tGber Mikrotubuli.
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Abbildung 14: Vesikelmenge pro Fraktion. Unter dem Fluoreszenzmikroskop wurden die sichtbaren Vesikel in
einem klar definierten Bereich ausgezahlt. Verwendet wurden samtliche Fraktionen von Vesikelisolierungen aus
Stammen, in denen verschiedene Proteine mit dem griinfluoreszierenden Protein GFP markiert wurden. Hier wird
das Ergebnis aus dem Western-Blot noch einmal bestatigt. In allen untersuchten Stammen sind zwischen der
sechsten und der 13. Fraktion Vesikel unter dem Fluoreszenzmikroskop sicht- und auszahlbar.

Sowohl die in vivo Untersuchungen der fluoreszenzmarkierten Stamme als auch die
anschlieBenden in vitro Experimente mit den isolierten Vesikeln weisen darauf hin, dass
Motorproteine am Langstreckentransport der Vesikel durch die Zelle eine wichtige Rolle
spielen. In vivo konnte dies sowohl bei dlteren als auch bei jlingeren Hyphen festgestellt
werden. In vitro konnte dann ein Transport der isolierten Vesikel Uber Mikrotubuli
nachgewiesen werden. Die Vesikel wurden (iber mehrere Minuten Uber die Mikrotubuli
transportiert und konnten dabei beobachtet werden. Ein mehrmaliges Abfallen der Vesikel

hinderte sie nicht daran, anschlieBend auf benachbarten Mikrotubuli weiter transportiert zu
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werden. Bei Zugabe von AMP-PNP, einer nicht hydrolisierbaren Variante von ATP, konnte ein
Festhaften der Vesikel auf den Mikrotubuli beobachtet werden. Bei langerer Dauer des
Experiments wurden die Mikrotubuli gleichmaRig und beinahe vollstindig von Vesikeln
bedeckt. Anschliefende Zugabe von ATP |6ste diesen Zustand auf und es konnte ein erneuter
Transport der Vesikel beobachtet werden. Die isolierten Vesikel konnten, wie die artifiziellen
Vesikel, d.h. die Latex- und Glaskiigelchen verschiedenster GréRen und Farben, auch mit anti-
Tubulin-Antikérpern beschichtet werden. Auch nach diesem Verfahren waren die Mikrotubuli
fast vollstindig von Vesikeln bedeckt, dieser Vorgang konnte allerdings nicht rickgangig

gemacht werden.

Abbildung 15: Altere Hyphe von A. nidulans. Im verwendeten Stamm wurde die Endoglukanase mit GFP unter dem
induzierbaren Promotor alcA markiert. Die Hyphe wurde ca. 48h bei Raumtemperatur in threoninhaltigem MM
inkubiert, der alcA-Promotor also induziert. Der Spitzenkorper ist wieder deutlich in der Hyphenspitze zu erkennen.
Auch in alteren Hyphen scheint der Spitzenk&rper zu pulsieren, d.h. sein Signal wird starker und schwacht dann
wieder ab, um anschlieRend wieder starker sichtbar zu werden. Einzelne Vesikel, die zum Spitzenkorper
transportiert werden, sind sichtbar.
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Ein nanoskaliges Transportsystem entsteht

Etablierung der Tubulinisolierung

Es wurden Tubulinproteine aus Schweinehirnen isoliert und dabei ein optimiertes Protokoll
nach Williams verwendet (Williams and Lee, 1982). Dabei wird moglichst frisches Hirn
bendétigt. Die Isolierung des Tubulins basiert hauptsachlich auf der Polymerisation der Tubulin-
Untereinheiten bei warmen Temperaturen (ab 35°C) und deren Depolymerisation bei
Temperaturen unter 35°C. Polymerisierte  Mikrotubuli sedimentieren in einer
Ultrazentrifugation im Pellet, wahrend sich die depolymerisierten Tubulin-Einheiten nach der
Zentrifugation im Uberstand befinden. Im Rahmen der Isolierung wurden die Mikrotubuli
durch aufeinander folgende Polymerisations- und Depolymerisationsschritte aufgereinigt. Ein
Teil des Tubulins wurde als fluoreszenzmarkiertes Tubulin bendétigt, um die Mikrotubuli spater
unter dem Fluoreszenzmikroskop sichtbar zu machen. Die Tubulinmarkierung wurde nach
(Hyman et al., 1991) durchgefihrt. Das Tubulin wurde mit zwei verschiedenen
Fluoreszenzfarbstoffen markiert: Mit dem rot fluoreszierenden Rhodamin (Tamra C-1171,
Molecular Probes, Invitrogen) (Abb. 18) oder dem gelb fluoreszierenden Fluoreszein
Isothiocyanate (F7250, Sigma-Aldrich) (Abb. 16). Die Protokolle der Tubulinmarkierung
unterschieden sich dabei in beiden Fallen nicht. Es wurde mit beiden Protokollen eine

gleichméRige Farbung des Tubulins und damit spater auch der Mikrotubuli erreicht.

Abbildung 16: Gelb markierte Mikrotubuli. Die Markierung des Tubulins kann mit unterschiedlichsten Farbstoffen
fir Proteine durchgefiihrt werden. In der vorliegenden Arbeit wurden sowohl gelbe als auch rote Mikrotubuli
verwendet. Die Farbung der Mikrotubuli wirkt sich nicht auf die Folgeversuche aus, sowohl rot als auch gelb
gefarbte Mikrotubuli verhalten sich in samtlichen in vitro Versuchen identisch. Fiir diese Abbildung wurden die
Tubulinmonomere zunachst gelb gefarbt und anschliefend polymerisiert. Einzelne Mikrotubuli werden so deutlich
sichtbar.
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Etablierung der Mikrotubulipolymerisierung

Die Polymerisations- und Depolymerisationsfahigkeit des Tubulins konnte mittels
photometrischer Beobachtung problemlos nachgewiesen werden. Die Mikrotubuli konnten
beliebig oft durch Inkubation im Wasserbad polymerisiert bzw. durch Inkubation im Eisbad

depolymerisiert werden. Auch dies ist ein Zeichen fiir die Qualitat der Mikrotubuli-Praparation.
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Abbildung 17: Polymerisationsassay. Die Absorption bei Licht der Wellenlange 350 nm unterscheidet sich zwischen
polymerisiertem und unpolymerisiertem Tubulin deutlich. Bei diesem Experiment wurde Tubulin zunachst bei 37°C
und unter Zugabe von ATP zu Mikrotubuli polymerisiert. Nach 60 min wurde es durch Abkiihlen auf Eis wieder zu
Tubulin depolymerisiert. Dann konnte es durch Inkubation bei 37°C (ab 85 min) wieder polymerisiert werden. Dieser
Vorgang liel} sich beliebig oft wiederholen, nach 120 min wurden die Mikrotubuli wieder auf Eis gekiihlt, nach 145
min wieder bei 37°C inkubiert. Bei Zugabe von Taxol depolymerisierten die Mikrotubuli nicht mehr, auch nicht beim
Abkuhlen auf Eis.

Test der Kinesinkonstrukte und der Mikrotubuli im Gliding Assay

Die Mikrotubuli wurden, wie in Material und Methoden beschrieben, unter Zugabe
verschiedener Motorproteine (exprimiert in E. coli von T. Schunck, Karlsruhe) und ATP fiir in
vitro Bewegungsexperimente genutzt. Das Gleiten der Mikrotubuli tGber den Objekttrager
konnte mit dem Fluoreszenzmikroskop beobachtet, aufgezeichnet und hinsichtlich der Lange
und Geschwindigkeit der Mikrotubuli quantitativ ausgewertet werden. Die Mikrotubuli hatten
eine durchschnittliche Lange von etwa 13 um und bewegten sich mit einer Geschwindigkeit
von etwa 1,3 um/s tiber den Objekttrager. Besonders wichtig bei diesen Experimenten war die
Verwendung von frischem Enzymmix (BME, GOD, CAT). Bei Untersuchungen ohne Verwendung
von Enzymmix konnte eine extrem schnelle Abnahme der Fluoreszenz der Mikrotubuli
beobachtet werden. Auch die verwendeten Motoren hatten einen groflen Einfluss auf die
Bewegung der Mikrotubuli, waren sie nicht frisch, so konnte lediglich ein Zucken der
Mikrotubuli, nicht aber deren zielgerichtete Bewegung, beobachtet werden. Kinesinmutanten
mit fehlender Schwanzdomane hafteten zudem nicht am Deckglas, eine Bewegung der

Mikrotubuli konnte daher nur beobachtet werden, wenn vollstindige Motoren verwendet



Ergebnisse

wurden bzw. die Motoren mittels einer Hexa-Histidin-Markierung sowie Phospholipiden mit

gebundener Nickel-NTA auf dem Objekttrager gehalten wurden.

00:00:00.000 A 00:00:05.312

00:00:10.201 00:00:15.235

Abbildung 18: Gliding Assay. Bei diesem Experiment wird die Oberflaiche des Objekttragers zunachst mit
funktionalem Kinesin (in diesem Fall kinA aus A. nidulans) beschichtet. Das Kinesin bindet innerhalb von finf
Minuten fest an den Objekttrager. Werden nun polymerisierte und fluoreszenzmarkierte Mikrotubuli und ATP in
Puffer hinzugegeben, kann eine Bewegung der Mikrotubuli Gber die Oberflaiche beobachtet und aufgezeichnet
werden. Die gelbe Markierung kennzeichnet einen einzelnen Mikrotubulus zum Startpunkt der Aufzeichnung. Die
Geschwindigkeit der Mikrotubulibewegung variiert in diesem Experiment je nach Temperatur, verwendetem Kinesin
und der zugesetzten Menge an ATP.

Etablierung der Vesikelisolierung

Im polaren Wachstum von A. nidulans kommt dem spezifischen Transport von sekretorischen
Vesikeln eine groBe Bedeutung zu. Seit den spaten siebziger Jahren wurden Chitosomen in
vielen verschiedenen Pilzarten erfolgreich isoliert und untersucht (Leal-Morales et al., 1997).
Im Rahmen dieser Dissertation konnten Chitosomen und andere sekretorische Vesikel aus A.

nidulans isoliert und untersucht werden.

Die meisten der zur Chitosomenisolierung verwendeten Protokolle basieren auf einem
Zellaufschluss und einer anschlieBenden Auftrennung des Zellextraktes in die

unterschiedlichen Kompartimente durch eine Ultrazentrifugation Uber einen Saccharose-
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Gradienten. Dabei variieren Zentrifugationszeiten und Gradientenzusammensetzung stark. Die
Ultrazentrifugationszeit variiert von 21 h (Leal-Morales et al., 1988) bis 30 min (Kang and
Cabib, 1986), die Konzentration der Saccharose-Gradienten liegt stets zwischen 5% und 70%,
allerdings verwenden einige Autoren Stufengradienten, wahrend andere lineare Saccharose-
Gradienten zur Chitosomenisolierung bevorzugen (Mourifio-Pérez et al., 2006). Es wurden
verschiedene Protokolle getestet, die der Isolierung von Chitosomen und anderen
sekretorischen Vesikeln aus unterschiedlichen filamentdsen Pilzen dienten. Diese Protokolle
wurden an A. nidulans angepasst und optimiert. Das daraus entstehende Protokoll ist einem
Protokoll zur Isolierung von Peroxisomen aus Neurospora crassa recht ahnlich (Schliebs et al.,

2006).

Abbildung 19: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme einer Vesikelisolierung. Gezeigt ist hier die unverdiinnte
sechste Fraktion einer Vesikelisolierung aus einem Stamm von A. nidulans, in dem das Motorprotein KinA mit GFP
fusioniert ist. Deutlich sichtbar sind hier unterschiedlich groBe Vesikel. Wahrscheinlich werden unterschiedliche
Vesikel von unterschiedlich vielen Motorproteinen transportiert.

Nach Ultrazentrifugation des Zellextraktes liber einen stufenweisen Saccharosegradienten von
60% (w/v) bis 30% (w/v) Saccharosekonzentration fiir 2 h bei 4°C mit 100.000 g konnte eine
Fraktion in allen untersuchten Stammen als ca. 0,75 cm dicke dunkle Bande erkannt werden.
Diese Bande ist ein charakteristisches Zeichen der Chitosomenfraktionen (Kamada et al.,
1991). Sie lag - je nach Konzentration des verwendeten Gradienten - stets im unteren Drittel
des Zentrifugenréhrchens. Wurde der Gradient von unten nach oben mit einer
Peristaltikpumpe in Schritten von 1 ml fraktioniert, konnten ungefdhr 25 Fraktionen gewonnen
werden, wobei die Chitosomenbande etwa in die Fraktionen 6-9 einging. Mit Spritze und
diinner Kanile konnte die Bande auch vorsichtig direkt aus dem Gradienten gezogen werden.

Sowohl bei wesentlich langeren als auch bei wesentlich kiirzeren Zentrifugationszeiten als 2 h
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wurde die Bande nicht deutlicher. Bei einer Zentrifugationszeit von 30 min war keine Bande
sichtbar. Die zunachst erprobte Verwendung eines linearen Gradienten mit verschiedenen
Saccharosekonzentrationen brachte keinen Erfolg. Nach der 2-20 h dauernden
Ultrazentrifugation konnten weder verschiedene Saccharosekonzentrationen, noch eine oder
mehrere Interphasen visuell differenziert werden. Auch das Beladen des linearen Gradienten
war nicht so problemlos wie das Beladen des Stufengradienten. Nachdem der Zellextrakt auf
den Stufengradienten pipettiert wurde, war er dort - je nach niedrigster Konzentration des
Gradienten - gut als abgesetzte Phase sichtbar. Auch beim linearen Gradienten konnte eine

abgesetzte Phase beobachtet werden, allerdings nicht so deutlich wie beim Stufengradienten.

Abbildung 20: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme einer Vesikelisolierung. Gezeigt ist hier die unverdiinnte
sechste Fraktion einer Vesikelisolierung aus einem Stamm von A. nidulans, in dem das Enzym Endoglukanase mit
GFP fusioniert ist. Deutlich sichtbar sind hier unterschiedlich grofRe Vesikel.

Die untersuchten Stamme von A. nidulans unterschieden sich hinsichtlich der
Chitosomenbande nicht. Bei allen Stammen war nach der Ultrazentrifugation eine dunkle

Bande im unteren Drittel des Zentrifugenrohrchens sichtbar.

Die Zeit im Induktionsmedium hatte keinen Einfluss auf die Qualitat der Chitosomenfraktionen,
auch ein Uberimpfen der Kulturen von Minimalmedium auf Induktionsmedium anderte die

Fraktionen nicht.

Es wurden Vesikelisolierungen bei verschiedenen A. nidulans-Stammen durchgefiihrt. Stets
war ein Protein mit dem griin-fluoreszierenden Protein GFP markiert. Sowohl Stamme, in

denen Motorproteine mit GFP markiert waren, als auch Stamme, in denen andere Proteine,
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die vermutlich zum Spitzenkdrper transportiert werden, markiert waren, wurden zur

Vesikelisolierung verwendet.

Abbildung 21: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme einer Vesikelisolierung. Gezeigt ist hier die zehnte Fraktion
einer Vesikelisolierung aus einem Stamm von A. nidulans, in dem das Enzym Endoglukanase mit GFP fusioniert ist.
Deutlich sichtbar sind hier unterschiedlich groRe Vesikel, diese allerdings in wesentlich geringerer Anzahl als in der
sechsten Fraktion. Ein dhnliches Bild ergab sich bei den Stammen, in denen andere Proteine markiert wurden. Die
verwendete Verdlinnung entspricht der Verdlinnung, in der die sechste Fraktion mikroskopiert wurde.

Die unterschiedlichen Fraktionen der Vesikelisolierungen wurden anschlieRend im
Fluoreszenzmikroskop sowie mittels Western-Blot ndher untersucht. Es konnten signifikante
Unterschiede zwischen den einzelnen Fraktionen festgestellt werden. Die groRte Menge an
markierten Vesikeln fand sich stets in der sechsten und siebten Fraktion. Dies war bei allen
untersuchten Stammen von A. nidulans der Fall. Unter dem Mikroskop wurde die
Vesikelmenge durch Auszahlen der Vesikel, die sich in einer vorher definierten Flache

befanden, festgestellt.
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Abbildung 22: Western-Blot einer Vesikelisolierung. In diesem Fall wurde die Vesikelisolierung in einem Stamm
durchgefiihrt, in dem das konventionelle Kinesin mit GFP markiert wurde. Je Spur wurden in der SDS-PAGE 15 ng
Protein geladen. Deutlich sichtbar ist die héchste Konzentration des Fusionsproteins in der sechsten Fraktion.
AnschlieBend nimmt die Konzentration allmahlich ab. Motorproteine und assoziierte Vesikel wurden in den gleichen
Fraktionen nachgewiesen.

Im Western- und Dot-Blot wurden die isolierten Vesikelfraktionen direkt verdiinnt oder
unverdinnt verwendet. Mit allen drei Verfahren konnten die gleichen Zusammenhiange
hergestellt werden. Es konnte deutlich gezeigt werden, dass die meisten sekretorischen
Vesikel und ihre Motorproteine in der sechsten Fraktion vorhanden sind. Auch in den
folgenden Fraktionen finden sich noch einige Vesikel, deren Anzahl jedoch von Fraktion zu

Fraktion weiter abnimmt.

F10 F11 F12 F13 F14 F15 Fl16 F17

Abbildung 23: Dot-Blot einer Vesikelisolierung aus einem Stamm mit GFP-markiertem konventionellen Kinesin.
Der Dot-Blot diente dem schnellen Nachweis eines GFP-Signals in verschiedenen Fraktionen. Die Fraktionen wurden
unverdiinnt direkt nach ihrer Isolierung aufgetropft. Es wurde jeweils 20 pul der Originalfraktion verwendet. Auch im
Dot-Blot wurde das GFP-Signal zwischen der sechsten und der 13. Fraktion detektiert, die Ergebnisse aus den
Western-Blots wurden also bestatigt.

Verschiedene Vesikel in kiinstlichen Transportsystemen

Die isolierten Vesikel wurden, genau wie Latexkiigelchen mit unterschiedlichen Durchmessern
als kiinstliche Vesikel auch, als Transportgiiter in kiinstlichen Transportsystemen eingesetzt. Es
wurden unterschiedlichste Versuche durchgefiihrt. Die Vesikel konnten mit Kinesinen
beschichtet und tGber mit anti-Tubulin-Antikorpern fixierte Mikrotubuli transportiert werden.

Bei diesen Versuchen wurde die Geschwindigkeit der Vesikel gemessen, im Falle der
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kinstlichen Vesikel betrug sie durchschnittlich 1,23 um/s. Die aus A. nidulans isolierten Vesikel
konnten nur iber eine kurze Strecke beim Transport beobachtet werden, danach fielen sie von

den Mikrotubuli ab bzw. wurde ihr Fluoreszenzsignal bis zur Auflésungsgrenze abgeschwacht.

00:00:00.000 00:00:10813 00:00:20.766 00:00:30.861

00:00:40815 00:00:50.878 00:01:00815 00:01:10.863

Abbildung 24: Transport eines Latexkiigelchens iber einen einzelnen Mikrotubulus. Es lieRen sich einzelne
Kigelchen beobachten, die liber einzelne Mikrotubuli transportiert wurden. Die Latexkugeln wurden in diesem Fall
mit KinA beschichtet und die Mikrotubuli mit anti-Tubulin-Antikorpern auf der Glasoberflache fixiert. Nach Zugabe
von ATP konnte eine Bewegung der Kigelchen aufgezeichnet werden. Die Beobachtung war meist nur bei einzelnen
Kugelchen moglich, viele Kiigelchen fielen nach einigen Sekunden Bewegung Uber die Mikrotubuli von diesen
herunter, um anschlieRend auf einem benachbarten Mikrotubulus erneut transportiert zu werden. Der
GréRenmalistab entspricht 7 um.

Dieses System konnte auch herumgedreht und die Mikrotubuli
mitsamt gebundenen Vesikeln transportiert werden. In dieser
Versuchsanordnung wurden die kiinstlichen Vesikel mit anti-
Tubulin-Antikérpern beschichtet und an die Mikrotubuli
gebunden. Die Mikrotubuli wurden dann auf einen Objekttrager
pipettiert, der vorher mit funktionalen Motorproteinen
beschichtet wurde. In diesem Fall konnte ein Transport der
Vesikel durch die gleitenden Mikrotubuli beobachtet werden. Die
durchschnittliche Geschwindigkeit der Mikrotubuli betrug in
diesem Fall 1,45 um/s. Die Vesikel waren durch die Antikorper
fest an die Mikrotubuli gebunden, ein Abfallen der Vesikel

konnte nicht beobachtet werden.

Abbildung 25: Transport eines Mikrotubulus mit gebundenem Latexkiigelchen.
Der GroRenmalistab entspricht 3 um. Die Oberflache des Objekttrdagers wurde mit
funktionalem, konventionellem Kinesin aus A. nidulans beschichtet. Die Mikrotubuli
wurden mit anti-Tubulin-Antikorper-beschichteten Latexkiigelchen mit einem
Durchmesser von 1 um gemischt, bei Raumtemperatur inkubiert und anschliefend
mit ATP-haltigem Puffer auf den beschichteten Objekttrager gespiilt.
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Wurden Vesikel mit einem Durchmesser von mehr als 1 um verwendet, so konnten diese nicht
mehr von einem einzelnen Mikrotubulus transportiert werden. Ein Transport dieser grofReren
Vesikel durch mehrere parallele Mikrotubuli konnte in seltenen Ausnahmeféllen beobachtet
werden. In entsprechender Verdiinnung wurden die Mikrotubuli jedoch an die Latexkugeln
gebunden und konnten diese nicht mehr fortbewegen.

Abbildung 26: Bindung eines Mikrotubulus an ein immobiles Latexkiigelchen. Die Latexkiigelchen hatten einen
Durchmesser von 2 um und wurden mit konventionellem Kinesin mit einer Rigormutation beschichtet.
AnschlieBend wurden sie auf einem Objekttrager pipettiert. Nach Zugabe von rot gefarbten Mikrotubuli und ATP
konnte eine Bindung der Mikrotubuli an die Kiigelchen beobachtet werden. Der Mikrotubulus wurde mit der Spitze
an das Kiigelchen gebunden und dadurch ebenfalls immobilisiert. Der GréBenmalistab entspricht 4 um, die Bilder
wurden in einem Abstand von jeweils 5 s zueinander aufgenommen.

00:00:00.000 00:00:09.969

00:00:20.046

00:00:30.000 00:00:39.921

00:00:50.001

Abbildung 27: Transport eines einzelnen Latexkiigelchens iiber einen einzelnen Mikrotubulus. Der
Versuchsaufbau ist wie bei Abb. 24, hier wurde allerdings das menschliche Kinesin Kif5a zur Beschichtung der
Latexkiigelchen verwendet. Auch in diesem Experiment konnte ein Herunterfallen mit anschlieRender
Wiederaufnahme des Transports auf einem anderen Mikrotubulus beobachtet werden. Einzelne Kiigelchen konnten
jedoch, wie hier gezeigt, bei einem langeren Transport Uber die Mikrotubuli beobachtet werden. Der
Grollenmalstab entspricht 10 um.

Wurden die Latexkiligelchen in niedrigerer Verdiinnung eingesetzt, konnte eine Agglutinierung
beobachtet werden. Durch dieses Verhalten wurde eine Anderung der Mikrotubulibewegung
erzielt: Die Mikrotubuli wurden durch die natirlichen Hindernisse deutlich sichtbar in ihrer
Bewegung gehindert. Es konnte ein Transport der Mikrotubuli zwischen den Hindernissen

hindurch beobachtet werden. Die Mikrotubuli wurden dabei von den Latexkiigelchen
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abgelenkt, es konnte ein regelrechtes AnstoRen vor der Richtungsanderung der Mikrotubuli
beobachtet werden. Durch die vorherige Beschichtung der Latexkiigelchen mit anti-Tubulin-
Antikdrpern konnten die agglutinierten Kigelchen als Fallen fiir die Mikrotubuli verwendet
werden. Diese wurden an die Kigelchen gebunden und waren anschlielRend unfidhig zur

weiteren Bewegung.

.

Abbildung 28: Agglutinierte Latexkiigelchen als Hindernisse fiir Mikrotubuli. In diesem Versuchsaufbau gleitet ein
einzelner Mikrotubulus in ein Gebilde aus mehreren Latexkugeln hinein. Die Kugeln wirken als raumliches Hindernis.
Es kann eine deutliche Richtungsdanderung der Mikrotubuli beobachtet werden. Der GroRenmaRstab entspricht 5
um, die Bilder wurden im Abstand von jeweils 5 s aufgenommen.
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Abbildung 29: Beschichtete Latexkiigelchen als Falle fiir Mikrotubuli. Die Latexklgelchen wurden mit anti-Tubulin-
Antikorpern beschichtet. Glitten Mikrotubuli in das Gebilde hinein, waren sie anschliefend angeheftet und damit
bewegungsunfiahig. AuRerhalb des Kiigelchengebildes konnte eine Bewegung der Mikrotubuli wie in den anderen
Experimenten beobachtet werden. Der GroRenmalstab entspricht 5 um, die Aufnahmen wurden im Abstand von 5
s aufgenommen.

Elektronenmikroskopie

Die Vesikelfraktionen wurden im Laboratorium fiir Elektronenmikroskopie (LEM) am KIT naher
untersucht. Hierzu wurden die Vesikelfraktionen, in denen durch Dot- oder Western-Blot
bereits die Motorproteine nachgewiesen werden konnten, mit anti-GFP-Goldpartikeln
markiert. Das angewandte Verfahren dhnelt dem eines Western-Blots. Die vesikelhaltige Probe
wurde in unterschiedlichen Verdiinnungen direkt auf einen Probenhalter zur Elektronen-
mikroskopie aufgetropft, mit Glutaraldehyd fixiert, dehydratisiert und dann wie unter Material

und Methoden beschrieben weiter behandelt.
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Abbildung 30: TEM-Aufnahme einer Vesikelfraktion. Die verwendete Vesikelfraktion war die sechste Fraktion einer
Isolierung von Vesikeln aus einem Stamm, in dem das Motorprotein KinA mit GFP markiert war. Die Vesikelfraktion
wurde unverdinnt auf einen Probenhalter aufgetropft, mit anti-GFP-Antikorper und anschlieRend mit
goldpartikelhaltigem Sekundarantikorper behandelt. In dieser Aufnahme sind mehrere einzelne Vesikel sichtbar, an
denen viele Motorproteine, die mit Goldpartikeln markiert und damit sichtbar gemacht wurden, zu sehen sind. Ein
Vesikel wurde durch die gelbe gestrichelte Umrandung herausgehoben. Durch diese Methode sind die Vesikel nicht
direkt sichtbar, wohl aber die ihnen anhdangenden Motorproteine. Das Experiment lasst daher Riickschlisse auf die
Anzahl der assoziierten Motorproteine zu.

Das verwendete Transmissionselektronenmikroskop der Firma Carl Zeiss konnte die einzelnen
Goldpartikel detektieren. Es konnte gezeigt werden, dass an einzelnen Vesikeln stets mehrere
Motorproteine gebunden waren. Die Anzahl der an ein einzelnes Vesikel gebundenen
Motorproteinen variierte jedoch von Praparation zu Prdparation und von Motorprotein zu
Motorprotein  stark. Die Vesikelfraktionen wurden moglichst frisch fir die
Elektronenmikroskopie vorbereitet sowie stets auf Eis aufbewahrt, allerdings vergingen
zwischen Vesikelisolierung und Elektronenmikroskopie stets einige Stunden. Vermutlich
verlieren in diesem Zeitraum einige Motoren ihre Bindung an die Vesikel. Auch in der
aufwandigen Vorbereitung fir das TEM gingen sehr wahrscheinlich viele Motoren verloren.
Die tatsachliche Anzahl der Motoren pro Vesikel dirfte also in vivo deutlich héher sein als bei

den in vitro-Untersuchungen gefunden wurden.
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Abbildung 31: VergroBerung eines einzelnen Vesikels. Diese Aufnahme wurde so prépariert, wie bei Abb. 30
beschrieben. Deutlich sichtbar sind hier mehrere Goldpartikel, die alle an einem in dieser Aufnahme nur undeutlich
sichtbaren Vesikel gebunden sind. Jeder Goldpartikel ist an ein einzelnes Kinesinmolekiil gebunden. Der obere
Kasten ist eine VergroRerung des unteren Ausschnitts.
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Abbildung 32: Durchschnittliche Anzahl der Motorproteinmolekiile pro Vesikel. Die Anzahl der gebundenen
Goldpartikel je Vesikel wurde manuell ausgezahlt. Es wurden jeweils 100 Vesikel ausgewertet.
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Isolierung und Charakterisierung sekretorischer Vesikel

Sekretion in A. nidulans und anderen filamentoésen Pilzen
In in vitro-Experimenten wachsen und schrumpfen Mikrotubuli kontinuierlich, sie befinden sich

in einem dynamischen Gleichgewicht. Da die sekretierten Proteine in A. nidulans und anderen
filamentoésen Pilzen Uber das Mikrotubuli-Zytoskelett in Richtung Peripherie transportiert
werden, sind Mikrotubuli in vivo am Minusende stabilisiert und schrumpfen und wachsen
hauptsachlich am Plusende dynamisch. In den meisten hoéheren Eukaryoten entstehen
Mikrotubuli am Mikrotubuli-organisierenden Zentrum (MTOC), ihr Plusende wachst dabei in
Richtung Zellperipherie (Keating and Borisy, 1999). In A. nidulans konnte gezeigt werden, dass
zytoplasmatische MTOCs sowie MTOCs, die mit Septen assoziiert sind, verantwortlich fir die
Bildung und Aufrechterhaltung des Mikrotubulinetzwerkes innerhalb der Zelle sind (Veith et
al., 2005). Die Mikrotubuli sind entlang der Langsachsen orientiert (Ho6g and Antony, 2007).
Um die Sekretion verschiedenster Proteine in A. nidulans und anderen filamentdsen Pilzen zu
verstehen, wird derzeit intensiv an der Mikrotubuli dynamik inner- und aulRerhalb von Zellen
geforscht. Verschiedene Proteine, die sich am Plusende wachsender Mikrotubuli sammeln,
regulieren die Dynamik der Mikrotubuli und sind sehr wichtig fiir die Interaktion von
Mikrotubuli und Cortex (Akhmanova and Hoogenraad, 2005) (Efimov et al., 2006) . Diese
Proteine stehen daher im Zentrum des Interesses vieler Untersuchungen. Wichtig fiir das
Wachstum des Pilzes sind Mikrotubuli hauptsachlich als Transportwege fir verschiedene, im
Zellinneren sekretierte Proteine. Die Proteine werden iber die Mikrotubuli an ihren

Bestimmungsort, die Zellperipherie, transportiert.

Hyphenwachstum von filamentésen Pilzen ist ein komplizierter und stark regulierter Komplex,
der durch viele verschiedene Prozesse beeinflusst wird. Die Zellwand wird synthetisiert und
geformt, die Membran wird transportiert und stetig vergroRert, das Zytoplasma bewegt sich
und viele andere Prozesse laufen stetig ab (Torralba and Heath, 2001) (Virag and Harris, 2006).
In der Hyphenspitze lasst sich eine Struktur ausmachen, die fir das Spitzenwachstum mit
verantwortlich ist: der Spitzenkorper. Er besteht aus akkumulierten Vesikeln und bestimmt die
Wachstumsrichtung der Hyphe (Grove and Bracker, 1970) (Riquelme et al., 1998). Seine
genaue Struktur und Organisation konnte bis heute nicht genau geklart werden. Es wird
allerdings vermutet, dass er als vesicle supply center fiir die wachsende Hyphe dient. Nach
diesem Modell werden Vesikel zum Spitzenkorper iber Mikrotubuli transportiert, um dort
Uber Aktinfilamente zum Zellkortex weitertransportiert zu werden. Beweise fiir dieses Modell

gibt es zum derzeitigen Zeitpunkt nicht, wohl aber deutliche Hinweise. Werden Mikrotubuli in
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der lebenden Zelle durch Benomyl oder dhnliche Reagenzien gestort, so ist der intrazellulare
Vesikeltransport deutlich eingeschrankt (Howard and Aist, 1980) (Howard, 1981). Auch durch
eine Beeinflussung der beteiligten Motorproteine wird dieses Modell gestitzt. Wird das
konventionelle Kinesin in A. nidulans oder N. crassa deletiert, so wird die Wachstumsrate der
Pilze deutlich eingeschrankt (Seiler et al., 1997) (Requena et al., 2001). In N. crassa konnte in
diesen Mutanten die Spitzenkorperstabilitdt und die Proteinsekretion als deutlich
eingeschrankt beobachtet werden (Seiler et al., 1997) (Seiler et al., 1999). Dies deutet darauf
hin, dass in filamentoésen Pilzen der Vesikeltransport dhnlich reguliert wird wie der axonale
Transport in Neuronen. Es konnte mittlerweile gezeigt werden, dass exozytotische Vesikel am
Spitzenkorper akkumulieren und von dort zur Membran transportiert werden (Taheri-Talesh et
al., 2008). An der Membran, einige Mikrometer hinter der wachsenden Hyphenspitze, werden
die Proteine durch Endozytose wiederverwertet. Daher sind Exo- und Endozytose wichtige
Prozesse flir das Hyphenwachstum filamentoser Pilze. An der Hyphenspitze (ibernehmen
wahrscheinlich Aktinfilamente den Transport zur Membran. Das Aktinzytoskelett in
filamentosen Pilzen ist deutlich schwacher ausgepragt als das Mikrotubulinetzwerk. Es wird
daher angenommen, dass Aktin wichtig fir die Sekretion der Proteine ist, aber alleine nicht
ausreicht, um ein Wachstum der Hyphe zu ermdglichen (Wendland and Philippsen, 2001)
(Bassilana and Arkowitz, 2006).

Experimente mit verschiedenen Proteinen weisen auf einen eventuell vorhandenen
alternativen Transportweg der Proteine zum Spitzenkorper hin. So existieren in einigen
eukaryotischen Zellen auch Transportwege ohne ein funktionierendes Golgi/ER-System, Giber
die beispielweise Proteine wie FGF-1, FGF-2, Galectin-1 und Leishmania HASPB transportiert
werden (Nickel, 2003). In diesen Fallen gibt es in der Plasmamembran der Zelle bestimmte
Transporter, die fir den Transport der Proteine verantwortlich sind. Eine andere Moglichkeit
des unkonventionellen Proteintransports besteht auch in der Auflésung der Membran und
dem dadurch bedingten Freisetzen der Proteine (Nickel, 2005). Andere Autoren gehen davon
aus, dass die Proteine zufallig durch die Zelle transportiert werden oder diffundieren und ihren
Zielort durch bestimmte kurze Proteinsequenzen erkennen (Rayner and Pelham, 1997). Bei
einigen alternativen Transportwegen spielt Ubiquitin eine entscheidende Rolle. Ubiquitinierte
Membranproteine werden in vielen Fallen in endosomale Vesikel aufgenommen (Reggiori and
Pelham, 2001). Einige Untersuchungen weisen auch auf eine Kompartimentierung der
eukaryotischen Zelle hin. In den einzelnen Kompartimenten dieser Zellen ist der Transport auf
unterschiedliche Art verwirklicht (Riquelme et al., 2002). Unterschiedliche Transportmethoden
in ein und derselben Zelle werden auch fir strukturell sehr dhnliche Proteine beschrieben

(Roncero, 2002). Auch die Mikrotubuli sind in vielen Zellen an einen bestimmten Ort
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gebunden, so dass die Proteine, die Uber den herkdmmlichen Transportweg transportiert
werden, an ihren Bestimmungsort gelangen (Diaz et al., 1992). Bestimmte Mikrovesikel
assemblieren sich nach Auffassung einiger Autoren selber aus 16S-Untereinheiten, anstatt aus
membrandsen Strukturen auszuknospen. Eine solche Selbst-Assemblierung kann im Zytosol
oder in Vakuolen stattfinden, so dass multivesikuldre Strukturen entstehen kénnen (Bracker et
al., 1976). Die Experimente der vorliegenden Arbeit weisen auf den konventionellen
Transportweg der untersuchten Proteine hin. Die untersuchten sekretorischen Vesikel werden
sowohl in vivo als auch in vitro Uber das System aus Mikrotubuli und Motorproteinen
transportiert. Die Ergebnisse dieser Arbeit deuten daher auf den konventionellen

Transportweg sekretorischer Vesikel in A. nidulans hin.

Identifizierung und Markierung neuer Proteine im Spitzenkérper

Durch die Etablierung eines Systems zur lIsolierung von sekretorischen Vesikeln aus dem
Spitzenkoérper von A. nidulans stehen nun alle Komponenten fiir den Aufbau eines in vitro
Transportsystems zur Verfliigung: Mikrotubuli kbnnen tGber das oben beschriebene System der
Polymerisierung und Depolymerisierung aus Schweinehirn isoliert werden, verschiedene
Kinesine und Kinesinkonstrukte kénnen in E. coli exprimiert werden und sekretorische Vesikel
kénnen aus A. nidulans isoliert werden. Da Mikrotubuli und Vesikel fluoreszent markiert sind,
kann das komplette System unter dem Mikroskop beobachtet werden. Im Rahmen der
Isolierung der sekretorischen Vesikel konnten die verschiedenen Fraktionen miteinander
verglichen werden. In der SDS-PAGE konnten einige Proteine lokalisiert werden, die in Vesikel
verpackt in den Spitzenkorper transportiert werden. Diese Proteine konnten von der Firma
toplab mittels Elektrospray-lonisierung und anschlieBender MALDI-TOF naher charakterisiert
werden. Neben einigen bisher uncharakterisierten Proteinen befand sich auch das Enzym
endo-1,4-B-Glukanase in den isolierten sekretorischen Vesikeln. Dieses Enzym wurde
beispielhaft fluoreszenzmarkiert. Die Untersuchungen der fluoreszenzmarkierten Stamme von
A. nidulans zeigen deutlich den Transport der Glukanase zum Spitzenkorper. Das Enzym wird
dabei lGber Mikrotubuli transportiert, die in ihrer Struktur gut erkennbar sind. Die Glukanase
kann also zukiinftig als Markerprotein fiir den Spitzenkorper eingesetzt werden. Viele weitere
Proteine, die im Spitzenkorper akkumulieren, kénnen durch diesen Ansatz gefunden und
markiert werden. Die fluoreszenzmarkierten Glukanase-Vesikel wurden anschlieBend isoliert
und im in vitro Transportsystem eingesetzt. Es konnte eine Bewegung lber Mikrotubuli
beobachtet und quantitativ ausgewertet werden. In Zukunft konnen die isolierten Vesikel
weiter funktionalisiert werden und dadurch mehr und mehr an das nanoskalige
Transportsystem angepasst werden. Die Funktion der Endoglukanase in vivo ist die Hydrolyse

von Zellulose. Diese Hydrolyse findet an der Hyphenspitze statt und ermdoglicht dem Pilz
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dadurch, sich mehr Platz zur Fortbewegung zu verschaffen. Da das Protein jedoch im
Zellinneren sekretiert wird, muss es zunachst tber das Zytoskelett des filamentdsen Pilzes zur
Peripherie transportiert werden. Proteine mit dhnlicher Funktion kénnen in Zukunft ebenfalls

fluorezenzmarkiert werden und in diesem Transportsystem eingesetzt werden.

Ein Transportsystem aus pilzlichen Bestandteilen

Der filamentdse Ascomycet A. nidulans ist, wie andere Pilze aus dieser Abteilung auch, ein
hervorragender Modellorganismus zur zellbiologischen Untersuchung von sehr polaren Zellen.
Aus Untersuchungen zum polaren Wachstum von A. nidulans konnen Rickschlisse auf das
Wachstum von polaren Zellen héherer Eukaryoten geschlossen werden. Solche polaren Zellen
sind zum Beispiel Neuronen. Doch auch das polare Wachstum des Ascomyceten ist ein duerst
faszinierender Prozess, sein Verstandnis kann helfen, Pilzerkrankungen in Menschen, Tieren
und Pflanzen besser zu verstehen und zu kontrollieren. Auch die vielfiltigen
Einsatzmoglichkeiten von Pilzen in der Biotechnologie werden mit einem besseren Verstandnis
der Wachstumsprozesse von A. nidulans in der Zukunft weiter zunehmen. In dieser Arbeit ging
es jedoch nicht nur darum, elementare Bestandteile des Wachstumsprozesses von A. nidulans
naher zu chrakterisieren. Diese Bestandteile sollten vielmehr in einem Transportsystem im
Nanomalstab auBerhalb des Pilzes Verwendung finden. Solche Transportsysteme werden in
nicht allzu ferner Zukunft in lab-on-a-chip-Anwendungen genutzt werden (Hess et al., 2004)
(Muthukrishnan et al., 2006). Einer der groBen Vorteile solcher aktiven Transportsysteme mit
Bestandteilen aus lebenden Zellen ist, dass hier auch Transportgiiter gegen ein
Konzentrationsgefdlle transportiert werden kénnen. Auch der Transport in Nanordhren, in
denen enorme Kapillarkrafte wirken, wird so ermdoglicht. AuRerdem bendtigt ein solches
Transportsystem keine Energiezufuhr von auflen, samtliche benétigte Energie wird durch das
ATP direkt am Ort des Verbrauchs bereitgestellt (Den and Huang, 2006). Ein grofRes Problem
dieser nanoskaligen Transportsysteme ist der gerichtete Transport der Frachten. Daher
werden die molekularen Motoren und ihre Schienen, die Mikrotubuli, in Zukunft in kinstliche
miniaturisierte Systeme integriert werden miissen. Eine ganze Reihe von Arbeitsgruppen
beschéftigt sich derzeit mit diesen Problemen, sie konnten zeigen, dass miniaturisierte
Hindernisse wie Wande und Kanadle dazu benutzt werden kénnen, die Richtung und
Geschwindigkeit von transportierten Mikrotubuli und Giitern zu beeinflussen (Hiratsuka et al.,
2001). In allen bisherigen Versuchen ist die Oberfliche der Kanile offen, damit die
Pufferlosungen tiberhaupt an die gewiinschten Orte flieRen kénnen. Daher diffundieren etliche
der gebundenen Mikrotubuli mit der Zeit aus der Versuchsanordnung heraus, bei einigen
Autoren mehr als die Hélfte aller beobachteten Mikrotubuli (Clemmens et al., 2004) (van den

Heuvel et al., 2005). Daher ist es sehr schwierig, eine kontrollierte Bewegung Uber lange
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Distanzen zu erzielen. Genauso schwierig ist es, mit den existierenden Systemen eine hohe
Dichte an gleich orientierten Mikrotubuli zu erreichen. In der Zukunft wird es daher von
enormer Bedeutung sein, Methoden zu entwickeln, mit denen geschlossene nanoskalige
Systeme geschaffen werden kdnnen, die mit Motoren funktionalisiert werden kénnen und in

denen die Mikrotubuli nicht aus den Kanalen herausdiffundieren konnen.

Bestandteile des Transportsystems: Tubulin

Einen essentiellen Bestandteil der im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Versuche stellt das
bendtigte Tubulin in seiner polymerisierten Form als Mikrotubuli dar. Die Tubulinisolierung
wurde nach einem modifizierten Protokoll von Williams (Williams and Lee, 1982) durchgefiihrt.
Am urspriinglichen Protokoll mussten zur erfolgreichen Reproduzierbarkeit einige
Veranderungen durchgefiihrt werden, allerdings gelangen die anschlieBenden
Tubulinisolierungen dann problemlos. Im Originalprotokoll wird die Tubulinsiolierung mit
Rinderhirn durchgefiihrt. Da Rinderhirne derzeit zunachst auf eventuelle Plagues durch BSE
untersucht werden, gab es keine Moglichkeit, frisches Rinderhirn fiir die Tubulinisolierung zu
erhalten. Das noétige Rinderhirn wurde daher, wie bei anderen Autoren auch, durch
Schweinehirn ersetzt (Castoldi and Popov, 2003). Es wurden jeweils zehn Schweinehirne zur
Tubulinisolierung verwendet, diese wurde je nach Bedarf etwa alle zwei Monate durchgefiihrt.
Die Qualitat des erhaltenen Tubulins hing in erster Linie von der Frische der verwendeten
Schweinehirne ab. Es musste zligig und exakt gearbeitet werden, um eine hohe Ausbeute
reinen Tubulins zu erhalten. Ein Teil des isolierten Tubulins wurde anschliefend
fluoreszenzmarkiert (Desai and Mitchison, 1998). Dabei wurden zwei verschiedene
Fluoreszenzfarbstoffe verwendet, so dass rotes und gelbes Tubulin erzeugt werden konnte.
Beide Fluoreszenzmarkierungen erreichten die gleiche Qualitat. Es existieren eine ganze Reihe
unterschiedlichster Fluorezenzfarbstoffe auf dem Markt, es ist also moglich, Tubulin in einer
ganzen Bandbreite verschiedenster Farben zu erzeugen. Das markierte Tubulin konnte mit
unmarkiertem gemischt und nach Zugabe von GTP polymerisiert werden. Auch hinsichtlich der
Polymerisation und des Mischungsverhaltnisses traten keine groRen Unterschiede zwischen
gelbem und rotem Tubulin auf. Im Gliding assay konnte die Bewegung der markierten
Mikrotubuli Gber einen Objekttrager aufgezeichnet und ausgewertet werden. Auch hier gab es
— bei der Verwendung der gleichen Motorproteine — keine Unterschiede in der

Geschwindigkeit zwischen gelben und roten Mikrotubuli.
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Aufbau der Straf3en: Polymerisierung des Tubulins

In der vorliegenden Arbeit wurden Tubulin-Proteine aus Schweinehirnen isoliert und mit dem
Fluoreszenzfarbstoff Rhodamin markiert. Die Proteine konnten mittels Western-Blot-Analyse
detektiert werden. Die markierten Tubulin-Proteine konnten mit unmarkierten verdiinnt und
zu Mikrotubuli polymerisiert werden. Polymerisation und Depolymerisation der Mikrotubuli
wurden sowohl unter dem Mikroskop als auch photometrisch nachgewiesen. Die
Polymerisation konnte dabei lber einen langeren Zeitraum beobachtet werden und durch ein
Absenken der Temperatur verlangsamt bzw. gestoppt werden. Die polymerisierten
Mikrotubuli konnten mit unterschiedlichen Konstrukten der Motorproteine KinA und KipA auf
einem Objekttrager in ihrer Bewegung beobachtet werden. Dieser Assay kann noch fir eine
Vielzahl weiterer Motorproteine verwendet werden. Auch Rigormutanten der verwendeten
Motorproteine wurden mit diesem Versuchsaufbau getestet. Mit dieser Mutante kdnnen die
Mikrotubuli auf einer Oberflache fixiert werden, aber auch Latex-Kiigelchen und Quantum
Dots beschichtet werden. Die so beschichteten Kiigelchen kdnnen dann - unfahig zur
Bewegung - auf Mikrotubuli befestigt werden. Die Kiigelchen wurden mit verschiedenen
anderen Motorproteinen beschichtet und ihre anschlieende Bewegung lber die Mikrotubuli
ausgewertet. Im Rahmen dieser Dissertation wurden auRerdem Strukturen aus Phospholipiden
erzeugt, die, mittels Nickel-NTA-Zusatz und verschiedener Kinesine, als StraRen zur Bewegung
der Mikrotubuli genutzt werden konnten. Die Motorproteine konnten zum Zweck der
StraRenbildung auch direkt mit DPN auf ein Deckglas aufgebracht werden. Wurden die
Untersuchungen mit eingefrorenen und wiederaufgetauten Kinesinen durchgefiihrt, so konnte
lediglich ein Zucken der Mikrotubuli, aber keine gerichtete Bewegung beobachtet werden. Die
Motorproteine verlieren also durch Einfrieren und Abtauen ihre Fahigkeit zur ATP-Hydrolyse
und binden die Mikrotubuli dann mehr oder weniger fest an die Glasoberflache. ATP- und zur
Polymerisation bendtigte GTP-Losungen mussten frisch angesetzt werden, ebenso der
Enzymmix und die Glukoselosung. Die polymerisierten und Taxol-stabilisierten Mikrotubuli
konnten problemlos fiir etwa eine Woche bei Raumtemperatur aufbewahrt und fir weitere

Untersuchungen verwendet werden.
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Test der Komponenten: Gliding Assay

Zur schnellen Uberpriifung der Komponenten des angestrebten Transportsystems wurden
Gliding Assays durchgefiihrt. Durch diese Versuche konnte schnell festgestellt werden, ob die
Komponenten des Transportsystems sowie die verwendeten Puffer funktionsfahig waren. Die
Kinesinkonstrukte wurden auf einen Objekttrager aufgebracht, anschliefend wurden
Mikrotubuli, ATP und die bendtigten Puffer zugegeben. Unter dem Fluoreszenzmikroskop
konnte nun — sofern alle Komponenten funktionsfahig waren — eine Bewegung der Mikrotubuli
beobachtet werden. Auch andere Autoren nutzen Gliding Assays als schnelle Testmethode
(Jeune-Smith et al., 2010). Die Geschwindigkeit der Mikrotubuli variiert in den Gliding Assays je
nach verwendetem Motorproteinkonstrukt. Die Verwendung unterschiedlicher Mikrotubuli
(unterschiedliche Linge oder unterschiedliche Farbe) zeigte keine Unterschiede in der

gemessenen Geschwindigkeit der Mikrotubuli.

Etablierung der Vesikelisolierung

Fiir den Bau eines nanoskaligen in vitro Transportsystems wurden neben den Mikrotubuli als
StralRen oder Schienen und den Motoren zudem Transportfrachten bendétigt. Es wurde sowohl
mit kilnstlichen Transportfrachten wie Latex-Kiigelchen und Quantum-Dots, als auch mit
natirlichen Vesikeln gearbeitet. Im Rahmen dieser Dissertation wurden sekretorische Vesikel
aus dem Spitzenkorper von A. nidulans isoliert. Diese Vesikel wurden in einer oder mehreren
Fraktionen des Saccharosegradienten nachgewiesen. Es sind kleine leuchtende Plinktchen
sichtbar, die sich deutlich von der Autofluoreszenz anderer Objekte abheben und eine GroéRe
von unter 0,1 um aufweisen. Die Fraktionen konnten mehrmals eingefroren und aufgetaut
werden, ihre Fluoreszenz ging dadurch nicht verloren. Allerdings konnte nach mehrmaligem
Einfrieren und anschlieBendem Auftauen keine Bewegung der Vesikel tber die Mikrotubuli
mehr beobachtet werden. Diese Beobachtung wurde auch mit den verwendeten Kinesinen
gemacht (siehe unten). Die Etablierung einer reproduzierbaren Isolierung der Vesikel
erforderte einige Vergleiche schon bestehender Isolierungsmethoden. Schon in den 1970er
Jahren entwickelte Salomon Bartnicki-Garcia ein Verfahren zur Chitosomenisolierung (Bracker
et al., 1976). Dieses Verfahren wurde im Laufe der Jahre verbessert (Bartnicki-Garcia et al.,
1984) (Kamada et al., 1991) (Bartnicki-Garcia, 2006). Auch zellbiologische Arbeitsgruppen
benutzen isolierte Vesikel fiir in vitro Versuche (Astanina and Jacob, 2010). Die Protokolle
beider Methoden wurden fiir die vorliegende Dissertation kombiniert und fir A. nidulans
optimiert, bis die Ergebnisse zufriedenstellend waren. Mit dem nun etablierten Protokoll
kdnnen aus A. nidulans und N. crassa und damit wahrscheinlich aus vielen anderen

filamentosen Pilzen auch, sekretorische Vesikel aus dem Spitzenkorper isoliert werden. Die
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isolierten Vesikel sind voll Funktionsfahig und kénnen durch ihre eigenen Motorproteine auch

im in vitro-Versuchsaufbau transportiert werden.

Artifizielle und natiirliche Vesikel

Im Rahmen dieser Arbeit wurden unterschiedlichste Vesicle Assays durchgefiihrt und etabliert.
Es wurden Experimente mit klinstlichen sowie mit natlrlichen Vesikeln gemacht. Zunachst
wurden die Vesikel oder Latexkiigelchen mit anti-Tubulin-Antikdrpern beschichtet und
konnten anschlieend an Mikrotubuli gebunden werden. Wurden diese Mikrotubuli im Gliding
Assay eingesetzt, so wurden die gebundenen Transportgiiter mit den Mikrotubuli zusammen
transportiert. Fiir verschieden groRe Latexkiigelchen konnte ein solcher Transport gezeigt
werden, die gemessenen Geschwindigkeiten entsprechen dabei den vorher berechneten
Geschwindigkeiten der jeweils eingesetzten Motorproteine. Gebundene Vesikel beeinflussen
die Geschwindigkeit der gleitenden Mikrotubuli daher nicht, sie werden weder schneller noch
langsamer. Dies wurde durch dhnliche, friihere Experimente anderer Autoren ebenfalls gezeigt
(Korten and Diez, 2008) (Nitzsche et al., 2008). Dem Transport von an Mikrotubuli
angehefteten Giltern wird sehr wahrscheinlich in Zukunft keine groRere Bedeutung
zukommen. Es mussen erst wirkungsvolle Methoden gefunden werden, die Frachten wieder
von den Mikrotubuli zu 16sen. Zudem missen Methoden geschaffen werden, die Mikrotubuli
gerichtet zu transportieren. Dies kann durch Kandle (Den and Huang, 2006) oder durch den
Einsatz bestimmter Beschichtungsverfahren, wie zum Beispiel der DPN in dieser Arbeit,
erfolgen. Eine flir spatere lab-on-chip Verfahren geeignetere Methode des gerichteten
Transports stellt die Beforderung der Vesikel Uber fixierte Mikrotubuli dar. Bei dieser
Transportmethode werden die Mikrotubuli so fixiert, dass sie als StraRen oder Schienen zur
Beforderung genutzt werden kénnen. Auch bei dieser Methode miissen zundchst noch
Moglichkeiten zur gerichteten Fixierung der Mikrotubuli gefunden werden. Auch hier kénnen
Kanale und/oder DPN eingesetzt werden. In dieser Arbeit konnte der Transport sowohl von
nativen Vesikeln aus A. nidulans als auch von kinstlichen Latexkiigelchen verschiedenster
GroRen gezeigt werden. Die Geschwindigkeit der transportierten Vesikel und Kiigelchen wurde
bei diesen Versuchen von der Geschwindigkeit des jeweils transportierten Motors bestimmt.
Naturliche Vesikel bewegten sich im Jin vitro System mit annahernd der gleichen

Geschwindigkeit, wie sie auch in vivo bestimmt werden konnte.
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Elektronenmikroskopie

Durch die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Versuche mit der Elektronenmikroskopie
konnte gezeigt werden, dass die aus A. nidulans isolierten Vesikel von jeweils einer groReren
Anzahl an Motorproteinen bewegt werden. Bisher ist nicht endglltig geklart, ob Vesikel von
einem oder mehreren Motoren (iber das Zytoskelett transportiert werden (Ou et al., 2010)
(Xue et al., 2010). Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass an einzelnen sekretorischen
Vesikeln deutlich mehr als ein einzelnes Motorprotein gebunden ist. Die sogenannte push-and-
pull-Theorie (Duke, 2002) geht davon aus, dass an einem Vesikel mehrere unterschiedliche
Motorproteine sitzen. Je nach Uberzahl der einen oder anderen Motorproteine bewegt sich
das Vesikel in die eine oder andere Richtung. Weitergehende Tests auf andere Motorproteine
auBerhalb der Kinesin-Familie konnten hier Klarheit bringen. Es ist denkbar, solche
elektronenmikroskopische Aufnahmen in Zukunft auch mit Vesikeln aus A. nidulans-Stammen,
in denen andere Motorproteine markiert wurden, durchzufiihren. Vermutlich werden an den
Vesikeln auch Dyneine und Myosine gebunden sein, wenn auch sehr wahrscheinlich in deutlich

geringerer Anzahl (DeVille and Vanden-Eijnden, 2008).
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Chemikalien und Materialien

Material und Methoden

Die verwendeten Chemikalien und Reagenzien wurden, sofern nicht anders angegeben, von

den Firmen Roth (Karlsruhe), AppliChem (Darmstadt), Merck (Darmstadt), Roche (Mannheim),

Sigma (Taufkirchen), BioMol (Hamburg) und Stratagene (Amsterdam, NL) bezogen. Die

Polyvinyldifluorid-Membran stammte von der Firma A. Hartenstein (Wirzburg), Miracloth-

Filtermaterial von Calbiochem (Heidelberg).

Alle mikroskopischen Arbeiten wurden an einem Zeiss AxiolmagerZ.1 mit einer Zeiss

AxioCamMR durchgefiihrt, die Steuerung des Mikroskopes erfolgte durch die Software

AxioVision von Zeiss.
Organismen und mikrobiologische Methoden

Organismen und Stamme

In dieser Arbeit wurde mit folgenden Stdmmen von A. nidulans und E. coli gearbeitet:

Tabelle 1: Verwendete A. nidulans-Stamme mit Genotypen und Herkunft

Stamm Genotyp Referenz

GR5 pyrG89; wA3; pyroA4; veAl G.May, Houston, USA
SDV90b AkinA; alcA(p)::kinA::GFP Veith, 2006

SSK92 alcA(p)::GFP::kipA; pyroA4 Konzack et al., 2005
SNZ2 alcA(p)::GFP::uncA; pyroA4 Zekert, 2006

SJS21 alcA(p)::GFP::chsa diese Arbeit

SJS22 alcA(p)::GFP::chsb diese Arbeit

SJS34 chsa::GFP diese Arbeit

SIS37 alcA(p)::GFP::eglA diese Arbeit

SJS38 alcA(p)::GFP::eglB diese Arbeit

SJS39 eglA::GFP diese Arbeit
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SJS40 eglB::GFP diese Arbeit

Tabelle 2: Verwendete E. coli-Stamme mit Genotypen und Herkunft
Stamm Genotyp Referenz

XL1- Blue recAl, endAl, gyrA96, thi-1, Stratagene, Lalolla, USA
hsdR17, supE44, erlAl,
lac[F’proAB lac/QZEM15:Tn10
(TetR)]

ToplOF® F’ mcrA A(mrr-hsdRMS- Invitrogen, Leek, NL
mcrBC), @80 lacZ
AM15AlacX74, deoR, recAl,
araD139A(ara- leu) 7679,
galU, galK, rpsL, (Strr) endAl,
nupG

Kultivierung von A. nidulans und E. coli

Die Medien zur Kultivierung von A. nidulans wurden wie von Pontecorvo beschrieben
hergestellt (Pontecorvo, 1953). Je nach Stamm und Versuch wurden die Medien mit Vitaminen
und/oder Aminosduren komplementiert. Zur Herstellung von Festmedien wurden zusatzlich

1,5% (w/v) Agar eingewogen.

Die Medien zur Kultivierung von E. coli wurden wie von Sambrook beschrieben (Sambrook
1989) hergestellt und je nach Versuchsansatz mit Antibiotika und Nachweisreagenzien

supplementiert.
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Tabelle 3: Medien und Zusatze fiir A. nidulans

Medium Zusammensetzung je |
Vollmedium (CM) 50 ml Salz-Stamml&sung
20 g Glucose
2 g Pepton

1 g Hefeextrakt
1 ml Vitaminlésung
1 ml Spurenelementel6sung

mit 10 M NaOH auf pH ~6,5 eingestellt

Minimalmedium (MM) 50 ml Salz-Stamml6sung
1 ml Spurenelementeldsung
20 g Glukose oder alternative C-Quelle

mit 10 M NaOH auf pH ~6,5 eingestellt

Salz-Stammlosung (20-fach) 120 g NaNO;
10,4 g KCI
10,4 g MgS0O, x 7H,0
30,4 g KH,PO,

Spurenelementelésung (1000-fach) 22 g ZnSO, x 7H,0
11 g H3BO;
5 g MnCl, x 4H,0
5 g FeSO4x 7H,0
1,6 g CoCl, x 5H,0
1,6 g CuSO,x 5H,0
1,1 g (NH4)sM070,4 X 4H,0
50 g Na,EDTA
mit Kaliumhydroxidplatzchen auf pH 6,5-6,8

eingestellt

Vitaminlésung (1000-fach) 0,1 g D-Biotin
0,1 g Pyridoxin-HClI
0,1 g Thiamin-HCl

0,1 g p-Aminobenzoesaure
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Tabelle 4: Vitamine, Aminosauren und andere Medienkomponenten

Substanz Konzentration der Stammldsung  Eingesetzte Menge je |
Arginin 500 mM (100fach) 10 ml

Uracil - lg

Uridin - 1lg

Biotin 0,05 % 1ml

Pyridoxin-HCI 0,1% 1ml
p-Aminobenzoesdure 0,1% 1ml

Riboflavin 0,25% 1ml

Die Kulturen von A. nidulans und E. coli wurden, soweit nicht anders angegeben, bei 37°C
aerob inkubiert. FlUssigkulturen wurden dabei im Schittelinkubator (Infors Minitron) oder
Wasserbadschittler (Gyrotory, G76) bei 200 rpm geschuttelt. Medien und Lésungen wurden
25 min bei 121°C und 1 bar Uberdruck autoklaviert, Glas- und Keramikwaren bei mindestens
180°C im Hitzeschrank sterilisiert. Hitzeempfindliche Lésungen wie Aminosauren und Vitamine
wurden sterilfiltriert (Sterilfilter mit 0,2 um bzw. 0,45 um PorengrofRe; Schleicher und Schiill,

Dassel).

Induktion des alcA-Promotors

Im Rahmen dieser Dissertation wurde mit A. nidulans-Stammen gearbeitet, die
Expressionskonstrukte mit dem alcA-Promotor inseriert haben. Zur Induktion des Promotors
wurden die Stamme fiir 16 h in Glukose-Medium bei 200 rpm und 37°C auf einem Schiittler
inkubiert, das Myzel mit Miracloth-Filtermembran abfiltriert, mit reichlich sterilem Wasser
gewaschen und anschlieBend in Induktions-Medium (2% Threonin oder 2% Glyzerin anstelle
von Glukose) transferiert oder direkt fur die Extraktion der Proteine aufbewahrt. Die in
Induktions-Medium transferierten Stimme wurden fiir weitere vier Stunden bei 200 rpm und
37°C auf einem Schuittler inkubiert, ehe sie erneut durch eine Miracloth-Filtermembran
abfiltriert wurden. Alternativ wurden die Stamme (iber 30 h in MM mit 2% Threonin oder 2%
Glyzerin und 0,2% Glukose angezlichtet und anschlieRend direkt eine Proteinextraktion

durchgefiihrt. Aus dem Myzel wurde die Extraktion der Proteine vorgenommen. Fir die
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Praparation der Stamme fir die Mikroskopie wurden Konidiosporen direkt in

Induktionsmedium angeimpft.
Molekularbiologische Methoden

DNA

Prdparation von Plasmid-DNA aus E. coli

Fiir die Plasmid- Minipraparation wurde eine Ubernachtkultur des E. coli- Stammes in 3 ml LB-
Medium mit entsprechenden Antibiotika hergestellt und bei 37° C im Schuttler inkubiert. Nach
16 h Wachstum wurden 1,5 ml E. coli- Kultur in ein EppendorfgefaR Uberfiihrt und kurz
zentrifugiert. Das Pellet wurde zum Abbau von Ribonukleinsduren zunachst in 200 pl Puffer 1
resuspendiert, anschlieBend zur alkalischen Lyse mit 200 pl Puffer 2 vorsichtig gemischt. Zur
Neutralisation der stark basischen Zellsuspension wurde diese mit 200 pl 1,5 M Kaliumacetat
pH 4,8 versetzt. Durch eine Zentrifugation bei 13.000 rpm fiir 5 min wurden Zelltriimmer und
prazipitierte Proteine mit dem Pellet abgetrennt. Der klare Uberstand wurde zur Fillung der
DNA mit 500 pl 100% Isopropanol versetzt, die prazipitierte DNA wurde durch Zentrifugieren
abgetrennt, anschlieBend mit 500 ul 70 % Ethanol gewaschen. Das Pellet wurde bei
Raumtemperatur und geéffnetem Eppendorfgefald getrocknet, nachfolgend in 30 pl TE-Puffer
aufgenommen und bei 68° C fiir 5 min im Wasserbad inkubiert.

Um Plasmid- DNA in groBeren Mengen isolieren zu kénnen, wurde das Kit Nucleobond AX der

Firma Macherey-Nagel (Diren) verwendet.

Tabelle 5: Lésungen zur Plasmid-Minipraparation aus E.coli L6sung

Zusammensetzung

Puffer 1 (100ml) 5ml1M Tris-HCIpH 7,5; 2
ml 0,5 M EDTA, pH 8.0; 10

mg RNase
Puffer 2 0,2 M NaOH; 1 % SDS
Kaliumacetat 1,5 M Kaliumacetat, pH 4,8
TE-Puffer 10 mM Tris-HCIpH 7,4 ; 1

mM EDTA pH 8.0
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Prdparation genomischer DNA aus A. nidulans

Um Myzel aus A. nidulans zu gewinnen wurden Petrischalen mit etwa 20 ml Vollmedium (CM)
dick mit Sporen beimpft. Nach 12-15 Std. wurde die aufschwimmende Kahmhaut geerntet,
zwischen  Papierhandtliichern  trockengepresst und mittels fllssigen  Stickstoffs
gefriergetrocknet. Das Mycel wurde anschlieBend fein gemorsert und in Extraktionspuffer
(50mM EDTA; 0,2% SDS) bei 68°C aufgeschlossen. Dann wurden die Proteine mit einer 8M
Kaliumacetatlésung gefallt und abzentrifugiert. AuRRer einer alkoholischen Fallung erfolgte

keine weitere Reinigung der genomischen DNA.

Kontrollverdau von DNA mit Restriktions-Endonuklease
Der Restriktionsverdau wurde mit 10 pl Gesamtvolumen angesetzt und von dem
Restriktionsenzym wurden 0,5-1 pl (1-20 U/ul) eingesetzt. Der Ansatz wurde fiur 1 bis 2

Stunden bei 37 °C in den vom Hersteller angegebenen Puffern inkubiert.

Dephosphorylierung von verdauter DNA

Nach dem Restriktionsverdau wurde der geschnittene Vektor mittels Shrimp Alkaline
Phosphatase (SAP) behandelt um die Phosphatgruppe vom 5° Ende der DNA zu entfernen und
so eine Selbstligation des Vektors zu verhindern. Die SAP- Behandlung wurde nur fir blunt end

Ligationen eingesetzt.
Gelelektrophorese, DNA-Isolierung und -Ligation

Agarosegelelektrophorese von DNA

Die DNA-Fragmente wurden auf ein 1 %-iges Agarose-Gel aufgetragen und in 0,5-fachem TAE-
Puffer (50x Stammldsung: 40 mM Tris-Acetat pH 8,0; 1 mM EDTA) aufgetrennt. Die DNA-
Proben wurden zum Beladen der Geltaschen mit Ladepuffer versetzt. Zum Vergleich wurde ein
GroRenmarker (1kb DNA Ladder; NEB) mitgefiihrt. Die Gele wurden fir 15 min in
Ethidiumbromidlésung (1 pg/ul in 0,5xTAE) gefarbt, die DNA-Banden mit UV-Licht sichtbar
gemacht und fotografiert. Fliir weitere Klonierungsschritte wurden die DNA-Fragmente aus
dem Agarosegel ausgeschnitten und aufgereinigt (QUIAquick gel extraction kit, Quiagen,

Hilden).

Ligation von DNA

Ligationen wurden mit der T4 Ligase von NEB (Frankfurt) bei 16°C iiber Nacht in einem
Volumen von 15 ul durchgefiihrt. Konzentrationen der Insert- bzw. Vektor-DNA wurden vorher
photometrisch gemessen. Fiir die Ligation von kohdsiven Enden lag das Verhaltnis von Vektor

zu Insert bei etwa 1:3.
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Fiir TA- Klonierungen wurden die PCR-Produkte direkt in pCR2.1 TOPO (Invitrogen, Karlsruhe)

kloniert.
Polymerase-Kettenreaktion (PCR) und Klonierung von PCR-Produkten

Polymerase-Kettenreaktion

Die PCR wurde mit Tag- (Qbiogene, Heidelberg), Pfu- (Promega, Madison, WI, USA) bzw.
Phusion- Polymerase (NEB, Frankfurt) und Nukleotiden von Invitrogen (Karlsruhe)
durchgefiihrt. Die Oligonukleotide wurden bei Biomers (Ulm) oder MWG (Ebersberg) bestellt,
es wurde jeweils 10 pmol in 10 ul Reaktionvolumen eingesetzt. Sowohl der Rapid Cycler von
Idaho Technology (Neuried), als auch der TRIO-Thermoblock von Biometra (Gottingen) wurden
eingesetzt. Die Programme wurden der zu amplifizierenden Fragmentlange und der
berechneten Annealingtemperatur der Primer angepasst. Denaturiert wurde bei 95°C bzw.

98°C, die Elongation erfolgte bei 72°C bzw. 68°C, je nach Polymerase.

Sporen-PCR bei A. nidulans

DNA-Extraktion aus filamentdsen Pilzen zur PCR-Analyse ist relativ zeitaufwendig und teuer,
vor allem, wenn damit eine groRere Anzahl an Transformanden auf verschiedene Mutationen
getestet werden soll. Um dies zu vermeiden, wurden Konidiosporen von A. nidulans direkt zur
PCR-Analyse verwendet, ohne vorherige Isolierung der DNA. Die PCR wurde mit Konidiosporen
von Kolonien, die bei 37°C oder 30°C fir zwei Tage auf Agarplatten gewachsen waren,
durchgefiihrt. Die Sporen wurden durch vorsichtiges Abkratzen der Kolonieoberfliche mit
einem sterilen Spatel geerntet und in den Deckel eines Eppendorf-Reaktionsgefdafes, der mit
100ul sterilem ddH,0 gefillt war, Gberfliihrt. Da Agar die PCR-Reaktion behindert, wurde
darauf geachtet, kein Medium zu Uberfiihren. Die Proben wurden griindlich gemischt und die
Sporenkonzentration in einem ReaktionsgefaR auf 10%-10° Sporen pro Reaktion eingestellt.
AnschlieBend wurden die Proben fiir 10-15 min bei -80°C eingefroren. Der Mix wurde zu den
Proben gegeben und die PCR wie folgt durchgefiihrt: Denaturierung bei 95°C fir 5 min, 30
Zyklen bei 95°C fiir 18 s, entsprechende Annealing-Temperatur und —Zeit, 72°C fir 1-2 min,
72°C fiir 5-10 min.
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Transformation

Transformation von E. coli

Die bei - 80 °C gelagerten chemokompetenten Zellen wurden langsam auf Eis aufgetaut und
mit 5 ul des Ligationsansatzes vermischt. Nach 5 min Inkubation auf Eis wurde fiir 30 sek ein
Hitzeschock bei 42 °C durchgefiihrt. Nach anschlieRender Zugabe von 300 ul vorgewarmtem
SOC- Puffer wurden die Bakterien 1 h bei 37 C schiittelnd inkubiert. AnschlieBend wurden die

Zellen auf vorgewdrmte LB- Platten mit entsprechendem Antibiotikum ausplattiert.

Transformation von A. nidulans

Fur die Transformation von A. nidulans ® wurden 500 ml MM, supplementiert mit den
entsprechenden Auxotrophiesubstanzen, mit ca. 10° frischen Konidiosporen inokuliert. Die
Pilzkultur wurde fir 12-15 h bei 30°C in einem Schiittler bei 200 rpm inkubiert. AnschlieSend
wurde das Pilzmyzel (iber eine sterile Miracloth-Membran abfiltriert und mit Waschlésung
(WL) gewaschen. Das Myzel wurde zwischen Zellstofftichern vorsichtig getrocknet. In 5 ml
osmotischem Medium wurde 1 g Myzel resuspendiert und nach Zugabe von 1 ml
Glucanexlosung (140 mg/ml) und 0,5 ml Albuminlésung (6 mg/ml) fir 90 min bei 30°C unter
vorsichtigem Schiitteln bei 100 rpm inkubiert. Danach wurde die Suspension mit 10 ml
Uberschichtungspuffer (UP) vorsichtig iberschichtet und fiir 15 min bei 5000 rpm im
Ausschwingrotor (Universal 320R von Hettich, Tuttlingen) zentrifugiert. Die
Protoplastenbande, die sich an der Interphase bildete, wurde vorsichtig mit einer sterilen
Pasteurpipette abgenommen. Zu den Protoplasten wurden 10 ml Sorbitol-Tris-Calcium-Puffer
(STC) gegeben und fiir 10 min bei 7000 rpm zentrifugiert. AnschlieRend wurde das
entstehende Protoplastenpellet mit STC gewaschen und in 200-500 pl STC resuspendiert. Pro
Transformationsansatz wurden 100 ul Protoplastensuspension eingesetzt, 5 pug DNA (in 100 pl
STC gel6st) zugegeben und 25 min bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend wurden 2 ml
Polyethylenglykol-Losung (PEG) beigemischt und die Suspension fiir weitere 20 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Nach Zugabe von 8 ml STC wurde die Suspension auf etwa drei
MM-Platten verteilt, die neben den entsprechenden Wachstumsfaktoren auch 0,6 M KCl als

Osmoprotektanz enthielten. Nach etwa drei Tagen wurden die Transformanten sichtbar.
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Tabelle 6: Lésungen fiir die Aspergillus-Transformation Losung

Zusammensetzung pro Liter

MWL (Myzel Waschlésung) 0,5 M MgS04

OM (Osmotisches Medium) 1,2 M MgS04; 10 mM NaPO4-Puffer pH
5.8

UP (Uberschichtungspuffer) 0,6 M Sorbitol; 0,1 M Tris-HCl; pH 7.0

STC (Sorbitol-Tris-Kalzium Puffer) 1,2 M Sorbitol; 10 mM CaCl2; 10 mM Tris-
HCl; pH 7.0

PL (PEG L6sung) 60 % Polyethylenglykol 4000; 10 mM
CaCl2; 10 mM Tris-HCl; pH 7.0

Mikroskopische Methoden

Praparation von A. nidulans fiir die Mikroskopie

Prdparation von Keimlingen
Es wurden jeweils vier Deckglaser abgeflammt, in eine Petrischale gelegt und mit ca. 400ul

Medium Uberschichtet. Das Medium wurde mit etwa 1ul einer Sporensuspension angeimpft
und bei Raumtemperatur 18-24 Stunden inkubiert. Da die Keimlinge am Deckglas haften, kann
das Medium abgenommen werden und das Deckglas anschlieRend auf einem Objekttrager mit

den unten liegenden Pilzhyphen mikroskopiert werden.

Prdparation dlterer Hyphen
Ein steriler und abgeflammter Objekttrager wurde mit einer diinnen Schicht MM mit 0,8%

Agarose versehen und mit etwa 1ul einer Sporensuspension angeimpft. In eine Petrischale
wurde TE-Agar (10 mM Tris, pH 7; 1 mM EDTA) gefillt und auf diesen Agar der Objekttrager

gelegt. Durch diese Vorrichtung vor dem Austrocknen geschiitzt, konnten Kulturen bis zu zwei
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Wochen wachsen. Zum Mikroskopieren wurde ein Tropfen 0,1% Tween 20 auf die Kultur

gebracht, diese mit einem Deckglas bedeckt und anschlieend betrachtet.

Epifluoreszenzmikroskopie

Der AxiolmagerZ.1 von Carl Zeiss wurde flir samtliche Epifluoreszenzbeobachtungen und —
aufnahmen benutzt. Die verwendete Software war AxioVision, zur Bildaufnahme diente die
Kamera AxioCamMR. Die benutzten Objektive waren ebenfalls von Carl Zeiss, es handelte sich
um Plan-ApoChromat Objektive mit VergroRerungen von 5- bis 100-fach. Als Quelle fir

Fluoreszenzlicht diente eine HBO103 Quecksilberdampflampe der Firma Osram.

Tabelle 7: Verwendete Filterkombinationen

Fluoreszenzfarbstoff  Erregerfilter Farbteiler Sperrfilter
(Bandpassfilter) (Langpassfilter)

GFP 450-490 510 520

YFP 510-520 530 540

Rhodamin 546 580 590

Hoechst 33342 365 395 397

Neben der Fluoreszenzmikroskopie wurde das Differential Interference Contrast —Verfahren,
kurz DIC, nach Nomarski angewandt. Mit dieser Methode werden Unterschiede in der
optischen Dichte des Prdparats in Kontrastunterschiede des Bildes umgewandelt. Damit lassen
sich pseudoplastische Bilder erstellen, die allerdings nicht die wahren raumlichen Strukturen

im Praparat wiedergeben.

Elektronenmikroskopie

Die zur Transmissionselektronenmikroskopie verwendeten Vesikel wurden zunadchst wie
beschrieben aus unterschiedlichen A. nidulans-Stammen isoliert. Dann wurden jeweils 15 pl
der einzelnen Fraktionen auf die Probenhalter fiir die TEM aufgebracht. Diese wurden kurz
getrocknet und anschlieRend der Immunogoldfarbung unterzogen. Zunachst wurden die
Probenhalter mit 5% BSA in TBS 45 min bei Raumtemperatur geblockt, um Uberschissige
Bindestellen fiir die Antikorper zu blockieren. Anschliefend wurde der primare Antikorper in

einer 1:100 Verdiinnung in 5% BSA in TBS aufgetropft und 1 h inkubiert.
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Dann wurde finf Mal jeweils 2 min mit 5% BSA in TBS gewaschen, anschlieBend wurde der
sekundadre Antikorper ebenfalls in einer Verdiinnung von 1:100 in 5% BSA in TBS 1h auf den

Probenhaltern inkubiert.

Nun wurde zwei Mal mit 5% BSA und 0,02% Tween in TBS gewaschen, anschliefend zwei Mal

mit TBS, pH=7,3.

Danach wurde mit 2,5% Glutaraldehyd in TBS fiir 2 min fixiert und zwei Mal mit TBS

gewaschen.
AbschlieBend wurde zwei Mal mit H,0 gewaschen.

Die Proben konnten nun mit dem TEM untersucht werden. Optional konnte mit Uranylacetat

nachkontrastiert werden.

Abbildung 33: Probenpraparation zur TEM. Deutlich erkennbar ist das Handling der Probenhalter.

Biochemische Methoden

Proteinkonzentrationsbestimmung

Die Konzentration der proteinhaltigen Proben wurde mit der Methode nach Bradford
guantitativ bestimmt. Die Methode beruht auf der Verschiebung des Absorptionsmaximums
des Farbstoffes Coomassie-Brillant-Blau G-250 nach der Bildung von Komplexen mit
Seitenketten der Proteine in saurer Lésung von 270 nm nach 595 nm (MM, 1976) (Bradford,
1976).

Die Bestimmung wurde mit dem Bio-Rad Microassay (Bio-Rad, Miinchen) durchgefiihrt. 0,8 ml
Probe oder Standard mit einer Proteinkonzentration von 0-10 pg/ml wurden mit 0,2 ml Roti-
Quant-Lésung versetzt und 5 min im Dunkeln in der Kivette inkubiert. Anschliefend wurde die
Extinktion bei 595 nm gegen H,0 als Referenzwert bestimmt. Als Standard diente

Serumalbumin vom Rind (BSA).



Material und Methoden

SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE)

Die SDS-PAGE wurde nach Laemmli durchgefiihrt (Laemmli, 1970). Ein SDS-Gel setzt sich aus
Trenn- und Sammelgel zusammen. Zundchst wurde das Trenngel in die Apparatur (Mighty
Small, Hoefer) gegossen und mit Isopropanol {berschichtet. Nach Polymerisation des
Trenngels wurde das Isopropanol entfernt und das Trenngel mit Sammelgel Uberschichtet
sowie ein Kamm eingesetzt. Die zu untersuchenden Proben wurden mit 4-fach Probenpuffer
versetzt und fiir 5 min auf 95°C erhitzt. Dann wurden die Proben sowie 10 pl eines Protein-
Molekulargewichtsmarkers im Gel aufgetrennt. Die Elektrophorese wurde bei
Raumtemperatur bis zum Probeneinlauf in das Trenngel mit 70 V, anschlieRend mit 150 V

durchgefihrt.

Tabelle 8: Lésungen fiir die SDS-PAGE

Lésung Zusammensetzung

Trenngel (10%) 4,0 ml H,0
3,3 ml 30% Acrylamid-Mix (Sigma)
0,1 ml 10% SDS
2,5ml 1,5 M Tris pH 8,8
0,1 ml 10% APS
0,004 m| TEMED

Sammelgel (5%) 3,4 ml H,0
0,83 ml 30% Acrylamid-Mix (Sigma)
0,05 ml 10% SDS
0,63 ml 1,5 M Tris pH 6,8
0,05 ml 10% APS
0,005 ml TEMED

SDS-Ladepuffer (4-fach) 200 mM Tris-HCl pH 6,8
400 mM DTT
8% SDS
0,4 % Bromphenolblau
40% Glyzerin

Tris-Glycin-Elektrophorese-Puffer 25 mM Tris
250 mM Glyzin, 0,1% SDS
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Coomassie-Farbung von Proteingelen
Nach der SDS-PAGE wurde das Gel fiir 30 min in der Farbelosung auf dem Schiittler inkubiert,
anschlieRend bis zur Entfarbung des Hintergrundes in Entfarber geschittelt. Auf gleiche Weise

funktionierte die Farbung der PVDF-Membran (Schleicher&Schuell, Dassel).

Tabelle 9: Lésungen fiir die Coomassie-Farbung

Losung Zusammensetzung

Farbelosung 100 mg Coomassie-Brillant-Blue G250
geldst in 50 ml 90% Ethanol

50 ml 20% Essigsaure

Entfarber 20% Ethanol
10% Eisessig

Western-Blot-Analyse und Immundetektion von Proteinen

Es wurden Proteinextrakte Gber eine SDS-PAGE aufgetrennt und das Gel zusammen mit einer
Membran (Nitrocellulose oder PVDF) luftblasenfrei zwischen puffergetrdanktes Filterpapier
gelegt. Die PVDF-Membran musste durch kurzes Eintauchen in 100% Methanol vor
Zusammenbau der Blot-Apparatur aktiviert werden. Gel und Membran wurden in eine Mini-
Blot-Apparatur (Bio-Rad, Miinchen) eingebaut, die komplett mit Transferpuffer gefiillt wurde.
Der Proteintransfer erfolgte bei 100 mA fiir 2-3 h auf Eis oder iber Nacht bei 30 mA in der
Kdhlzelle und konnte anschlieRend durch Anfiarben der Membran mit Ponceau-S-Losung
kontrolliert werden. Nach dem Blocken der Membran tiber 1 h mit Magermilch-Pulver in TBS-T
wurde die Membran fiir 1 h mit dem Priméarantikérper (G 1544, Sigma) in der entsprechenden
Verdinnung in Blocking-Lésung inkubiert. Ungebundene Antikdrper wurden anschliefend
durch viermaliges Waschen der Membran mit TBS-T fiir jeweils 5 min entfernt. Danach wurde
mit Peroxidase-gekoppeltem Sekundarantikérper, der gegen den Primarantikérper gerichtet
war, gelost in der entsprechenden Verdlinnung in TBS-T 1 h inkubiert. Die Membran wurde
wieder viermal fur jeweils 5 min mit TBS-T gewaschen. AnschlieBend wurde die
Immundetektion in der Dunkelkammer durchgefiihrt. Als Substrat fiir die Peroxidase wurde
Luminol verwendet. Dazu wurden 1 ml Lésung A, 100 ul Losung B und 0,3 pl H,0, gemischt, auf
der Membran verteilt und die Entwicklung von Chemolumineszenz mittels Rontgenfilm

detektiert.
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Tabelle 10: Losungen fiir Western-Blot und Immundetektion

Lésung Zusammensetzung
Transferpuffer 20 mM Tris
100 mM Glycin
0,1% SDS

20% Methanol

Ponceau-S 3% Trichloressigsaure
3% Sulfanilsalicylsaure

0,2% Ponceau-S

TBS-T 50 mM Tris-HCl pH 8,0
150 mM NacCl
0,1% Tween 20

Blocking-Losung 5% Magermilchpulver in TBS-T
Luminol Losung A: 50 mg Luminol in 200 ml 0,1 M Tris-
HCl pH 8,6

Losung B: 11 mg p-Hydroxycoumarinsaure in
10 mI DMSO
35% H,0,

Entwickler/Fixierer Produkte von Kodak, Stuttgart

Dot-Blot

Der Dot-Blot wurde verwendet um die Fraktionen der Chitosomenisolierung schnell auf eine
Anwesenheit von GFP-markiertem Protein zu testen. Hierfiir wurden auf eine durch kurzes
Eintauchen in 100% Methanol aktivierte PVDF- bzw. Nitrocellulosemembran punktférmig
jeweils 10 pl Probe aufgebracht. Die Membran wurde zuvor in eine Apparatur, die das Anlegen
eines Vakuums und das gezielte, punktuelle, Aufbringen der Proben ermoglicht, eingespannt.
Die Membran wurde an der Luft getrocknet, dann wurden noch zweimal jeweils 10 ul Probe an
der gleichen Stelle aufgebracht. Nach griindlicher Trocknung der Membran an der Luft wurde

diese dem oben erlduterten Verfahren der Immundetektion unterzogen.
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Zellaufschluss und Vesikelisolierung

Die in Induktionsmedium (ber Nacht bei 200 rpm im Schiittelinkubator (Infors Minitron)
gewachsenen Zellen wurden (iber Miracloth vom Medium getrennt, mit sterilem Wasser
gewaschen und gewogen. Es wurde 1 g/g Feuchtgewicht Quarzsand hinzugegeben und, nach
Zugabe von 4 ml/g Feuchtgewicht Extraktionspuffer, auf Eis gemorsert. AnschlieBend wurde
die Masse erneut durch Miracloth gefiltert und bei 500 g und 4°C in einem HB6-
Ausschwingrotor (SORVALL, Bad Homburg) 5 min in der Zentrifuge (Eppendorf Centrifuge
6506) abzentrifugiert. Mit dem Uberstand wurde diese Zentrifugation nochmals wiederholt,
der entstehende Uberstand wurde als Zellextrakt genommen und bei -20°C eingefroren bzw.

frisch verwendet.

Mit der FPLC wurde ein kontinuierlicher Saccharosegradient von 60 % (w/v) bis 30 % (w/v) aus
zwei Gradientenpuffer-Reservoiren mit einem Anteil von 30 % (w/v) bzw. 60 % (w/v)
Saccharose in ein Zentrifugenrohrchen gegossen. Der Gradient hatte eine Menge von 20 ml.
Mit einer Spritze und Kanlle wurde dieser Gradient vorsichtig mit 4 ml Zellextrakt beschickt
und anschlieend bei 100.000 g, 4°C mit ausgeschalteter Bremse in einem TST28.35-
Ausschwingrotor (Kontron) in der Kontron Ultracentrifuge TGA-65 Ultrazentrifuge 120 min
zentrifugiert. Danach wurde der Gradient mit Spritze und Kandile in Schritten von jeweils 1 ml
von oben nach unten fraktioniert. Die Fraktionen wurden bei -20°C eingefroren oder frisch

verwendet.
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Tabelle 11: Puffer fiir die Chitosomenisolierung

Puffer Zusammensetzung

Extraktionspuffer 150 mM Trizin, pH auf 7,4 eingestellt
0,44 M Saccharose
10 mM KCl
5 mM MgCl,

1 mM EDTA

8 UM Antipain

0,3 uM Aprotinin

1 mM Benzamidin
1 uM Bestatin

10 uM Chymostatin
5 uM Leupeptin

1,5 uM Pepstatin

1 mM Phenylmethylsulfonyl Fluorid

Gradientenpuffer 10 mM Tricin, pH auf 7,4 eingestellt
1 mM EDTA
30 % (w/v) bzw. 60 % (w/v) Saccharose

Isolierung von Tubulin aus Schweinehirn
Die Isolierung von Tubulin erfolgte nach einem modifizierten Protokoll von Williams (Williams

& Lee, 1982).

Fir eine effektive Isolierung von Tubulin aus Schweinehirnen werden mindestens 700 g
Hirnmasse benoétigt, dies entspricht etwa 10 ganzen Schweinehirnen. Die Schweinehirne
wurden frisch vom Schlachthof geholt, moglichst zligig ins Labor transportiert und dabei stets
ohne Verpackung von Eis bedeckt gehalten. Samtliche benétigten Rotoren wurden rechtzeitig
durch warmes Wasser oder Eis auf die jeweils bendtigte Temperatur gebracht, auch die

Zentrifugentemperatur musste friihzeitig angepasst werden.

Die Schweinehirne wurden zunadchst im Kidhlraum auf Eis moglichst ziigig von Bindegewebe,

Adern und Meningen befreit. Jeweils 350 g Hirnmasse wurde mit 350 ml Puffer A (mit frischem
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ATP und DTT) im Mixer homogenisiert. Dabei wurde in 5-Sekunden-Intervallen gemixt, bis das
Gemisch eine cremige Milkshake-Erscheinung annahm. Die beiden Homogenisate wurden nun

auf zwei GSA Zentrifugenbecher verteilt und 70 min bei 13.000 rpm und 4°C zentrifugiert.

Das Volumen der Uberstinde wurde bestimmt und ein % Volumen vorgewidrmtes Glyzerin
sowie 2 mM ATP hinzu gegeben. AnschlieBend polymerisierten die Mikrotubuli 30 min lang in
einem Erlenmeyer-Kolben im Wasserbad bei 35°C unter leichtem Schitteln. Die
polymerisierten Mikrotubuli konnten nun abzentrifugiert werden, in der Ultrazentrifuge bei
140.000 g, 50 min, 32°C. Die Uberstinde wurden verworfen, die Pellets vorsichtig in ca. 5 ml

Puffer C gel6st. Anschliefend wurde die Masse im Homogenisator vorsichtig homogenisiert.

Die Mikrotubuli wurden nun erneut depolymerisiert, dies geschah fir 25 min auf Eis,
zwischendurch wurde vorsichtig homogenisiert. Nun wurde die Masse fiir 30 min bei 100.000 g

und 4°C zentrifugiert.

AnschlieBend wurde das Volumen des Uberstands bestimmt und ATP bis zu einer
Endkonzentration von 2 mM hinzu gegeben. Die Fllssigkeit wurde erneut bei 35°C leicht
schittelnd inkubiert. Nach 30 min wurden die nun abermals polymerisierten Mikrotubuli 60
min bei 80.000 g und 35°C sedimentiert, der Uberstand wurde verworfen und die Pellets

vorsichtig gesammelt.

An dieser Stelle konnten die Pellets in flissigem Stickstoff eingefroren und bei -80°C

aufbewahrt werden, um am nachsten Tag mit der Aufreinigung fortzufahren.

Die Mikrotubuli-Pellets wurden aufgetaut, mit moglichst wenig Puffer B (maximal 50 ml) im
Homogenisator resuspendiert und 25 min auf Eis inkubiert. Dabei wurde gelegentlich

homogenisiert. Danach wurden die Mikrotubuli bei 4°C und 100.000 g 30 min zentrifugiert.

AnschlieRend wurde das Volumen des Uberstandes bestimmt, 1/10 Volumen DMSO sowie 2

mM ATP hinzugefigt und alles zusammen 30 min im Wasserbad bei 37°C inkubiert.

Die nun wieder polymerisierten Mikrotubuli wurden 60 min bei 35°C und 80.000 g

abzentrifugiert.

Das Pellet wurde mit Spateln vorsichtig in einen Homogenisator Uberfihrt und in etwa 5 ml
Puffer D homogenisiert. Danach wurden die Mikrotubuli fiir 30 min auf Eis depolymerisiert und
anschliefend durch Zentrifugation bei 80.000 g und 4°C iber 30 min von den Prazipitaten
getrennt. Der Uberstand wurde auf eine P11-Siule aufgetragen und mit einer Durchflussrate

von 0,1ml/min mit Puffer D langsam eluiert. Die Hauptfraktionen der Elution, die eine
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Konzentration von etwa 2mg/ml Protein aufweisen, wurden vereinigt und 0,1 mM GTP
hinzugefiigt. Der Mikrotubuli-Pool wurde in jeweils 50 pl-Einheiten aliquotiert, in flissigem

Stickstoff eingefroren und bei -80°C aufbewahrt.

Per SDS-PAGE wurde die Praparation kontrolliert, im Bradford-Assay die Proteinkonzentration

bestimmt.
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Tabelle 9: Puffer fiir die Tubulin-Isolierung

Puffer Zusammensetzung
Puffer A 0,1 M Pipes

2 mM EGTA

1 mM MgSO,

mit NaOH auf pH 6,9 eingestellt
frisch dazu: 0,1 mM ATP
1 mM DTT

Puffer B 0,5 M NaK-Pipes
2 mM EGTA
1 mM MgSO,

mit NaOH auf pH 6,9 eingestellt

Puffer C 0,1 M Pipes
1 mM EGTA
1 mM MgSO,
frisch dazu: 1 mM ATP
1 mM DTT

Puffer D 0,1 M Pipes
mit NaOH auf pH 6,94 eingestellt
2 mM EGTA
1 mM MgSO,
frisch dazu: 0,05 mM ATP
22 uM GTP
1 mM DTT

Fluoreszenz-Markierung von Tubulin

Die Fluoreszenz-Markierung von Tubulin wurde nach einem Protokoll von Tim Mitchinson
durchgefihrt. Auch bei der Markierung mussten samtliche Rotoren, Zentrifugen, Gefalle und
Losungen rechtzeitig vorgewdarmt bzw. abgekihlt werden, die Einhaltung der Temperaturen ist

wie bei der Tubulin-Isolierung sehr wichtig!
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Zunachst wurden 12 ml Tubulin aufgetaut, in einem 50 ml Falcon-Tube auf Eis
zusammengefiihrt und 1/20 Volumen BRBS80 zugefiigt. Die Konzentration von MgCl, wurde auf
insgesamt 4 mM erhoht. Es wurde 1 mM GTP hinzugegeben und 5 min auf Eis inkubiert.
AnschlieBend wurde die Mischung auf 37°C erwarmt, 1/3 Volumen Glyzerin zugegeben und fir

40 min bei 37°C inkubiert.

Das polymerisierte Tubulin wurde auf warme Glyzerin-Kissen 1-Lésung gegeben und fiir 60 min
bei 37°C und 180.000 g zentrifugiert. Die Kissen wurden einmal mit warmem

Markierungspuffer gewaschen und die Pellets in insgesamt 2,5 ml Markierungspuffer gelost.

Der Fluoreszenzfarbstoff Tamra C-1171 (Molecular Probes, Invitrogen) wurde in DMSO gel6st,
seine Konzentration betrug 100 mM. Zu den polymerisierten Mikrotubuli wurden 4 mM des
Fluoreszenzfarbstoffes gegeben und bei 37°C 30 min inkubiert, dabei wurde alle 2-3 min

vorsichtig invertiert. Dann wurde die gleiche Menge Quench hinzugegeben.

Jeweils 2 ml der Mikrotubuli wurden anschliefend auf 1 ml warme Glyzerin-Kissen 2 pipettiert
und fir 30 min bei 37°C und 200.000 g zentrifugiert. Nach der Zentrifugation wurden die
Kissen zweimal mit Wasser gewaschen. Danach wurden die Pellets in jeweils 0,5 ml eiskalter
IB-Losung resuspendiert, in einem Homogenisator vereinigt und 30 min auf Eis inkubiert,

wobei etwa alle 30 s homogenisiert wurde.

Die depolymerisierten Mikrotubuli wurden 10 min bei 2°C und 400.000 g zentrifugiert. Nun
wurde 1/5 Volumen BRB80 hinzugegeben, die Konzentration von MgCl, auf 4 mM, die

Konzentration von GTP auf 1 mM erhéht und 45 min bei 37°C inkubiert.

Die jetzt wieder polymerisierten Mikrotubuli wurden auf zwei 0,7 ml Glyzerin-Kissen 2 verteilt

und flir 30 min bei 37°C und 200.000 g zentrifugiert.

Das Kissen wurde zweimal mit warmem Wasser gewaschen, die Pellets zweimal mit warmem
BRB80-Puffer. Zu jedem Pellet wurden 150 pl IB-Losung hinzugegeben, die Pellets gelost,
zusammengefiihrt, jedes Zentrifugenrohrchen mit 150 pl IB-Losung gespilt und alles fiir 20
min auf Eis inkubiert. AnschlieRend wurden die depolymerisierten Mikrotubuli fir 5 min bei
4°C und 400.000 g zentrifugiert, danach die Uberstinde vereinigt und in Aliquots von 3 pl in

flissigem Stickstoff eingefroren.
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Tabelle 10: Puffer fiir die Tubulin-Markierung

Puffer Zusammensetzung
BRB 80 (einfach) 80 mM Pipes

1 mM MgCl,

1 mM EGTA

pH auf 6,8 mit KOH eingestellt

Glyzerin-Kissen 1 0,1 M HEPES
pH auf 8,6 eingestellt
1 mM MgCl,
1 mM EGTA
60% (v/v) Glyzerin

Glyzerin-Kissen 2 60% (v/v) Glyzerin in BRB8O

Markierungspuffer 0,1 M HEPES
pH auf 8,6 eingestellt
1 mM MgCl,
1 mM EGTA
40% (v/v) Glyzerin

Quench 2-fach BRB8O
100 mM KGlutamat
40% (v/v) Glyzerin

IB-Losung (10-fach) 500 mM KGlutamat
5 mM MgCl,

Photometrische Beobachtung der Mikrotubuli-Polymerisation

Polymerisierte Mikrotubuli weisen bei Bestrahlung mit Licht einer Wellenldange von 350 nm
eine deutlich héhere Absorption auf als unpolymerisiertes Tubulin. Die Polymerisation und
Depolymerisation von Mikrotubuli kann daher auf einfache Art und Weise am Photometer
verfolgt werden. Hierzu wurde Tubulin auf Eis aufgetaut, anschlieRend 48 pl mit 50 ul
eiskaltem BRB80 (s. Abschnitt 0) und 2 pul GTP in eine Kiivette pipettiert. Die Kiivette wurde im
Wasserbad auf 37°C erwdarmt. Alle 5 min wurde die Absorption bei 350 nm bestimmt. Erreichte

die Absorption einen konstanten Level, wurde die Kiivette 30 min auf Eis inkubiert. Danach
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wurde die Absorption erneut gemessen, die Kiivette wieder erwarmt und die Messung alle 5

min wiederholt. Dieser Vorgang konnte mehr als dreimal wiederholt werden.

Herstellung Taxol-stabilisierter Mikrotubuli

Taxol bindet an die B-Untereinheit von Tubulin und stabilisiert mit GTP polymerisierte
Mikrotubuli. Um die Mikrotubuli unter dem Mikroskop sichtbar zu machen, wurde zunachst 1
ul Fluoreszenz-markiertes Tubulin mit 50 pl nativem Tubulin gemischt. Zur Polymerisation von
Mikrotubuli aus diesem Ansatz wurde in einem 500 pl-Reaktionsgefall folgender Ansatz

zusammenpipettiert und griindlich gevortext:

Tabelle 11: Polymerisationsansatz

Volumen Losung Konzentration Endkonzentration

Stocklésung

10 ul Tubulin 10 mg/ml ~32 mM
0,6 ul DMSO 100% 5%

0,5 ul MgCl, 100 mM 4 mM
0,5 ul GTP 25 mM 1mM
0,9 ul BRBSO

Der Ansatz wurde fiir 30 min im Heizblock bei 37°C inkubiert. 5 ul des Ansatzes wurden nach
der Polymerisation zu 495 ul 10 uM Taxol in BRB80 pipettiert und 5 s gevortext. Die so
gewonnenen, stabilen Mikrotubuli konnten direkt mikroskopiert werden und bis zu eine

Woche im Kihlschrank bei 4°C aufbewahrt werden.

Bewegung der Mikrotubuli auf einem Objekttriger

Durch die Verwendung von Kinesinkonstrukten, die auf einem Objekttrager haften und deren
Motordomane funktionsfahig ist, kann die Bewegung von Mikrotubuli auf der Oberflache des
Objekttragers beobachtet und quantitativ ausgewertet werden. Hierzu wurden in einem
Reaktionsgefall 5 ul Casein-Losung, 1 pl Kinesin-Losung, 1 ul BRB80, 1 ul ATP, 1 ul Glukose-
Losung, 1 ul Enzym-Mix und 1 ul Taxol-stabilisierte Mikrotubuli gemischt und in eine

FlieRkammer pipettiert. Die FlieBkammer wurde gebaut indem zwei Streifen doppelseitiges
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Klebeband (rib, Taufkirchen) mit einer Dicke von 130 um in einem Abstand von etwa 3 mm
nebeneinander auf einen Objekttrager geklebt wurden. Auf die Klebebandstreifen wurde ein

Deckglas geklebt, die so entstandene FlieRkammer hatte ein Volumen von etwa 5-10 pl.

Nachdem die Mikrotubuli in die FlieRkammer gespiilt wurden, wurde diese etwa 5 min in einer
Petrischale mit einem feuchten Papiertuch (,feuchte Kammer“) inkubiert, anschlieBend konnte
die Bewegung der Mikrotubuli tGber den Objekttrager unter dem Mikroskop beobachtet

werden.

Es wurden Objekttrager und/oder Deckglaschen mit durch DPN erzeugte Muster von
Phospholipiden und ohne diese verwendet. Die Phospholipide verfiigten Uber einen
Nickelzusatz, so dass Kinesinkonstrukte mit funktionsfahiger Motor- aber ohne
Schwanzdomdne an diesen haften blieben. So konnten Muster, die als StraBen fir die

Mikrotubuli dienten, erzeugt werden.

Transport von Vesikeln oder Latex-Kiigelchen durch Mikrotubuli

Verschiedene Kinesinkonstrukte wurden unspezifisch an carboxylierte Latex-Kiigelchen
(Polysciences, Warrington, USA), die einen Durchmesser von 1 um hatten, gebunden.
Aufgereinigte Kinesinkonstrukte wurden verdiinnt und mit der gleichen Menge Kiigelchen (1:5
verdlinnt in BRB80) und Casein (5 mg/ml) gemischt. Diese Losung wurde mindestens 5 min
inkubiert und konnte auf Eis maximal 30 min gelagert werden. Direkt vor dem Mikroskopieren
wurde 1 pl der Kinesin-Klgelchen-Lésung in 400 ul BRB80 mit 0,1 mg/ml Casein verdiinnt. 4 pl
dieser Losung wurde dann mit 12 pl Motilitatspuffer (BRB80 mit 100 mM KCI, 2 mM ATP, 1
mg/ml Casein) gemischt und in eine FlieBkammer (sieche 0) mit immobilisierten Mikrotubuli

pipettiert.

Um Mikrotubuli in der FlieBkammer zu immobilisieren, wurde die Kammer zunachst mit einem
polyklonalen anti-Tubulin-Antikorper (anti-a oder anti-B, Sigma) fiir mindestens 10 min in einer
feuchten Kammer inkubiert. Dann wurde die Kammer mit drei Volumen BRB80 gesplilt und
anschliefend eine 1:50 Verdiinnung von Fluoreszenz-markierten Mikrotubuli eingespiilt. Nach
einer Inkubationszeit von 1-3 min wurden ungebundene Mikrotubuli durch Spllen der
Kammer mit drei Volumen BRB80 mit 1 mg/ml Casein entfernt. Bevor die Kammer mit den
Kinesin-Kiigelchen gefiillt wurde, wurde das Binden der Mikrotubuli an den Objekttrager

mikroskopisch kontrolliert.

Anstelle der Kinesin-beschichteten Latex-Kiigelchen konnten auch direkt entsprechend

verdlinnte Fraktionen der Vesikel-Isolierung (siehe 0) in die Kammer gespiilt werden.
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