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1 Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Die Armadillo-Protein-Familie

In der Arm- (Armadillo) Protein-Familie werden eingelzahl von Proteinen zusam-
mengefasst, die in Gré3e und Funktion variiererar@kterisiert werden diese Proteine durch
ihre zentrale Arm-Domane. Die Arm-Domane ist augeevariablen Anzahl eines 42 Amino-
sauren (As) langen, sich wiederholenden Motivs (Adederholungen) aufgebaut. Dieses
Motiv wurde urspringlich im Segment-Polaritatsgeaoukt Armadillo audDrosophila mela-
nogasteridentifiziert (RIGGLEMAN et al, 1989; PEIFERet al, 1994). Strukturanalysen
lassen vermuten, dass die dreidimensionale Strudur Arm-Wiederholungen unter den
Arm-Proteinen konserviert ist. Eine einzelne Armedérholung besteht aus dreiHelices.
Zwei aufeinander folgende Arm-Wiederholungen injegeen so miteinander, dass eine
rechtsgewundene Superhelix entsteht, die eine ipogéladene Oberflache fur Protein-
Protein-Interaktionen bildet (HUBERt al, 1997; CHOI und WEIS, 2005). Die N- und C-
terminalen Domé&nen der Arm-Proteine unterscheideh sn Gegensatz zu den Arm-
Domanen sehr deutlich in Gréf3e und Sequenz. Veichwilird ein Teil der unterschiedlichen
Funktionen der Arm-Proteine Uber deren N- und @Giteale Doménen vermittelt. Neben
zahlreichen Vertretern im Tierreich existieren adem-Proteine im Reich der Pflanzen und
der Pilze, was fir eine frihe Entstehung dieserteif@amilie in der Evolution spricht
(COATES, 2003).

Fur Proteine mit einer Arm-Domane sind vielfaltigeunktionen beschrieben.
Importin-a, das in vielen Eukaryoten identifiziert wurde,asm Beispiel am Kernimport von
Proteinen mit Kern-Lokalisierungssignal beteiliftANO et al, 1994; MOROIANUet al,
1995; GOLDFARBet al, 2004). Ein weiterer Vertreter der Arm-Proteinfaei Smg-GDS,
wurde als GEF (Guanosinnukleotid-Austauschfaktédr) die Ras-verwandte GTPase (Gua-
nosintriphosphatase) Rapl beschrieben. Bemerkensveabei, dass die Arm-Doméne von
Smg-GDS nahezu das gesamte Protein ausmacht und Boéohstwahrscheinlich der
GDP/GTP-Austausch von einem Teil der Arm-Domanealiatert wird (YAMAMOTO et
al., 1990; KIKUCHI et al, 1992; PEIFERet al, 1994).

Die Arm-Proteine werden anhand der Organisatiomritkrm-Domane und ihrer
Funktion in verschiedene Unterfamilien eingetdiite beiden wichtigsten Unterfamilien sind
die klassischen Catenine und die p120-Catenine .(AMd). Zu den klassischen Cateninen
gehort zum Beispiel das Segment-Polaritatsgenptodukadillo, welches da®. melano-

gasterHomolog zumB-Catenin der Saugetiere darstefitCatenin und Plakoglobin werden
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ebenfalls zu den klassischen Cateninen gezéhltdetu p120-Cateninen gehéren p120
p0071,6-Catenin und ARVCFgrmadill-rrepeat gene deleted in velo cardio fagghdromg
sowie die entfernter verwandten Plakophiline 1-8rtkéter der klassischen und der p120-
Catenine wurden sowohl in Vertebraten, als auclEvertebraten identifiziert, wobei die
Anzahl an pl20-Cateninen in Vertebraten besondersSaugetieren deutlich zunimmt
(HATZFELD, 1999; HATZFELD, 2005; MCCREA und PARKQDQ7).

1
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Abb. 1-1: Schematischer Aufbau der humanen klassisen Catenine und der p120-Catenine

Die Arm-Doméne der klassischen Catenine (oben)ebestus 12 Arm-Wiederholungen, wobei die
beiden letzten Arm-Wiederholungen durch eine k@eguenz von der Gbrigen Arm-Domane getrennt
sind. Die Arm-Doméne der p120-Catenine (unten) dbgstiagegen nur aus neun, auch raumlich
anders organisierten Arm-Wiederholungen.

1.2 Die Catenine sind multifunktionelle Arm-Proteine

Die Catenine aus der Arm-Proteinfamil[g Catenin, Plakoglobin und p120-Catenine)
haben als Strukturproteine in Adglberens junctionund Desmosomen gemeinsame Funkti-
onen. Cadherine vermitteln den Zell-Zell-Kontak#ids und Desmosomen. Diese transmem-
branen Glykoproteine gehen uber ihre N-terminabdragellulare Doméane Kalzium-ab-
hangige Bindungen ein. Die intrazellulare Domaneies innerhalb der Cadherin-Super-

familie und wurde zur Unterteilung der CadherineJimterfamilien herangezogen. Vertreter



1 Einleitung 3

der Superfamilie sind unter anderem die klassisc@adherine der AJs (E- (epithelial), N-
(neuronal) und P- (plazental) Cadherin), sowie dismosomalen Cadherine (Desmocolline
und Desmogleine) (PATELlet al, 2003). Kurzlich wurden die Cadherine basierenfl au
Sequenz- und Strukturanalysen der extrazellularemden neu klassifiziert und die klas-
sischen sowie die desmosomalen Cadherine in deili€ail des CMB ¢adherin major
branch zusammengefasst (HULPIAU und VAN ROY, 2009).

Die Catenine aus der Arm-Proteinfamilie regulieienAJs und Desmosomen die
Stabilitat der Cadherine und verknipfen diese (Wweitere Proteine mit dem Aktin-
Zytoskelett bzw. mit Intermediarfilamenten (GOODWIiMd YAP, 2004). Neben dieser
Rolle als Strukturproteine werden den Arm-CateniRanktionen in verschiedensten Signal-
wegen in der Zelle zugeschrieben. Gut charakterisimd solche Funktionen bisher fur
B-Catenin und p12%.

-Catenin, der bekannteste Vertreter der Arm-Preff@milie, hat multiple Funk-
tionen als Strukturprotein in AJs und als Signakuktionsmolekil des Wnt-Signalweges
im Zytoplasma sowie im Zellkern. In AJs interagi@r€atenin tGber seine Arm-Domane mit
einem C-terminalen Abschnitt der Cadherine (E- th@adherin), der als CBD (Catenin-
Bindedomane) beschrieben wurde. Uber die Interaktid a-Catenin vernetzB-Catenin die
Cadherine mit dem Aktin-Zytoskelett. Diese Vernegubewirkt eine Verstarkung der
Cadherin-basierten Zell-Zell-Adhasion (OZAW& al, 1989; GATES und PEIFER, 2005;
PEREZ-MORENO und FUCHS, 2006). Die Interaktion déassischen Cadherine mit
B-Catenin, die durch verschiedene Proteine, darutieeiSrc-Kinase, beeinflusst wird, kon-
trolliert die Menge an zytoplasmatischgi¥Catenin. Kommt dig3-Catenin-Cadherin-Inter-
aktion zum Beispiel aufgrund des Fehlens klassrs€laglherinen an der Zelloberflache nicht
zustande, fihrt dies zu erhdohten Mengen eDatenin im Zytoplasma (BEHREN& al,
1993; ROURAEet al, 1999; HUBER und WEIS, 2001; @it al, 2006). Zytoplasmatisches
B-Catenin wird konstitutiv von einem Komplex aus C¢lasein-Kinase 1), GSKB{Glyko-
gen-Synthase-Kinase®; APC (adenomatous polyposis colind Axin phosphoryliert. Phos-
phoryliertesp-Catenin wird durch def3-TrCP-E3-Ubiquitin-Ligase-Komplex& Transducin
repeat containing protejrubiquitinyliert und Uber das 26S Proteasom abgeéOSTet al,
1996; HART et al, 1999; LIU et al, 2002; XING et al, 2003; LUO und LIN, 2004).
Vereinfacht dargestellt, akkumulief8-Catenin nach Aktivierung des Wnt-Signals im
Zytoplasma, da die fur de-Catenin-Abbau verantwortlichen Proteine Axin un8kK3{3
uber Dishevelled an den Wnt-Rezeptor-Komplex an Zgtoberflache rekrutiert werden
(YANAGAWA et al, 1995; BHANOTet al, 1996; STEITZet al, 1996; YANAGAWA et
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al., 1997; PINSONet al, 2000; WEHRLIet al, 2000).3-Catenin transloziert in den Zellkern,
interagiert dort unter anderem mit Transkriptioktfeen der TCF/LEF-Familie T( cell
factor/lymphoid enhancer facfpund aktiviert auf diese Weise die Transkripti@hnlzeicher
Gene, wie zum BeispighycundcyclinD1, die wahrend der Embryonalentwicklung essentiell
sind, aber auch eine Rolle bei der Entstehung sivemaligner Tumoren haben (BEHRENS
et al, 1996; KORINEKet al, 1997; TAKEMARU und MOON, 2000).

p12G™, der Prototyp der p120-Catenine, wurde erstmaB914ls Src-Substrat be-
schrieben (REYNOLDSt al, 1989). In AJs interagiert p120wie B-Catenin mit klassischen
Cadherinen. Diese Interaktion erfolgt nicht Ubee dCBD sondern uber die Juxta-
membrandomane der klassischen Cadherine und shtedkflr die Membranlokalisierung
und die Stabilitat des gesamten Cadherin/Cateninydexes (REYNOLDSet al, 1994;
SHIBAMOTO et al, 1995; ZHU und WATT, 1996; IRETONt al, 2002; DAVISet al,
2003; XIAO et al, 2003). Neben dieser Funktion als Strukturproteat p126" wie
B-Catenin zusétzliche Funktionen als Signaltransgdokmolekiil. So konnte fiir p12beine
Interaktion mit dem Transkriptionsfaktor Kaiso gegeverden (DANIEL und REYNOLDS,
1999). Kaiso fungiert als Histon-Deacetylase-abigergTranskriptionsrepressor. Die Bin-
dung von p128" an Kaiso verhindert dessen DNA-Assoziation und itladie Kaiso-
vermittelte Transkriptionsrepression. Interessaveese reguliert Kaiso die Transkription der
B-Catenin/TCF/LEF-ZielgeneyclinD1 und matrilysin negativ, wodurch p120 iiber Kaiso
mit dem Whnt-Signalweg in Berihrung kommt (DANIEt al, 2002; PARKet al, 2005;
SPRINGet al, 2005).

Die Uberexpression von p1#) das im Gegensatz faCatenin im Zytoplasma stabil
ist, fuhrte in Fibroblasten zu drastischen morpp@chen Veréanderungen, die sich in der
Bildung von langen dendritischen Fortsatzen &auBe(REYNOLDS et al, 1996). Die
Bildung dieser Fortsatze konnte durch die gleidigeiExpression von dominant aktivem
RhoA (RhoA-DA) signifikant reduziert werden (ANASTBAADIS et al, 2000). Dies war der
erste Hinweis, dass zytoplasmatisches pl2ber die Rho-GTPasen (Abs. 1.4) dynamische
Prozesse des Aktin-Zytoskeletts regulieren kérpt@0™ fungiert in diesem Zusammenhang
als GDI (GDP-Dissoziationsinhibitor) fiir die Rho-Bdse RhoA, indem p120direkt mit
RhoA interagiert und es im inaktiven Zustand imaffasma bindet (ANASTASIADI®t al,
2000; ANASTASIADIS und REYNOLDS, 2001). AuRerdem nde ein aktivierender
Einfluss von p128" auf die Rho-GTPasen Racl und Cdc42 beschrieb@@pinteragiert
mit dem GEF Vav2 und induziert dariiber die Aktivieg von Racl und Cdc42. Die
Interaktion von pl28" mit dem RhoA-GAP-Protein (GTPase-aktivierendes téin
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P190RhoGAP kann gleichzeitig zur Inaktivierung VRhoA filhren. p12%ist somit an der
komplementaren Regulation von Racl und Cdc42 aukten Seite sowie RhoA auf der
anderen Seite beteiligt (NORE®t al, 2000; WILDENBERGet al, 2006). Die Aktivierung
von Racl und Cdc42 sowie die Inhibierung der Rhdd@nAtat durch zytoplasmatisches
p12G™ fuhren zu verringerter Zell-Kontraktilitat und étiter Zell-Motilitat (GROSHEVAet
al., 2001). Die zytoplasmatischen Funktionen von (13t Rho-Signalweg werden wie
beim B-Catenin teilweise Uber die Interaktion mit denskiachen Cadherinen reguliert. Die
Uberexpression von Cadherinen sequestriert zytoglisches p128 zur Plasmamembran
(PM), wahrend der Verlust von E-Cadherin die Mengezytoplasmatischem p1%0erhéht
(REYNOLDS und ROCZNIAK-FERGUSON, 2004). Aul3erdemmkiite durch demnockout
von p126™ in der Haut von Méausen gezeigt werden, dass $1@8Per den RhoA-NEB-
Signalweg an Entzindungsprozessen beteiligt iISREZEMORENOet al, 2006).

Fur die ebenfalls zu den p120-Cateninen gehdreRdeteined-Catenin und ARVCF
konnte ebenfalls eine Rolle bei der Regulation Rbiw-GTPasen gezeigt werden (K al,
2002; MARTINEZ et al, 2003; FANGet al, 2004). Vermutlich ist die Fahigkeit, GTPasen
der Rho-Familie zu regulieren, eine EigenschaftpletO-Catenine, die in unterschiedlichen

zellularen Zusammenhéngen unterschiedliche Konseguehat.

1.3 p0071 gehdrt zur Armadillo-Protein-Familie

p0071 wurde erstmals 1996 als Mitglied der Arm-BirefFamilie beschrieben. Das
Protein besteht aus 1211 Aminosauren (As) unchisiréei Doméanen, die N-terminale Kopf-
(As 1-508), die zentrale Arm- (Arm; As 509-988) udik C-terminale Schwanz-Domane
(As 989-1211) unterteilt (HATZFELD und NACHTSHEIM,996). Am C-Terminus von
p0071 befindet sich aul3erdem ein PDZ-Bindemoti\D#R®S/DIg-A/Z0O-1) (DEGUCHIet al,
2000). p0071 gehort zur Unterfamilie der p120-CianMit seinen nachsten Verwandten,
p120™ ARVCF undd-Catenin, teilt p0071 65% bis 81,5% Sequenzhomeldgider Arm-
Domane (HATZFELD, 1999; HATZFELD, 2005; HATZFELD,0Q7). Ausgehend von
Sequenzvergleichen wurde angenommen, dass die Amabe der p120-Catenine aus zehn
Arm-Wiederholungen besteht. Strukturanalysen den-Boméne von Plakophilin 1 zeigten
jedoch, dass eine vorhergesagte Arm-Wiederholumg ééngere Insertion ist. Wie in
Abb. 1-2 dargestellt, hat diese Insertion zur Fottgess die Arm-Domanen der p120-Catenine
im Gegensatz zu den gestreckten Arm-Domanenprv@atenin und Importire abgewinkelt
sind (HUBEREet al, 1997; KOBE, 1999; CHOI und WEIS, 2005).
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p0071 wird in einer Vielzahl von Geweben, wie zugidpiel im Herz, in der Haut, in
der Skelettmuskulatur, im Gehirn und im Gastroimedtrakt exprimiert. Wie alle
pl20-Catenine ist p0071 ein Zell-Zell-Kontakt-aseotes Protein (HATZFELD und
NACHTSHEIM, 1996; SCHRODERt al, 2000). p128" ist ausschlieRlich in AJs zu finden
und reguliert dort die Stabilitaét von E-Cadherinb§A1.2). Die entfernter mit pO071 ver-
wandten Plakophiline 1-3 sind Bestandteil der desommalen Plaques und vernetzen Uber
Desmoplakin und Plakoglobin Intermediarfilamentet men desmosomalen Cadherinen
(HATZFELD, 2005; HATZFELD, 2007). Wie p120ist p0071 in den AJs vieler epithelialer
Zelllinien zu finden. Daruber hinaus lokalisiertQ@@ auch in Desmosomen (HATZFELD
und NACHTSHEIM, 1996). Uber seine Kopf-Doméane iaggert p0071 mit dem desmo-
somalen Cadherin Desmocollin 3a und den desmosanRieque-Proteinen Desmoplakin
und Plakoglobin. Die p0071-Arm-Domane ist veranthadr fir die Interaktion mit den in
AJs vorkommenden E-, N- und OB- (Osteoblast) Cadber AuRRerdem ging die Uber-
expression von p0071 mit einer Verringerung dernbeEsmenzahl und -grof3e einherging,
wahrend zusatzlich vermehrt AJs ausgebildet wurderigrund dieser Ergebnisse und der
unter den p120-Cateninen einzigartigen dualen liski#bn in Desmosomen und AJs wird
vermutet, dass p0071 das Zusammenspiel beideiZ2#iKontakt-Typen regulieren kdnnte
(HATZFELD et al, 2003; SETZERet al, 2004).

Abb. 1-2: Schematische Darstellung der Arm-Doméanewon Plakophilinl und B-Catenin

Die Arm-Doméne von Plakophilin 1 ist in rot, diernv@-Catenin in blau dargestellt. Der gelb um-
randete Bereich zeigt die fur die Biegung in demAdomé&ne von Plakophilin 1 verantwortliche
Region. Diese Region wurde urspriinglich fir eindtave Arm-Wiederholung gehalten (CHOI und
WEIS, 2005).

Uber seine C-terminale PDZ-Bindedomane interagi®fi71 mit den PDZ-Proteinen
PAPIN (plakophilin-related armadillo repeat protein-intering PDZ proteif und Erbin
(IZAWA et al, 2002; JAULIN-BASTARDet al, 2002; LAURA et al, 2002). Die Funk-
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tionen von PAPIN sind bisher weitgehend unbekanobei eine Funktion bei der Regulation
von Zellproliferation und -polaritat angenommen dviCHAIB et al, 2001; OHNOet al,
2002). Erbin, dessen Lokalisation durch die Rho-&Hn Racl und Cdc42 reguliert werden
kann, ist in die Aufrechterhaltung der Zellpolaritévolviert (IZAWA et al, 2002). Uber eine
gemeinsame Funktion von p0071 mit PAPIN oder Et@nder Etablierung oder Aufrecht-
erhaltung der Zellpolaritat kann allerdings nurlapeert werden.

Die Lokalisation von p0071 im Zytoplasma und im IKetn legt nahe, dass p0071
weitere Funktionen neben der Regulation der Zell-Zéhasion besitzt. So konnten Ohno
und Mitarbeiter (OHNOQet al, 2002) zeigen, dass exogenes p0071 wahrend dekidgse
am kontraktilen Aktomyosin-Ring akkumuliert, wad aine mogliche Funktion von p0071 in
der Mitose hinweist. Der Aufbau und die Kontraktides kontraktilen Ringes erfolgt unter
Kontrolle der Rho-GTPasen (Abs. 1.4). Da fir gi20Abs. 1.2) undd-Catenin (ABU-
ELNEEL et al, 2008) eine Rolle bei der Regulation von Rho-GERas unterschiedlichen
Zusammenhangen beschrieben wurde, erschien escmddgiss p0071 ebenfalls die Aktivitat
von Rho-GTPasen regulieren kdnnte.

1.4 Die Regulation von GTPasen der ras-Superfamilie

Die Ras-Superfamilie der kleinen GTPasen umfassh bdenschen tber 150 Mit-
glieder. Die onkogenen Ras-Proteine sind die Pypeot dieser groRen Familie, die auf Basis
von Sequenzhomologien und FunktionsahnlichkeitenJimterfamilien eingeteilt wurden.
Neben den Ras-GTPasen bilden Ran, die Rho-, die ®Rabdie Arf-GTPasen funf Unter-
familien (WENNERBERGet al, 2005). Alle regulatorischen Ras-GTPasen wirkesmadle-
kulare Schalter, die zwischen einem inaktiven G@Bumdenen und einem aktiven GTP-ge-
bundenen Zustand wechseln kénnen (Abb. 1-3).

GTPasen der ras-Superfamilie sind durch eine hoti@itat zu GDP (Guanosin-
diphosphat) und GTP (Guanosintriphosphat) sowieldwmiedrige intrinsische GTP-Hydro-
lyse- und GDP/GTP-Austauch-Raten charakterisiere ABktivitat aller ras-GTPasen wird
durch GEFs und GAPs reguliert. GEFs aktivieren@ld?asen, indem sie den Austausch von
GDP durch GTP katalysieren (SCHMIDT und HALL, 200BAPs stimulieren die intrin-
sische GTPase-Aktivitat, wodurch das gebundene @T8DP hydrolysiert und die GTPase
inaktiviert wird (BERNARDS, 2003). Der Wechsel zalien GDP- und GTP-gebundenem
Zustand ist mit einer Konformationsanderung verlmmadlie es den GTPasen erméglicht, mit
einem ihrer Effektor-Proteine zu interagieren (BC3Mund HALL, 2000).
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Ein weiterer wichtiger Aspekt bei der Regulationr deeisten GTPasen ist deren
Lokalisation. Uber verschiedene, meist C-termirfdenyl-Reste konnen diese GTPasen mit
Membranen der Zelle assoziieren. In diesem Zusarargnwird die Membranassoziation
der Rho- und Rab-GTPasen von so genannten GDIdiggguGDIs binden Uber eine
hydrophobe Tasche an den C-terminalen PrenylrestediGTPasen im GDP-gebundenem
Zustand, halten diese im Zytoplasma und verhindermleren Assoziation mit Membranen,
GEFs und Effektoren (OLOFSSON, 1999; DERMARDIROSSI4nd BOKOCH, 2005).

Abb. 1-3: Die Regulation der GTPasen der Ras-Supexiilie

GDlIs binden an die C-terminalen Prenyl-GruppengeiniRas-GTPasen, sequestrieren diese im in-
aktiven, GDP-gebundenem Zustand im Zytoplasma @mhkindern damit deren Interaktion mit Regu-
latoren und Effektoren. Assoziieren die GTPasenMgiinbranen sind sie zuganglich fir GEFs. Diese
katalysieren den GDP/GTP-Austausch und aktivieraniloer die GTPasen. Aktivierte GTPasen
induzieren Uber ihre Effektoren anschlielBend eipezifische Zellantwort. Zur Inaktivierung der
GTPasen stimulieren GAPs die Hydrolyse des gebiend&irP. Inaktive GTPasen kdnnen im An-
schluss wieder mit GDIs reassoziieren. Zur Analy@e GTPase-Funktionen kommen oftmals Mutan-
ten der GTPasen zum Einsatz. Dominant negative &IPE@N) sind durch eine Punktmutation nicht
mehr in der Lage mit ihren Effektoren zu interagierda deren Aktivierung (GDP/GTP-Austausch)
nicht mehr moéglich ist. Da diese GTPasen aber dguRtoren (GEFs) binden kénnen, verhindern sie
auf diese Weise die Aktivierung der endogenen GéR.adominant aktive GTPasen (DA) fehlt durch
eine Punktmutation die Fahigkeit zur GTP-HydrolySée sequestrieren dadurch Effektoren, indu-
zieren die GTPase-spezifische Zellantwort und kdngalber hinaus gleichzeitig die Funktion der
GTPasen inhibieren, die Uber die gleichen Effektaveken (HEASMAN und RIDLEY, 2008).
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1.5 Die Regulation der Zytokinese

Der Prozess, bei dem es nach Verdopplung und Ssgyegles genetischen Materials
zur physikalischen Trennung der Tochterzellen kopwird als Zytokinese bezeichnet. Trotz
zum Teil erheblicher Unterschiede im Ablauf derdkymhese, besonders zwischen tierischen
und pflanzlichen Zellen, sind viele Regulatoreneiriralb der Eukaryoten konserviert. In den
nachfolgenden Abschnitten werden die Regulation wded Ablauf der Zytokinese in
tierischen Zellen beschrieben.

Die Zytokinese muss zeitlich und raumlich strengrkiiniert mit der Chromosomen-
segregation ablaufen, um Fehler bei der Verteildeg genetischen Materials zu verhindern.
Der so genannte Spindeheckpointsichert die korrekte Segregation der Chromosomeh un
reguliert den Eintritt der Zellen in die Anapha®=r Uber die E3-Ubiquitin-Ligase APC/C
(Anaphase Promoting Complex/Cyclosdpraermittelte proteolytische Abbau von Cyclinen
am Ende der Metaphase inaktiviert die Cdkydlin dependent kinagesnd induziert den
Beginn der Zytokinese. Cdks phosphorylieren bislnaktivierung des Spindeheckpoints
eine Vielzahl von Proteinen, die essentiell fir &aginn der Anaphase und Zytokinese sind,
wodurch diese Proteine in einem inaktiven Zustarehagjen werden (BURKE und
STUKENBERG, 2008; PESIN und ORR-WEAVER, 2008).

Die Zytokinese beginnt mit der Umorganisation dekrgtubuli der Teilungsspindel.
Im Zuge dieses Prozesses kommt es zur Rekrutiemaigiger Regulatoren, wodurch gleich-
zeitig die Position der zukinftigen Teilungsfuraharkiert wird (Abs. 1.5.2). Dort kommt es
zur Assemblierung und Kontraktion des so genanAtdomyosin-Ringes unter der Kontrolle
der Rho-GTPasen und ihrer Effektoren (Abs. 1.5.8 u#tbs. 1.5.4). Fur die endgultige
Trennung der Tochterzellen sind Vesikeltransportd ufusionsprozesse unabdingbar, bei
denen die GTPase Rabll eine wichtige Rolle einni(dbs. 1.5.5). Aul3erdem sind an der
Zytokinese verschiedene Motorproteine beteiligte diransportprozesse im Verlauf der
Zytokinese koordinieren sowie Veranderungen desnAkizw. Tubulin-Zytoskeletts ver-
mitteln (Abs. 1.5.1).

1.5.1 Motorproteine in der Mitose und Zytokinese

Transportvorgadnge sind essentiell fir die Aufredigiung von Morphologie und
Funktion der Zelle. Die Zytoskelett-assoziiertentbtproteine werden den Myosinen, den
Dyneinen und den Kinesinen zugeordnet. Die Motdgine der Myosin-Superfamilie

vermitteln die Kontraktilitéat von Aktomyosin-Filam&n sowie den Aktin-assoziierten Trans-
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port von Organellen und Membranvesikeln (SEABRA @@UDRIER, 2004). Dyneine und
Kinesine sind Mikrotubuli-assoziierte Motorprotejrtkge urspringlich im Gehirn identifiziert
wurden. Die Hydrolyse von ATP fuhrt zu Konformats@mderungen, die eine Bewegung
entlang von Mikrotubuli ermdglichen (GENNERICH uWdLE, 2009). Mikrotubuli, die aus
den monomeren UntereinheiterTubulin und B-Tubulin aufgebaut sind, haben ein defi-
niertes Plus- und Minus-Ende. Die Lange der Mikiboluwird tGiber die Polymerisation und
Depolymerisation voru-/B-Tubulin-Heteodimeren reguliert, wobei die Plus-Endveitaus
dynamischer sind als die Minus-Enden. Die Orientigrder Mikrotubuli gibt den Kinesinen
und Dyneinen die Richtung des Transportes vor. kpotdeine der Kinesin-Familie bewegen
sich bis auf einige Ausnahmen in Richtung des Eludes und Mitglieder der Dynein-
Familie in Richtung des Minus-Endes (HIROKAWA un®RA, 2008).

1.5.1.1 Die Rolle der Dyneine in der Zytokinese

Die aus jeweils zwei schweren, zwei Intermedidwgizleichten Intermediar- und
dreimal zwei leichten Ketten aufgebauten Dyneimel sidhrend der Mitose am Zusammen-
bruch der Kernhille beteiligt, indem sie die Kermmbean und assoziierte Proteine in
Richtung der Spindelpole transportieren (SALIN& al, 2002). AulRerdem spielen die
Dyneine bei der Regulation des Spindeeckpointseine Rolle. Durch den Transport der
Proteine Madl und Mad2 vom Kinetochor zu den Sppaden wird Cdc20 vom inhi-
bierenden Einfluss des Mad2-BubR1-Komplexes befueid APC/C aktiviert (KARESS,
2005). Vermutlich spielt der Dynein-Dynactin-Kompleauch eine Rolle bei der
Lokalisierung der fur die Zytokinese wichtigen Mikubuli-assoziierten Proteine MKLP1
(mitotic kinesin like protein)lund AuroraB (DELCROSt al, 2006).

1.5.1.2 Die Rolle der Kinesine in der Zytokinese

Die Familie der Kinesine umfasst in Saugetieren madd 40 Mitglieder, die in 14
Unterfamilien zusammengefasst sind. Typisch fie Kiinesine ist eine konservierte, ca. 360
As grol3e, globulare Motordomane. Diese Domanedstokl fir die Mikrotubuli-Assozi-
ation, als auch fiur die ATP-Hydrolyse verantwotlidAuf3erhalb der Motordoméne unter-
scheiden sich die Kinesine jedoch deutlich vonaleanFur ihre Funktionalitat bilden die
meisten Kinesine Uber ihre C-terminalehelikale Domane Homo- oder Heterodimere. Die
Assoziation der Kinesine mit ihrecargoMolekilen erfolgt oftmals Uber Adapterproteine,
die mit dera-helikalen Domane interagieren (Mikdt al, 2005; HIROKAWA und NODA,
2008).
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Fir 12 Kinesine konnten in einer siRNA-basiertenakee eine Funktion in der
Mitose bzw. der Zytokinese gezeigt werden (ZldtJal, 2005b). Kinesin-5 zum Beispiel,
auch als Eg5 bekannt, ist einer der wichtigsten uRegren fur den Aufbau der
Teilungsspindel. Als Homotetramer kann Eg5 Mikratlibmiteinander vernetzen und diese
auch gegeneinander verschieben, was essentiedlefiirdynamischen Prozess der Teilungs-
spindel-Assemblierung ist (KASHINAt al, 1996a; KASHINAet al, 1996b; KAPITEINet
al., 2005). Die Kinesine KIFC1, MCAK, CENP, KIF14, Ki1B, Kid und KIF4 haben Funk-
tionen bei der Anordnung der Chromosomen und beadyschen Prozessen der Teilungs-
spindel (ZHU et al, 2005b). Fir die Kinesine MKLP1, MKLP2, KIF4, KIElund KIF3
konnte eine Rolle in der Zytokinese nachgewiesemare MKLP1, MKLP2 und KIF4, die in
Abs. 1.5.2 genauer beschrieben sind, haben Fumektibei der Umorganisation der Teilungs-
spindel und der Positionierung der Teilungsfurdié=14 spielt eine Rolle bei der Lokali-
sation der Kinase Citron, einem Effektor der GTHakeA (GRUNEBERGCet al, 2006).

Ein weiteres Kinesin mit Funktionen in der Zytolkseeist KIF3. KIF3 ist ein
heterotrimerer Komplex aus den Kinesin-2-Familiegfiredern KIF3a und KIF3b, die das
funktionelle Motordimer bilden und dem Adapterpiot&AP3, das die Bindung acargo
Molekule vermittelt. Das KIF3a-KIF3b-Heterodimer rika Proteine allerdings auch ohne
KAP3 transportieren. Der KIF3-Komplex ist fast uligir exprimiert und am Transport von
Organellen, Membranvesikeln und Proteinkomplexewdrschiedensten Geweben beteiligt
(YAMAZAKI et al, 1995; YAMAZAKI et al, 1996; TAKEDA et al, 2000). Fur die Unter-
einheit KIF3b konnte eine Rolle in der Mitose uret @ytokinese gezeigt werden. Die Uber-
expression von dominant negativen KIF3b-Mutantdmtfin humanen Zellen zu Bildung von
multipolaren Spindeln, was mit einer fehlerhaftdar@nosomensegregation einhergeht (FAN
und BECK, 2004; HARAGUCHIet al, 2006). AulRerdem interagiert KIF3b mit Syne 1
(synaptic nuclear envelope proteip Lind ist verantwortlich fir dessen Lokalisation am
Zentralkorper. In diesem Zusammenhang ist KIF3bTaansport von Membranvesikeln zur
Teilungsfurche beteiligt (FAN und BECK, 2004).

1.5.1.3 Die Rolle von Myosin-Il in der Zytokinese

Die Superfamilie der Myosine umfasst in Sdugetieneindestens 18 Mitglieder.
Myosine sind Aktin-assoziierte Motorproteine, d@v®hl makroskopische Prozesse wie die
Muskelkontraktion als auch mikroskopische Prozesss den Transport von Organellen
regulieren. Fir die Bewegung entlang von Aktinfienten hydrolysieren die Myosine ATP
(DE LA CRUZ und OSTAP, 2004). Myosin-Il, das urspglich in Muskeln identifiziert
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wurde, ist in hdheren Eukaryoten verantwortlichdig Einschniirung der Zellen wahrend der
Zytokinese. Ein Myosin-lI-Komplex besteht aus zwssihweren Ketten (MHC), die die
Motordomane beinhalten, zwei essentiellen leicltetien (MELC) und zwei regulatorischen
leichten Ketten (MRLC). Die Phosphorylierung der MRam S19 und T18 fuhrt in héheren
Eukaryoten zur Aktivierung von Myosin-Il. Die S1%w#5phorylierung induziert die Bildung
von bipolaren Myosin-lI-Filamenten und erhoht diéiritat der MHCs zu filamentbsem
Aktin (F-Aktin), was zur Assemblierung des Aktomys&omplexes und zu dessen
Kontraktion fuhrt. Eine verstarkte Bildung von Myoedl-Filamenten konnte nach der
Diphosphorylierung am S19 und T18 beobachtet wefhaBUCHI und OKUNO, 1977,
SCHOLEY et al, 1980; SELLERSet al, 1981; SELLERS:t al, 1985; IKEBEet al, 1988;
TAN et al, 1992). Da die Assemblierung und Kontraktion vditginyosin-Komplexen nach
der Phosphorylierung der MRLC erfolgt, wird diesesg reguliert. Eine Reihe von MRLC-
Kinasen und die MRLC-Phosphatase kontrollierenRhesphorylierung der MRLC am S19
und T18. In der Zytokinese erfolgt die Kontroller ddyosin-lI-Aktivitat iber ROK (Rho-
Kinase) und die Kinase Citron (Abs. 1.5.4).

1.5.2 Die Ausbildung der zentralen Spindel

In einem der ersten Schritte der Zytokinese kommtzer Umstrukturierung der
Teilungsspindel. Durch Proteinkomplexe mit Mikromlibiindelnden Eigenschaften werden
die anti-parallel Uberlappenden Mikrotubuli der llirgsspindel am Ende der Anaphase zur
zentralen Spindelregion umorganisiert. Die zentr8f@ndelregion legt die Position der
zukunftigen Teilungsfurche fest, indem sie alstRla zur Lokalisierung von Regulatoren
und Effektoren dient, die an der Assemblierung Alt®myosin-Ringes beteiligt sind. Diese
Positionierung muss raumlich und zeitlich strengrkiiniert werden, so dass jede Tochter-
zelle eine einzelne Kopie des genetischen Mateedidlt. Die zeitliche Koordinierung der
Spindelreorganisation erfolgt unter Kontrolle vodkT. Cdkl phosphoryliert und inhibiert
PRCL1 protein regulator of cytokinesig Lind das Motorprotein MKLP1. Beide Proteine sind
essentiell fr die Ausbildung der zentralen Spirelgbn. Aus diesem zentralen Mikrotubuli-
Bindel und dem Aktomyosin-Ring entsteht zum EndeZgéokinese eine lichtmikroskopisch
sichtbare Struktur, die von Flemming (FLEMMING, 11§9als Zentralkdrper beschrieben
wurde und den Ort der Abschnirung markiert (GLOTZE®BDO5; BARR und GRUNEBERG,
2007).

Wahrend der Metaphase verhindert die Cdkl-Phospenrgg die Bindung von
PRC1 an Mikrotubuli. Nach der Inaktivierung der QCdkteragiert PRC1 mit dem Kinesin
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KIF4, das PRC1 am Plus-Ende der Mikrotubuli derldrgsspindel konzentriert. PRC1
ordnet und bindelt anschlieRend diese antiparallékerlappenden Mikrotubuli (JIAN®t
al., 1998; MOLLINARI et al, 2002; KURASAWAEet al, 2004; VERNIet al, 2004). Cdk1
phosphoryliert aul3erdem MKLP1 und inhibiert dartloée Assemblierung des Zentral-
spindlin-Komplexes (MISHIMAet al, 2004; NIIYA et al, 2005). Der Zentralspindlin-
Komplex wird aus einem Dimer des Kinesin-6 MKLPJayRrotti inD. melanogasteund
ZEN4 in Caenorhabditis elegahsind einem Dimer des GAP-Proteins MgcRacGAP (CYK-4
in C. elegansgebildet. Wie PRC1 wird der Zentralspindlin-Komplwahrend der Anaphase
am Plus-Ende der sich tuberlappenden MikrotubuliT@giungsspindel konzentriert und ist an
der Stabilisierung und Bundelung von Mikrotubulitdakgt. Aufl3erhalb des Zentralspindlin-
Komplexes ist weder MgcRacGAP noch MKLP1 in der éagikrotubuli zu bindeln
(ADAMS et al, 1998; POWERSet al, 1998; MATULIENE und KURIYAMA, 2002;
MISHIMA et al, 2002; SOMERS und SAINT, 2003).

An der Umstrukturierung der Teilungsspindel ist endl@m die mitotische Kinase
AuroraB beteiligt, die vermutlich die Rekrutierumgn MKLP1 an die Mikrotubuli steuert.
AuroraB ist die enzymatisch aktive Komponente deBCC(chromosomal-passenger-
compley), die durch die nicht enzymatischen KomponentelBENP (nner centromere
protein antigens135/155 kDa), Survivin und Borealin reguliert wiRUCHAUD et al,
2007). AuroraB wird durch MKLP2 an das Plus-Endegieh Uberlappenden Mikrotubuli der
Teilungsspindel transportiert (GRUNEBERSBal, 2004). InC. elegansundD. melanogaster
wurde gezeigt, dass AuroraB-Orthologe MKLP1 phosyleren und dartber dessen Mikro-
tubuli-Assoziation regulieren (GUSEt al, 2005). Humanes MKLP1 kanin vivo und in
vitro durch AuroraB phosphoryliert werden. Diese Phosglesung scheint zwar nicht ver-
antwortlich fur die Mikrotubuli-Assoziation von MKR1 zu sein, ist aber trotzdem uber die
Regulation des Kernexports von MKLP1 essentiell diz Zytokinese. Aul3erdem konnte
gezeigt werden, dass in humanen Zellen INCENP éieWRierung von MKLP1 an die Tei-
lungsspindel beeinflusst (ZHek al, 2005a; NEEFet al, 2006).

Auch PIk1 polo-like-kinase }, eine Serin/Threonin-Kinase, ist an der Reorgsitn
der Teilungsspindel beteiligt. PIk1 interagiert tibeeine C-terminale PBD (Polo-Box-
Domane) mit einer Vielzahl von Phosphoproteineer, sklbst Substrat der Plk1 sein kbénnen
oder zur Anreicherung von Plk1 an einem bestimn@enin der Zelle dienen. In der Meta-
phase ist PIkl aufgrund der dominierenden Cdkl1udthti mit Cdkl-Substraten an den
Spindelpolen und Kinetochoren assoziiert. Die Iivadstung von Cdk1l nach erfolgter Chro-
mosomensegregation und der damit verbundenen Dgipbigdierung der Cdkl-Substrate
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fuhrt zur direkten Assoziation von PIk1 mit den Nkbtubuli der Teilungsspindel. PIk1
phosphoryliert das Mikrotubuli-assoziierte Motorq@ia MKLP2, was zum Transport von
PIkl an das Plus-Ende der sich Uberlappenden Mikuodit der Teilungsspindel fuhrt. Dort
phosphoryliert Plkl PRC1, bindet Giber seine PBplawsphoryliertes PRC1 und akkumuliert
an der Teilungsspindel (NEEEt al, 2003; PETRONCZKIet al, 2008). Die Aktivitat von
Plk1 scheint die Lokalisation von AuroraB und INCENu beeinflussen und damit die
Umstrukturierung der Teilungsspindel (PETRONCZ&lal, 2007). Eine weitere Funktion
von an der zentralen Spindelregion konzentriertéch Bt die Rekrutierung von ECT2, dem
Hauptaktivator der GTPase RhoA (Abs. 1.5.3), wasAasemblierung und Kontraktion des
Aktomyosin-Ringes fuhrt.

1.5.3 Die Regulation der RhoA-Aktivitat wahrend der Zytokinese

Die Rho-GTPasen sind bekannt als die Hauptreg@atdes Aktin-Zytoskeletts. Die
Aktivierung von RhoA, Racl oder Cdc42 fiuhrt zur dBihg kontraktiler Aktomyosin-
Filamente (RhoA), aktinreicher Lamellipodia (Raaider aktinreicher Filopodia (Cdc42).
Rho-GTPasen beeinflussen die Zellpolaritat, Memtbassportvorgange, die Aktivitat von
Transkriptionsfaktoren und dynamische Prozesseldbslin-Zytoskeletts. Diese Vielzahl an
Funktionen regulieren die Rho-GTPasen uber ihrekitren, von denen bis heute mehr als
50 im humanen Genom identifiziert wurden (ETIENNEANNEVILLE und HALL, 2002;
JAFFE und HALL, 2005).

Der Hauptaktivator von RhoA wéahrend der Zytokinestedas GEF-Protein ECT2
(epithelial cell transforming geng.2ECT2 ist das S&ugetier-Homologe des Genprodukts
Pebble au®. melanogasterdas erstmals 1993 als Regulator fir GTPasen HerHamilie
beschrieben wurde (MiKlet al, 1993). Der C-terminale Bereich von ECT2 enthalt
nacheinander eine DH- und eine PH-Doméne (Dbl-hoghblzw. Pleckstrin-homolog). Dbl
war das erste Rho-GEF, das als Protein mit tramsémenden Eigenschaften in diffusen
B-Zell-Lymphomen beschrieben wurde (SRIVASTAWA al, 1986). Die DH-Doméane, die
auch als GEF-Domane bezeichnet wird, katalysiant@eaninnukleotid-Austausch der Rho-
GTPasen Racl, Cdc42 und RhmAvitro (TATSUMOTO et al, 1999). Die genaue Funktion
der PH-Doméne von ECT2, die bei den meisten RhosGERerminal zur DH-Domane
gelegen ist, wurde noch nicht aufgeklart. Fir @ni@EFs konnte eine Funktion dieser
Doméane bei deren Lokalisation und Aktivitatsregolatgezeigt werden. AuRerdem scheint
die PH-Domaéane Protein-Protein-Interaktionen zu vitetn (BLOMBERG et al, 1999). Die

zentrale S-Doméne von ECT2 beinhaltet zwei Kerrdlsiemungssignale, deren Funktions-
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verlust die transformierenden Eigenschaften von E@iuziert (SAITOet al, 2004). Der
N-terminale Bereich von ECT2 enthalt zwei aufeir@nfblgende BRCT-Domaéanerbreast
cancer 1 C-terminal Diese Domane ist in vielen Proteinen konseryidi¢ in DNA-Repa-
ratur-Mechanismen und Zell-Zyklus-Kontrolle invadvi sind (BORKet al, 1997). Die
BRCT-Domanen von ECT2 regulieren dessen GEF-Akiivindem sie eine intramolekulare
Interaktion mit der C-terminalen Domé&ne von ECTRBgehen. Auf diese Weise wird die
Bindung von Rho-GTPasen an die GEF-Domane von BE€Tzindert (KIMet al, 2005).

Fur das ECT2-homologe Protein Pebble Ruselanogastekonnte eine Funktion als
essentielles Rho-GEF in der Zytokinese gezeigt emerdlber die Regulation der Rhol-
Aktivitat vermittelt Pebble die Reorganisation dEgin-Zytoskeletts an der Teilungsfurche
(PROKOPENKO et al, 1999). Verschiedene experimentelle Ansatze balejgse Funktion
fur ECT2 auch bei der Zytokinese von Saugezelldaa. IDaktivierung von ECT2 durch die
Uberexpression der regulatorischen N-terminalen &wmdie Injektion inhibitorischer Anti-
korper (Ak) sowie die Reduktion der ECT2-Expressimittels siRNAs verhindern die
kortikale Akkumulation von aktivem RhoA und damiedAssemblierung des Aktomyosin-
Ringes (TATSUMOTOet al, 1999; KIM et al, 2005; YUCEet al, 2005). Wahrend der
Interphase liegt ECT2 normalerweise in der inaktiW@nformation im Zellkern vor. Mit
Eintritt in die Mitose wird ECT2 hyperphosphoryliewas essentiell fur die Aktivitat von
ECT2 scheint (TATSUMOTOet al, 1999). Die Kinase Cdkl ist an dieser Hyperphos-
phorylierung beteiligt. Cdkl phosphoryliert ECTi2 vitro an mindestens drei Threonin-
Resten, unter anderem am T814, woflr bisher keimkton in vivo gezeigt werden konnte.
Die Phosphorylierung von ECT2 am T412 erhoht diéinkét von Plkl zu ECT2. PIk1
phosphoryliert ECT2n vitro im N- (As 1-421) und C- (As 753-882) terminalen &eh des
Proteins. Eine Cdkl1-phosphodefiziente Mutante T4X#& nur eine geringe Affinitat zu Plk1
aufweist, stimuliert die RhoA-Aktivitat in der Zelim Vergleich zur Phosphomimik-Mutante
und zum WT-Protein kaum, so dass uber eine RoltePdlel-Phosphorylierungen bei der
Aktivierung von ECT2 spekuliert werden kann (NIlYét al, 2006). Cdkl phosphoryliert
ECT2 aulRerdem am T342, wodurch eine Konformatiases@amg induziert wird, die ECT2 in
die offene Konformation uberfuhrt. In der offenenriformation liegen die BRCT-Doménen
von ECT2 nicht mehr assoziiert mit der DH-Doméne. iese Modifikation reicht jedoch
nicht aus, um ECT2 vollstandig zu aktivieren, sesdapekuliert wird, dass diese Cdkl-
Phosphorylierung nachgeschalteten ECT2-Regulatatien Interaktion mit den BRCT-
Domanen zur weiteren Aktivierung von ECT2 ermogligRIM et al, 2005; HARA et al,
2006). Die Tatsache, dass ECT2 zu Beginn der Mitogeerphosphoryliert wird, diese
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Phosphorylierungen essentiell fur die GEF-Aktivivé@in ECT2 sind, aber aktives RhoA in
groReren Mengen erst 90 Minuten nach Beginn deoddizum Zeitpunkt der Zytokinese in
der Zelle nachzuweisen ist, lasst vermuten, dasemealer Aktivierung von ECT2 auch
dessen Lokalisation essentiell fir den VerlaufZgokinese ist (TATSUMOTCet al, 1999;
KIMURA et al, 2000).

Wahrend der Anaphase wird ECT2 im Komplex mit Mikitmuli-assoziierten
Motorprotein MKLP1 und MgcRacGAP zur zentralen $ightransportiert. ECT2 interagiert
Uber seine BRCT-Doméanen mit dem RhoA-inaktivierenBeotein MgcRacGAP. Die Phos-
phorylierung von MgcRacGAP durch Plk1 ist essehtiel diese Interaktion. In diesem Zu-
sammenhang ist eine weitere Funktion der Cdkl-Rtwgperung am T342 von ECT2 be-
schrieben wurden. Diese verhindert die Assoziatmm ECT2 und MgcRacGAP. Erst die De-
phosphorylierung von ECT2 nach der Inaktivierung @ikl erméglicht ECT2 die Bindung
an MgcRacGAP, wodurch ECT2 weiter in der offenemfg¢omation gehalten wird (YUCEt
al., 2005; BURKARD et al, 2009; WOLFE et al, 2009). An der zentralen Spindel
konzentriertes ECT2 katalysiert die lokale Aktivieg von RhoA, was zur Ausbildung einer
am aguatorialen Zellkortex gelegenen Zone aus ektiRhoA fuhrt (NISHIMURA und
YONEMURA, 2006).

MgcRacGAP reguliert die Aktivitat von RhoA negatimdem es dessen intrinsische
GTPase-Aktivitat stimuliert. Die PhosphorylierungrvMgcRacGAP durch AuroraB wéahrend
der Zytokinese verringert dessen GAP-Aktivitat gageer Racl und Cdc42, wodurch die
GAP-Aktivitat gegenuber RhoA dominierend wird (MISBIIMA et al, 2003). Die GAP-
Aktivitat von MgcRacGAP scheint essentiell fur deéerlauf der Zytokinese zu sein, da deren
Inhibierung in humanen Zellen sowie iD. melanogasteEmbryonen zur Bildung
mehrkerniger Zellen fuhrt (LEEt al, 2004a). Die Experimente von Miller und Mitarbeite
(MILLER und BEMENT, 2009) legen die Vermutung naligss fir Assemblierung und
Kontraktion des Aktomyosin-Ringes RhoA standig déwklus von Aktivierung und
Inaktivierung durchlaufen muss. Die Tatsache, dassum die zentrale Spindel zur
Akkumulierung von aktivem RhoA kommt, zeigt, daseseér Zyklus am Beginn der
Zytokinese in Richtung der Aktivierung von RhoA sehnoben sein muss. In diesem
Zusammenhang konnten bisher unbekannte ProteireRotle spielen, die gemeinsam mit
ECT2 und/oder MgcRacGAP das Gleichgewicht von A&tivng und Inaktivierung in die

eine oder andere Richtung verschieben.
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1.5.4 Die Assemblierung und Kontraktion des Aktomyosin-Rnges

Am aquatorialen Zellkortex akkumuliertes RhoA ingutz schliel3lich tber seine
Effektoren die Assemblierung und Kontraktion degdhiyosin-Ringes. Die Inhibierung von
RhoA durch die C3-Transferase verhindert wie dieskibutive Aktivierung von RhoA diese
Prozesse (KAMIJCet al, 2006; MORINet al, 2009). Assemblierung und Kontraktion des
Aktomyosin-Ringes erfolgen durch die Aktivierungrnivyosin-Il und die Polymerisation
von Aktin. ROK und die Kinase Citron vermitteln diéyosin-lI-Aktivierung. Als Antwort
auf die Akkumulation von aktivem RhoA phosphoryierROK und Citron die regulatorische
leichte Kette des Myosin-Il (MRLC) am S19 bzw. arh8Tund S19, induzieren dariber die
Assemblierung des Myosin-Il mit F-Aktin und stimerden die Myosin-lI-Motoraktivitat.
ROK hemmt gleichzeitig die Myosin-lI-inhibierendeRUC-Phosphatase (AMAN@t al,
1996; KIMURA et al, 1996; YAMASHIROet al, 2003).

RhoA-GDP
MgcRacGAP ECT2
RhoA GTP

Citron ‘ Formine (mDia2)
: { Profiline *
MRLC-

Phosphatase

v ,/
p-MRLC F- Aktln
© MRLC i t ol Aktin-GTP @ Aktin-GDP
aktives Myosin- -
® p-MRLC \ Profilin

Aktomyosin-Ring @ Formin

Abb. 1-4: Die RhoA-abhangige Regulation der Aktomysin-Ring-Assemblierung

RhoA-GTP initiiert iiber ROK und Citron die Phospylmrung der MRLC, was zur Aktivierung des
Myosin-IlI fuhrt. AuBerdem hebt aktives RhoA die Aunhibierung der Formine (im speziellen mDia2)
auf, die daraufhin zusammen mit den Profilinen Bigymerisierung von monomerem Aktin zu
unverzweigten Aktin-Filamenten katalysieren. F-Aktund aktives Myosin-Il assemblieren zum
Aktomyosin-Ring, der durch die Myosin-Il-vermitteft Krafte kontrahiert (PIEKNét al, 2005).
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Die Polymerisierung von monomerem Aktin zu F-Akgérfolgt wahrend der Zyto-
kinese von Saugetier-Zellen unter Kontrolle desriios mDia2 (WATANABEet al, 2008).
Prinzipiell katalysieren die Formine Uber ihre FB@mane (Formin homologlie de nove
Synthese von unverzweigten Aktin-Filamenten. Ubee iFH1-Domé&ne kénnen die Formine
zusatzlich mit Profilin interagieren, das seindssélktin-Monomere bindet, wodurch die
Polymerisierung des Aktin-Filaments beschleunigdwWPRUYNEet al, 2002; ROMERGCet
al., 2004; OTOMOet al, 2005). Da der Aktomyosin-Ring in der PM verankistt fuhrt
dessen Kontraktion zur Bildung der Teilungsfurchbl{. 1-4).

1.5.5  Vesikeltransport wahrend der Zytokinese

Der Vesikeltransport ist der Mechanismus in deleZdlber den Material von einem
Membran-Kompartiment zum nachsten bzw. an die PMngg. Die Vesikel werden dabei
entlang des Tubulin- und des Aktin-Zytoskeletts ribitorproteine der Dynein-, Kinesin-
und Myosin-Familien transportiert (LEEt al, 2004b). Die Fusion der Vesikel mit ihrer
Zielmembran wird von sogenannten SNARE-Proteirsmiuple N-ethylmaleimide-sensitive-
factor attachment receptprvermittelt. SNAREs sind kleine Transmembranprogei bei
denen t-SNAREs térge) und v-SNAREs \esiclg unterschieden werden. Vereinfacht
dargestellt, bilden auf der Zielmembran lokali®grSNARES mit den Vesikel-assoziierten v-
SNAREs einen Komplex, der die Fusion des Vesikeis dar Zielmembran ermdglicht,
wobei die SNARE-assoziierten Proteine eine unt&rstile Funktion haben (JAHN und
SCHELLER, 2006). Fur die meisten Vesikelfusionspsse sind neben den SNAREs weitere
Komponenten notwendig. Sogenantdgther verankern die Vesikel an der Zielmembran und
ermdglichen die anschliel3ende Fusimtherkénnen einzelne lange Proteine oder grol3e aus
mehreren Untereinheiten bestehende Komplexe seldY(WME und MUNRO, 2002). Eine
wichtige Rolle spielt in diesem Zusammenhang detarokre Exozyst-Komplex. Dieser
Multiprotein-Komplex wurde 1996 in Hefen entdeckidubesteht aus Sec3, Sec5, Sec6, Sec8,
Secl0, Secl5, Exo70 und Exo84 (TERBU&HAI, 1996). Sechs der Exozyst-Komponenten
gelangen Uber sekretorische Vesikel des Golgi-Agqtgazur PM. Dort markieren Exo70 und
Sec3, deren Transport unabhangig vom Golgi-Apparalgt, den Zielort der Vesikel. Die
vollstdndige Assemblierung des Exozyst-Komplexdsest essentiell fur die Fusion von
Vesikeln mit der PM zu sein, da das Ausschalten Hgezyst-Komplexes mit einer
Akkumulation von Vesikeln am eigentlichen Fusionsemhergeht (HSUet al, 1999;
MUNSON und NOVICK, 2006). An Vesikeltransportvorggm beteiligt sind aul3erdem
GTPasen der Rab-Famili®kds-like proteins in the braindie wie die Rho-GTPasen zur
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Superfamilie der Ras-GTPasen gehoren. Die Lokalisge und Aktivierung der Rab-
GTPasen erfolgt ebenfalls Gber GDIs, GEFs und GAR=r ihre Effektoren vermitteln
aktivierte Rab-GTPasen verschiedenste Prozesse Wesikeltransport. Rab-GTPasen sind
an der Bildung und Abschntirung von Vesikeln bageilsie kontrollieren Uber die Interaktion
mit verschiedenen Motorproteinen die Motilitdt déesikel und regulieren die Fusion von
Vesikeln tber den Abbau der Vesikelhille und digeraktion mit Proteinen auf der
Akzeptor-Membran. Da jeder dieser Schritte von #gehen Rab-GTPasen vermittelt wird,
werden die Rab-GTPasen auch als die Koordinatoes \desikeltransports bezeichnet
(STENMARK, 2009).

Durch die RhoA-abhangige Einschnirung der Teilung$fe und die gleichzeitige
Aktivitat der Mikrotubuli-bindelnden Faktoren (PRCZentralspindlin) wird der Zentral-
korper gebildet. Der Zentralkorper liegt in der tdieiner dinnen zytoplasmatischen Briicke,
die die Tochterzellen weiterhin verbindet. Die Afling dieser Briicke (Abschnirung) trennt
die Tochterzellen endgiltig voneinander. Lange galt die Aktomyosin-basierte Einschnu-
rung von Saugerzellen wahrend der Zytokinese ase@nend, um diese auch zu separieren.
Von der Zytokinese der Pflanzen war die Abhangigkeim gerichteten Vesikeltransport und
der Fusion dieser Vesikel zur Phragmoplast-Ausbiddschon langer bekannt (BALUSK&
al., 2006). Auch in grofRen embryonalen Zellen, wie BHesrn von Amphibien, ist die Abhan-
gigkeit der Zytokinese von Vesikeltransportvorgdmgezeigt worden (BLUEMINK und DE
LAAT, 1973). Bei der Zellularisierung vob. melanogasteEmbryonen wird die Vergro-
Berung der Teilungsfurche ebenfalls durch Membwsaartion lber Vesikeltransport erreicht
(FULLILOVE und JACOBSON, 1971).

Gromley und Mitarbeiter identifizierten 2003 (GROMY et al, 2003) das bis dahin
unbekannte Centriolin, das am Zentralkorper lolatisDie Verringerung der Centriolin-Ex-
pression mittels siRNA fihrte dazu, dass die Zehexch der Mitose Uber lange zytoplas-
matische Brucken verbunden blieben. Da die Aktonmy8sng-vermittelte Einschirung der
Zellen normal verlief, deuteten diese Ergebnissedass Vesikeltransportvorgdnge auch in
Saugerzellen fur eine erfolgreiche Zytokinese highdterden. Proteom-Analysen von iso-
lierten ZentralkOrpern aus Saugerzellen zeigtereadin, dass ca. ein Viertel der Zentralkor-
per-assoziierten Proteine dem Golgi-Apparat zugegirdierden kdnnen (SKO& al, 2004).
Dies unterstitzte die Hypothese, dass Vesikelt@hsuch in Sdugetierzellen wéhrend der
Zytokinese stattfindet und zeigte auBerdem, dasdelieiligten Komponenten zumindest im
Tierreich konserviert sein kbnnten. Am Vesikeltiaors in der Zytokinese sind Komponenten
des Trans-Golgi-Netzwerkes (TGN), SNAREs sowie SIEA&®soziierte Proteine, der
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Exozyst-Komplex, durch Rab-GTPasen regulierte Regy&Endosomen und Clathrin-
abhéngige Endozytose-Prozesse beteiligt (MONTAGN@&tCal, 2008; PREKERIS und
GOULD, 2008).

Eine zentrale Rolle beim Vesikeltransport in detakjnese scheint die Rab-GTPase
Rabll einzunehmen. Rabll lokalisiert an intrazekul Vesikeln des TGN und des
Recycling-Endosoms. Dartber ist Rabll unter andexemlransport bzw. Recycling von
GLUT4 (Glukose-Transporter), dem Transferrin-Reaephd E-Cadherin beteiligt (URB&
al., 1993; ULLRICHet al, 1996; GREENet al, 1997; KESSLERet al, 2000; LOCK und
STOW, 2005). Eine Reihe von Studien belegt eineleRebn Rabll in der Zytokinese
tierischer Zellen. IrC. elegan€Embryonen fihrt die Verringerung der Rabl1-Expgoesgur
Ruckbildung der Teilungsfurche (SKO# al, 2001) und bei der Zellularisierung vdah
melanogasteEmbryonen werden Rabll-Vesikel fur die Vergrol3grder Teilungsfurche
bendtigt (PELISSIERet al, 2003; RIGGSet al, 2003). AulRerdem konnte eine wichtige Rolle
fir Rab11 in der meiotischen Zytokinesdbnmelanogastegezeigt werden (GIANSANTét
al., 2007). In Saugetierzellen vermittelt Rab11 deansport von Recycling-Endosomen zur
Teilungsfurche (FIELDINGet al, 2005; WILSONet al, 2005). Aktives Rab11 interagiert
mit sogenannten FIPR&b11-family-interacting proteipsdie durch eine C-terminale Rab11-
Bindedomane gekennzeichnet sind (PREKERiI&I, 2000; PREKERIS:t al, 2001). FIP3
und FIP4 sind die Homologen des Proteins Qufclear fallou} ausD. melanogasterdas
ebenso wie Rabll essentiell fir die Zellularisigrmon D. melanogasteEmbryonen ist.
FIP3 und FIP4 vermitteln vermutlich einen Teil dRabl1-Funktionen in der Zytokinese von
Saugerzellen (PREKERIS und GOULD, 2008). Dabei &ifB und FIP4 in der Lage neben
Rabll zwei GTPasen der Arf-Familie (ADP-Ribosyliegs-Faktor) zu binden. Am Zentral-
korper interagieren Komplexe aus Rabl11l und FIP3 BiRr4 mit Arf5 oder Arf6 (HICKSON
et al, 2003; FIELDINGet al, 2005; WILSONet al, 2005). Wéahrend die genaue Funktion
von Arf5 unbekannt ist, ist Arf6é verantwortlich fidre Reorganisation des Aktin-Zytoskeletts
an der PM. Ob Arf6 diese Rolle auch wahrend depkipese ausiibt, ist ebenso ungeklart
wie die Funktion der Interaktion von Rab11 mit Acféd Arf6 in der Zytokinese (D'SOUZA-
SCHOREY und CHAVRIER, 2006). Da Arf6 mit Rabll-Fip@sitiven Recycling-
Endosomen assoziiert vorliegt, bevor diese denrZkdirper erreichen, scheint Arf6é nicht fur
die Lokalisation von Rabll bendtigt zu werden (SCGHE&ICH et al, 2007).
Interessanterweise interagieren sowohl Rabll (mitlS) als auch Arf6 (mit Secl10) mit
Komponenten des Exozyst, so dass davon auszugshedass Rabl1-Vesikel tGber den
Exocyst-Komplex am Zentralkdrper verankert werdBRIGENT et al, 2003; WU et al,
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2005). Untersuchungen i8chizosaccharomyces pombad D. melanogasteregen eine
Funktion des Exozyst-Komplexes wahrend der Zytakenerermutlich bei der Lokalisierung
von sekretorischen Vesikeln des Golgi-ApparateBer(8ANGet al, 2002; ECHARDet al,
2004). In Saugerzellen ist Centriolin an der Rakrung des Exozyst-Komplexes zum
Zentralkdrper Dbeteiligt. Weiterhin scheint die Lbgation der SNARE-Proteine
Endobrevin/VAMP8 (v-SNARE) und Syntaxin-2 (t-SNAREJowie die Lokalisation des
SNARE-assoziierten Proteins Snapin ebenfalls aklgamgn Centriolin. Das Fehlen von
Centriolin am Zentralkdrper geht mit der Fehllokation des Exozyst-Komplexes, der
beschriebenen SNARE-Proteine und von Snapin einiges fuhrt schlie3lich zur
Akkumulation von sekretorischen Vesikeln am Zektigber aufgrund der nicht stattfin-
denden Vesikelfusionsprozesse (GROMLEtyal, 2005).

Trotz der Vielzahl an identifizierten Komponenteie am Vesikeltransport wahrend
der Zytokinese beteiligt sind, ist besonders dieguRgion dieser Prozesse und das
Zusammenspiel mit der Aktomyosin-basierten Zellgimgirung weitgehend unbekannt.
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1.6 Zielstellung

Zu Beginn dieser Arbeit war bekannt, dass p0071 euran wéhrend der Mitose an
den Spindelpolen und am Zentralkdrper lokalisieme zum anderen nach Uberexpression
die Entstehung mehrkerniger Zellen induzierte. Aurfgl dieser beiden Befunde wurde eine
Funktion von p0071 wahrend der Mitose bzw. Zytokm@ostuliert. Die Zytokinese, die flr
die Trennung der Tochterzellen verantwortlich is&ingt im wesentlichen von der unter
Kontrolle der GTPase RhoA stehenden Reorganisadies Aktin-Zytoskeletts zur Ein-
schnirung der sich teilenden Zelle sowie dem Tramsmd der anschlieRenden Fusion von
Membranvesikeln zur Abschnirung der Tochterzellbn @Rie mdglichen Funktionen von
p0071 bei diesen Teilprozessen sollten im Rahmenvdeiegenden Arbeit charakterisiert
werden.

Das als putativer Interaktionspartner fir p0071 tefst Hefe-Dihybrid-Analyse
identifizierte Rho-GEF ECT2 legte zusammen mit Vieigrungen des Aktin-Zytoskeletts, die
durch die Uberexpression von p0071 induziert wuraéme potentielle Funktion von p0071
bei der Regulation der RhoA-Aktivitat iber ECT2 weitnd der Zytokinese nahe.

Zusammen mit Rab11l und Snapin, die ebenfalls aksrdktionspartner fur p0071
identifiziert wurden, koénnte p0071 in Vesikeltrangp und/oder Vesikelfusionsprozesse
involviert sein.

Obwohl bei der Aufklarung beider Teilprozesse inndketzten Jahren grofe
Fortschritte zu verzeichnen waren, blieb die Veraey beider Vorgange weitgehend
ungeklart. Aufgrund der mogliche Interaktionen 3071 mit ECT2, Rabl1l und Snapin ist
eine Beteiligung von p0071 an der Koordination f#mschnirung und Abschnirung denkbar.

Da die rdumliche und zeitliche Koordination derlpeizesse den fehlerfreien Ablauf
der Zytokinese sichert, sollte ebenfalls untersusbtden, wie die Regulation mdglicher
Funktionen von p0071 wahrend der Zytokinese erfolgénnte. In diesem Zusammenhang
konnte das Mikrotubuli-assoziierte Motorprotein #e@nesin-2-Familie KIF3b eine wichtige

Rolle bei der Lokalisation von p0071 spielen.
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2 Material und Methoden

Die verwendeten Chemikalien wurden, soweit niclidesis vermerkt, von den Firmen
Sigma-Aldrich (Minchen) und Karl Roth (Karlsruheziogen. Zellkulturmedien und Zusatze

wurden von der Firma PAA (Colbe) bezogen.

2.1 Mokekularbiologische Methoden

2.1.1 Isolation von RNA aus humanen Zelllinien

Die Isolation von RNA aus humanen Zelllinien ertelgmittels Guanidinium-
thiocyanat-Phenol-Chloroform-Extraktion (CHOMCZYNSBKind SACCHI, 1987). Die in
Zellkulturschalen kultivierten Zellen (1x 4@ellen) wurden hierfiir zweimal mit PBS ge-
waschen, anschliel3end in 500 pl GTC-Reagenz lysmettdas Lysat in flissigem Stickstoff
zur effizienteren Lyse eingefroren. Das gefrorensdt wurde in einem Wasserbad bei RT
(Raumtemperatur) wieder aufgetaut und anschlie®&ndi0 Minuten bei 13.000x g und 4°C
zentrifugiert. Der Uberstand wurde in einem neueak®onsgefal mit 1/5 Volumen Chloro-
form versetzt, durch mehrmaliges Invertieren gunigeht, fir 3 Minuten bei RT inkubiert
und far 15 Minuten bei 13.000x g und 4°C zentritrgi Die Fallung der in der oberen wass-
rigen Phase enthaltenen RNA erfolgte im Anschlussld Zugabe von einem Volumen Iso-
propanol und durch Zentrifugation der Losung furMi@uten bei 13.000x g und RT. Nach
dem Waschen der préazipitierten RNA mit 500 pl 8@ Ethanol und dem Trocknen der
RNA wurde diese durch Zugabe von 15 pul RNase/DNiasem Wasser (Invitrogen,
Karlsruhe) geldst. Die Bestimmung der RNA-Konzetnbra erfolgte photospektrometrisch
bei 260 nm am Genequant 1300 (GE Healthcare, MimcBei einer optischen Dichte von 1
(OD2gonm = 1) und einer Schichtdicke der QuarzklUvette vOmmin entspricht die RNA-
Konzentration 40 pg/ml. Zur Qualitatskontrolle dsolierten RNA wurde eine Agarose-
Gelelektrophorese durchgefihrt (Abs. 2.1.5). Nidegradierte RNA zeigt nach der Auf-
trennung im Agarose-Gel zwei Banden in Verhaltrog 2:1. Diese werden durch die 28S-
und die 18S-rRNA gebildet. Die isolierte RNA wurdis zur weiteren Verwendung bei -80°C
gelagert.

2.1.2 Reverse Transkription

Mit dieser Methode wird die zuvor isolierte RNA @DNA umgeschrieben. Die hier

verwendeten kurzen DNA-Hexanukleotide jeder mogliciSequenz (so genanmandom-
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Primer, Roche, Mannheim) hybridisieren mit der RNA, wadh einem zweiten Reaktions-
schritt durch die Reverse Transkriptase (Supers¥rly; Invitrogen), mittels dNTPs (Des-
oxynukleotidtriphosphate; Fermentas, St. Leon-RotJang der Matrize in 5 3"-Richtung

zu einer cDNA verlangert werden.

Reaktionsansatz: RNA (1 pg/ul) 2 ul
Random-Primef100 puM) 1pl
RNase/DNase-freies Wasser 9 ul

Dieser Ansatz wurde zur Denaturierung von RNA-Sei&ustrukturen fir 10 Minuten
bei 70°C inkubiert. Anschliel3end erfolgte eine Sviatige Abkihlung der Ansatze auf Eis,
wobei dieRandom-Primemit der RNA hybridisierten. Im Anschluss wurdemui5x Re-
aktionspuffer; 2 ul DTT (100 mM); 2 pl dNTP-Mix (j2,5 mM) und 1 pl Superscript™:-Il
(200 U/ul) zugesetzt (alle Invitrogen). Der Ansatarde durch kurzes Zentrifugieren ge-
mischt und im Thermocycler T3 (Biometra, Goéttingéir) 10 Minuten bei 20°C, 60 Minuten
bei 42°C und 5 Minuten bei 90°C inkubiert. Die detisierte cDNA wurde abschlielRend mit
80 pl RNase/ DNase-freiem Wasser versetzt, aligrtaind bei -20°C gelagert.

2.1.3 Polymerase-Kettenreaktion

Mit Hilfe der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) ig mdglich, von einer DNA-
Matrize (so genanntes Template) eine grol3e Zahtigtther Kopien anzufertigen. Auf diese
Weise ist es moglich, die Expressionsprodukte Véesener Gene zu klonieren und an-
schlieBend zu untersuchen. Zur Klonierung einesirbegen Expressionsproduktes mittels
PCR bendtigt man ausschlie3lich eine kurze SeqaemzAnfang und am Ende des zu
amplifizierenden Produktes zur Synthese von spgefién Oligonukleotid-Primern (Tab. 7-1).
Prinzipiell enthalt jeder PCR-Ansatz das Templdie, vier dNTPs, die beiden Primer und
eine hitzestabile DNA-Polymerase. Ein zyklisch abdades Temperatur-Programm zur
Template-Denaturierung (96°C fur 30 Sekunden), ErAnlagerung (50°C bis 65°C flr
30 Sekunden) und DNA-Synthese (68°C oder 72°C; édiden je 1 kb Fragmentlange)
fuhrt zur exponentiellen Vermehrung der entspredearDNA-Fragmente.

In dieser Arbeit kam flr die Klonierung verschiedeiienprodukte aus cDNA der
High Fidelity-PCR-Enzym-Mix (Fermentas) nach Pratibikdes Herstellers zum Einsatz. Der
Ansatz wurde durch kurzes Zentrifugieren gemiscit die PCR im Thermocycler T3 mit

entsprechendem Programm durchgefuhrt.
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2.1.4 Ortsgerichtete Mutagenese

Mit Hilfe einer ortsgerichteten Mutagenese ist @glich, die Sequenz der Uber eine
PCR amplifizierten DNA zu verandern. Dabei kommemm@r zum Einsatz, die nicht zu
100% identisch mit der Template-Sequenz sind. mvaeiegenden Arbeit wurden cDNA-
Sequenzen, die bereits in Vektoren kloniert wademch die ortsgerichtete Mutagenese ver-
andert. Die dafur verwendeten Primer (Tab. 7-2) dear so konstruiert, dass in der ent-
sprechenden PCR zirkulare doppelstrangige DNA-Mdkeknit je zwei Einzelstrangbriichen
und der gewiinschten Mutation entstehen. Diese DN#ekile sind im Gegensatz zu den
aus denk. colirStamm JM109 isolierten (Abs. 2.1.12) Template-4Riden nicht methyliert.
Die nach der PCR durchgefuhrte Behandlung mit destiiktionsendonuklease Dpn | fiihrte
deshalb nur zur Degradation der Template-Plasnidike.neu entstandenen DNA-Molekile
wurden anschlieBend transformiert (Abs. 2.1.11) whach Sequenzierung analysiert
(Abs. 2.1.13). Auf diese Weise wurden PlasmideExpression dominant aktiver (DA) und
dominant negativer (DN) Mutanten der GTPasen RhodRabl1 hergestellt.

2.1.5  Agarose-Gelelektrophorese von Nukleinsauren

Agarose ist ein lineares Polysaccharid §-Galaktose/3,6-anhydro-L-Galaktose...),
das durch Erhitzen in Pufferldosung nach dem Abkiileime homogene Gelmatrix bildet. Im
elektrischen Feld wandern die durch ihre Phospbpfign negativ geladenen Nukleinsduren
zur Anode. Die Wanderungsgeschwindigkeit und didtraanung von RNA- bzw. DNA-
Fragmenten hangen in erster Linie von deren GraféeKonformation der Fragmente, der
Konzentration der Agarose und der elektrischen Syag ab. Die Auftrennung der Nuklein-
sauren nach Molekulargewicht erfolgte in 0,75%-ipen2,5%-igen Agarose-Gelen. Die ent-
sprechende Menge Agarose wurde dazu in TBE-Puéiésgund mit 0,3 pg/ml Ethidiumbro-
mid versetzt. Ethidiumbromid ist ein Fluoreszenz&woff der in Nukleinsauren interkaliert,
wodurch sich dessen Fluoreszenzemission unter W@WtLvervielfacht. Die DNA-Proben
wurden mit 6x DNA-Ladepuffer sowie RNase/DNasedmeiWasser gemischt und das Gel
damit beladen. Im Fall von RNA wurde jeweils 1 pgli8 pl RNase/DNase-freiem Wasser
mit 2 ul 10x RNA-Ladepuffer versetzt. Zur Denatunieg der Sekundarstrukturen der RNA
wurde der Ansatz fur 5 Minuten bei 65°C erhitzt am$chlieRend auf Eis abgekuhlt. Die so
behandelten Proben wurden auf ein 1%-iges Agaradex@getragen. Die Gelelektrophorese
wurde in horizontalen Elektrophoresekammern in TREfer bei 75 V fur 30 Minuten bis
90 Minuten durchgefuhrt.
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2.1.6  Aufreinigung von Nukleinsauren

Die Aufreinigung von DNA-Fragmenten erfolgte mitlididesPCR Purification Kit
oder de<Gel Extraction Kit(beide Genomed, Lohne). Dabei kommen Silika-GeilkS&zum
Einsatz, an die freie Nukleinsauren bei niedrigdiaWert durch ein im Puffer enthaltenes
chaotropes Salz binden, wahrend Verunreinigungersdule passieren.

Fur die Aufreinigung von DNA-Fragmenten mittels &dlaktion wurde die ent-
sprechende Probe mit DNA-Ladepuffer versetzt urfceauentsprechendes Agarose-Gel auf-
getragen. Nach der Gelelektrophorese konnten wetewachem UV-Licht die Banden ent-
sprechender GrofRe mit Hilfe eines Skalpells ausgetsen werden. Je 100 mg Gel wurden
mit 300ul Puffer H1 versetzt und fur 10 Minuten bei 50°G&ubiert. Anschlie3end erfolgte
die Aufreinigung Uber die Silika-Gel-Saulen nachmdBrotokoll des Herstellers. Die Auf-
reinigung von DNA-Fragmenten Uber dAER Purification Kitwurde analog durchgefihrt.
Abweichend wurden die entsprechenden Proben ohreerige Gelelektrophorese mit 5 Vo-

lumen Puffer P1 versetzt und die Silika-Gel-Sauiiedieser Losung beladen.

2.1.7 Klonierung von PCR-Fragmenten mittels TA-System

Grol3e PCR-Produkte wurden mit Hilfe des Topo-TAt8ys (Invitrogen) kloniert.
Hierbei nutzt man die Terminale-Transferase-Akdivitler Tag-Polymerase, die wie einige
andere hitzestabile Polymerasen ohne 3™-Exonuklease-Aktivitat den amplifizierten Frag-
menten am 3-Ende einen Adenosinnukleotid-Uberhangjigt. Diese PCR-Fragmente
kénnen in den linearisierten, tiber 3"-Thymidinnokié-Uberhdnge verfiigenden Topo-TA-
Vektor effizient ligiert werden. Die Klonierungsiden erfolgte fiir 30 Minuten bei RT nach
dem Protokoll des Herstellers. AnschlieRend wurgleAhsatz in derE. colrStamm JM109
transformiert (Abs. 2.1.11).

2.1.8 Behandlung von DNA mit Restriktionsendonukleasen

Restriktionsendonukleasen sind bakterielle Enzymie, DNA sequenzspezifisch
hydrolysieren konnen. Nach ihren Eigenschaften emrdie Restriktionsendonukleasen in
drei Typen unterteilt, wobei in der Molekularbioleghauptsachlich Restriktionsendonuk-
leasen vom Typ Il zum Einsatz kommen. Diese bind&A sequenzspezifisch und hydro-
lysieren diese direkt an der meist palindromiscBekennungssequenz von vier, sechs oder
acht Basenpaaren. Die Hydrolyse der Phosphodiéstieny kann entweder symmetrisch
oder asymmetrisch erfolgen, wodurch im ersten #&afipelstrangige Enden (glatte Enden)
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und im zweiten Fall einzelstrangige Enden (klebriggden) entstehen. Restriktionsendo-
nukleasen wurden in der vorliegenden Arbeit fir idienierung von DNA-Fragmenten und
die Identifizierung von Plasmiden verwendet.

Zur Klonierung von DNA-Fragmenten wurde das entspeeade PCR-Produkt oder
der Ursprungsvektor mit den gleichen Restriktiodesukleasen behandelt wie der
Zielvektor bzw. mit Restriktionsendonukleasen, dtientische Uberhange erzeugen. Die
verwendeten Restriktionsendonukleasen wurden indusder benétigten Puffer von

Fermentas bezogen.

Praparativer Ansatz: DNA (1 pg/ul) 10 pl
10x Puffer 5 ul
RNase/DNase-freies Wasser 33 ul

Restriktionsendonuklease (10 U/ul) 2 pl

Analytischer Ansatz: Plasmid-DNA 1l
10x Puffer 1,5 pl
Restriktionsenzyme (10 U/ul)  je 0,25 pl
RNase/DNase-freies Wasser 13 ul

Die Ansatze wurden fur 3 Stunden bei 37°C im T3+iuxycler inkubiert. Im
Anschluss wurde die DNA gelelektrophoretisch aufgatt und im Fall des préparativen
Ansatzes mittel§&el Extraction Kitaufgereinigt (Abs. 2.1.5 und Abs. 2.1.6)

2.1.9 Ligation

DNA-Ligasen katalysieren unter Verwendung von ATR dAusbildung einer
Phosphodiesterbindung zwischen der 3"-Hydroxylgeugines DNA-Fragments und der
5-Phosphatgruppe des anderen DNA-Fragments. Mié der in der vorliegenden Arbeit
verwendeten T4-Ligase (Fermentas) konnen DNA-Fragepelie durch Hydrolyse mit Res-
triktionsendonukleasen entstanden sind, kovalerknigpft werden. Das Mengenverhaltnis
zwischen eingesetztem Zielplasmid und zu klonieeemdFragment sollte zwischen 1:1 und
1:5 liegen. Um diese Mengenverhaltnisse absch&uénnen, wurde vor der Ligation eine

Agarose-Gelelektrophorese durchgefihrt (Abs. 2.1.5)

Ligationsansatz: PCR-Fragment X ul
Zielvektor y Ul
10x Ligasepuffer 1l
T4-DNA-Ligase (1 U/ul) 0,5 ul

RNase/DNase-freies Wasseadd 10 pl
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Die Ligation erfolgte fir 2 Stunden bei RT. Anselfdend wurde der Ansatz fur die
Transformation des E. coli-Stammes JM109 verwe(dles. 2.1.11)

2.1.10 Herstellung Transformations-kompetenter Bakterien

Zur Herstellung kompetentde. coli der Stamme JM109 und BL21 DE3 (beide
Stratagene, La Jolla; USA) wurde jeweils eine K@oiber Nacht bei 37°C in 10 ml LB-
Medium unter Schitteln inkubiert. Die von dieserkidtur am nachsten Morgen angeimpfte
Hauptkultur (100 ml LB-Medium) wurde bei 37°C untechtteln bis zu einer QRnm= 0,3
inkubiert. Die Bakteriensuspension wurde fur 10 ilen bei 3.000x g und 4°C zentrifugiert,
das Pellet in 30 ml TFB-I resuspendiert und dieund@sfur 8 Minuten auf Eis inkubiert. Das
nach einer erneuten 10-mindtigen Zentrifugation #000x g und 4°C erhaltene
Bakterienpellet wurde vorsichtig durch Schwenkereiimem Eis-Wasserbad in 4 ml TFB-II
resuspendiert. Die Bakterien wurden in auf -80°Gge&lhlte 1,5 ml Reaktionsgefalle

(jeweils 100 pl) verteilt und bei -80°C gelagert.

2.1.11 Transformation von Plasmid DNA

Zur Transformation von Plasmid-DNA wurde ein AliqimpetenteE. coli (100 pl)
auf Eis aufgetaut, mit 10 pl Ligationsansatz bz@ng Plasmid-DNA in 10 ul RNase/DNase-
freiem Wasser versetzt und 30 Minuten auf Eis imbAnschlie3end wurden die Bakterien
einem Hitzeschock bei 42°C fur 90 Sekunden unteamagnd danach fir weitere 2 Minuten
auf Eis inkubiert. Die transformierten Bakterien rden mit 900 ul LB-Medium versetzt,
60 Minuten bei 37°C unter Schiutteln inkubiert und BB-Agar-Platten mit entsprechendem
Selektionsantibiotika (100 pg/ml Ampicillin oder f@/ml Kanamycin) ausplattiert. Die LB-
Agar-Platten wurden tGber Nacht bei 37°C inkubiert.

2.1.12 Praparation von Plasmid-DNA

Zur Analyse der auf Seletions-LB-Agar-Platten gelwgmnen Kolonien wurden von
diesen Ubernachtkulturen in 5 ml LB-Medium mit gmechendem Selektionsantibiotikum
angeimpft. Je 1,5 ml der Ubernachtkulturen wurdén I Minute bei 13.000x g und RT
zentrifugiert und die Pellets in 100 ul GET-Puffesuspendiert. Durch Zugabe von 200 pl
0,2M NaOH mit 1% SDS, mehrmaligem Invertieren deeaktionsgefal3es und an-
schlieBender 5-minutiger Inkubation erfolgt die &yder Bakterien. Zur Prazipitation der
genomischen DNA, sowie geldster Proteine wurden (158 M Natriumacetat (pH 4,8)

hinzugefiigt. Nach 10-miniitiger Zentrifugation b8iA00x g und RT wurde der Uberstand in
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ein neues 1,5 ml Reaktionsgefald tberfuhrt und diéste Plasmid-DNA durch Zugabe von
2 Volumen Isopropanol fur 30 Minuten bei RT gefdls nach 15-minutiger Zentrifugation
bei 13.000 x g und RT erhaltene Pellet wurde mibo7Bthanol gewaschen und erneut fur
5 Minuten zentrifugiert. Nach dem Trocknen des d¥ellwurde dieses in 50 pl 10 mM
Tris/HCI (pH 8,0) geldst, mit 50 ng RNase A verseirzd bei 37°C fur 30 Minuten inkubiert.

Sollten Plasmide zur Transfektion humaner Zellhingapariert werden, erfolgte dies
mit Hilfe der Jetstar Plasmid-Aufreinigungssysterf@enomed). Je nach Menge der
bendtigten DNA kamen das Miniprep-, das Midipregeindas Maxiprep-Kit zum Einsatz.
Bei diesen Systemen wird Uber alkalische Lyseas@iPlasmid-DNA Uber Silika-Gel-Saulen
weiter aufgereinigt.

Die Analyse der praparierten Plasmide erfolgte atsttRestriktionsendonukleasen
(Abs. 2.1.8) und anschlieBender Sequenzierung (2ds13). Die Plasmid-Konzentration
wurde photospektrometrisch bei 260 nm bestimmt. Bgler ODgonm= 1 und einer
Schichtdicke der Quarzkivette von 10 mm entspdaeDNA-Konzentration 50 pg/ml.

2.1.13 Sequenzierung

2 nug Plasmid-DNA wurde eingetrocknet und zur Segigeang an die Firma Eurofins
MWG Operon (Ebersberg) geschickt.

2.2 Zellbiologische Methoden

2.2.1 Kultivierung der verwendeten Zelllinien

In dieser Arbeit wurden die Zelllinien HEK293, Heland MCF-7 (Deutsche
Sammlung von Mikroorganismen und Zellen, Braunsehveerwendet. Die Zellen wurden
in DMEM (Dulbecco’s modified Eagel's mediuversetzt mit 10% FBS €fal bovine seruin
und 1 mM Natriumpyruvat bei 37°C, 20%, @nd 5% CQ kultiviert. Alle 2 bis 3 Tage
wurden die Zellen passagiert. Dazu wurde das Kukdalium verworfen, die Zellen mit PBSE
(phosphate buffered saline + ED)'gewaschen und durch Zugabe von 0,05% Trypsin/PBSE
abgeldst. Die abgeldsten Zellen wurden im Kulturimedaufgenommen und fur 5 Minuten
bei 1.000x g zentrifugiert, anschlieend in Kultedium resuspendiert und auf mehrere Zell-

kulturschalen verteilt.
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2.2.2 Einfrieren und Auftauen von Zellen

Die Lagerung der Zellen erfolgte im flissigen Ssickf bei -196°C. Die Zellen
wurden in Kulturmedium bei 37°C aufgetaut und fikiuten bei 1.000x g zentrifugiert.
Das Zellpellet wurde im vorgewarmten Kulturmediuesuspendiert und in Zellkulturschalen
uberfuhrt.

Zum Einfrieren der Zellen wurden diese, wie im ABL.1 beschrieben, abgeldst und
zentrifugiert. Das Zellpellets wurde in auf Eis gbkem Einfriermedium (DMEM versetzt
mit 10% DMSO und 20% FBS) aufgenommen und in EaROhrchen Gberflhrt. Das
Einfrieren erfolgte bei -80°C lber Nacht in einent lsopropanol gefiliten Einfrierbehélter
(Kdhlungsrate von -1°C/Minute). AnschlieRend wurddia Zellen im flussigen Stickstoff

gelagert.

2.2.3 Transfektion humaner Zellen

Transfektion ist ein Prozess, in dem exogene Nog&iren in eine eukaryotische
Zelle durch biochemische oder physikalische Methogiagebracht werden. In dieser Arbeit
wurden zwei verschiedene Methoden verwendet: da@sfektion mittels Lipofektion und die
Kalziumphosphat-Koprazipitation.

2.2.3.1 Transfektion mittels Lipofektion

Transfektionsreagenzien zur Lipofektion von euk#sphen Zellen bestehen im
Prinzip aus einer Mischung eines polykationischépids und eines Phospholipids. Diese
Lipide bilden kationische Liposomen aus, die spontat den negativ geladenen Nuklein-
sauren akkumulieren. Die entstandenen unilamell&fesikel fusionieren mit der PM und
gelangen durch Endozytose in die Zellen (FELGNERI, 1987; FELGNER und RINGOLD,
1989). In der vorliegenden Arbeit kam fiir die Tri@kson von Plasmid-DNA und siRNAs
Lipofectamine200(Invitrogen) zum Einsatz. Die Transfektion der gaftihrten Vektoren
(Tab. 7-4, 7-7) bzw. siRNAs (Tab. 7-3) erfolgte Imaem Protokoll des Herstellers.

2.2.3.2 Transfektion durch Kalziumphosphat-Koprazipitation

In einer Kalziumchlorid und Natriumphosphat enthiatten Losung koprazipitiert die
zu transfizierende DNA mit dem entstehenden Kalphiosphat. Die Prazipitate werden von

den Zellen durch Endozytose aufgenommen. Zur En@laler Transfektionseffizienz werden
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die Zellen 6 Stunden nach Zugabe der Prazipitatesigzerin-Puffer behandelt (GRAHAM
und VAN DER EB, 1973; PARKER und STARK, 1979).

Die zu transfizierenden Zellen wurden mit einerldiehte eingesat, so dass sie ca.
20 Stunden spéter eine Konfluenz von ca. 70% érexic Eine Stunde vor der Transfektion
wurde das Kulturmedium gewechselt. Mit Hilfe denXamphosphat-Koprazipitation wurde
ausschlief3lich Plasmid-DNA (Tab. 7-7) nach folgenderotokoll transfiziert.

Transfektionsansatz 20 éBchale: Plasmid-DNA (0,5 pg/pl) 42,5 ul
2 M CaCl2 37,5 ul
RNase/DNase freies Wasser 220 pl

Die DNA-L6sung wurde tropfenweise in 300 ul DNA-Bgitationspuffer gegeben,
der wahrenddessen standig durchmischt wurde. N&emiddtiger Inkubation wurde der
Transfektionsansatz den Zellen in 2,4 ml Kulturmedizugegeben und diese 6 Stunden bei
37°C, 20% O2 und 5% CO2 inkubiert. AnschlieRenddeuardie Zellen mit einem Glyzerin-
Puffer behandelt. Dazu wurde das Transfektionsnmedintfernt, die Zellen mit FBS-freiem
Medium gewaschen, mit 1 ml Glyzerin-Puffer versetntd 3 Minuten bei 37°C inkubiert.
Nach einem erneuten Waschschritt mit FBS-freiem iNMadwurden die Zellen in Kultur-

medium inkubiert.

2.2.4 Synchronisation humaner Zellen mittels Doppel-Thymiinblock

Das fur die Synchronisation von Zellen eingeset&soxythymidin (Thymidin)
reguliert allosterisch die Ribonukleotid-Redukta®er Uberschuss an Thymidin bewirkt die
Hemmung der dCTP-Synthese. Der daraus resultierstaagel an dCTP bringt schliel3lich
die DNA-Synthese zum Erliegen, wodurch Thymidin doaelte Zellen am Ende der G1-
Phase bzw. am Beginn der Synthesephase arretietéme

HEK293-Zellen wurden 24 Stunden nach der Trangiektin einer Dichte von
0,4x 10 Zellen pro cri ausgesat und mit 5 mM Thymidin enthaltendem Kutedium fiir
16 Stunden inkubiert. AnschlielBend wurden die 2Zelteimal mit FBS-freiem Medium
gewaschen, 12 Stunden im Kulturmedium inkubiert dadach erneut fir 12 Stunden mit
5 mM Thymidin behandelt. Nach dreimaligem WaschénHBS-freiem Medium wurden die
synchronisierten Zellen fur 12 Stunden in Kulturmed gehalten und anschliel3end immun-
zytologisch (Abs. 2.2.6) analysiert.
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2.2.5 Synchronisation humaner Zellen mittels Thymidin undNocodazol

HEK293- bzw. HelLa-Zellen wurden ohne vorherige Ffaktion oder 24 Stunden
nach der Transfektion in einer Zelldichte von 0]BX bzw. 0,25x 10 Zellen pro crf in
Kulturmedium mit 5 mM Thymidin ausgesat. Nach 20rstiger Inkubation wurden die
Zellen dreimal mit FBS-freiem Medium gewaschen,tdn8en im Kulturmedium inkubiert
und anschlieRend 8 Stunden mit 30 ng/ml Nocodagleabdelt. Die Mikrotubuli-depolymeri-
sierende Wirkung des Nocodazol verhindert die Adsibig der Teilungsspindel, wodurch die
Zellen in der Prometaphase arretiert werden. Naelmaligem Waschen mit FBS-freiem

Medium wurden die Zellen bis zum erforderlichendgistadium in Kulturmedium inkubiert.

2.2.6 Immunzytologie

Mit Hilfe der Immunzytologie kdnnen Proteine iniBxten Zellen sichtbar gemacht
werden. Dafur werden Antikorper (AK) eingesetzg dn das zu untersuchende Protein in der
Zelle binden. In einem zweiten Schritt werden déewendeten Primar-Ak mit Fluoreszenz-
farbstoff-konjugierten Sekundér-Ak markiert. Diegefertigten Praparate wurden an einem
Nikon Eclipse E600 Mikroskop aufgenommen, das mmereVosskihler CCD-1300-QLN-
Kamera und der Software NIS-Elements AR 2.30 MuTBtWL500 (Nikon, Dusseldorf)
ausgestattet war. Die Bearbeitung und Auswertung Blleler erfolgte mit der Software
ImageJ Version 1.42. Zur Anfertigung der immunzgtigchen Préaparate wurden die Zellen
auf Poly-L-Lysin beschichteten DG (Deckglaschemgesat, eventuell transfizierte und/oder

synchronisiert und anschliel3end auf unterschiegllitteise fixiert.

Formaldehyd-Fixierung

Die auf den DG befindlichen Zellen wurden mit PBSvgschen und fir 10 Minuten
in 4% FA (Formaldehyd) bei RT inkubiert. Nach dralgem Waschen mit PBS erfolgte die
Permeabilisierung in 0,5% Triton X-100/PBS fur 1&ikten bei RT.

Methanol-Fixierung
Die in PBS gewaschenen DG wurden fur 10 Minutell@thanol bei -20°C inkubiert.
Nach der 15-minitigen Trocknung erfolgte eine 1@ditige Permeabilisierung in Mikro-

tubuli-stabilisierendem Puffer bei RT.

Methanol/Aceton-Behandlung

Die in PBS gewaschenen DG wurden fur 10 MinuterMigthanol bei -20°C und
anschlieend fur 2 Minuten in Aceton bei -20°C inieut. Nach 45-mindtiger Trocknung bei
RT konnten die DG weiterverarbeitet werden.
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Trichloressigsaure-Fixierung

Nach dem Waschen der DG in eiskaltem PBS erfolggeFikierung in eiskalter
10%-iger TCA-L6sung (Trichloressigsaure) fur 15 Mien. Die DG wurden im Anschluss
mit PBS gewaschen und in 0,5% Triton X-100/PBGfulinuten bei RT permeabilisiert.

Nach der Fixierung und Permeabilisierung wurden Zbden auf den DG fur min-
destens 30 Minuten zum Verhindern unspezifischeBAidungen in 1% Milchpulver/PBS
(Sucofin, Zeven) bei RT inkubiert. Die Inkubationtrden Primar-Ak (Tab. 7-12) erfolgte
ebenfalls in 1% Milchpulver/PBS bei 4°C Uber NadlWach dreimaligem Waschen mit PBS
fur 5 Minuten und 10-mindtiger Inkubation in 1% ®hipulver/PBS wurden die Zellen mit
den in 1% Milchpulver/PBS verdinnten Fluoreszergtoff-konjugierten Sekundar-Ak
(Tab. 7-13) fur eine Stunden bei RT inkubiert. Auléen konnten die Zellen in diesem Schritt
zur Markierung der DNA bzw. von filamentésem Aktmit DAPI (4", 6-Diamidino-2-
phenylindol; 2,5 pg/ml) bzw. Fluoreszenzfarbstadhjugierten Phalloidinen (Alexa Fluor
488 und Alexa Fluor 594; 0,5 U/ml; DAPI und die Rtidine wurden von Invitrogen
bezogen) inkubiert werden. AnschlieRend wurden Zk#en dreimal in PBS, einmal in
Wasser und abschlieRend einmal in 96% Ethanol gdwas Nach 15-mindtiger Trocknung

erfolgte das Einbetten der Praparate in Mowiol.

2.2.7 Bimolekulare-Fluoreszenz-Komplementation

BiFC (Bimolekulare-Fluoreszenz-Komplementation) &he Methode zur Visua-
lisierung der Interaktion von Proteinen in der gelDabei werden die Fluoreszenzproteine
(BFP, CFP, GFP, YFPblue-, cyan-, green-, yellow-fluorescent-projein zwei nicht-
fluoreszierende Fragmente geteilt, die mit jewelisem der zu untersuchenden Proteine
fusioniert werden. Interagieren beide Proteine neinbeide nicht-fluoreszierende Fragmente
so in raumliche Néhe gebracht werden, dass dasidmelle Fluoreszenzprotein rekonstituiert
werden kann. Uber diese Fluoreszenz kann der Qrintieraktion in der Zelle identifiziert
werden. Auflerdem kann BIiFC Uber die Intensitat mwonstituierten Fluoreszenz dazu
verwendet werden, um die Interaktion von Protemequantifizieren.

Fur die BiFC-Analysen in dieser Arbeit wurden die untersuchenden Proteine mit
jeweils einer nichtfluoreszierenden Halfte des \&Ruoteins (Variante des YFP; V1-Flag
entspricht der N- und V2-HA der C-terminalen Hjlfteisioniert. Die entsprechenden
Plasmide wurden in HEK293-Zellen transfiziert uras dBiFC-Signal mittels Fluoreszenz-
mikroskopie analysiert. Sollten BiFC-Signale quiigrt werden, wurde neben den BiFC-

Plasmiden ein Plasmid zur Expression von RFfe-{luorescent-proteinkotransfiziert, so
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dass mittels Durchflusszytometrie (Abs. 2.2.9) thidensitdt des BIiFC-Signals von aus-
schlie3lich RFP-exprimierenden Zellen bestimmt wardkonnte. Auf diese Weise sollten
Unterschiede in der Transfektionseffizienz als Ongafur unterschiedliche BiFC-Effizienzen
ausgeschlossen werden. Aul3erdem wurde die Expnedsrd-usionsproteine mittels Western
Blot (WB) analysiert (Abs. 2.3.6).

2.2.8 Mikroskopische Beobachtungen lebender Zellen

Mit dem Live-Cell-Imaging kénnen lebende Zellen afikroskop beobachtet und
dabei ,Zeitraffer-Aufnahmen® mikroskopischer Vorggn angefertigt werden. Es kdnnen
sowohl morphologische Veranderungen der gesamtdle Zks auch die Lokalisation von
fluoreszierenden Molekilen und Proteinen beobachtetien. Fur die Live-Cell-Imaging-
Analysen wurden die Zellen in spezielle Zellkultiralen mit dinnem Glasboden eingesét
und den Versuchsvorgaben entsprechend behandedt. ADinahme der Bilder erfolgte
entweder am Leica TCS-SP2 mit der Leica-Confocéivigwe Version 2.61.1537 (Leica
Microsystems, Wetzlar) bzw. am Zeiss Axio Obsemdrder Software AxioVision Rel. 4.7
(Carl Zeiss, Jena). In beiden Fallen wurden dideheahrend der Aufnahmen bei 37°C und
5% CO2 inkubiert. Die Bearbeitung und Auswertung Béder erfolgte mit der Software
ImageJ Version 1.42.

2.2.9 Durchflusszytometrie

Bei der Durchflusszytometrie werden die Zellen eil#nzelzellsuspension durch
hydrodynamische Fokussierung an einem Laserst@bleigeleitet. Dabei werden von jeder
Zelle gleichzeitig Vorwarts- und Seitwartsstreutidowie je nach Ausstattung des Durch-
flusszytometers mehrere vorher festgelegte Flueremen detektiert.

Das Vorwartsstreulicht korreliert mit der Zellgrofas Seitwartsstreulicht mit der
Granularitat der Zellen, so dass uber diese beRBrameter unter anderem intakte lebende
Zellen von apoptotischen und/oder nekrotischenealinterschieden werden kdnnen.

Die durchflusszytometrischen Messungen erfolgtenF&f@Scan mit Hilfe der Soft-
ware CellQuestTM (BD Bioscience, Heidelberg). Daswendete Durchflusszytometer ver-
fugt Uber einen Argonlaser, der monochromatischelstimit einer Wellenlange von 488 nm
emittiert. Uber die Auswahl verschiedener Emisdittes war es unter anderem maoglich, das
vom rekonstituierten Venusprotein und vom RFP éenit Licht einer Zelle gleichzeitig zu

detektieren.
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2.2.10 Untersuchungen zur Aktivitat von RhoA, Racl, Cdc42ind Rab11

Wie bei allen GTPasen der Ras-Familie fuhrt derté&uwsch von GDP durch GTP
auch bei RhoA und Rabll zu einer Konformationsamdgr die deren Interaktion mit
spezifischen Effektoren ermdglicht (Abs. 1.4). Bmdedomanen dieser Effektoren werden
genutzt, um den Aktivierungsstatus der GTPasenrsutben zu kdnnen. Mit Hilfe der
RaichuBiosensoren kann der Einfluss bestimmter Substanmel/oder Proteine auf die
Aktivitat der exogenen GTPasen untersucht werdebs(8.2.10.1). Werden die ent-
sprechenden bakteriell exprimierten BindedomanerGanathion-Sepharose immobilisiert
und mit Zelllysaten inkubiert, kdbnnen aus dieseez#sch aktive GTPasen préazipitiert
werden (Abs. 2.2.10.2).

2.2.10.1 Untersuchung der Aktivitdt von Rho-GTPasen mitteaRhu-Biosensoren

Die Plasmide deRaichuBiosensoren wurden uns freundlicherweise von Datsdda
(Osaka, Japan) zur Verfugung gestellt. In der ggdnden Arbeit kamen Biosensoren zur
Untersuchung der Aktivitat von RhoA, Racl und Cd&2n Einsatz. Diese Biosensoren
bestehen aus einer Rho-GTPase und der GTPase-Bmédad ihres Effektors zwischen YFP
und CFP. Die Interaktion der aktiven GTPase miemnmrEffektor bringt YFP und CFP im
Biosensor in eine fur FRET (Fluoreszenz-Resonarerdie-Transfer) geeignete Entfernung.
Die Aktivitat der Rho-GTPasen der Biosensoren ineeiZelle lasst sich somit Uber das
emittierte FRET-Signal bestimmen (NAKAMURAL al, 2006). FRET ist ein von Theodor
Forster entdeckter physikalischer Prozess, bei dém Energie eines angeregten
Fluoreszenzfarbstoffs (FRET-Donor) strahlungsfref ainen zweiten Fluoreszenzfarbstoff
(FRET-Akzeptor) Ubertragen werden kann (FORSTERS8).9

HEK293-Zellen wurden 72 Stunden nach deren Tratisfeknit den Biosensoren in
4% FA fixiert und anschlieBend mittels Mowiol eibgétet. Die FRET-Effizienz der Bios-
ensoren wurde am Leica TCS-SP2 bestimmt. Dabeievded FRET-Akzeptor (YFP) durch
einen Laserstrahls (514 nm) ausgeblichen. Die Ekmanzintensitdt des FRET-Donors (CFP)
wurde vor und nach dem Bleichen des YFP gemessers. dem Anstieg der CFP-

Fluoreszenzintensitat wurde die FRET-Effizienz Hilfe folgender Formel bestimmt:

FRETgre = (Dpostbleach' Dprebleaca / Dpostbleach
far alle Bildpunkte mit [ostieach > Dprebleach (D = Fluoreszenzintensitat des
FRET- Donors)
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2.2.10.2 Untersuchung der Aktivitat von RhoA und Rab11 mikeGST-Pulldown

Zur Aktivitatsbestimmung von RhoA in Zelllysaten lkakommerziell erhéltliche
Rhotekin-Sepharose (Millipore, Schwalbach) bzwbsiehergestellte ROK-RBD-Sepharose
(RhoA-Bindedoméne) zum Einsatz (Abs. 2.3.10). D&T&D (Pulldown) zur Bestimmung
der Aktivitdt von Rabl11l in Zelllysaten wurde mitltsst hergestellter mit FIP4-Sepharose
(Abs. 2.3.10) durchgefuhrt. Fur die Aktivitdtsbestiungen wurden die Zellen in MLB-
Puffer lysiert (Abs. 2.3.1) und 1-2 mg dieser tBimddsungen mit ca. 40 ug der ent-
sprechenden Sepharose fir 60 Minuten bei 4°C iekukdNach mehrmaligem Waschen der
Sepharose wurden die Mengen an gebundenem RhoARaiil mittels SDS-PAGE und
WB analysiert (Abs. 2.3.4 und Abs. 2.3.6).

2.3 Biochemische Methoden

2.3.1 Proteinisolation

Zur Isolation von Proteinen aus Zellen wurden dieseimal mit eiskaltem TBSr{s
buffered saling gewaschen und anschlielend im entsprechendeipufjse aufgenommen.
Den entsprechenden Lysepuffern wurden vor der Viedweg Protease- (10 pg/ml Aprotinin;
10 pg/ml Leupeptin; 1 mM Pefabloc) und Phosphatééigitoren (1 mM Nav@ 10 mM
NaF) zugesetzt. Die Proben wurden zum Aufschludtigsigem Stickstoff eingefroren und
konnten anschliel3end bei -80°C gelagert werdentiBigefrorenen Lysate wurden in einem
Wasserbad bei RT aufgetaut und zum PelletiererZeiérimmer sowie der ungelésten Pro-
teine fur 10 Minuten bei 14.000x g und 4°C zengiéut. Von den Uberstanden wurde vor

den entsprechenden Untersuchungen die Proteinkivaien bestimmt (Abs. 2.3.3).

2.3.2 Isolation mitotischer Mikrotubuli

Zur Isolation mitotischer Spindeln wurden HeLa-£alimit Thymidin und Nocodazol
in der Prometaphase synchronisiert (Abs. 2.2.5MBfuten nach dem Entfernen des Syn-
chronisationsmediums wurde dem Kaultivierungsmediliaxol (5 pg/ml) zur Stabilisierung
der Mikrotubuli fir 3 Minuten zugegeben. Die Zellamrden anschlieRend in dem Taxol-
haltigen Medium vorsichtig von der Zellkulturschael6st, durch Zentrifugation fur 5 Mi-
nuten bei 300x g pelletiert und einmal in PBS (pdgdml Taxol) gewaschen. Das nach
erneuter Zentrifugation erhaltene Zellpellet wuxaesichtig in 1 ml MT-Isolations-Puffer-I
resuspendiert. Die Zelllyse erfolgte durch einendibéitige Inkubation bei 37°C. Wahrend der

Inkubation wurde das Lysat aller 2 Minuten vorsightlurchmischt. Das Lysat wurde
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2 Minuten bei 700x g zentrifugiert, das Pellet imlLMT-Isolations-Puffer-1 resuspendiert,
5 Minuten bei 37°C inkubiert und erneut zentrifugidNach dem Waschen des Pellets mit
100 pl MT-Isolations-Puffer-11 und einem weitereerdrifugationsschritt wurde das Pellet in
300 pl MT-Isolations-Puffer-1l resuspendiert und Muten bei RT inkubiert. Ab diesem
Zeitpunkt waren die isolierten Mikrotubuli unter deMikroskop sichtbar. Die isolierten
Mikrotubuli wurden durch eine 3-minitige Zentrifugen bei 1.500x g gesammelt, in
1x SDS-Ladepuffer aufgenommen und mittels SDS-PAGHE WB analysiert (Abs. 2.3.4 und
Abs. 2.3.6).

2.3.3 Proteinkonzentrationsbestimmung

Die Proteinkonzentrationsbestimmung erfolgte mimnddicroBC-Assay(Interchim,
Montlucon, Frankreich). Im alkalischen Milieu reieren Proteine Cii zu CU (Biuret-
Reaktion). Das BCAMl{icinchoninic acidl komplexiert mit den gebildeten Giationen im
Verhaltnis 2:1. Dabei entsteht ein purpurner Fafbsdessen Absorptionsmaximum bei
562 nm liegt und der einen sensitiven NachweisRxateinen ermdglicht.

Als Standard diente eine Verdinnungsreihe von bekanBSA- (bovines Serum-
Albumin) Konzentrationen (5 bis 250 pg/ul). Jewelil30 pul der BSA-Verdiunnungen bzw.
der verdinnten Proteinproben wurden mit 100 pl riéefstellerangaben angefertigter BCA-
Losung versetzt. Nach 30- bis 60-minutiger Inkutratbei 60°C wurde die Absorption der
Proben bei 562 nm gemessen und die Proteinkongentrder Proben uUber lineare Re-

gression mit Hilfe der Software Microsoft EXCEL basmt.

2.3.4 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Das fur die SDS-PAGE (Natrium-Dodecylsulfat-Polydamid-Gelelektrophorese)
eingesetzte Acrylamid ist ein Monomer, das durclyahe freier Radikale tUber ein Zwei-
komponenten-Redoxsystem aus Ammoniumpersulfat wichihethylethylendiamin in einer
Kettenreaktion Polymere ausbildet. Diese Polymemrden in Gegenwart von bifunk-
tionellem N, N"-Methylenbisacrylamid zu einer Getma(Polyacrylamid) quervernetzt.

Die Gelelektrophorese wurde unter denaturierendedirigungen durchgefihrt. Das
dazu verwendete SDS besteht aus einer hydrophoké#e Kind einer hydrophilen Sulfat-
gruppe. Uber die Dodecylreste lagern sich die SDffiekile an hydrophobe Aminosaure-
reste der gefalteten Proteine an und denaturidesse dladurch. Die meisten Proteine binden
etwa 1,4 g SDS pro Gramm Protein, wobei sich dgate geladenen Sulfatgruppen auf der
Oberflache der entstehenden SDS-Proteinkomplexadssf. Aufgrund dieser Eigenschaften
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des SDS sind die Proteine uber ein konstantes lggilasse-Verhaltnis vergleichbar und
konnen nun wahrend einer Gelelektrophorese derdganéBh aufgetrennt werden.

Fur die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese wur@érbis 80 pg Protein in 24 pl
des entsprechenden Lysepuffers aufgenommen und midx SDS-Ladepuffer versetzt. Die
Proben wurden anschlieend bei 95°C fir 5 Minutertdeizblock denaturiert. Neben den zu
untersuchenden Proben wurden 5 ul plestainedProtein Markers (Fermentas) aufgetragen.
Die Elektrophorese erfolgte bei 90 V fur 120 Minuia Tris/Glycin-SDS-PAGE-Laufpuffer.
Je kleiner die zu untersuchenden Proteine warespumehr Acrylamid enthielt das Trenngel.
Die Rezepte zur Herstellung der unterschiedlichelyd@rylamid-Gele stammen aus dem
StandardwerkMolecular Cloning, A laboratory manual, Second kdit(SAMBROOK et al.,
1989). Im Anschluss an die SDS-PAGE wurden die Gaieveder mittels Coomassie
(Abs. 2.3.5) gefarbt oder die Proteine auf eineddetllulosemembran Gbertragen (Abs. 2.3.6).

2.3.5 Coomassie-Farbung von Polyacrylamid-Gelen

Coomassie-Brillant-Blau R250 ist ein TriphenylmetHearbstoff. Er lagert sich an die
basischen Seitenketten der As an und farbt darspenrifisch Proteine. Zur Analyse von Pro-
teinexpressionen in Bakterien oder zur Analyse Rmteinaufreinigungen wurden die Gele in
der Coomassie-Farbel6ésung aufgekocht und 10 Minuateer hei3en Lésung inkubiert. Zum
Entfernen des nicht an Proteine gebundenen Fafbstairden die Gele mehrmals in

Entfarber-Losung aufgekocht.

2.3.6 Western Blot

Beim WB werden Proteine durch ein senkrecht zunya&oylamid-Gel gerichtetes
elektrisches Feld auf eine Membran Ubertragen. An Membranoberflache binden die
Proteine aufgrund hydrophober Wechselwirkungen, evottas Muster der gelelektro-
phoretischen Auftrennung erhalten bleibt und dietéine fir Ak zug&nglich sind. In der
vorliegenden Arbeit wurden die Proteine aus denyaoylamid-Gel durch das Semi-Dry-
Blot-Verfahren auf eine Nitrozellulosemembran (Whah, Dassel) bei 1 mA/cm2 fir
2 Stunden transferiert (Abb. 2-1). Zur Kontrollesd@roteintransfers erfolgte im Anschluss
eine Farbung mit Ponceau-Rot. Nach dem EntfarberMdenbran mit TBST t(is buffered
saline + Tween20) und einer 1-stindigen Inkubation in B¥ehpulver/TBST zur Ab-
sattigung der freien Proteinbindungsstellen deragéllulosemembran wurden die Priméar-Ak
(Tab. 7-12) tber Nacht bei 4°C in 5%-MilchpulverSB inkubiert. Durch mehrmaliges
Waschen in TBST wurden unspezifisch gebundene Aflern, bevor die Membran mit dem
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entsprechenden HRP-konjugiertem (Meerrettich-Pdema) Sekundar-Ak (Tab. 7-13) eben-
falls in 5%-Milchpulver/TBST fur 1 Stunde bei RTkimbiert werden konnte. Nach mindes-
tens drei weiteren Waschschritten in TBST erfotjeeDetektion des mit den eingesetzten Ak
markierten Proteins mittels CL (Chemiluminesze@gfiur wurden die Membranen mit einer
CL-LOsung inkubiert und das emittierte Licht mihem lichtempfindlichen Film (Roche)

detektiert.
Kathode

3 Lagen Filterpapier Blotpuffer Il

Polyacrylamid-Gel

Nitrozellulosemembran in Blottpuffer Il inkubiert

3 Lagen Filterpapier Blotpuffer Il

3 Lagen Filterpapier Blotpuffer |

Abb. 2-1: Schematischer Aufbau eines \B nach demSemi-Dry-BlotVerfahren

2.3.7 Expression von GST- bzw. HigFusionsproteinen

Die Expression von Proteinen erfolgte En col-Stamm BL21 DES3. Dieser wurde
dazu mit Plasmiden transformiert (Abs. 2.1.11),fdredie entsprechenden GST- (Glutathion-
S-Transferase) bzw. Higusionsproteine codieren. Mehrere Kolonien wurdem zAn-
impfen einer Vorkultur in 25 ml 2x YT-Medium (10@{ml Ampicillin) verwendet, die bis
zu einer Olyonm> 4,0 bei 37°C unter Schitteln inkubiert wurde. Vagsdr Vorkultur wurde
die Hauptkultur in 250 ml 2x YT-Medium (100 pg/mhapicillin) angeimpft und dabei deren
ODeoonm auf 0,4 eingestellt. Die Expression erfolgte fér Stunden bei 20°C durch Zugabe
von IPTG (0,2 mM). Nach der Expression wurden di«t&aen durch Zentrifugation fur
10 Minuten bei 4.000x g und 4°C geerntet. Die Ba&tekonnten im Anschluss bei -80°C
gelagert werden. Um zu analysieren, ob das gewtmdeiotein exprimiert wurde und ob
dieses loslich war, wurden die Bakterien in PBS duditraschall aufgeschlossen und
unldsliche Proteine und Zelltrimmer durch Zentritiuga fir 30 Minuten bei 14.000x g und
4°C abgetrennt. Das entstandene Pellet wurde in BcISidlepuffer aufgenommen, 5 Minu-
ten bei 95°C inkubiert und 5 Minuten bei 14.000zemtrifugiert. Die Analyse der PBS- und
der SDS-Fraktion erfolgte mittels SDS-PAGE und ansBeleler Coomassie-Farbung
(Abs. 2.3.4 und Abs. 2.3.5).
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2.3.8 Expression von Proteinen in Retikulozytenlysat

Retikulozyten sind die Vorlauferzellen der Erythyten. Sie besitzen zwar keinen
Zellkern mehr jedoch die Fahigkeit zur Proteinbiabgse. Die Lysate von Kaninchen-
Retikulozyten kdnnen deshalb zur zellfreien vitro-Expression von Proteinen eingesetzt
werden. Das in der vorliegenden Arbeit zum Einsmizommen& NT® Coupled Reticulocyte
Lysate (Promega, Mannheim) ermdglichte au3erdem die Krgot®n von T7-Polymerase-
abhangigen Promotoren direkt im Retikulozytenlyg&ir die in vitro Transkription und
Translation von Myc-p0071-WT sowie HA-KIF3b-WT wwml jeweils 1 pg der Plasmide
p0071-WT-pcDNA4 und KIF3b-WT-pGADT7 dem nach Angabées Herstellers vorbe-
reiteten Retikulozytenlysat zugesetzt. Ore vitro Transkription/Translation erfolgte an-
schlieBend fir 30 Minuten bei 30°C. Die Expressamr entsprechenden Proteine wurde
mittels SDS-PAGE und WB analysiert (Abs. 2.3.4 . 2.3.6).

2.3.9 Immunprézipitation

Die IP (Immunprazipitation) ist eine Affinitdtsaafnigung von Antigenen mit Hilfe
eines spezifischen Ak. Der Ak wird mit einem Prolgsat, welches das Antigen enthalt,
inkubiert und anschlieRend der Antigen-Ak-KompléetiProtein A- oder Protein G-Agarose
prazipitiert. Neben dem Antigen-Ak-Komplex werdarch die mit dem Antigen assoziierten
Proteine koprazipitiert. Nach mehreren Waschsehmritum Entfernen von ungebundenen
Proteinen wird das Prazipitat mittels SDS-PAGE W18l analysiert.

Fur die IP von Proteinen aus Kaninchen-Retikulanftgsaten wurden Myc-KIF3b-
WT und HA-pO071-WT in unabhéngigen Ansatzen expenmiNach erfolgter Translation
wurden beide Lysate gemischt und fur 30 Minuten3®iC inkubiert. AnschlieRend erfolgt
die Zugabe von 1 ug eines spezifischen Myc-Ak {&hic-Maus; BD Bioscience) oder eines
unspezifischen Kontroll-AkMlouse Control IgGAbcam, Cambridge; UK). Im Anschluss an
eine Inkubation bei 30°C fur 30 Minuten wurden digsate mit 15 ul Protein A-Agarose
(Fisher Scientific, Schwerte) versetzt und weitd@eMinuten bei 30°C inkubiert. Die Pro-
tein A-Agarose wurde anschlielRend viermal mit 400R+Puffer gewaschen und in 20 pl
2x SDS-Ladepuffer aufgenommen. Die IP von in HEKZ@Ben exprimierten Proteinen er-
folgte analog. Zur Prazipitation von EGFP-Fusiongginen wurden die entsprechenden Zell-
lysate in IP-Puffer mit jeweils 2 pg eines anti-BGRk (anti-EGFP-Kaninchen; Invitrogen)
bei 4°C Uber Nacht inkubiert. Die ImmobilisierungrdAntigen-Ak-Komplexe mit jeweils
20 pl Protein A-Agarose erfolgte bei 4°C fur 2 Sten. Sollten Flag-Fusionsproteine aufge-

reinigt werden oder deren Interaktionen untersusbtden, wurden die entsprechenden
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HEK293-Zelllysate in IP-Puffer mit 30 pl anti-Flakgarose fur 1 Stunde bei 4°C inkubiert.
Sowohl die die Protein A-Agarose als auch die ktag-Agarose wurden viermal mit 400 pl
IP-Puffer gewaschen und in 20 pl 2x SDS-Ladepu#fafgenommen. Die Analyse aller
Prazipitate erfolgte mittels SDS-PAGE und WB (ABS3.4 und Abs. 2.3.6).

2.3.10 GST-Pulldown

Sogenannte PD-Analysen siimd vitro Methoden, um die physikalische Interaktion
zwischen zwei oder mehreren Proteinen zu untersucBie sind eine Form der Affinitats-
aufreinigung und der IP sehr ahnlich, aul3er dasStafle eines Ak eines der zu unter-
suchenden Proteine direkt an eine Matrix immolaifisivird. Beim GST-PD wird ein bak-
teriell exprimiertes GST-Fusionsprotein in einerzf#m-Substrat-Reaktion an Glutathion-
Sepharose (Fisher Scientific) gekoppelt. Dieseditebepharose kann anschlie3end mit Zell-
lysaten,E. col-Zellextrakten bzw. aufgereinigten Proteinen inlkwnbwerden. Die Bindung
von Proteinen wird anschlieBend mittels SDS-PAGH WB analysiert (Abs. 2.3.4 und
Abs. 2.3.6).

In der vorliegenden Arbeit wurden die Pellets voak&rien, die GST, GST-p0071-
Arm, GST-Rab11-WT, -DA, -DN, GST-ROK-RBD bzw. GSTFA&-(As 592-637) expri-
mierten, in GST-Lysepuffer (Zugabe von 1 mM DTTmM Pefabloc SC; 10 pg/ml Apro-
tinin; 10 pg/ml Leupeptin) resuspendiert und diktBeen anschliefend mittels Ultraschall
aufgeschlossen. Zur Abtrennung von Bakterienrestah unldslichen Proteinen wurden die
Lysate fur 30 Minuten bei 14.000x g und 4°C zeagiért. Zum Immobilisieren der GST-
Fusionsproteine wurden die Uberstande fur 15 Mimubei 4°C mit in GST-Lysepuffer
aquilibrierter Glutathion-Sepharose inkubiert. Mgt SDS-PAGE und anschlieBender
Coomassie-Farbung des Gels konnte die Bindung 8@rusionsproteine an die Glutathion-
Sepharose uberprift werden. Durch Zugabe weiterkertatBion-Sepharose wurde die
Konzentration von unterschiedlichen Protein-Sepsemoangeglichen. Neben der Analyse
von Protein-Protein-Interaktionen wurden GST-PulldeAnalysen in dieser Arbeit auch
genutzt, um den Aktivitatsstatus der GTPasen Rhaod\Riab11 in Zelllysaten zu untersuchen
(Abs. 2.2.10.2).

2.3.11 Hefe-Dihybrid

Beim Hefe-Dihybrid handelt es sich um eine Methaden Nachweis von Protein-
Protein-Interaktionen, bei der sich die Eigens@raftes Hefe-Transkriptionsfaktors GAL4 zu

Nutze gemacht werden. GAL4 kann genetisch in zwagfente getrennt werden, die einzeln
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in der Hefe keine Aktivitat besitzen. Als GAL4-BDird dabei die DNA-Bindedoméane

bezeichnet. Ohne die Uber GAL4-BD vermittelte DNAeraktion kann die als GAL4-AD

bezeichnete Aktivierungsdoméane ihre transkriptiodszierende Wirkung nicht entfalten.
Beide Doméanen befinden sich normalerweise auf diwdypeptidkette. Sie sind allerdings
auch dann wirksam, wenn sie durch zwei interagaeAroteine, mit denen sie fusioniert
sind, in einem Komplex zusammengebracht werden.r W& 4-abhangige Reportergene
konnen somit Interaktionen von Proteinen analysiertden.

In der vorliegenden Arbeit wurden die cDNAs deruntersuchenden Proteine in die
Hefe-Expressionsvektoren pGBKT7 (fir GAL4-BD-Fusproteine) bzw. pGADT7 (fur
GAL4-AD-Fusionsproteine) kloniert (beide Clontec®aint-Germain-en-Laye; Frankreich).
Die entsprechenden Plasmide wurden in den HefestafiR@2 nach Vorgaben degeast
Protocols Handbook Clontech) kotransformiert. Die Selektion der sfmmmierten Hefen
erfolgte auf SD-Agarrtinimal synthetic defingabhne die As Tryptophan (W) und Leucin (L).
Zusétzlich wurden die transformierten Hefen mitfélivon SD-Agar ohne Tryptophan,
Leucin und Histidin (H) auf Histidin-Auxotrophie twpstet. Da das Reportergéns3 im
Hefestamm YRG2 unter der Kontrolle von GAL4 stetgigt eine Histidin-Auxotrophie die
Interaktion der exprimierten Fusionsporteine an. diemWahrscheinlichkeit falsch positiver
Ergebnisse zu verringern, wurden die GAL4-AD- unélL@-BD-Fusionsproteine einzeln in
YRG2 exprimiert und auf Histidin-Auxotrophie anabm. Zusatzlich ermdoglicht der
Hefestamm YRG2 die Analyse der GAL4-Aktivitat Ulmers ReportergelacZ Die Analyse

derpB-Galaktosidase-Expression erfolgte nach den VomgalesYeast Protocols Handbook

2.3.12 GDP/GTP-Austausch-Analyse

Zur Bestimmung der GDP/GTP-Austausch-Aktivitat ie68T2 gegeniber RhoA in
Abhangigkeit von p0071 wurde d&hoGEF Exchange Assay Biochem (Glytoskeleton,
Denver, USA) verwendet. Dabei wird die Aufnahme @laesreszierenden Nukleotid-Ana-
logonsmantGTP (N-methylanthraniloylin die GTPase gemessen. WenantGTP von der
GTPase gebunden wird, steigt dessen FluoreszenzdAng: 360 nm; Emission 440 nm)
deutlich an. Deshalb kann tber den FluoreszenegndeésmantGTP auf die Aktivitat eines
GEF-Proteins gegentber einer GTPase geschlosseenver

Wahrend das RhoA-Protein iRhoGEF Exchange Assay Biochem dithalten war,
wurden ECT2-WT, ECT2-(As 415-883) und p0071-WTHEg-Fusionsproteine in HEK293-
Zellen exprimiert. Die Zellen wurden mit Thymidimai Nocodazol in der Prometaphase syn-

chronisiert und nach Erreichen der Zytokinese iRARPuffer lysiert. Die Aufreinigung der
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Flag-Fusionsproteine erfolgte mittels anti-Flag-Axge (Abs. 2.3.9). Die Messung des
GDP/GTP-Austauschs von RhoA wurde unter folgendedimyungen in einer 9&ell-
Mikrotiterplatte durchgefuhrt:

2x Reaktionspuffer (enthattantGTP) 50 ul
RhoA (50pM) 4 pl

RNase/DNase-freies Wasser 6 ul

Nach funf Messungen demantGTP-Fluoreszenz (440 nm) bei einer Anregungs-
wellenlange von 360 nm aller 30 Sekunden wurderilev80 I der anti-Flag-Agarose zuge-
geben. Dabei wurden jeweils 15 pl Flag-ECT2-WT-ag-ECT2-(As 415-883)- und Flag-
p0071-WT-anti-Flag-Agarose mit 15 pl in RIPA-Puffé@quilibrierter anti-Flag-Agarose
versetzt, um die GDP/GTP-Austauch-Aktivitat derzeinen Proteine bestimmen zu kdnnen.
AulRerdem wurden 15 ul Flag-ECT2-WT- und 15 ul R@@71-WT-anti-Flag-Agarose
gemischt, um den Einfluss von p0071 auf ECT2 aielgs zu kdnnen. Als Kontrolle dienten
30 ul in RIPA-Puffer aquilibrierter anti-Flag-Aga®. Nach der Zugabe der anti-Flag-Aga-
rose wurde die Fluoreszenzintensitdt deantGTP Uber 30 Minuten alle 30 Sekunden

gemessen.

2.4 Statistische Auswertung

Soweit nicht besonders erwahnt wurden alle im Rahdieser Arbeit durchgefiihrten
Quantifizierungen anhand mindestens drei unabhangixperimente durchgefihrt. Die
Standardabweichungen wurden als Fehlerbalken inedezelnen Diagrammen dargestellt.
Der zweiseitige heteroskedastische Student’s tvTiese zur Bestimmung der statistischen

Signifikanz zwischen zwei Populationen genutzt & @.05; ** p< 0.005).
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3 Ergebnisse

Ein Ausgangspunkt fur die vorliegende Arbeit wae dienauere Untersuchung der
intrazellularen Lokalisation von p0071, um FunkBameben der bekannten Rolle bei der Re-
gulation der Zell-Zell-Adhasion charakterisierenkiinnen (Abb. 3-1; zur Verflgung gestellt
von Fr. Dr. Annika Wolf). Endogenes p0071 (rot) mtt der perizentrosomalen Region
wéhrend der Prophase und den Spindelpolen im fedluMetaphase assoziiert. Im Verlauf
der Anaphase wird p0071 zum zentralen MikrotubuinBel rekrutiert und akkumuliert
schlie3lich am Zentralkoérper wahrend der Zytokin@M©OLF et al, 2006). Aus diesen Vor-
untersuchungen wurde auf eine Funktion von p007dein Mitose geschlossen, die in der
vorliegenden Arbeit genauer aufgeklart werden sollt

DAPI a-Tubulinp0071

.............

Prophase Metaphase Anaphase Telophase /
Zytokinese

Abb. 3-1: p0071 liegt Zentrosom-, Spindelpol- und @ntralkdrper-assoziiert wahrend der Mitose
vor

In Methanol-fixierten MCF-7-Zellen wurde endogerne3071 (rot) undo-Tubulin (grin) mit Hilfe
spezifischer Ak markiert. In der unteren Reihe solid wei3 umrandeten Regionen vergrof3ert
dargestellt. Die weil3en Pfeile zeigen den Ort d#7(i-Lokalisation. Die Balken entsprechen einer
GroRRe von 5 um (WOLEt al, 2006).

3.1 p0071 ist beteiligt an der Regulation der RhoA-Akwitat
wahrend der Zytokinese

Aus Vorarbeiten war aulRerdem bekannt, dass soweHhUblerexpression von p0071
als auch eine Verringerung der p0071-ExpressiotelsnisiRNA oder shRNA-Konstrukten
zur Entstehung von mehrkernigen Zellen fihrte. Eimensivere Analyse dieses Phanotyps
zeigte, dass alle Mitosestadien hinsichtlich desl#ldung der Spindeln und hinsichtlich der
Chromosomen-Segregation normal abliefen. Multipol&pindeln traten erst nach dem

Erscheinen von mehrkernigen Zellen auf und konstenit als deren Ursache ausgeschlossen
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werden (WOLFet al, 2006). Diese Untersuchungen lie3en den Schlyssass p0071 an der
Regulation des letzten Schritts der Mitose, derKiyiese, beteiligt sein konnte. Die Zyto-
kinese beginnt mit der Einschnirung der Zellen amleEder Anaphase und separiert die

Tochterzellen.

3.1.1 p0071 ist involviert in die Aktomyosin-basierte Eirschnirung

wéhrend der Zytokinese

Um eine mogliche Rolle von p0071 bei der Regulaten Zytokinese zu uberprifen,
wurden Live-Cell-ImagingAnalysen durchgefihrt (Abb. 3-2). Hierfir wurderltd-Zellen,
die mit Kontroll- oder p0071-siRNA transfiziert wden, mittels Thymidin und Nocodazol in
der Prometaphase arretiert. 30 Minuten nach Emfedes S-Mediums (Nocodazol-haltiges
Synchronisationsmedium) wurde begonnen, Bilder sailender Zellen alle 150 Sekunden
aufzunehmen. Diese Untersuchungen zeigten deutlddss die mit p0071-siRNA-
behandelten Zellen (untere Reihe) zu einem spaigpunkt mit der Einschniirung (Eintritt
in die Zytokinese) begannen als die Kontrollzel{lebere Reihe). Neben dem verzogerten
Beginn der Einschnirung konnten auflerdem Deformetioder Zellen im Verlauf der
Zytokinese beobachtet werden. Letztendlich waresealiZellen zumeist nicht mehr in der

Lage die Tochterzellen vollstandig abzuschniren.

Kontroll-
SiRNA

p0071-
siRNA

t=7050.000 s 1=8700.000 s t=9150.000 s 1=22500.000 s

Abb. 3-2: Die Verringerung der p0071-Expression gehmit verspateter Einschniirung und
Defekten bei der Abschiirung einher

HelLa-Zellen wurden mit Kontroll- oder p0071-siRNAansfiziert und durch die sukzessive Be-
handlung mit Thymidin und Nocodazol in der Prombatge. 30 Minuten nach dem Entfernen des
Nocodazol-haltigen Mediums wurden Bilder sich teiler Zellen alle 150 Sekunden aufgenommen.
Die Balken entsprechen einer GréRe von 10 um.

Um den Effekt der verzégerten Einschniirung quaaifen zu konnen, wurden HelLa-

Zellen mit Kontroll- bzw. p0071-siRNA transfizieind in der Prometaphase arretiert.
90 Minuten nach dem Entfernen des S-Mediums wurdienZellen mit FA fixiert und
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anschlieend hinsichtlich des Zytokinese-Fortsishantersucht (Abb. 3-3). Zum Zeitpunkt
der Fixierung war die Einschirung bei der Uberwneigen Mehrzahl der Kontrollzellen weit
fortgeschritten (Abb. 3-3 A; links oben). Es wurdamer auch Zellen beobachtet, bei denen
die Zytokinese verzogert ablief (Abb. 3-3 A; recluisen), die starke Deformationen auf-
wiesen (Abb. 3-3 A; links unten) oder sich gar nigbhschnirten (Abb. 3-3 A; unten rechts).
In Zellen mit einer verringerten p0071-Expressionraden ungefahr zweimal haufiger ver-
zbgerte oder gestorte Zytokinesen (ca. 70% derkitygsen gestort) beobachtet als in den
Kontrollzellen (ca. 35% der Zytokinesen gestorth @Me Behandlung mit Nocodazol sowohl
die Entstehung von Zellen mit multipolaren SpindéhIEVA und VOROB'EV, 1987) als
auch Apoptose (BUMBASIREVI@t al, 1995) induziert, erklart dies den relativ hohem A

teil gestorter Zytokinesen in den Kontrollzellen.

A B
*
§70' I
2 |
2 % 501
normal =)
c o
cE= I
2 %301
w g
)
> 10

gestort

siRNA  Kontrolle p0071

Abb. 3-3: Die Verringerung der p0071-Expression indziert Defekte bei der Einschniirung
mitotischer HeLa-Zellen

HelLa-Zellen wurden mit Kontroll- bzw. p0071-siRNAansfiziert und anschlieend in der Pro-
metaphase arretiert. 90 Minuten nach EntfernenSdekediums wurden die Zellen mittels FA fixiert
und der Verlauf der Zytokinese analysiert. (A) Pabilder fur die Klassifizierung normaler,
verzdgerter und gestorter Zytokinesen (Hellfeldje Balken entsprechen einer Gré3e von 10 pum.
(B) Zur Quantifizierung des Zytokinese-Fortschritteurden bei Kontroll- und pO0071-siRNA-
transfizierten Zellen die gestorten bzw. verzogedgtokinesen gezahlt und durch die Anzahl aller
beobachteter Zytokinesen geteilt. Im Diagramm ist &rozentsatz aufgetretener gestorter bzw.
verzogerter Zytokinesen dargestellt. Die Fehleralkeigen die Standardabweichung (STABW) aus
drei unabhangigen Experimenten, bei denen jeweilndestens 100 Zellen gezahlt wurden.
(* p<0,05)

Wahrend der Zytokinese akkumulieren F-Aktin und Mgd$ am Zellaquator und
bilden den kontraktilen Aktomyosin-Ring, der firednechanische Einschnirung der Zelle
verantwortlich ist (GLOTZER, 2005). Die vorliegenden &bgisse deuteten auf eine Rolle
fur p0071 bei der Ausbildung dieses kontraktilend®s hin. Um dies zu untersuchen, wurden
HeLa-Zellen mit Kontroll- bzw. p0071-siRNA transfidie synchronisiert und 90 Minuten
nach Entfernen des S-Mediums mit FA fixiert. Mittélexa488-konjugiertem Phalloidin

konnte F-Aktin (griin) visualisiert werden. Zusatalicam ein Ak zur Markierung der am S19
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phosphorylierten regulatorischen leichten Kette My®sin-1l (p-MRLC; rot) zum Einsatz
(Abb. 3-4). Diese Phosphorylierung der MRLC induziglie Selbstassemblierung des
Myosin-1l zu bipolaren Filamenten. AuBerdem koedlidiese Phosphorylierung mit der
Myosin-1I-ATPase-Aktivitdt und dementsprechend mér Kontraktilitat von Aktomyosin-
Filamenten in der Zelle (Abs. 1.5.1.3). Durch dieichzeitige Markierung von F-Aktin und
p-MRLC koénnen kontraktile Aktomyosin-Filamente ierdZelle sichtbar gemacht werden,
wie sie bei Assemblierung und Kontraktion des Akyosin-Ringes entstehen (Abs. 1.5.4).
Zellen, die mit pO071-siRNA transfiziert wurdenll& 3-4; untere Reihe), weisen
deutlich weniger F-Aktin an der Teilungsfurche al§ Kontrollzellen (Abb. 3-4; obere
Reihe). Zusatzlich akkumuliert weniger p-MRLC iresém Bereich, was auf eine gestotrte
Assemblierung von Aktomyosin-Filamenten im aquatien Bereich der mitotischen Zellen

hinweist.

F-Aktin p-MRLC VergrofRerung

Kontroll-
SiRNA

p0071-
siRNA

Abb. 3-4: p0071 wird fur den Aufbau des AktomyosinRinges wahrend der Zytokinese bendtigt
HelLa-Zellen wurden mit Kontroll- oder pO071-siRNransfiziert und anschliel3end in der Prometa-
phase arretiert. 90 Minuten nach Entfernen des 8iies wurden die Zellen mittels FA fixiert und
p-MRLC (rot) unda-Tubulin (blau) mit Hilfe spezifischer Ak markierZur Visualisierung von
F-Aktin wurde Phalloidin-Alexa488 (griin) verwend&ie Balken entsprechen 5 um bzw. in der
VergroRerung der weild umrandeten Bereiche 10 um.

Die Ergebnisse der mikroskopischen Analysen lasséreine Beteiligung von p0071
an der Regulation der Zytokinese schlieRen. Dabante p0071 in die Assemblierung des
Aktomyosin-Ringes involviert sein, da die Verringeg der p0071-Expression die Akkumu-
lation von Aktomyosin-Filamenten entlang der Tegsfurche stort (Abb. 3-4). Dies ware
eine Erklarung fur die beobachteten verzogerten gestorten Zytokinesen (Abb. 3-2 und
Abb. 3-3) und die vermutlich daraus resultierendehiMernigkeit nach der Transfektion von
p0071-siRNA.
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3.1.2 p0071 beeinflusst die Aktivitat der kleinen GTPas&hoA

Der Aufbau und die Kontraktion des Aktomyosin-Riagm Verlauf der Zytokinese
wird im wesentlichen von der kleinen GTPase RhoAtkalliert (TAKAISHI et al, 1995;
KIMURA et al, 2000; KAMIJOet al, 2006). Dabei induziert aktives RhoA uber die ISea
ROK und Citron, die Phosphorylierung der MRLC, vezas Assemblierung und Aktivierung
des Myosin-Il fihrt. AuBerdem induziert aktives Rhidber die Formine die Polymerisierung
von Aktin-Filamenten (Abs. 1.5.4). Da eine verrirtgeExpression von p0071 mit der Aus-
bildung des Aktomyosin-Ringes interferierte (Abdl.3), wurde im Folgenden untersucht, ob
p0071 an der Regulation der RhoA-Aktivitat beteilgy.

kein FRET FRET
inaktive Rho-GTPase aktive Rho-GTPase
Emission 540 nm Anregung 450 nm
* » o= | 3

Farneslyrest

4_

GAP

P &

Emission 470 nm - 520 nm

Abb. 3-5: Schematische Darstellung deRaichu-Biosensoren

Bei den in dieser Arbeit verwendeten BiosensoranBastimmung der Aktivitat von Rho-GTPasen
befinden sich zwischen YFP und CFP eine Rho-GTHRlseA, Racl und Cdc42) und die spezifische
RhoA- bzw. Cdc42/Racl-Bindedoméne eines Effektdgims (PKN fir RhoA; PAK1 fir Racl und
Cdc42). Im inaktiven Zustand kann die Rho-GTPashtmit ihrem Effektor interagieren, so dass der
Abstand zwischen YFP und CFP fir FRET zu groRD#t. Interaktion der aktiven Rho-GTPase mit
ihrem Effektor bringt YFP und CFP in eine fir FRgdeignete Distanz (NAKAMUR/At al, 2006).

Die Aktivitat der Rho-GTPasen wurde zunachst nstRdichuBiosensoren bestimmt
(Dr. Matsuda; Osaka, Japan). Diese Biosensorerelmstaus einer Rho-GTPase und der
GTPase-Bindedomane eines ihrer Effektoren. An dbsden Enden sind YFP (N-terminal
vom Effektor) und CFP (C-terminal von der Rho-GT®aiisioniert. C-terminal zum CFP
befindet sich das CAAX-Motiv der entsprechenden &3&? an dem das exprimierte Fusions-
protein posttranslationell mit einem Farnesylrestifiziert wird. Dieser ist essentiell fir die
Membranlokalisation der Rho-GTPasen. Die Rho-GTRaisg¢eragieren nur im aktiven
Zustand mit ihren Effektoren (Abs. 1-4). Diese tat¢ion bringt YFP und CFP im Biosensor
in eine fur FRET geeignete Entfernung (Abb. 3-5 Bktivitat der Rho-GTPasen der Bio-
sensoren korreliert somit direkt mit dem emittiarlRET-Signal (NAKAMURAet al, 2006).

Um den Einfluss von p0071 auf die Aktivitdit der RBOPasen Racl, Cdc42 und
RhoA zu bestimmen, wurden HEK293-Zellen mit demsRi@ flir den entsprechenden
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Raichu-Biosensorréichu-1026 fur Raclyaichu-1069 fur Cdc-42yraichu-1298 fur RhoA)
und einem Kontroll- bzw. einem p0071-shRNA-Plasikadransfiziert. 72 Stunden nach der

Transfektion wurden die Zellen mit FA fixiert unRET-Messungen durchgefuhrt.

A B
RhoA-Biosensor

O Rac1

S O cdca2 T
% 35] @ RhoA J.
& 25 T T
i [ I T 1
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shRNA Kontrolle p0071 Kontrolle p0071 Kontrolle p0071

Abb. 3-6: FRET-Effizienz der Biosensoren fur die Akivitdt der Rho-GTPasen in Abhangigkeit
von p0071

HEK293-Zellen wurden mit dem entsprechenden Biasemnsmd einem Kontroll- bzw. p0071-sh-
RNA-Konstrukt kotransfiziert. 72 Stunden nach dearifektion wurden die Zellen mittels FA fixiert
und die FRET-Effizienz durch Akzeptor-Photobleicheestimmt. (A) Falschfarbendarstellung der
FRET-Effizienz des RhoA-Biosensors in Abhangigkhst p0071-Expression. Die weillen Rechtecke
markieren die gebleichte Region. (B) Die FRET-Eéizen der Biosensoren fur Racl, Cdc42 und
RhoA wurde in Zellen bestimmt, die mit Kontroll- vz p0071-shRNA-Konstrukten kotransfiziert
wurden. Das Diagramm zeigt die mittleren FRET-Eéiizen £ STABW von jeweils 20 Zellen aus
drei unabhangigen Transfektionen. (*¥®,005)

Fur den RhoA-Biosensor wurden in p0071-shRNA traresten Zellen signifikant
verringerte FRET-Effizienzen in Vergleich zur Kaslte gemessen. Die FRET-Effizienzen
der Biosensoren fir Racl und Cdc42 waren dagedageunflusst (Abb. 3-6). Dies legt nahe,
dass p0071 spezifisch in die Regulation der Akiiviter kleinen GTPase RhoA involviert ist.
Mit Hilfe eines biochemischen Tests wurde diesarflEss weiter untersucht. Dabei kam die
bakteriell exprimierte RhoA-Bindedomane des RhatekRhotekin-RBD) zum Einsatz.
Rhotekin ist ein Effektor von RhoA und interagiattsschliel3lich mit aktivem RhoA (REID
et al, 1996). Mit der an Glutathion-Sepharose immolgligin Rhotekin-RBD kann folglich
aktives RhoA aus Zelllysaten prazipitiert und im \§@antifiziert werden (RENt al, 1999).

Der RhoA-Aktivitatstest wurde in HEK293-Zellen 78u8den nach der Transfektion
mit Kontroll- bzw. p0071-shRNA-Plasmiden (Abb. 3y und 48 Stunden nach der
Transfektion mit pcDNA4 bzw. Flag-p0071-WT-pcDNA4irdhgefuhrt (Abb. 3-7 B). Mit
diesen Untersuchungen konnte die Abhangigkeit desARAktivitat in der Zelle von der
p0071-Expression gezeigt werden. Eine Verringerdeigp0071-Expression mittels shRNA
reduzierte die Menge an aktivem RhoA auf 46,5% %4).5Die Uberexpression von p0071
erhohte die RhoA-Aktivitat in der Zelle auf 272% 95%), wobei eine moderate Expression
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von p0071 die Aktivitat von RhoA deutlicher stinerie als eine sehr starke pO0071-
Expression (siehe Anhang; Abb. 7-2).

A B
shRNA Kontrolle p0071 pcDNA4 Kontrolle p0071

' RhoA - aktiv S RhoA - aktiv

“RhoA-gesamt W = RhOA -gesamt
- 2 poor —_— - p0071
*

| 3.51

8«10 8™ [
52 52
g 04 S x 2.51 l
o 9 *k o 9 1
.2.02)06 I 'E.g]_S.
8%g : Sx ™
9 ® 0 ® 1

0.21 0.57

shRNA Kontrolle p0071 pcDNA4 Kontrolle  p0071

Abb. 3-7: Die Aktivitdt von RhoA wird von p0071 beénflusst

RhoA-Aktivitatstest von HEK293-Zellen 72 Stunderchaler Transfektion mit Kontroll- bzw. p0071-
shRNA-Plasmiden (A), sowie 48 Stunden nach der Sfedation von pcDNA4 (Kontrolle) und Flag-
p0071-WT-pcDNA4 (B). Fir die Quantifizierung wurpaveils die Menge an aktivem, prazipitiertem
RhoA auf die eingesetzte Gesamtmenge RhoA abgeglidbie erhaltenen Werte wurden relativ zu
den Kontrollen aufgetragen. Die Fehlerbalken regmmtisren die STABW aus drei unabhangigen Ex-
perimenten. (* < 0,05; ** p< 0,005)

Die verringerte Expression von p0071 induzierter@tgen bei der Umorganisation
des Aktin-Zytoskeletts, die zum Aufbau des konitaktAktomyosin-Ringes benétigt werden
(Abb. 3-4). Die in diesem Abschnitt dargestellterydbnisse lassen vermuten, dass dieser

Effekt auf eine Rolle von p0071 bei der RhoA-Aki#tsregulation zurtickgeht.

3.1.3 p0071 interagiert mit RhoA

Um aufzuklaren, wie p0071 an der Regulation derivitkt der GTPase RhoA
beteiligt sein kbnnte, wurde zuerst untersuchtp@@71 selbst mit RhoA interagiert. Hierfur
wurden BiFC-Analysen durchgefuhrt, die zum einea ldokalisation der Interaktion in der
Zelle ermdéglichen und zum anderen eine Quantifizigrvon Interaktionen tber Fluoreszenz-
intensitaten erlauben. Bei BiFC-Analysen werdenzgiaintersuchenden Proteine mit jeweils
einer nichtfluoreszierenden Haélfte der Venusvagates YFP (V1 und V2) fusioniert. Inter-
agieren beide Proteinéen vivo, kann das fluoreszierende YFP rekonstituiert werde
(Abb. 3-8 A). In HEK293-Zellen, die V1-Flag-p0071TWund V2-HA-RhoA-WT koexpri-

mierten, war das BiFC-Signal wahrend der Metaplnaseschwach und diffus im Zytoplasma
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verteilt. In der Telophase kam es zu einer Verstdgkund Akkumulation dieses Signals am
Ort der Einschniirung, was auf eine Interaktion p6671 mit RhoA wahrend der Zytokinese
hindeutet (Abb. 3-8 B).

A
\
V2-HA-RhoA-WT Interaktion
— -
YFP-Rekonstitution ==
V1-Flag-p0071-WT /
B
DAPI DAPI
o-Tubulin BiFC o-Tubulin BiFC
Metaphase Telophase / Zytokinese

V1-Flag-p0071-WT + V2-HA-RhoA-WT  V1-Flag-p0071-WT + V2-HA-RhoA-WT

Abb. 3-8: p0071 und RhoA interagieren am Ort der Baschniirung wahrend der Zytokinese

(A) Kommen bei der Interaktion zweier Proteine, dié jeweils einer nichtfluoreszierenden Halfte
(V1 und V2) des YFP fusioniert sind, diese YFP-nagte in raumliche Nahe, kann das fluores-
zierende YFP rekonstituiert werden. (B) HEK293-2ellwurden mit Plasmiden, die fur V1-Flag-
p0071-WT bzw. V2-HA-RhoA-WT codieren, kotransfizieund anschlie3end synchronisiert. Die
Zellen wurden sowohl in der Metaphase als auclemi@lophase fixiert und-Tubulin (rot) mit Hilfe
spezifischer Ak markiert. Die DNA (blau) wurde API gefarbt. Das BiFC-Signal, das den Ort der
Interaktion von exogenem p0071 und RhoA anzeiggrisén dargestellt. Die Balken entsprechen einer
Grofle von 5 um.

In Interphasezellen konnte ebenfalls ein diffusé@sBSignal nach Koexpression von
V2-HA-RhoA-WT und V1-Flag-p0071-Arm beobachtet wend(Abb. 3-9 A; oberer Reihe).
Fur die dominant aktive (DA) Mutante von RhoA eiligschdas BiFC-Signal im Vergleich am
starksten (Abb. 3-9 A; mittlere Reihe). Zellen, dieminant negatives (DN) RhoA expri-
mierten, zeigten dagegen kein oder nur ein selwades BiFC-Signal (Abb. 3-9 A; untere
Reihe). Zur Quantifizierung dieser Unterschiede deudie BiFC-Fluoreszenzintensitat von
jeweils 20.000 Zellen am Durchflusszytometer gemesBabei konnte gezeigt werden, dass
die mittlere YFP-Fluoreszenzintensitat in V1-Fla@Ppl-Arm und V2-HA-RhoA-DA koex-
primierenden Zellen ca. zweimal starker war alZétlen, die V1-Flag-p0071-Arm und V2-
HA-RhoA-WT koexprimierten. Im Vergleich zu dieseelién war das BiFC-Signal ungefahr
um die Halfte reduziert, wenn anstelle von RhoA-WRNhoA-DN exprimiert wurde
(Abb. 3-9 B, C). Aus diesen Untersuchungen kanremé bevorzugte Interaktion der p0071-

Arm-Domane mit der aktiven Form von RhoA geschlasserden.
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Abb. 3-9: p0071-Arm interagiert bevorzugt mit aktivem RhoA

(A) HEK293-Zellen wurden mit Plasmiden, die fur dtnsionsprotein aus V1-Flag und der p0071-
Arm-Doméne (V1-Flag-p0071-Arm) sowie V2-HA-RhoA-WIDA oder -DN codieren, kotransfiziert,
18 Stunden spaéter fixiert und das BiFC-Signal asialy. Durch den Einsatz spezifischer Ak gegen
das Flag- (blau) und das HA-Epitop (rot) konnterrdasfizierte Zellen identifiziert und das BiFC-
Signal (grin) analysiert werden. Die Balken entspea 5 um. (B) Zur Quantifizierung der BiFC-
Effizienz wurde die Intensitat der YFP-Fluoresz¢B#-C-Signal) der Zellen 18 Stunden nach der
Transfektion am Durchflusszytometer analysiert. D@ mittleren YFP-Fluoreszenzintensitaten aus
drei unabhangigen Experimenten mit jeweils 20.06&ensuchten Zellen, wurden relativ zum erhal-
tenen Wert fir RhoA-WT + STABW aufgetragen. (D) lda Glutathion-Sepharose immobilisierte
Arm-Doméne von p0071 wurde auf die Interaktion miHEK293-Zellen exprimiertem RhoA-WT, -
DA und -DN untersucht. Die entsprechenden Eluatedem mittels WB auf Anwesenheit von EGFP-
RhoA untersucht (GST-PD). (E) Die Menge an praagiem RhoA wurde auf die eingesetzte RhoA-
Menge (Zelllysat) abgeglichen. Diese Werte wurddativ zu dem Wert fur RhoA-WT aufgetragen.
Die Fehlerbalken geben die STABW aus zwei unably@mgExperimenten an.

(* p<0,05; ** p< 0,005)
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Um den Einfluss des Aktivierungsstatus von RhoA @ief Interaktion mit pO071 in
einem unabhangigen System zu untersuchen, wurdep@d&1-Arm-Doméane als GST-
Fusionsprotein bakteriell exprimiert und an GluiathSepharose immobilisiert. RhoA-WT,
-DA und -DN wurden als EGFP-Fusionsproteine in HEBZellen exprimiert. Die ge-
wonnenen Zellextrakte wurden mit der pO071-Arm-$epbke inkubiert und das Eluat auf
Anwesenheit von EGFP-RhoA untersucht. Mit Hilfesdie Ansatzes konnte eine Interaktion
der Arm-Domane von p0071 mit RhoA auahvitro gezeigt werden (Abb. 3-9 D). Zusatzlich
konnte die Praferenz von p0071 fir die aktive Fgon RhoA bestatigt werden (ca. 140% +
10% im Vergleich zu EGFP-RhoA-WT). Inaktives RhoAnkite dagegen kaum mit GST-
p0071-Arm prazipitiert werden (ca. 20% = 2% im Meigh zu EGFP-RhoA-WT,;
Abb. 3-9 E). Da die Expression von RhoA-WT und B&oA-Mutanten variierte, wurde die
Menge an prazipitiertem RhoA auf die Menge an RimaAelllysat abgeglichen.

Mit den in diesem Abschnitt vorgestellten Experiteen konnte eine Assoziation
zwischen p0071 und RhoA wahrend der Zytokinese anil€¥ Einschnirung gezeigt werden
(Abb. 3-8 B). BIFC- und GST-PD-Untersuchungen legee, dass die Interaktion beider
Proteine abhangig von der Aktivitat von RhoA istofA 3-9). Da fir p0071 ebenfalls eine
Rolle bei der Regulation der Aktivitat von RhoA gex werden konnte (Abs. 3.1.2), lassen
die in diesem Abschnitt gezeigten Ergebnisse dieréung zu, dass aktives RhoA durch die

Bindung an p0071, in diesem Zustand stabilisiertlwi

3.1.4 p0071 interagiert mit dem Rho-GEF ECT2

Die Analyse der p0071-Uberexpression und der p@&gdletion fiihrten zu der
Hypothese, dass p0071 die Aktivitatt von RhoA in deidle reguliert (Abs. 3.1.2). Rho-
GTPasen werden typischerweise durch GEFs aktiDertp0071 keine klassische Rho-GEF-
Domane besitzt, stellte sich die Frage, ob p0O0#ldem RhoA-Aktivator in der Zytokinese,
dem Rho-GEF ECTZ2, interagiert und zusammen mit EQI@ RhoA-Aktivitat moduliert. Die
N-terminale Domane von ECT?2 ist fiir dessen Regaiatierantwortlich und fiihrt bei Uber-
expression zu einer Verringerung der RhoA-Aktiviegwahrend der Zytokinese (Abs. 1.5.3).
Eine in der Arbeitsgruppe durchgefiihrte Hefe-Dilgdigntersuchung zeigte, dass die p0071-
Arm-Domane ausschlief3lich mit der N-terminalenutatprischen Doméne von ECT2 inter-

agiert und nicht mit der C-terminalen GEF-Doméane.
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Abb. 3-10: ECT2 interagiert mit p0071 wéahrend der Ztokinese am Ort der Einschniirung tber
seine regulatorische N-terminale Doméane

(A) Schematische Darstellung des Rho-GEF Protefd$2 ECT2-NT beinhaltet die beiden BRCT-
Doménen ohne die beiden Kernlokalisierungssignalezentralen Bereich von ECT2. ECT2-CT
umfasst die fur die RhoA-Aktivitatsregulation esselie Rho-GEF-Doméne (SAIT@t al, 2004).
(B) HEK293-Zellen, die V1-flag-p0071-WT und V2-HACH?2-WT exprimierten, wurden in der
Prometaphase synchronisiert und 90 Minuten nactei@n des S-Mediums wéahrend der Zytokinese
mit FA fixiert. Die Markierung vora-Tubulin (rot) erfolgte mit Hilfe spezifischer Aklje Markierung
der DNA (blau) erfolgte mit DAPI. Das griin dargdisteBiFC-Signal zeigt den Ort der Interaktion
von p0071 und ECT2. Die Balken entsprechen 10 @nD) HEK293-Zellen wurden mit Plasmiden,
die fur V1-Flag-p0071-Arm, V2-HA-ECT2-NT bzw. V2-HECT2-CT und RFP codieren, kotrans-
fiziert. Die BiFC-Effizienz wurde 18 Stunden nackrdTlransfektion mittels Durchflusszytometrie
analysiert. Um transfektionsbedingte Unterschiededer BiFC-Effizienz ausschlielen zu kénnen,
wurde ausschlie3lich die YFP-Fluoreszenz (BiFC-8iguler rot-fluoreszierenden Zellen bestimmt
und im Diagramm dargestellt. Die Fehlerbalken geltbe STABW aus drei unabhangigen
Experimenten an, bei denen jeweils 5.000 rot-flabierende Zellen analysiert wurden. (¥9,05)

Um zu untersuchen, ob p0071 und ECT2 wahrend deéokifyesein vivo einen
Komplex bilden kdnnen, wurden BiFC-Analysen durdiige (Abb. 3-10). Viele der unter-
suchten HEK293-Zellen, die V1-Flag-p0071-WT- und -N&-ECT2-WT-exprimierten,
zeigten ein deutliches BiFC-Signal am Zentralkorp&bb. 3-10 B; BiFC), was auf eine
Assoziation von p0071 und ECT2 wahrend der Zytaenkinweist. Aul3erdem wurden die
BiFC-Analysen mit der p0071-Arm-Doméane, sowie derudd C-terminalen Doméane von
ECT2 durchgefuhrt. Dabei konnte eine héhere BiFfziehz zwischen p0071-Arm und
ECT2-NT beobachtet werden als zwischen p0071-Arrd BCT2-CT (Abb. 3-10 C, D),
wodurch die Hefe-Dihybrid-Untersuchungen prinzipigtatigt werden konnten. Da p0071
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mit RhoA interagiert, konnte das relativ deutlicBd&=C-Signal zwischen p0071-Arm und
ECT2-CT auch indirekt tber an ECT2 gebundenes RierAnittelt werden. Das in der Hefe
vorkommende RhoA-Homologe Rhol ist offenbar nichtlér Lage als Bindeglied zwischen
ECT2-CT und p0071-Arm zu fungieren.

Bisher konnte gezeigt werden, dass p0071 und EC3aRremd der Zytokinese am
Zentralkdrper assoziiert vorliegen. Die Interaktiogider Proteine wird vermutlich von der
regulatorischen Doméne (As 1-333) von ECT2 verthitfbb. 3-10). Diese Daten lassen den
Schluss zu, dass p0071 an der Modulation der Rhkifvigit auf zwei Wegen beteiligt sein
konnte. Zum einen kann dies Uber die Stabilisienumgaktivem RhoA (Abs. 3.1.3) und zum
anderen Uber die Interaktion mit dem Rho-GEF ECiH@gen. Ob p0071 an der Regulation
der ECT2-GDP/GTP-Austausch-Aktivitat gegentber Rimeiligt ist, wurde mittelsnant
GTP (N-methylanthrniloly untersuchtMantGTP emittiert nach Anregung bei 360 nm Licht
mit einer Wellenlange von 440 nm. Nach der BindangGTPasen verdoppelt sich die Fluo-
reszenzemission dasantGTP, weshalb dieses benutzt werden kann, um di®/GDP-
Austausch-Raten von GTPasen in Abhangigkeit voualaggrischen Proteinen zu untersuchen.
ECT2 weildt nur im hyperphosphorylierten Zustandee®DP/GTP-Austausch-Aktivitat
gegenuber RhoA auf (TATSUMOTE&X al, 1999). AuRerdem ist es sehr wahrscheinlich, dass
auch p0071 wahrend der Mitose modifiziert wird, semne Funktionen wahrzunehmen. Aus
diesem Grund wurde die GDP/GTP-Austausch-Analysktmit rekombinantem ECT2 und
p0071 durchgefuhrt. Stattdessen wurden ECT2-WT; ZCT und p0071-WT als Flag-
Fusionsproteine aus synchronisierten HEK293-Zelheder Zytokinese aufgereinigt. Dabei
konnte Uberraschenderweise fur p0071 eine GDP/GUfadisch-Aktivitdt gegenuber RhoA
beobachtet werden, die nahezu der von ECT2-WT exukp AuRerdem wies ECT2 in
Gegenwart von p0071-WT eine signifikante gestegg&DP/GTP-Austausch-Rate gegeniuber
RhoA auf (Abb. 3-11). Diese ubertraf die Aktividér GEF-Doméne von ECT2 (Flag-ECT2-
CT), die theoretisch die maximale Aktivitdt habeollts, die ECT2 gegeniiber RhoA
erreichen kann (KIMet al, 2005). Dies lasst vermuten, dass p0071 nichGi&-Aktivitat
von ECT2 stimuliert. Vielmehr kénnten beide Progéeim Komplex additiv den GDP/GTP-

Austausch von RhoA katalysieren.
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Abb. 3-11: Der Einfluss von p0071 auf die GEF-Aktiitéat von ECT2 gegenuber RhoA

In HEK293-Zellen wurden Flag-p0071-WT und Flag-EG@NA exprimiert. Die Zellen wurden in der
Prometaphase synchronisiert, 90 Minuten nach detfeffaen des S-Mediums wéhrend der Zyto-
kinese lysiert und anschlieRend die Flag-Fusiorniepre Uber anti-Flag-Agarose aufgereinigt. Von
diesen Prazipitaten wurde die GEF-Aktivitdt von EGJegeniber RhoA mitteleantGTP bestimmt.
Nach der Bindung an GTPasen verdoppelt sich diengitét des vommantGTP emittierten
Fluoreszenzlichtes bei 440 nm. Uber diesen Flueresmstieg konnte die GDP/GTP-Austausch-
Aktivitdt der eingesetzten an anti-Flag-Agarose whitisierten Proteine bestimmt werden.
(A) Zunahme dermantGTP-Fluoreszenzintensitat Gber der Zeit (t) in @wlen. Als Kontrolle
dienten 30 ul in RIPA-Puffer &quilibrierter antialgtAgarose., sowie die Uber anti-Flag-Agarose
prazipitierte ECT2-GEF-Doméne (Flag-ECT2-CT). (B) Diagramm ist der mittlerenantGTP-
Fluoreszenzintensitatsanstieg £+ STABW Uber die deadt drei unabhangigen Experimenten dargestellt.
(* p<0,05).

Zusammenfassend legen die in Abs. 3.1 gezeigteenDane Rolle von p0071 bei der
RhoA-kontrollierten Assemblierung und KontraktioesdAktomyosin-Ringes wahrend der
Zytokinese nahe. ECT2 und p0071 kénnten in diesesaimenhang einen Komplex entlang
der Teilungsfurche bilden, der den GDP/GTP-Austauson RhoA stimuliert. p0071
stabilisiert vermutlich aktives RhoA, das dadurdhzeenter Uber seine Effektoren ROK,
Citron und mDia2 die Aktivierung von Myosin-lIl undie Polymerisierung von Aktin
induziert.
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3.2 Die Rolle von p0071 im Rabll-vermittelten Membran-
transport wahrend der Zytokinese

Neben der Reorganisation des Zytoskeletts kommneégerlauf der Zytokinese zum
gerichteten Transport von Membranvesikeln zur Teggiurche. Die zusétzliche Membran
wird fir die VergréfRerung der Zelloberflache im Weif der Einschnirung und schlielich
fur die Abschnirung der Tochterzellen bendtigt. videde beschrieben, dass die GTPase
Rabll zusammen mit Arf6, seinen Effektoren RabH3Fund Rabll-FIP4 sowie dem
Exozyst-Komplex an Transport bzw. Fusion von Vdsikeahrend der Zytokinese beteiligt
ist (Abs. 1.5.5). Vor Beginn dieser Arbeit wurdeamer Hefe-Dihybrid-Analyse Rabll als
moglicher Interaktionspartner von p0071 identifizieAufgrund der gut charakterisierten
Rolle von Rabl11l wahrend der Zytokinese wurde imgé&atlen die mdgliche Interaktion
zwischen Rabll und p0071 untersucht und versudhtldéren, ob p0071 in den Rab11-

vermittelten Membrantransport wahrend der Zytokenesolviert ist.

3.2.1 p0071 und Snapin sind an der Fusion Rabll-positiveYesikel

wahrend der Zytokinese beteiligt

Um eine mogliche gemeinsame Rolle von p0071 undlRdieim Transport von
Membranvesikeln zu untersuchen, wurde als ersees @kalisation beider Proteine wahrend
der Zytokinese analysiert (Abb. 3-12). In mit 10%A fixierten HeLa-Zellen wurden p0071
(grin) und Rabl1 (rot) mit Hilfe spezifischer Ak rkiart und die DNA (blau) mittels DAPI
gefarbt. Rab11, das im Verlauf der Mitose diffus Zytoplasma verteilt vorliegt, lokalisiert
wahrend der Zytokinese entlang der zytoplasmatis@&récke, welche die Tochterzellen ver-
bindet. p0071 akkumuliert, wie schon beschriebanZantralkorper.

0071

Rabl11l DAPI Rab11

VergroRerung

Abb. 3-12: Rab11 und p0071 zeigen eine Uberlappentdekalisation am Zentralkdrper

HelLa-Zellen wurden mit 10% TCA fixiert und anscRlad p0071 (grin) und Rabll (rot) mit
spezifischen Ak markiert. Die DNA (blau) wurde ralg DAPI gefarbt. Die Balken entsprechen
10 um bzw. 5 um in den Vergroéf3erungen der weil3 ndaten Regionen.
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Abb. 3-13: Rab11 interagiert mit p0071 tUber desseArm-Domane

(A) In HEK293-Zellen exprimierte EGFP-Fusionspratei(Zelllysat) von p0071-WT, der p0071-
Kopf-Doméane (As 1-509; K) und der p0071-Arm-DomdAs 510-989; Arm) wurden mit bakteriell
exprimiertem, an Glutathion-Sepharose immobiligiertGST-Rab11-WT bzw. GST inkubiert. Die
Bindung von EGFP-p0071-WT, -K bzw. Arm an GST-Rab¥T und GST wurde mittels WB

analysiert (GSTRulldowr). (B) Bakteriell exprimiertes Hisp0071-Arm wurden mit bakteriell

exprimiertem, an Glutathion-Sepharose immobiligsiertGST-Rab11-WT bzw. GST inkubiert. Die
Bindung von His-p0071-Arm an die verwendete Glutathion-Sepharaselevmittels WB untersucht.

Zur Untersuchung der mdglichen Interaktion zwisciRabll und p0071 wurden in
HEK293-Zellen p0071-WT, die p0071-Kopf- und die pROArm-Doméne als EGFP-
Fusionsproteine exprimiert. Die entsprechenden teysairden mit bakteriell exprimiertem,
an Glutathion-Sepharose immobilisiertem GST-RabIll-Wkubiert. Die Bindung von
p0071-WT, p0071-Kopf und p0071-Arm an GST-Rabll-Wirde mittels WB untersucht.
Dabei konnte gezeigt werden, dass p0071-WT mit RANT interagiert. Diese Interaktion
wird Uber die Arm-Doméne von p0071 vermittelt, di®tz schwacher Expression in
HEK293-Zellen deutlich im Eluat der Rabl1l-WT-Glhiah-Sepharose nachgewiesen
werden konnte. Die Kopf-Doméane von p0071, derenré&sgon in HEK293-Zellen sehr viel
starker war, zeigte dagegen keine Interaktion ratbH. Um die Spezifitat der Interaktion zu

zeigen, wurden die HEK293-Lysate ebenfalls mit baktl exprimiertem, an Glutathion-
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Sepharose immobilisiertem GST durchgefihrt. In eletsprechenden Eluaten konnten keines
der exprimierten p0071-Fusionsproteine nachgewiesemnden (Abb. 3-13 A). Um zu
untersuchen, ob Rab11 und die p0071-Arm-Domané&tdimeeragieren oder deren Interaktion
uber unbekannte Protein im HEK293-Zelllysat veretittvird, wurde bakteriell exprimiertes
Hisg-p0071-Arm sowohl mit an Glutathion-Sepharose imitigbrtem GST-Rab11-WT als
auch mit immobilisiertem GST inkubiert. Auch dalk@nnte eine spezifische Bindung der
p0071-Arm-Doméne an GST-Rabll gezeigt werden (8H8 B). Zusammen mit der im
Hefe-System gefundenen Interaktion zwischen Rabidl der pO071-Arm-Doméane weisen
diese Experimente auf eine direkte Interaktion zines p0071 und Rabin vitro hin.

Als GTPase kann Rabl11l zwischen dem inaktiven GOR1yenen und dem aktiven
GTP-gebundenen Zustand wechseln (Abs. 1.4). Umnzersuchen, ob die Interaktion von
p0071 mit Rab11 abhangig von der Rab11-Aktivititviairden BiFC-Analysen durchgefthrt.
HEK293-Zellen wurden mit Plasmiden, die fur V1-Fa@071-Arm, V2-HA-Rab11-WT,
-DA oder -DN und RFP codieren, transfiziert. 18rfsten nach der Transfektion wurde die
Fluoreszenz des RFP genutzt, um transfizierte Zeliétel Durchflusszytometrie zu identifi-
zieren. Gleichzeitig wurde die Fluoreszenzintensigs rekonstituierten YFP (BiFC) gemes-
sen. Um Unterschiede der BiFC-Effizienz ausschhe®e kdnnen, die auf eine unterschied-
liche Expression der verwendeten Konstrukte zunititkmen ist, wurde deren Expression
mittels WB analysiert (Abb. 3-14 B). Trotz gleichekpression der eingesetzten Konstrukte
war die BiFC-Effizienz zwischen Rab11-DA und pO0&Xin im Vergleich zu Rabl11-WT
und p0071-Arm signifikant auf 140% erhoht. Die B#E®izienz zwischen Rab11-DN und
p0071-Arm war dagegen deutlich geringer (60% imglegch zu Rab11-WT; Abb. 3-14 A
und C). Um diesen Effekt in einem unabhangigen e8ystintersuchen zu kénnen, wurde
Zelllysat von EGFP-p0071-Arm-exprimierenden HEKZBdlen mit rekombinant herge-
stelltem, an Glutathion-Sepharose immobilisierteBT&Rab11-WT, -DA bzw. -DN inkubiert
und diese anschlieBend auf die Bindung von EGFRPp@0m mittels WB untersucht
(Abb. 3-14 D). Dabei konnte gezeigt werden, dass Arm-Domé&ne von p0071 mit
Rabl11-WT und Rabl11-DAn vitro deutlich starker interagiert als mit Rab11-DN. Das
Kontrolle an Glutathion-Sepharose immobilisierteTd#ndet EGFP-p0071-Arm im gleichen
MalR wie Rabl1l-DN. Die durch die Bindung von GTP Rabll induzierte Konfor-
mationsanderung scheint demnach auch die Interaktisischen Rabll und p0071 zu

beeinflussen.
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Abb. 3-14: Die Arm-Domaéane von p0071 interagiert bearzugt mit aktivem Rab11

HEK?293-Zellen wurden fur BiFC-Analysen mit Plasmmdansfiziert, die fur V1-Flag-p0071-Arm,
V2-HA-Rab11-WT, -DA oder -DN und RFP codieren. (¥§ Stunden nach der Transfektion wurde
die Fluoreszenz des rekonstituierten YFP der RFRimierenden Zellen mittels Durchflusszyto-
metrie analysiert. (B) Um auszuschliel3en, dassldigestellten Unterschiede in der BiFC-Effizienz
auf eine unterschiedliche Expression der Interakfartner zurtickzuftihren ist, wurde deren Expres-
sion mittels WB untersucht, wobei ein GFP-Serum &insatz kam, mit dem sowohl V1 als auch V2
detektiert werden konnen. (C) Im Diagramm sind whigtleren BiFC-Effizienzen zwischen p0071-
Arm und Rabl11-WT, -DA bzw. -DN aus drei unabhangigeperimenten aufgetragen. Dazu wurde
jeweils die Fluoreszenzintensitat des rekonstitererYFP (BiFC) von mind. 5.000 RFP-expri-
mierenden Zellen bestimmt. Die Fehlerbalken gebee 8TABW aus drei unabhéngigen
Experimenten an. (* g 0,05) (D) In HEK293-Zellen wurde EGFP-p0071-Arnpariiert. Das Zell-
lysat wurde mit bakteriell exprimiertem und an @thion-Sepharose immobilisiertem GST, GST-
Rab11-WT, -DA und -DN inkubiert. Die Mengen der d@&r Glutathion-Sepharose immobilisierten
bakteriell exprimierten Proteine wurden durch CossietFarbung des entsprechenden SDS-
Poylacrylamid-Gels Uberprift. Die Eluate wurdentett WB auf Anwesenheit von EGFP-p0071-
Arm mit einem spezifischen Ak gegen GFP analysiert.
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Die Interaktion von Rabll und p0071 sowie die féidb Proteine beschriebenen
Funktionen in der Zytokinese lassen die Vermutumgdass es dabei fir p0071 und Rabll
eine gemeinsame Funktion gibt. Um dies zu unteesuchurde zuerst analysiert, ob beide
Proteine wahrend der Zytokinese einen Kompiexvivo bilden kénnen. Fiur die BIiFC-
Analyse wurden V1-Flag-p0071-WT und V2-HA-Rab11-WirHEK293-Zellen exprimiert,
in der Prometaphase synchronisiert und diese impesthenden Mitosestadium mit FA
fixiert. Mit Hilfe spezifischer Ak wurde-Tubulin (rot) markiert. Die Farbung der DNA (blau)
erfolgte mit DAPI. Das BiFC-Signal, das auf eineaniplex aus Rab11-WT und p0071-WT
hindeutet, ist deutlich um den Zentralkbrper am @r Abschnirung lokalisiert
(Abb. 3-15 A). In mitotischen Zellen, von Prometapé bis Anaphase zeigte sich wie bei den
BiFC-Analysen zwischen p0071 und RhoA ein schwackédfuses BiFC-Signal im
Zytoplasma (Abb. 3-8). Mit Hilfe einer IP konntesaizlich gezeigt werden, dass wahrend
der Zytokinese deutlich mehr Flag-Rab11-WT mit EGIE®71-WT prazipitiert werden
konnte als in der Prometaphase und der G1-Phad®e BAbS B). Hierfur wurden Flag-Rab11-
WT und EGFP-p0071-WT exprimierende HEK293-Zellenl@n Prometaphase synchronisiert
und IPs mit Zelllysaten von verschiedenen Zeitpenktach dem Entfernen des S-Mediums

angefertigt (O Minuten - Prometaphase; 90 Minutégtekinese; 240 Minuten - G1 - Phase).

anti-Flag - Rab11-WT

A a-Tubulin B|FC
o] &
@
2 N
N
Q&@ \é& 2
£
v < Zelllysat

DAPI a-Tubulin VergréRerung

Abb. 3-15: Rab11 und p0071 interagieren wahrend deZytokinese

(A) HEK293-Zellen wurden mit Plasmiden, die fur ¥ag-p0071-WT bzw. V2-HA-Rabl1l-WT
codieren, kotransfiziert und anschlieend in demf&taphase synchronisiert. 90 Minuten nach dem
Entfernen des S-Mediums wurden die Zellen mittélsfiiert und a-Tubulin (rot) mit spezifischen
Ak sowie die DNA (blau) mit DAPI markiert. Das BiF&ignal, das den Ort der Interaktion von
p0071 und Rabll anzeigt, ist griin dargestellt. HBK293-Zellen wurden mit Plasmiden, die fir
Flag-Rab11-WT bzw. EGFP-p0071-WT codieren, kotraiest und synchronisiert. Nach Erreichen
der Prometaphase, der Zytokinese bzw. der G1-Rhasten die Zellen lysiert und die Lysate mit an
Protein A-Sepharose immobilisiertem anti-GFP-Akuhbiert. Die Eluate wurden anschlieBend mittels
WB auf Anwesenheit von EGFP-p0071-WT (IP-GFP --&fP) und Flag-Rab11-WT (IP-GFP - anti-
Flag) analysiert.

IP-GFP

anti-GFP - p0071-WT

anti-Flag - Rab11-WT
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Abb. 3-16: Die Verringerung der pO071-Expression d¢ mit der Akkumulation von Rab11l an
der Teilungsfurche einher

(A, B) HeLa-Zellen wurden mit Kontroll- bzw. pOO&IRNA transfiziert, synchronisiert und 90 Mi-
nuten nach Entfernen des S-Mediums mit 10% TCAefixiRab11 (rot) und-Tubulin (griin) wurden
mit spezifischen Ak und die DNA (blau) mittels DARrkiert. Die Balken in (A) entsprechen 10 um
bzw. 5 um in den VergréfZerungen. (B) Zur Quangfiang der p0071-siRNA-induzierten Rab11-
Akkumulation wurde die Rabl1-Fluoreszenzintensiiit Zentralkdrper (Kreisflache von 4,9 fim
durch die Rabll-Fluoreszenzintensitdt der gesanZelten geteilt und der mittlere Quotient
+ STABW von jeweils 30 vermessenen Zellen aus aweibhangigen Experimenten im Diagramm
dargestellt. (* p< 0,05) (C) RFP-Rab11-WT exprimierende HelLa-Zellarden mit Kontroll- bzw.
p0071-siRNA transfiziert. 48 Stunden nach der siRNAnsfektion wurde die Rabl1-Lokalisation in
lebenden, sich teilenden Zellen anhand der Fluerestdes RFP verfolgt. Zellen in der Zytokinese
wurden mittels DIC (Differentieller Interferenz Kiwast) Uber den dann sichtbaren Zentralkdrper
identifiziert. Die Balken entsprechen 10 um.
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Die gezeigten Experimente deuten auf die ExisténeseKomplexes aus Rabl11l und
p0071 sowie auf eine gemeinsame Funktion beideteir® wahrend der Zytokinese hin.
p0071 kdnnte sowohl am Transport von Rabll-Vesikédnauch an deren Bindung an die

bzw. an deren Fusion mit der Zielmembran beteslegh. Um zwischen diesen Mdglichkeiten
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zu unterscheiden, wurde die Expression von pOOMehba-Zellen verringert. Diese Zellen
wurden anschlieRend synchronisiert und die RabXblisation wahrend der Zytokinese
analysiert. Dabei konnte gezeigt werden, dass sbwmiiogenes (Abb. 3-16 A, B) als auch
exogenes (Abb. 3-16 C) Rabll in HelLa-Zellen mitrimgerter pO071-Expression um den
Zentralkorper akkumulierte. Dies legt nahe, dasd®lRaunabhdngig von p0071 zum
Zentralkorper transportiert wird. Die Akkumulatimon Rab11-Vesikel deutet vielmehr auf

eine Funktion von p0071 beim ,Andocken” und/oder Elesion dieser Vesikel hin.

A B
GAL4-DNA-BD-p0071-Arm
Flag-Snapin-WT - - +
GAL4-AD-Snapin WT NT CT HA-p0071-WT - + +

Zelllysat

IP-Flag | ﬁ e
§5: 1 By

“WLH anti-HA L e .

A

| HA-p0071

C D
GAL4-DNA-BD-Rab11-WT

Flag-Snapin-WT - + -

Flag-p0071-WT GAL4-AD-Snapin WT NT CT
Zelllysat ; &
anti-Rab11 Sl %
IP-Flag
anti-Rab11

Rab11 I I WLH

Abb. 3-17: Rab11, p0071 und Snapin bilden einen Koptex

(A) YRG2-Hefe-Zellen wurden mit Plasmiden, die fBAL4-DNA-BD-p0071-Arm und GAL4-AD-
Snapin-WT, -NT oder -CT codieren, kotransformigudr Selektion der kotransformierten Hefe-Zellen
wurden diese auf SD-Agarplatten ohne Tryptophan lueutin (-WL) ausplattiert. Das gleichzeitige
Wachstum dieser Hefen auf SD-Agarplatten, deneeraeh Histidin (-WLH) fehlte, zeigt durch die
daflr notwendige Aktivierung des Reportergdns3 die Interaktion der exprimierten Proteine an.
(B) HEK293-Zellen wurden mit Plasmiden die fur F&gapin-WT und HA-p0071-WT codieren,
kotransfiziert. Die Lysate wurden mit anti-Flag-Agse inkubiert und die Eluate mittels WB auf die
Anwesenheit von p0071 untersucht (IP-Flag - antlHAM die unspezifische Bindung von p0071 an
die anti-Flag-Agarose ausschlielBen zu kénnen wutdesate von untransfizierten HEK293-Zellen
und von nur HA-p0071-WT exprimierenden HEK293-Zelkingesetzt. Die Menge an p0071 in den
eingesetzten Lysaten wurde ebenfalls im WB anatyqigelllysat - anti-HA). (C) Lysate von
HEK293-Zellen, die entweder Flag-p0071-WT oder Faapin-WT exprimierten, wurden mit anti-
Flag-Agarose inkubiert. Die entsprechenden Eluateden mittels WB auf die Anwesenheit von
endogenem Rabll untersucht (IP-Flag - anti-Rabllji3at von untransfizierten HEK293-Zellen
diente als Spezifitatskontrolle. (D) Die Analysam interaktion von Rab11-WT mit Snapin-WT, -NT
und -CT wurden in YRG2-Zellen, wie unter (A) beseben, durchgefihrt.
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Die Hypothese, dass p0071 an der Fusion von Rab4itiyen Vesikeln beteiligt sein
konnte, wird durch die Identifizierung von Snapiids aweiteren potentiellen Inter-
aktionspartner von p0071 mittels Hefe-Dihybrid-Arss unterstitzt. Snapin ist ein urspring-
lich an der Membran von synaptischen Vesikeln besibenes SNARE-assoziiertes Protein
(ILARDI et al, 1999). Auch fur Snapin wurde eine Funktion im &@usnenhang mit
Vesikelfusionsprozessen wahrend der Zytokinesehbesen (GROMLEYet al, 2005). Zur
Verifizierung der Interaktion zwischen p0071 undafim wurden Snapin-WT (As 1-136),
Snapin-NT (As 1-78) und Snapin-CT (As 79-136) akL& AD-Fusionsprotein zusammen
mit p0071-Arm als GAL4-DNA-BD-Fusionsprotein in Hstamm YRG2 koexprimiert
(Abb. 3-17 A; -WL). Uber die Aktivierung des Repamgenshis3 konnte gezeigt werden, dass
die Arm-Domane von p0071 im Hefe-System mit Snapif-und der C-terminalen Doméne
von Snapin interagiert (Abb. 3-17 A; -WLH). Mit KBl einer Flag-IP konnte aulRerdem
gezeigt werden, dass in HEK293-Zellen exprimieH&sp0071-WT mit Flag-Snapin-WT im
Komplex vorliegt (Abb. 3-17 B). Interessanterweisennte endogenes Rabll sowohl mit
Flag-p0071-WT als auch mit Flag-Snapin-WT prézapitiwerden (Abb. 3-17 C). Diese
Ergebnisse lassen zwei Schlussfolgerungen zu: Zimanekénnten zwei unabhangige
Komplexe, bestehend aus Rabl11 und p0071 bzw. Ratd Snapinin vivo gebildet werden.
Zum anderen besteht die Moglichkeit, dass in eikemplex aus p0071, Rab11 und Snapin,
p0071 Rabl1-positive Vesikel Gber Snapin an den BEAomplex der Zielmembran bindet.
Die Untersuchungen im Hefestamm YRG2, die keineraition zwischen Rab11 und Snapin
zeigten, sprechen fur die Existenz eines Rabll-p@napin-Vesikel-Fusionskomplexes
vivo (Abb. 3-17 D), schlieRen aber die Existenz vonizaweabhéngigen Komplexen vivo

nicht aus.

o-Tubulin

Snapin Vergrof3erung

Abb. 3-18: Snapin und p0071 kolokalisieren wahrender Zytokinese am Zentralkorper
In mit Methanol fixierte HeLa-Zellen wurden mittepezifischer Aka-Tubulin (blau), p0071 (griin)
und Snapin (rot) markiert. Die Balken entsprechemtn bzw. 5 um in den VergréRerungen.

Fur eine gemeinsame Rolle von p0071 und SnapimndeFusion von Rabl1- Vesi-

keln spricht auch die Lokalisation von Snapin inrlgef der Zytokinese. Snapin akkumuliert
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zusammen mit p0071 am Zentralkorper (Abb. 3-18),hredd Rabll entlang der
zytoplasmatischen Briucke lokalisiert, welche diechierzellen miteinander verbindet
(Abb. 3-12). Dieser funktionelle Zusammenhang ztwst Rab1l1l und Snapin konnte durch
den Einsatz Snapin-spezifischer siRNAs gezeigt eerdn Hela-Zellen, deren Snapin-
Expression mittels siRNA reduziert wurde, akkumiéieRab11 wéhrend der Zytokinese stark
am Zentralkorper, wahrend in den Kontroll-siRNArsé&zierten HeLa-Zellen Rab11 dort nur
leicht angereichert vorlag (Abb. 3-19). Dies im@it, dass Snapin auch an der Fusion von

Rabl1-Vesikeln wahrend der Zytokinese beteiligt ist

A DAPI B
a-Tubulin Rab11 VergrolRerung

Abb. 3-19: Die Verringerung der Snapin-Expression ritels siRNA induziert die Akkumulation
von Rabl11 am Zentralkorper

(A) HeLa-Zellen wurden mit Kontroll- bzw. SnapirRNA transfiziert, synchronisiert und 90 Minu-
ten nach Entfernen des S-Mediums mit Methanol ffixiBab1ll (rot) undx-Tubulin (griin) wurden
mittels spezifischer Ak und die DNA (blau) mit DAParkiert. Zellen, die sich in der Zytokinese
befanden, wurden auf die Lokalisation von Rabll Zentralkorper analysiert. Die Balken ent-
sprechen 10 um bzw. 5 um in den VergroRerungenZB)Quantifizierung der Snapin-siRNA-
induzierten Rabll-Akkumulation wurde die Rabll-Fdsaenzintensitat am Zentralkorper (Kreis-

flache von 4,9 uf) durch die Rabl1-Fluoreszenzintensitit der gesar@ilen geteilt und der
mittlere Quotient £ STABW von jeweils 15 vermesseZellen im Diagramm dargestellt.

2.54

Kontroll-siRNA

1.51

relative Rabl1-Fluoreszenz
am Zentralkorper

0.5

Snapin-siRNA

siRNA Kontrolle Snapin

Die in diesem Abschnitt aufgefiihrten Experimentgelenahe, dass p0071 sowohl mit
Rab11 als auch mit Snapin eine direkte Interakdiogehen kann (Abb. 3-13 und Abb. 3-17).
Da auch Rabl11l und Snapim vivo einen Komplex bilden, jedoch vermutlich nicht &ire
miteinander interagieren, konnte p0071 die Inteoakkwischen beiden Proteinen vermitteln
(Abb. 3-17). Die These wird von der Beobachtungiges dass die Behandlung von Zellen
mit pO071- oder Snapin-siRNA die Akkumulation voatRr1 am Zentralkdrper zur Folge
hatte (Abb. 3-16 und Abb. 3-19), woraus aul3erdeheige gemeinsame Funktion von p0071
und Snapin bei der Fusion von Rabl1-Vesikeln gesskh werden kann. Die Regulation der

Interaktion zwischen p0071 und Rabl1l erfolgt veheiutiiber die Aktivitat von Rabl1l, da
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die Affinitdt von p0071 zu aktivem Rabll hoher aminsscheint als zu inaktivem Rabll
(Abb. 3-14).

3.2.2 Das Rho-GEF ECT2 ist an der Regulation der Rab11-Atkvitat

wahrend der Zytokinese beteiligt

Die Aktivitdit von Rabll wird, wie die von allen Mltedern der Ras-ahnlichen
GTPasen, Uber GEFs, GAPs und GDIs reguliert. Ntivek GTP-gebundenes Rabl1 ist in
der Lage mit seinen Effektoren zu interagieren dadiber die fur die Zytokinese essentiellen
Funktionen zu vermitteln (Abs. 1.4). Trotz der itigrierten Effektoren FIP3 und FIP4 ist
bisher nichts Uber die Regulation der Rabl1l-Aldiviim Verlauf der Mitose bekannt.
Informationen zu dieser Regulation konnten wie iall Fon RhoA wichtige Informationen
zur Aufklarung der rdumlichen und zeitlichen Koawation der Membrantransportprozesse
wahrend der Zytokinese liefern.

A B

B RFP-Rabl1l  WT DA DN
Zelllysat
anti-Rab1l

GST-FIP4
Rabl GST-PD
anti-Rabl

Abb. 3-20: Die an Glutathion-Sepharose immobilisige Rabll-Bindedomane vom Rabl1-
Effektor FIP4 prazipitiert aktives Rab11 aus Zelllysaten

(A) Schematische Darstellung des Rab11-Aktivitdtstenit an Glutathion-Sepharose immobilisierter
Rabl1-Bindedomane von FIP4 (FIP4-Sepharose), diekiives GTP-gebundenes Rabll aus Zell-
lysaten préazipitieren sollte. (B) Um die Funktiatéll der FIP4-Sepharose zu testen, wurde in
HEK293-Zellen RFP-Rab11-WT, -DA bzw. -DN exprimiemd dies mittels WB Uberprift (Zelllysat

- anti-Rab11). Die Lysate wurde anschlieRend nfdFAgarose inkubiert und die Bindung von RFP-
Rab11 an diese durch WB-Analysen untersucht (GSTF-&ii-Rab11).

RFP-Rab11

Da es zur Analyse der Rabl1-Aktivitat kein etaldisrTestsystem wie im Fall von

RhoA gibt, wurde, um die Aktivitdt von Rabll wahideder Zytokinese analysieren zu
konnen, ein Rabl1-Aktivitatstest entworfen. Daflurde die Rabll-Bindedoméne (As 592-
637) vom Rabll-Effektor FIP4 bakteriell als Fusagein mit GST exprimiert und dieses
Fusionsprotein an Glutathion-Sepharose immobitigielP4-Sepharose). Da Rabl1l nur im
aktiven GTP-gebundenem Zustand mit seinen Effektargeragiert, wurde die FIP4-

Sepharose dazu eingesetzt, um aktives Rabl11 allisZtdn zu prazipitieren (Abb. 3-20 A).

Um zunéchst das Testsystem zu validieren, wurdekR29B-Zellen mit Plasmiden transfiziert,
die fir RFP-Rab11-WT, -DA bzw. -DN codieren und digsate mit der FIP4-Sepharose
inkubiert. Die Eluate wurden im WB auf die Anweseithvon Rabl1l analysiert. Dabeli
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konnte gezeigt werden, dass Rabl1-DA am besten desnFIP4-Sepharose prazipitiert
werden konnte. Trotz gleicher eingesetzter Rablhgde wurde deutlich weniger RFP-
Rabl11-WT aus Zelllysaten prazipitiert und kaum REab11-DN. Daraus kann geschlossen
werden kann, dass inaktives Rab11 nicht an die-Bépharose bindet und dass aus Rab11-
WT exprimierenden Zellen prazipitiertes RFP-Rabii aktiven Zustand an die FIP4-
Sepharose gebunden haben muss (Abb. 3-20 B).

. Prometaphase Zytokinese
Zeit nach Entfernen

des S-Mediums [min 0 30 60 90 120 180
Rab11 - aktiv

1.41

Rabl1 - gesamt
| .]_'_.—- **
0.21
Zeit nach Entfernen -

*
*
des S-Mediums [min] 0 30 60 90 120 180

o
»

relative Menge
aktives Rab11
=
o

Abb. 3-21: Die Menge an aktivem Rab11 in der Zellaimmt im Verlauf der Mitose ab

HelLa-Zellen wurden in der Prometaphase synchrahisiel zu verschiedenen Zeitpunkten nach Ent-
fernen des S-Mediums lysiert. Die Lysate wurde RiR4-Sepharose inkubiert und auf Anwesenheit
von Rab11 mittels WB analysiert. Zur Normierung daijeweils die Menge an prazipitiertem Rabl1
(aktiv) durch die Menge an eingesetztem Rab11 (gBsgeteilt und relativ zum Kontrollwert (O min)
aufgetragen. Im Diagramm ist die mittlere relativkienge an prazipitiertem (aktivem) Rabll
+ STABW aus drei unabhangigen Experimenten dartjegtep < 0,05; ** p< 0,005)

Um zu untersuchen, ob und wie sich die Aktivitihveabll wahrend der Mitose
verandert, wurden HelLa-Zellen in der Prometaphgselsonisiert und zu verschiedenen
Zeitpunkten nach dem Entfernen des S-Mediums lysiéu Beginn des Experiments
befanden sich ca. 80% bis 90% der Zellen in demetaphase (0 min). Ca. 70% der Zellen
durchliefen die Mitosestadien Metaphase (30 mimapghase (60 min), Telophase (90 min)
und Telophase/Abschniirung (120 min) synchron (AB). Nach 180 min hatten diese
Zellen die Mitose abgeschlossen. Die zu den vesgelmen Zeitpunkten gewonnenen Lysate
wurden mit FIP4-Agarose inkubiert und die entspescien Eluate mittels WB auf die
Anwesenheit von Rabll analysiert. Die maximale Aldt hatte Rabl1l demnach in der
Prometaphase. Im Verlauf der Zytokinese nahm diagdean préazipitiertem Rabl1l stetig ab
und erreicht zum Ende der Zytokinese (120 min) Minimum (Abb. 3-21). Da das pra-
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zipitierte Rab11 die Menge an aktiviertem RablMén Zelle widerspiegelt, kann man aus
diesem Experiment schlieRen, dass nach der Metapti@s Menge an aktivem Rabll
abnimmt. Ab der Anaphase stellen Vesikelfusionsgsee die VergroR3erung der
Zelloberflache sicher (ALBERTSONMt al, 2005), fur die Rab11 wahrscheinlich im aktiven
Zustand vorliegen muss (WILSOMt al, 2005). Aus diesem Grund erscheint die
Verringerung der Rabl1-Aktivitat im Verlauf der M#e auf den ersten Blick paradox. Die
Ergebnisse legen allerdings nahe, dass aktivesIlRadiloder nach der Fusion von Vesikeln
inaktiviert wird und dass bei Prozessen mit vielesikelfusionsereignissen wie zum Beispiel
der Abschnirung der Zellen wahrend der Zytokinesshr sviel aktives Rabll
.verbraucht” wird. Nach dem Ende der Zytokinese tenungefahr die Menge an Rabll
prazipitiert werden wie in der Prometaphase (0 migs flir eine Reaktivierung von Rabl1l
nach erfolgreicher Zytokinese spricht (Abb. 3-21).
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S O -Tubulin SIRNA Kontrolle p0071  ECT2

Abb. 3-22: Die Verringerung der ECT2-Expression mitels siRNA fihrt in Interphase-Zellen zu
geringeren Mengen an aktivem Rabl1

(A) HeLa-Zellen wurden mit Kontroll-, p0071- bzwCH2-siRNAs transfiziert. 48 Stunden nach der
Transfektion wurden die Zellen lysiert und mit FHBdpharose inkubiert. Die Menge an prazipi-
tiertem Rabll (Rabll - aktiv) wurde mittels WB gs@rt. Mittels WB wurden auf3erdem in den
Lysaten die Mengen an Rabll (Rabll - gesamt), p@CT2 unda-Tubulin bestimmt. (B) Im Dia-
gramm ist die mittlere relative Menge an préazipigen Rab1l1l + STABW aus drei unabhangigen
Experimenten dargestellt. Zur Normierung wurde jésvdie Menge an préazipitiertem Rab11 (Rab11 -
aktiv) durch die Menge an eingesetztem Rabll (Rabddsamt) geteilt und relativ zum Wert der
Kontroll-siRNA-behandelten Zellen aufgetragen. % f,05)

Da sich bereits in der Prometaphase groRere Meageaktivem Rabll in der Zelle
befinden, muss die Rabl1-Aktivierung zumindestameite bereits vor der Zytokinese bzw.
vor dem Transport von Rab11 zur Teilungsfurchefstden (Abb. 3-21). Welche Proteine an
der Aktivierung von Rab11 beteiligt sind, ist bislmbekannt. Da eine Interaktion zwischen
p0071 und Rabll gezeigt werden konnte, wurde waktb p0071 an der Regulation der
Rab11-Aktivitat beteiligt sein konnte. Da p0071 beaugt mit aktivem Rabl11 zu interagieren
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scheint, ist eine p0071-abhangige Stabilisierung aktivem Rabll denkbar. Ein weiterer
potentieller Kandidat fur die Regulation der Ral#ktivitdt war das GEF-Protein ECT2, das
der Hauptaktivator von RhoA wahrend der Zytokinéste Die Spezifitdt von ECT2 fir
einzelne GTPasen scheint Uber die Phosphorylieruog ECT2 reguliert zu sein
(TATSUMOTO et al, 1999; NIIYA et al, 2006), so dass es moglich erschien, dass ECT2
auch ein GEF fir Rab11 sein kdnnte. Um zu unteesuchb ECT2 und/oder p0071 einen
Einfluss auf die Aktivierung von Rabll in der Zel@aben, wurden Hela-Zellen mit
Kontroll-, p0071- bzw. ECT2-siRNA transfiziert undB Stunden nach der Transfektion
lysiert. Zur Bestimmung der Rab11-Aktivitat wurdeie Lysate mit FIP4-Sepharose inkubiert
und die Eluate mittels WB auf die Anwesenheit vabRl untersucht. In den Lysaten wurden
zur Kontrolle der siRNA-Transfektion auf3erdem dieeden von p0071, ECT2 und
o-Tubulin bestimmt (Abb. 3-22 A). Die Verringerung@rdeCT2-Expression durch siRNAs
ging dabei mit einer signifikanten Reduktion det FiP4-Sepharose prazipitierten Rab11-
Menge einher, was fur eine Rolle von ECT2 bei degiation der Rab11-Aktivitat spricht.
p0071 scheint dagegen in Interphase-Zellen keineflugs auf die Aktivitdt von Rabl1l zu
haben (Abb. 3-22).
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Abb. 3-23: ECT2-siRNA-behandelte Zellen zeigen einegeringere Rabll-Aktivitat in der
Prometaphase als Kontroll-siRNA-behandelte

(A) HeLa-Zellen wurden mit Kontroll- bzw. ECT2-si\transfiziert und synchronisiert. Es wurden
Lysate von Zellen in der Prometaphase (0 min) uAdrend der Zytokinese (90 min) angefertigt und
diese mit FIP4-Sepharose inkubiert. Mittels WB vamrdowohl die Mengen an prazipitiertem Rab11
(Rabll - aktiv) als auch die Mengen von Rabll (Rabfiesamt), ECT2 und-Tubulin in den
entsprechenden Lysaten bestimmt. (B) Im Diagramrdiésmittlere relative Menge an prazipitiertem
Rab11 aus zwei unabhéangigen Experimenten dardgeZiatlNormierung wurde jeweils die Menge an
prazipitiertem Rabll (Rabll - aktiv) durch die Meran eingesetztem Rabll (Rabll - gesamt)
geteilt und relativ zum Wert der Kontroll-siRNA-kaidelten Zellen aufgetragen. (<m,05)

Der Einfluss von ECT2 auf die Aktivitat von Rabllinde auf3erdem in mitotischen
Zellen untersucht, um zu klaren, ob die beobach#s®ingerung der Rabl1-Aktivitat in
ECT2-siRNA-behandelten Interphase-Zellen mit Begider Zytokinese durch andere
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unbekannte Rabll-Regulatoren ausgeglichen werden. Wdafiir wurden Kontroll- bzw.

ECT2-siRNA-transfizierte HeLa-Zellen in der Pronmase synchronisiert. Zelllysate wur-
den von den in der Prometaphase arretierten Zedlemie 90 Minuten nach Entfernen des
S-Mediums angefertigt und diese mit FIP4-Agarodellmert. Die Menge an prazipitiertem
Rabl1, sowie die Mengen von Rab11, ECT2 afitubulin in den Zelllysaten wurden mittels
WB analysiert (Abb. 3-23 A). Die Rabl1-Aktivitat voECT2-siRNA-behandelten, war in

Prometaphase arretierten Zellen im Vergleich zuntkale auf ca. 55% reduziert. Eine
zusatzliche Verringerung der Rabl1-Aktivitdt 90 Mien nach Entfernen des S-Mediums
war in ECT2-siRNA-transfizierten Zellen nicht fegstellen (Abb. 3-23 B). Da die meisten
der ECT2-siRNA-transfizierten und mit Nocodazol dyronisierten Zellen sich nicht Ein-

und Abschniren (siehe Anhang; Abb. 7-1 C), kansedieErgebnis als weiterer Beleg fur die

Rabl1-Inaktivierung infolge von Vesikelfusionsprezen angesehen werden.
Flag-Rab11-WT + Flag-Rab11-WT +
EGFP-ECT2-WT EGFP

Minuten nach
Entfernendes 250 90 0 250 90 0

S-Mediums i
Zelllysate R T ; |
anti-Flag = J—— | Flag-Rab11-WT
IP-GFP
ant-Flag — Flag-Rab11-WT

Abb. 3-24: Rab11 und ECT2 koprazipitieren wahrend @&r Prometaphase

Flag-Rab11-WT und EGFP-ECT2-WT sowie Flag-Rab11l-Will EGFP exprimierende HEK293-
Zellen wurden in der Prometaphase synchronisiadtainverschiedenen Zeitpunkten nach Entfernen
des S-Mediums lysiert und mit an Protein A-Agaremobilisiertem GFP-Ak inkubiert. Die Lysate
und Prazipitate wurden mittels WB auf die Anwesdénken Flag-Rab11-WT und EGFP-ECT2
analysiert.

Die in Abb. 3-22 und Abb. 3-23 gezeigten Ergebniksgen nahe, dass ECT2 ein
Regulator der Aktivitdt von Rabl11 ist. Um einen Wais darauf zu erhalten, zu welchem
Zeitpunkt ECT2 in die Regulation der Rab11-Aktivigingreifen kénnte, wurde untersucht,
ob und wann ECT2 mit Rab11 interagiert. Daflr wart=EK293-Zellen mit Plasmiden, die
fur Flag-Rab11-WT und EGFP-ECT2-WT codieren, tremnsft. Nach der Synchronisation
dieser Zellen mittels Thymidin und Nocodazol wurdise in der Prometaphase (0 Minuten),
der Zytokinese (90 Minuten) und der G1-Phase (24uddn) lysiert und die Lysate mit an

Protein A-Agarose immobilisiertem GFP-Ak inkubiekittels WB wurde die Anwesenheit
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von Flag-Rab11-WT in den entsprechenden Lysateniesow den Prazipitaten der IP
analysiert. Dabei ist zu sehen, dass trotz gleienmegesetzter Mengen an Flag-Rab11-WT
(Zelllysat - anti-Flag) und gleicher Mengen an |piertem EGFP-ECT2-WT (IP-GFP -
anti-GFP), Flag-Rab11-WT fast ausschlief3lich in Beometaphase kopréazipitiert werden
konnte. Als Kontrolle dienten Lysate von HEK293{28a| die Flag-Rab11-WT und EGFP
exprimierten. Dabei konnte zu keinem der analysiertZeitpunkte Flag-Rabl11-WT
prazipitiert werden (Abb. 3-24).

Die in diesem Abschnitt vorgestellten Ergebnisseswehen auf Basis eines neu
entwickelten Testsystems Einblicke in die Regutatier Rab11-Aktivitat in der Zytokinese
humaner Zelllinen zu gewinnen. Mit Hilfe der FIPépharose kann aus Zelllysaten aktives
Rabll prazipitiert und diese Mengen mittels WB difiarert werden (Abb. 3-20). Dabei
konnte gezeigt werden, dass die Menge an prazipme Rabll zum Zeitpunkt der
Abschnirung in HeLa-Zellen am geringsten ist, wias gerstarkte Inaktivierung von Rab11
durch die Fusion von Vesikeln vermuten lasst (AbB1). An der Regulation der Rab11-
Aktivitat scheint das Rho-GEF-Protein ECT2 beteilig sein, dessen reduzierte Expression
mit verringerten Mengen von aktivem Rabll in Inbage- und Prometaphase-Zellen
einherging (Abb. 3-22 und Abb. 3-23). Zudem dew® Koprazipitation von ECT2 und
Rabll in der Prometaphase darauf hin, dass ECT2Aldieitat von Rabl1l tatséachlich in
mitotischen Zellen reguliert (Abb. 3-24).

Basierend auf den in Abs. 3.2 gezeigten Ergebnikaen folgendes Modell fir die
Funktionen von p0071, Rabl1l, ECT2 und Snapin bei\isikel-basierten Abschnlrung
postuliert werden: ECT2 interagiert mit Rab11 uktvéert dieses zum Beginn der Mitose.
Im aktiven Zustand erfolgt der Transport von Ralhlder Oberflache von Vesikeln auf
bisher unbekanntem Weg zur zytoplasmatischen Brititkeh welche die Tochterzellen nach
der Aktomyosin-basierten Einschnirung verbundeiibie Dort interagiert Rab11 mit p0071,
das mit Snapin im Komplex am Zentralkérper vorliggf071 und Snapin vermitteln dann
gemeinsam die Fusion der Rabll-positiven Vesikeéldar PM am Zentralkdrper. Dabei
kommt es zur Hydrolyse des an Rabll gebundenen ®a®die Verringerung der Rabl11-
Aktivtat zu diesem Zeitpunkt erklaren wirde.
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3.3 KIF3b transportiert p0071 wahrend der Zytokinese zum
Zentralkorper

Die in Abs. 3.1 und Abs. 3.2 vorgestellten Ergebaikegen nahe, dass p0071 sowohl
Funktionen bei der Aktomyosin-vermittelten Einschumg als auch bei der Fusion von
Vesikel bei der Abschnirung der Tochterzellen wétirder Zytokinese inne hat. Von ent-
scheidender Bedeutung fir den Verlauf der Zytolgrisses, dass die beteiligten Proteine zur
richtigen Zeit an den richtigen Ort gelangen. Aissdm Grund wurde in der vorliegenden
Arbeit die Translokation von p0071 wahrend der Eytese untersucht.

3.3.1 ECT2 und p0071 werden nicht gemeinsam transportiert

Mikrotubuli-assoziierte Motorproteine aus der Faenitler Kinesine transportieren
eine Vielzahl von Proteinen, die an der Zellteillrggeiligt sind (Abs. 1.5.2.1). ECT2 wird
vom Kinesin MKLP1 transportiert und gelangt im Zapindlin-Komplex zusammen mit
dem GAP-Protein MgcRacGAP zur zentralen SpindedregMISHIMA et al, 2002; YUCE
et al, 2005). Aufgrund der gezeigten Interaktion zwistl#€T2 und p0071 wurde zunachst
untersucht, ob beide Proteine gemeinsam transpostszden.

Anaphase friihe Telophase  spéate Telophase Zytokinese

p0071

ECT2

a-Tubulin
pO071ECT2

. . . , Zeit nach Entfernen
30 Minuten 45 Minuten 60 Minuten 90 Minuten 45 s-Mediums

Abb. 3-25: p0071 folgt ECT2 an den Zentralkdrper

HelLa-Zellen wurden zu verschiedenen Zeitpunkter mien Entfernen des S-Mediums mit Methanol
fixiert und a-Tubulin (blau), p0071 (grin) und Ect2 (rot) mitlfdi spezifischer Ak markiertDie
Balken entsprechen 10 pm.
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In HeLa-Zellen wurde die Lokalisation von p0071 ua@T2 im Verlauf der Mitose
analysiert (Abb. 3-25). HelLa-Zellen wurden dafinachst in der Prometaphase synchro-
nisiert, zu verschiedenen Zeitpunkten nach demeEmth des S-Mediums fixiert und mit
Hilfe spezifischer Aka-Tubulin (blau), p0071 (grin) und ECT2 (rot) markidabei konnte
gezeigt werden, dass ECT2 deutlich vor p0071 anzdetralen Spindel nachzuweisen ist.
Erst mit beginnender Einschnirung zum Anfang deoldpese akkumuliert p0071 entlang
der Teilungsfurche und zeigt schlieBlich am Zehktigler eine ausgepréagte Kolokalisation
mit ECT2. Dies weist darauf hin, dass p0071 nictgamen mit ECT2 im Zentralspindlin-
Komplex transportiert wird.

a-Tubulin .
p0071 pO0071ECT2 VergrolRerung

ECT2-siRNA Kontroll-siRNA

MKLP1-siRNA

Abb. 3-26: Die verringerte Expression von ECT2 bzw.MKLP1 beeinflusst die p0071-
Zentralkorper-Assoziation

HelLa-Zellen wurden mit Kontroll-, ECT2- bzw. MKLPEIRNA transfiziert, in der Prometaphase
synchronisiert und 90 Minuten nach Entfernen dégegiums mit 10% TCA fixiert. Die Markierung
von a-Tubulin (blau), p0071 (grin) und ECT2 (rot) erfidgmit Hilfe spezifischer Ak. Die Balken
entsprechen 10 um bzw. 5 um in den VergréRerungen.

Um zu untersuchen, ob der Transport von p0071 zemrdlkérper abhangig von
ECT2 oder dem Zentralspindlin-Motorprotein MKLP1, isvurde die Expression beider
Proteine mittels siRNA in HelLa-Zellen verringertieCiransfizierten Zellen wurden in der
Prometaphase synchronisiert, 90 Minuten nach detfiefaen des S-Mediums mit 10% TCA
fixiert und mit spezifischen Ak-Tubulin (blau), p0071 (griin) und ECT2 (rot) markiZum
dargestellten Zeitpunkt zeigten nur ca. 10% derEuiR- oder MKLP1-siRNA-transfizierten



3 Ergebnisse 74

Zellen die Ausbildung einer Teilungsfurche, wahresidh Uber 60% der Kontrollzellen
normal einschnirten (siehe Anhang; Abb. 7-1 C).den wenigen ECT2- und MKLP1-
siRNA-transfizierten Zellen, die sich normal eingdkn, war ECT2 nicht mehr am
Zentralkdrper zu detektieren. Aul3erdem wiesen digslen sowohl eine verringerte
Assoziation von p0071 am Zentralkorper als auchustgen bei der Ausbildung der zentralen
Spindel auf, so dass der beobachtete Effekt aup@d¥1-Lokalisation durch die gestdrten
Mikrotubuli-Dynamiken induziert sein kénnte (Abb28).

Die Daten veranlassen zu der Vermutung, dass p007d ECT2 in zwei
unabhangigen Komplexen zur zentralen Spindelregi@mmsportiert werden (Abb. 3-25) und
dort einen RhoA-Aktivitats-regulierenden Komplexidein (Abs. 3.1.2 bis Abs. 3.1.4).
Trotzdem ist es moglich, dass der Transport von7p0fum Zentralkdrper teilweise von
ECT2 und MKLP1 abhangig ist (Abb. 3-26).

3.3.2 p0071 interagiert mit der KIF3-Untereinheit KIF3b

In einer Hefe-Dihybrid-Analyse wurde vor Beginn ske Arbeit KIF3b als mdglicher
Interaktionspartner von p0071 identifiziert. KIF&i eine Untereinheit des heterotrimeren
KIF3-Komplexes. Dieser Mikrotubuli-assoziierte Mgtootein-Komplex der Kinesin-2-
Familie besteht auRerdem aus KIF3a und KAP3. Kl#3& KIF3b bilden ein Heterodimer,
das fur die Bewegung des Proteins entlang der Mikrdi verantwortlich ist. KAP3 wird fur
die Bindung von einigen zu transportierenden Pneteibendtigt, obwohl auch der KIF3a/3b-
Komplex allein Proteine transportieren kann (YAMARRet al, 1995; YAMAZAKI et al,
1996; JIMBOet al, 2002). Da eine Rolle fur KIF3b in der Zytokindsereits beschrieben
wurde (FAN und BECK, 2004; HARAGUCHt al, 2006), erschien es mdglich, dass der
KIF3-Komplex den Transport von p0071 wahrend dertoKiyese vermittelt. Um zu
untersuchen, ob KIF3b am Transport von p0071 hgtedt, wurde als erstes die Interaktion
der p0071-Arm-Domane mit KIF3b im Hefesystem genaamalysiert. Neben KIF3b-WT
wurden auch der N- und der C-terminale Abschniti ¥0F3b untersucht. Der N-terminale
Abschnitt von KIF3b (KIF3b-NT; As 1 - 345) beinhatitdie Motordoméne. Fir die Inter-
aktion mit den zu transportierenden Proteinen wied C-terminale Abschnitt (KIF3b-CT,;
As 346 - 747) benétigt (YAMAZAK et al, 1995).
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A B p0071 -Arm

GAL4-DNA-BD p0071-Arm KIF3b WT NT CT

GAL4-AD KIF3b-NT (As 1-345) I I £

- WL
GAL4-AD KIF3b-WT

-WLH

GAL4-AD KIF3b-CT (As 346-747) 2
. B-Galaktosidase-
. Aktivitat
C

pGBKT7 pGBKT7 Wachstum auf -WLH

p0071-Arm KIF3b-WT +

p0071-ArmArep9 KIF3b-WT +

p0071-ArmArep4-9 KIF3b-WT +

p0071-ArmArepl KIF3b-WT

Abb. 3-27: Die p0071-Arm-Domane interagiert direkt mit KIF3b Uber dessen C-terminale
Domane im Hefe-Dihybrid-System

YRG2-Hefe-Zellen wurden mit den unter (A) schenwdtislargestellten Konstrukten kotransformiert
und auf Selektions-SD-Agarplatten (-WL) sowie aepBrter-SD-Agarplatten (-WLH) ausplattiert (B).
Die auf Selektions-SD-Agarplatten gewachsenen Kelornwurden auRerdem auf ihfgeGalak-
tosidase-Aktivitat untersucht. (C) Zur Identifiziig der Arm-Wiederholungen, tber die die p0071-
KIF3b-Interaktion vermittelt wird, wurden verschate p0071-Arm-Deletionsmutanten in YRG2-
Hefe-Zellen mit KIF3b-WT koexprimiert. Die Interaéth der entsprechenden Proteine wurde durch
Wachstum auf -WLH-SD-Agarplatten tberpruft.

Als GAL4-AD-Fusionsproteine wurden KIF3b-WT, -NTWwz-CT jeweils mit p0071-
Arm als GAL4-DNA-BD-Fusionsprotein im Hefestamm YR®oexprimiert (Abb. 3-27 A).
Die Selektion der Hefen, die sowohl eines der #i&3b-Konstrukte als auch p0071-Arm
exprimierten, erfolgte auf Selektions-SD-Agarplatthne die Aminosauren Tryptophan und
Leucin (Abb. 3-27 B, -WL). Die Aktivierung des Reapergenshis3 wurde in diesen Hefen
uber ihr Wachstum auf Reporter-SD-Agarplatten, demeben Tryptophan und Leucin auch
Histidin fehlt, Gberpruft (Abb. 3-27 B, -WLH). DiBktivierung des ReportergetescZ wurde
Uber dieB-Galaktosidase-Aktivitat der auf -WL-SD-Agar gewaehen Kolonien untersucht
(Abb. 3-27 B, untere Reihe). Auf diese Weise korgeeeigt werden, dass die pO071-Arm-
Doméane mit KIF3b im Hefe-System interagiert und sdaBiese Interaktion tber den
C terminalen Abschnitt von KIF3b vermittelt wird.ef¢n, die KIF3b-NT und p0071-Arm
exprimierten, zeigten wed@Galaktosidase-Aktivitat noch Wachstum auf -WLH-8Dar.
AulRerdem wurden verschiedene p0071-Arm-Deletionantah in YRG2-Hefe-Zellen mit
KIF3b-WT koexprimiert. Dartiber sollten die Arm-Wigdholungen identifiziert werden, die
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fur die Interaktion zwischen p0071 und KIF3b vevamtlich sind. Die C-terminal verkirzten
Arm-Doméanen firep 9 fehlt die letzte Arm-Wiederholungirep4-9 fehlen die Arm-
Wiederholungen 4 bis 9) waren noch immer in dereLagt KIF3b-WT zu interagieren,
wéhrend die Deletionsmutante, der die erste Armelfieolung fehltfirepl) diese Fahigkeit
verloren hatte (Abb. 3-27 C). Daraus kann auf enischeidende Rolle der ersten drei Arm-

Wiederholungen bei der Interaktion von p0071 miEBH geschlossen werden.

Myc-p0071-WT + +
HA-KIF3b-WT + +
IP Antikérper anti-Myc Kontroll-IgG

. - anti-HA - KIF3b
Retikulozyten-
lysat

i —— anti-Myc - p0071

— anti-HA - KIF3b

Abb. 3-28: p0071 und KIF3b interagierenin vitro direkt miteinander

In Retikulozytenlysat wurden Myc-p0071-WT und HAHIb-WT in vitro exprimiert. Die Lysate
wurden anschlieRend mit je 1 pg eines Myc-spehiéiacAk bzw. eines Kontroll-Maus-1gGs inkubiert
und diese an ProteinA-Agarose immobilisiert. Dietsprechenden Eluate wurden im WB auf
Anwesenheit von HA-KIF3b-WT mit Hilfe eines HA-spigchen Ak untersucht

Um die Interaktion von p0071 und KIF3b in einem lim@ngigen System zu unter-
suchen, wurden p0071-WT und KIF3b-WT als Mwg- bzw. HAtag-Fusionsprotein in
Retikulozytenlysat exprimiert. AnschlieRend wurdigtefs IP die Interaktion zwischen p0071
und KIF3bin vitro analysiert. In Retikulozytenlysaten, in denen M®71-WT und HA-
KIF3b-WT exprimiert wurden (Abb. 3-28; Retikulozylgsat, anti-HA und anti-Myc),
konnte mit einem spezifischen Myc-Ak HA-KIF3b-WT dzipitiert werden. Wurde die IP
dagegen mit einem Kontroll-lgG durchgefiihrt, konni& eine sehr geringe Menge HA-
KIF3b-WT koprazipitiert werden (Abb. 3-28, IP - ahtA), die auf eine unspezifische
Bindung des Proteins an die Protein A-Agarose adedas Kontroll-IgG zuriickzufuhren ist.
Da im Retikulozytenlysat weder KAP3 noch verwanBteteine vorhanden sind, die eine
Interaktion zwischen p0071 und KIF3b vermitteln &tiam, ist davon auszugehen, dass p0071
und KIF3bin vitro direkt miteinander interagieren.

Um zu untersuchen, ob ein Komplex aus p0071 un@Kkkuchn vivo gebildet wird,
wurden Flag-KIF3b-WT und HA-p0071-WT in HEK293-Zall exprimiert und eine IP mit
anti-Flag-Agarose durchgefuihrt. Zur Kontrolle demtZellen, die nur HA-pO071-WT
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exprimierten. Dabei konnte pO071 nur préazipitiegrden, wenn sowohl Flag-KIF3b-WT als
auch HA-p0071-WT exprimiert waren (Abb. 3-29).

Flag-KIF3b-WT  + -
HA-p0071-WT  + +

{ ' : anti-Flag - KIF3b-WT
IP - anti-Fla
: - antHA - p0OTLWT

Abb. 3-29: p0071 und KIF3b interagierenin vivo

In HEK293-Zellen wurde HA-p0071-WT entweder zusammat Flag-KIF3b-WT oder alleine expri-
miert (Zelllysat). Die Lysate wurden mit anti-Fl&grarose inkubiert und die entsprechenden Eluate
mittels WB auf Anwesenheit von p0071 untersucht-(#ti-Flag).

anti-HA - p0071-WT

Zelllysat

Zusammenfassend lassen die in diesem Abs. vorlgjestBrgebnisse darauf schliel3en,
dass p0071 und KIF3b direkt miteinander interagienadin vivo einen Komplex bilden, was
eine Transportfunktion von KIF3b fir p0071 nahe.l&je Interaktion von p0071 mit dem C-
terminalen Bereich von KIF3b wird dabei vermutlicher die ersten Arm-Wiederholungen

der Arm-Doméne von p0071 vermittelt.

3.3.3 KIF3b wird fir den Transport von p0071 zum Zentralkdrper
benotigt

Aufgrund der Interaktion zwischen p0071 und KIF3ibg. 3.3.2) erschien eine Rolle
von KIF3b beim Transport von p0071 zum Zentralkérp@hrscheinlich. In einer ersten
Untersuchung wurde die Lokalisation beider Protémeler Interphase und wahrend der
Zytokinese analysiert. Wahrend der Interphasendbgenes KIF3b (grin) in MCF-7-Zellen
fast ausschlief3lich am Zentrosom zu finden. Dagrdsom wurde Uber die Markierung von
y-Tubulin (rot) mit Hilfe spezifischer Ak sichtbaemacht (Abb. 3-30 A). KIF3b (griin) und
p0071 (rot) kolokalisieren wahrend der Interphas®iCF-7-Zellen deutlich in einer punkt-
formigen Struktur im Zytoplasma (Abb. 3-30 B). Dawshl fur KIF3b als auch p0071
(WOLF et al, 2006) durch die Kolokalisation myiTubulin eine Zentrosomen-Assoziation
gezeigt werden konnte, ist davon auszugehen, dads Broteine wahrend der Interphase am
Zentrosom vorliegen. In synchronisierten HelLa-Zglldie wahrend der Zytokinese fixiert
wurden, war keine Kolokalisation zwischen p007li{giZentralkérper-assoziiert) und KIF3b
(rot, am zentralen Mikrotubuli-Biindel) zu beobach{ébb. 3-30 C). Ein KIF3b-abhangiger
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Transport von p0071 wird durch diese Beobachtudgge nicht ausgeschlossen. Zum einen
konnte durch die Bindung an KIF3b das Epitop, dasAk-Detektion von p0071 bendtigt
wird, nicht zugénglich sein. Zum anderen ist eskban dass die Konzentration von p0071
bzw. von Kinesincargo-Moleklilen im Allgemeinen entlang der Mikrotubuluirf eine
Visualisierung mittels Immunzytologie zu gering. i§tafir spricht auch, dass obwohl der
Transport von ECT2 Uber das Mikrotubuli-assoziigvtetorprotein MKLP1 zur zentralen
Spindel unbestritten ist (YUCEt al, 2005), ECT2 ebenfalls nur am ,Zielort" nachgewies
werden kann (Abb. 3-25).

A y-Tubulin KIF3b KIF3by-Tubulin  VergréRerung

B DAPI
KIF3b IF3b p0071 VergrofRerung
C KIF3b KIF3b p0071 VergréRerung

Vressananaad

Abb. 3-30: KIF3b und p0071 kolokalisieren wahrend @r Interphase jedoch nicht wahrend der
Zytokinese

MCF-7-Zellen wurden in Methanol fixiert und entwedA) KIF3b (griin) undy-Tubulin (rot) oder (B)
KIF3b (griin) und p0071 (rot) mit Hilfe spezifischék markiert. (C) HeLa-Zellen wurden in der
Prometaphase synchronisiert, wahrend der Zytokifieiget und p0071 (griin) sowie KIF3b (rot) zur
Visualisierung mit spezifischen Ak markiert. Die IBen entsprechen 10 um bzw. 5 pum in den
VergroRRerungen.

Um die mogliche Rolle von KIF3b beim Transport vod071 wahrend der Mitose
naher zu untersuchen, kamen dominant negative Nartavon KIF3b (FAN und BECK, 2004;
HARAGUCHI et al, 2006) zum Einsatz. Die N-terminale Motordomane K&F3b kann mit
Mikrotubuli assoziieren, allerdings keine Interaktimit pO071 (Abb. 3-27) oder anderen zu
transportierenden Proteinen eingehen. Die C-tedmii2oméane von KIF3b kann diese

Interaktionen zwar eingehen, die gebundenen Petaifigrund der fehlenden Motorfunktion
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jedoch nicht transportieren. HelLa-Zellen wurden ®iasmiden, die fur KIF3b-NT bzw.
KIF3b-CT als RFP-Fusionsproteine codieren, trarsfizanschlielend in der Prometaphase
synchronisiert, wahrend der Zytokinese fixiert up@071 sowiea-Tubulin mit Hilfe
spezifischer Ak markiert (Abb. 3-31). Zur Untersunly der Zentralkérper-Assoziation von
p0071 (grin) wurden Zellen in der Zytokinese mgttelTubulin (blau) identifiziert. Die RFP-
Fluoreszenz ermdglichte die Unterscheidung traiesfer und untransfizierter Zellen. In
untransfizierten Zellen akkumulierte p0071 (AbBB-obere Reihe; Kontrolle) wahrend der
Zytokinese am Zentralkorper. Zellen, die RFP-KIF8b-bzw. RFP-KIF3b-CT exprimierten,
zeigten eine deutliche Reduktion der p0071-Zenbrpiér-Assoziation (Abb. 3-31; mittlere
bzw. untere Reihe). Da beide KIF3b-Mutanten mit @esnsportfunktion von endogenem
KIF3b interferieren, legen diese Ergebnisse naass &1F3b an der Translokation von p0071
wahrend der Zytokinese beteiligt ist.

o-Tubulin
RFP Vergrofl3erung

Kontrolle

RFP-KIF3b-NT

RFP-KIF3b-CT

Abb. 3-31: Die Uberexpression nicht-funktioneller KF3b-Fragmente interferiert mit der
Zentralkdrper-Assoziation von p0071

HelLa-Zellen wurden mit Plasmiden, die fir RFP-KIASD bzw. RFP-KIF3b-CT codieren, trans-
fiziert, in der Prometaphase synchronisiert und redith der Zytokinese mit Methanol fixiert. Mit
spezifischen Ak wurden anschlieRemdlubulin (blau) und p0071 (griin) markiert. Die tsfimierten
Zellen wurden Uber die Fluoreszenz des RFP ideidifiund auf das Vorhandensein von p0071 am
Zentralkorper im Vergleich zu untransfizierten 2elluntersucht. Die Balken entsprechen 10 um bzw.
5 um in den VergroRerungen.

Um indirekte Effekte durch unphysiologisch hohe lgem der KIF3b-Mutanten in den
Zellen auf den Transport von p0071 ausschlielRekdnnen, wurde aul3erdem die Expression

von KIF3b mittels spezifischer siRNAs verringert BAnalysen zeigten, dass die KIF3b-



3 Ergebnisse 80

siRNA die KIF3b-Expression auf ca. 40% im Vergleigh Kontrollzellen verringerte
(Abb. 3-34). Die Reduktion der KIF3b-Expressionenfiérierte dabei mit der Akkumulation
von p0071 am Zentralkorper (Abb. 3-32 A). Zur Qufaméerung wurde die Fluoreszenz-
intensitat von p0071 am Zentralkdrper in einem Béreson 2,65 urhdurch die p0071-
Fluoreszenzintensitat der gesamten Zelle geteié. 90 normalisierte p0071-Zentral-korper-
Fluoreszenz war in KIF3b-siRNA-transfizierten Zellem ca. 50% geringer als in den
Kontrollzellen (Abb. 3-32 B).

A p0071 Vergrof3erung

QL
53 25;
@G g ]
= —:_é ﬂ‘,) 2.01
Kontroll-siRNA % = § 1.57 J
. =g 3 T
p0071 VergroRerung g : Z 1.01 T
3 0.51
EQ]

siRNA Kontrolle KIF3b

KIF3b-siRNA

Abb. 3-32: Die Verringerung der KIF3b-Expression veminderte die Zentralkérper-Assoziation

von p0071

(A) HeLa-Zellen wurden mit Kontroll- bzw. KIF3b-sNRA transfiziert, in der Prometaphase
synchronisiert und wéahrend der Zytokinese mit Methdixiert. p0071 (grin) undi-Tubulin (blau)
wurden mit spezifischen Ak markiert. Die Zellendar Zytokinese wurden tber die Ausbildung des
zentralen Mikrotubuli-Biindels identifiziert und adés Vorhandensein von p0071 am Zentralkdrper
untersucht. Die Balken entsprechen 10 um bzw. Srudeen VergrofRerungen. (B) Zur Quantifizierung
wurde die Fluoreszenzintensitat von p0071 am Zbkimaer (Kreisflache von 2,65 Andurch die
p0071-Fluoreszenzintensitat der gesamten Zelleailgeind der mittlere Quotient £ STABW von
jeweils 20 vermessenen Zellen im Diagramm dargéstel

Die Abb. 3-26 zeigt, dass die Lokalisation von pDGMm Zentralkdrper zumindest
teilweise abhéngig von ECT2 ist und damit eventaatth abhangig vom RhoA-Signalweg.
Um zu untersuchen, ob der durch die KIF3b-siRNA-@&e&tung induzierte pO071-Transport-
defekt indirekt Uber ECT2 oder RhoA vermittelt wirdurden HelLa-Zellen mit Kontroll- bzw.
KIF3b-siRNA transfiziert, in der Prometaphase syoaisiert und nach Erreichen der Zyto-
kinese mit 10% TCA fixiert. ECT2 (rot), p0071 (gjuand a-Tubulin wurden mit spezi-
fischen Ak markiert (Abb. 3-33 A). Die Zellen, ds&ch in der Zytokinese befanden, wurden
auf die Anwesenheit von p0071 und ECT2 am Zentrakbuntersucht. In Kontroll-siRNA-
transfizierten Zellen kolokalisierten p0071 und EQjeutlich am Zentralkérper (Abb. 3-33 A;
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A VergroRerung
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Abb. 3-33: Die Verringerung der KIF3b-Expression mitels siRNA hat keinen Einfluss auf die
ECT2- und RhoA-Translokation zum Zentralkdrper

HeLa-Zellen wurden mit Kontroll- bzw. KIF3b-siRNAansfiziert, synchronisiert und zum Zeitpunkt
der Zytokinese mit 10% TCA fixiert. (Ag-Tubulin (blau), p0071 (grin) und ECT2 (rot) wurden
mittels spezifischer Ak sichtbar gemacht. Zellendier Zytokinese wurden hinsichtlich der Loka-
lisation von p0071 und ECT2 am Zentralkorper unteins. (B, C) Zur Quantifizierung des Einflusses
von KIF3b auf die Translokation von ECT2 und RhoAihrend der Zytokinese wurde die Flu-
oreszenzintensitat von ECT2 bzw. RhoA am Zentrgi&brdurch die entsprechende ECT2- bzw.
RhoA-Fluoreszenzintensitdt der gesamten Zellenilgeted der mittlere Quotient + STABW von
jeweils 20 vermessenen Zellen im Diagramm dardestel

obere Reihe). In Zellen, in denen die KIF3b-Expisslurch siRNA-Transfektion verringert
wurde, war die ECT2-Lokalisation am Zentralkorpehn beeinflusst, wahrend p0071 dort
stark reduziert vorlag (Abb. 3-33 A; untere Reihglr Quantifizierung wurde die ECT2-

Fluoreszenzintensitat am Zentralkérper durch didZE€luoreszenzintensitat der gesamten
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Zelle geteilt und der erhaltene mittlere Quotieahyeweils zwanzig Kontroll-siRNA- und
p0071-siRNA-transfizierten Zellen im Diagramm veighend aufgetragen (Abb. 3-33 B).
Dabei konnte bestatigt werden, dass KIF3b nichfTaamsport von ECT2 zum Zentralkdrper
beteiligt ist. Mit der gleichen Vorgehensweise wairdie Translokation von RhoA zum
Zentralkdrpemwahrend der Zytokinese in Abhangigkeit von der KifExpression untersucht.
Auch auf die Translokation von RhoA zum Zentrall@grpvar kein Einfluss von KIF3b
feststellbar (Abb. 3-33 C). Diese Ergebnisse lassem Schluss zu, dass die beobachteten
Effekte von KIF3b auf den Transport von p0071 nighier ECT2 und RhoA vermittelt

wurden.
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Abb. 3-34: Die Verringerung der KIF3b-Expression reduziert die p0071-Mikrotubuli-
Assoziation wahrend der Zytokinese

(A) HeLa-Zellen wurden mit Kontroll-, p0071- oded3b-siRNA transfiziert und anschlieRend in
der Prometaphase synchronisiert. 90 Minuten naah Eetfernen des S-Mediums wurde eine Prépa-
ration zur Isolation der mitotischen Mikrotubulirdhgefuhrt. Mit den Mikrotubuli werden auch die
mit ihnen assoziierten Proteine isoliert. MittelBWvurden in den Gesamt-Zelllysaten die Mengen
von p0071, KIF3b unda-Tubulin analysiert. In den entsprechenden MikratiiBréparationen
wurden die Mengen an p0071 uadTubulin bestimmt. (B) Quantifizierung der in derikkbtubuli-
Praparationen detektierten Mengen von p0071 (wedleen) im Vergleich zu den p0071-Mengen im
Zelllysat (graue Balken). In beiden Fallen dieatdubulin zur Normalisierung. Das Diagramm zeigt
die mittleren relativen p0071-Mengen + STABW ausi dinabhéngigen Experimenten.

Um die Immunfluoreszenz-Analysen zu Uberprifen, dear Kontroll-, p0071- und
KIF3b-siRNA-transfizierte Zellen synchronisiert. ®inuten nach Entfernen des S-Mediums
befanden sich ca. 70% der Kontroll-siRNA-transfitga Zellen in der Zytokinese (Abb. 3-3).
Von diesen Zellen wurde eine Préparation der nsicben Mikrotubuli durchgefihrt, die zu
diesem Zeitpunkt typischerweise Uberwiegend Zekiirper und Zentralkdrper-assoziierte
Proteine enthalt (MULLINS und MCINTOSH, 1982). Diach der Praparation gewonnenen
Lysate wurden mittels WB auf Anwesenheit von pOQidfersucht. Sowohl in den Zelllysaten
als auch in den Mikrotubuli-Praparationen wuoddubulin zur Normalisierung der p0071-

Mengen genutzt Mengen genutzt. Mit Hilfe dieser vbete konnte eine Mikrotubuli- bzw.
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Zentralkodrper-Assoziation von p0071 in der Zytokieeunabhangig von Immunzytologie-
Analysen gezeigt werden (Abb. 3-34 A). Wurde di®fiBExpression mittels siRNA redu-
ziert wurde auch weniger p0071 in der entsprecherigparation nachgewiesen. In mit
KIF3b-siRNA-behandelten Zellen, war trotz unverdmeleMengen von p0071 im Gesamt-
Zelllysat, deutlich weniger p0071 in der MikrotubBraparation nachzuweisen (Abb. 3-34)

A
DAPI DsRed DAPI DsRed
|_
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Abb. 3-35: Die Zentralkérper-Assoziation einer p00Z-Mutante, die nicht mit KIF3b interagiert,

ist gestort

HelLa-Zellen wurden mit Plasmiden transfiziert, fiie p0071-WT-DsRed (A) bzw. p007Arepl-
DsRed (B) codieren. 48 Stunden nach der Transfektiorden die Zellen mit Methanol fixiert und
a-Tubulin (grin) mittels eines spezifischen Ak marki®ie DNA (blau) wurde mit dem Farbstoff
DAPI gefarbt. Die Lokalisation der beiden DsRedibnsproteine wurde sowohl in Interphase-Zellen,
als auch in sich teilenden Zellen (Zytokinese) tsueht. Die Balken entsprechen jeweils 10 pm.

Fehlt die erste Arm-Wiederholungssequenz in der-Broméane von p0071A¢epl) ist
p0071 nicht mehr in der Lage mit KIF3b zu interagie(Abb. 3-27). Um zu untersuchen, ob
der Transport einer KIF3b-bindungsdefizienten Mtgaron p0071n vivo gestért ist, wurden
HeLa-Zellen mit Plasmiden transfiziert, die fur gQ@WT-DsRed bzw. fir p007Arepl-
DsRed codieren. 48 Stunden nach der Transfektiomewnudie Zellen in Methanol fixiert,
o—Tubulin (grin) mit einem spezifischen Ak markieridudie DNA (blau) mittels DAPI
gefarbt (Abb. 3-35). Die Lokalisation der p0071-@sR-usionsproteine konnte aufgrund der
Fluoreszenz des DsRed in Interphase-Zellen unditotisthen Zellen analysiert werden. In

Interphase-Zellen war sowohl p0071-WT-DsRed aldhgu@071Arepl-DsRed deutlich mit
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Zell-Zell-Kontakten assoziiert. Daraus kann gesstdm werden, dass das Fehlen der ersten
Arm-Wiederholungssequenz in der Arm-Domane von f0ficht zu einem vollstandigen
Funktionsverlust des Proteins fihrt. In mitotisch&sllen akkumuliert p0071-WT-DsRed
wéhrend der Zytokinese im Bereich um das zentraleddibuli-Blindel (Aktomyosin-Ring)
und entlang der gesamten Teilungsfurche. Die KIBiBlolungsdefiziente p0071-Mutante
p0071Arepl-DsRed akkumulierte dagegen nicht um das Zentkrotubuli-Bindel herum
und war auch nur schwach entlang der Teilungsfulakedisiert. Der grol3te Teil des Proteins
war vielmehr diffus im Zytoplasma zu finden. DiesEgperiment legt nahe, dass die
Interaktion zwischen p0071 und KIF3b essentielldén Transport von p0071 wahrend der
Zytokinese ist. Auf die Assoziation von p0071 méllZZell-Kontakten hat KIF3b dagegen
wahrscheinlich keinen Einfluss.

In diesem Abschnitt wurde gezeigt, dass p0071 ul€BIK in Interphase-Zellen am
Zentrosom kolokalisieren (Abb. 3-30). Die Uberexgsien von nichtfunktionellen KIF3b-
Mutanten sowie die Reduktion der KIF3b-Expressiattais siRNA fiihrten zu einer deut-
lichen Verringerung der Zentralkorper- bzw. Mikrbtli-Assoziation von p0071 wéahrend der
Zytokinese (Abb. 3-31, Abb. 3-32 und Abb. 3-34).%udem konnte ein Effekt von KIF3b
auf den Transport von ECT2 und RhoA wéhrend deoklgese ausgeschlossen werden
(Abb. 3-33), was zeigt, dass die beobachteten Effelon KIF3b auf den Transport von
p0071 nicht Uber diese beiden Proteine vermittedtden. Die Tatsache, dass die KIF3b-
bindungsdefiziente Mutante pOOZAtepl-DsRed nicht am Zentralkdrper in der Zytokinese
akkumuliert, lasst den Schluss zu, dass die Int@rakwischen p0071 und KIF3b fir den
Transport von p0071 zum Zentralkorper bendtigt ikdb. 3-35).

3.34 KIF3b ist Uber den Transport von p0071 an der Regudtion der
RhoA-Aktivitat wahrend der Zytokinese beteiligt

Sowohl die Uberexpression der N-terminalen Motordpenals auch der C-terminalen
Transportdomane von KIF3b fiihrt zur Bildung von mkeinigen Zellen (FAN und BECK,
2004; HARAGUCHI et al, 2006). Die zugrunde liegenden Mechanismen wurbdisher
allerdings kaum untersucht. Um mdgliche unspeifisc Nebeneffekt durch die
Uberexpression der KIF3b-Fragmente auszuschliedzenen in den folgenden Experimenten
zur Analyse der Rolle von KIF3b in der Zytokinesesschlie3lich sSiRNAs zum Einsatz. Zur
Quantifizierung der von KIF3b-induzierten ZytokieeBefekte wurden HEK293-Zellen mit
Kontroll-, KIF3b- bzw. p0071-siRNA transfiziert, ider G1-Phase durch einen Doppel-
Thymidinblock synchronisiert und die Anzahl der meginigen Zellen 12 Stunden nach dem
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Ende des zweiten Thymidinblocks bestimmt. Im Vagyiezeur Kontrolle, bei der ca. 3% der
Zellen mehrkernig waren, fuhrte die Transfektiom WF3b- bzw. p0071-siRNA in ca. 20%
+1,9% bzw. ca. 25% * 2,3% der Zellen zu Mehrkétaig(Abb. 3-36). Dies macht deutlich,
dass beide Proteine fir den normalen Ablauf deodéitbzw. Zytokinese benotigt werden.
Die Transfektion einer Mischung aus KIF3b- und @D8IRNA (Mix) hatte keine zuséatzliche
Erhohung der Anzahl mehrkerniger Zellen zur Folgas nahe legt, dass beide Proteine tber

den gleichen Mechanismus an der Regulation derkity¢se beteiligt sind.
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Abb. 3-36: Die Verringerung der Expression von p00¥ und KIF3b fordert die Bildung mehr-
kerniger Zellen

HEK293-Zellen wurden mit Kontroll-, p0071- bzw. KIB-siRNA oder einer Mischung aus p0071-
und KIF3b-siRNA (Mix) transfiziert. Zur Identifizieing der transfizierten Zellen wurde ein Plasmid,
das fur Histon2b-EGFP codiert, kotransfiziert. (#gch der Transfektion wurden die Zellen durch
einen Doppel-Thymidinblock in der G1-Phase syncisiert. 12 Stunden nach dem Ende des zweiten
Thymidinblocks wurden die Zellen mittels FA fixiednd F-Aktin mit Alexa594-konjugiertem
Phalloidin markiert. Die Zellkerne der transfizamtZellen konnten durch die grine Fluoreszenz des
Histon2b-EGFP sichtbar gemacht werden. Die Balkatispeechen einer Grof3e von 10 um. (B) Im
Diagramm ist der mittlere Prozentsatz + STABW mehniger Zellen aufgetragen. Es wurden in drei

unabhangigen Experimenten jeweils mindestens 10@lligu ausgewahlte, transfizierte Zellen
ausgezahlt. (** p< 0,005)

Die in Abs. 3.1 vorgestellten Ergebnisse lassee &uanktion von p0071 im RhoA-
Signalweg wahrend der Zytokinese vermuten. Wird p00@n KIF3b zum Zentralkorper
transportiert, sollte die Verringerung der KIF3b-Eegsion ahnliche Effekte auf den RhoA-
Signalweg haben, wie die Verringerung der pO071-&sgion. Die Behandlung von Hela-
Zellen mit p0071-siRNA storte den Aufbau des kdktitan Aktomyosin-Ringes (Abb. 3-4).
Um zu untersuchen, ob die Reduktion der KIF3b-Esgimn ebenso dessen Assemblierung
beeintrachtigt, wurden Zellen mit Kontroll-, p007bzw. KIF3b-siRNA transfiziert und
wéhrend der Zytokinese mittels FA fixiert. Anhand éé&kumulation von p-MRLC (rot) und
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F-Aktin (grun) entlang der Teilungsfurche wurde derfbau des Aktomyosin-Ringes be-
urteilt. Sowohl p0071-siRNA-behandelte- als aucl3d-siRNA-behandelte Zellen zeigten
deutliche Aberrationen beim Aufbau des Aktomyosing®s (Abb. 3-37). Da dies unter der
Kontrolle von RhoA erfolgt (Abs. 1.5.4), legen dieBefunde eine Rolle von KIF3b im
RhoA-Signalweg nahe.

a-Tubulin
F-Aktin F-Aktin p-MRLC VergréRRerung

Kontroll-siRNA

p0071-siRNA

KIF3b-siRNA

Abb. 3-37: Die Verringerung der KIF3b-Expression sbrt den Aufbau des Aktomyosin-Ringes
HelLa-Zellen wurden mit Kontroll-, p0071- bzw. KIF3IRNA transfiziert, in der Prometaphase
synchronisiert und 90 Minuten nach Entfernen dédeSiums mittels FA fixiert. Die fixierten Zellen
wurden anschlieBend zur Markierung vefTubulin (blau) und p-MRLC (rot) mit spezifischerk A
inkubiert. Zur Visualisierung von F-Aktin (grin) wde Alexa488-konjugiertes Phalloidin eingesetzt.
Die Balken entsprechen 5 um und in der VergroRedangvei? umrandeten Bereiche 10 um.

Um eine mdogliche Rolle von KIF3b im RhoA-Signalweg untersuchen, wurden
Kontroll-, p0071- bzw. KIF3b-siRNA-transfizierte Ha-Zellen in der Prometaphase syn-
chronisiert und 90 Minuten nach Entfernen des Siled lysiert. Die erhaltenen Lysate
wurden anschlie3end mittels WB auf ihren p-MRLC-@&ethntersucht. Dieser war in p0071-
und KIF3b-siRNA-transfizierten Zellen im Vergleichu den Kontrollen auf ca. 40%
signifikant reduziert (Abb. 3-38 A, B). Um zu prafeob der Effekt der KIF3b-Depletion auf
den p-MRLC-Gehalt direkt tber die Aktivierung vodA vermittelt wird, wurde zusatzlich
die RhoA-Aktivitat in den Lysaten bestimmt. Sowali¢ Reduktion von p0071 als auch die
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Reduktion von KIF3b hatte eine Verringerung der Rifktivitat wahrend der Zytokinese
auf ca. 60% zur Folge (Abb. 3-38 C, D).
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Abb. 3-38: KIF3b ist in den RhoA-Signalweg wahrendler Zytokinese involviert

Synchronisierte mit Kontroll-, p0071- bzw. KIF3R$A-transfizierte HeLa-Zellen wurden 90 Mi-
nuten nach dem Entfernen des S-Mediums lysiertDi&)Lysate wurden mittels WB auf die Mengen
von p0071, KIF3ba-Tubulin und p-MRLC untersucht. (B) Das Diagrammillsdie relativen Mengen
von p-MRLC = STABW aus drei unabhangigen Experimantnormiert aufa-Tubulin, in den
unterschiedlichen Lysaten dar. (C) Mit den herdiste Lysaten wurde auf3erdem ein RhoA-
Aktivitatstest Uber ROK-RBD-Sepharose durchgefiiMittels WB wurde sowohl prézipitiertes RhoA
(aktiv) als auch RhoA im Zelllysat (gesamt) zur Mdigrung nachgewiesen. (D) Die normierten
relativen Mengen an aktivem RhoA = STABW aus dreiahhangigen Experimenten wurden
vergleichend im Diagramm dargestellt. (¥®,05)

Die bisherigen Daten zeigen einen Einfluss von KIF&If den RhoA-Signalweg
wahrend der Zytokinese (Abb. 3-37 und Abb. 3-38)e Durch KIF3b-siRNA-Behandlung
hervorgerufenen Effekte auf den RhoA-Signalweg methen denen, die nach der
Transfektion von Zellen mit p0071-siRNA beobachtetrden konnten. Aufgrund dieser
Erkenntnisse ist anzunehmen, dass der Einflus&#éBb auf den RhoA-Signalweg tber den
Transport von p0071 vermittelt wird.

Wenn die Funktion von KIF3b in der Zytokinese tatdich wesentlich von p0071
abhangt, sollte eine p0071-Variante, die unabhamngigp KIF3b zum Zentralkdrper
transportiert werden kann, die Effekte der verritge KIF3b-Expression aufheben oder
zumindest deutlich abschwachen kdnnen. Um dies rearsuchen, wurde p0071 an die
Motordomane von MKLP1 fusioniert. MKLP1 ist die Mokomponente des Zentralspindlin-

Komplexes. Der N-terminalen Bereich von MKLP1 beiét die ATP-hydrolysierende,
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Mikrotubuli-bindende Motordoméane und diehelikale Doméne, die fur die Homodimerisie-
rung notwendig ist (HIROKAWA, 1998). Erst die Dinmgerung von MKLP1 ermdglicht
dessen Bewegung entlang der Mikrotubuli zu derers-Ehde. Aus diesem Grund wurde
sowohl die MKLP1-Motordomane, als auch diéhelikale Domane von MKLP1 N-terminal
an p0071 fusioniert. Uber die-helikale Domane von MKLP1 sollteim vivo Dimere des
Fusionsproteins gebildet werden, die sich dannaegtlder Mikrotubuli bewegen kénnen
(Abb. 3-39).

A

p0071 -WT

MKLP1
a-helikale
Doméne

Abb. 3-39: Schematische Darstellung des Fusionspeihs MKLP1-p0071-DsRed

(A) Die cDNA des N-terminalen Bereichs von MKLP19A - 617), der aus der Motordomane (As 1 -
444) und der fur die Dimerisierung notwendigehelikalen Doméane (As 445 - 617) besteht, wurde in
ein Plasmid, das fir p0071-WT-DsRed codiert eingefiB) In vivo sollten sich die Dimere des
Fusionsproteins, wie dargestellt, entlang der Miklbali in Richtung deren Plus-Enden bewegen
koénnen.

Die Funktionalitdt des Fusionsproteins wurde imnytoibgisch untersucht. HelLa-
Zellen wurden mit Kontroll- bzw. KIF3b-siRNA transiert. Nach dem Arretieren in der G1-
Phase wurden die Zellen mit Plasmiden, die fir\w#ieschiedenen p0071-DsRed-Fusions-
proteine (p0071-WT-DsRed, pOOZAtepl-DsRed, MKLP1-p0071-DsRed) codieren, trans-
fiziert und anschlieend durch Nocodazol in derni&t@phase synchronisiert. 90 Minuten
nach Entfernen des S-Mediums wurden die Zellen Mathanol fixiert. Die DNA wurde
mittels DAPI (blau) undr-Tubulin (griin) mit spezifischen Ak markiert. Ultie Fluoreszenz
des DsRed wurde die Lokalisation der p0071-Fusimtsme analysiert. In mit Kontroll-
siRNA-transfizierten Zellen akkumulierte p0071-WERed deutlich entlang der Teilungs-
furche. In KIF3b-siRNA-behandelten Zellen war dieSlkekumulation signifikant reduziert
und mit einer verstarkten Bildung von zytoplasndten Aggregaten verbunden (Abb. 3-40;
obere Reihe). Die KIF3b-bindungsdefiziente Mutap@71Arepl-DsRed war in Kontroll-
zellen und in KIF3b-siRNA-transfizierten Zellen htwder nur sehr schwach entlang der Tei-
lungsfurche lokalisiert, zeigte aber wie p0071-W3Red nach KIF3b-siRNA-Transfektion
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eine verstarkte Bildung von zytoplasmatischen Aggten (Abb. 3-40; mittlere Reihe).
MKLP1-p0071-DsRed war mit den zentralen Mikrotubini der Anaphase assoziiert und
zeigte eine fur MKLP1 typische Lokalisation. In Véarf der Zytokinese akkumulierte

MKLP1-p0071-DsRed wie p0071-WT-DsRed entlang deitufigsfurche. Diese Verteilung

im Verlauf der Mitose wurde nicht durch die Verrangng der KIF3b-Expression beeinflusst
(Abb. 3-40; untere Reihen).

DAPI
DsRed

DsRed

p0071Arepl-DsRed p0071-WT-DsRed

Kontroll-siRNA KIF3b-siRNA

Abb. 3-40: MKLP1-p0071-DsRed wird KIF3b-unabhangigzur Teilungsfurche transportiert

Mit Kontroll- bzw. KIF3b-siRNA-transfizierte HelLadlen mit Thymidin in der Gl-Phase
synchronisiert. AnschlieBend wurden die Zellen4iBtunden in Normalmedium kultiviert. In dieser
Zeit wurden die Zellen mit einem fur ein p0071-DdAeausionsprotein-codierendem Plasmid,
transfiziert und anschlieend durch Nocodazol inRfemetaphase synchronisiert. 90 Minuten nach
Entfernen des S-Mediums wurden die Zellen in Methdixiert. Die Farbung der DNA erfolgte
mittels DAPI (blau) undx-Tubulin (grin) wurde mit spezifischen Ak markietie Lokalisation der
p0071-DsRed-Fusionsproteine wurde Uber die Flueresdes DsRed verfolgt.

MKLP1-p0071-DsRed

Durch die fusionierte MKLP1-Motordomane gelangt®pD unabhangig von KIF3b
zum Zentralkérper (Abb. 3-40). MKLP1-p0071-DsRedrediim Folgenden eingesetzt, um
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zu untersuchen, ob die durch KIF3b-siRNA-Behandlinegvorgerufenen Effekte auf den
RhoA-Signalweg tatséchlich Gber den Transport vOA7A4 vermittelt wurden. HEK293-
Zellen wurden, wie fur HelLa-Zellen beschrieben (AB{10), wahrend der Synchronisation
nacheinander mit Kontroll- bzw. KIF3b-siRNA und #&taden, die fir p0071-WT-DsRed
sowie die verschiedenen p0071-Mutanten (pOQ&Ep1-DsRed, MKLP1-p0071-DsRed)
codieren, transfiziert. 90 Minuten nach dem En#errdes S-Mediums wurden die Zellen
lysiert und die Menge an p-MRLC in den Lysaten eisttWB bestimmt. In Abb. 3-41 ist zu
sehen, dass in KIF3b-siRNA-transfizierten Zellerr ma. 40% (£11%) der Menge an
p-MRLC im Vergleich zu den Kontrollzellen nachgesga werden konnte (siehe auch
Abb. 3-38). Diese Verringerung konnte durch diedtzische Expression von MKLP1-p0071-
DsRed in KIF3b-siRNA-behandelten Zellen verhindsdrden. Die zusatzliche Expression
von p0071-WT-DsRed erhdhte zwar leicht die Menge paRRLC in KIF3b-siRNA-
behandelten Zellen. Die nachgewiesenen p-MRLC-Menggeichten jedoch nicht das
Niveau der Kontrollzellen. Der durch KIF3b-siRNAansfektion induzierte Effekt auf die
Phosphorylierung der MRLC wéhrend der Zytokinesadsudurch die KIF3b-bindungs-
defiziente Mutante pOO7Arepl-DsRed nicht beeinflusst.

A B
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° | :
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p0071 g ] | I
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L
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Abb. 3-41: MKLP1-p0071-DsRed vermindert die durch KF3b-siRNA-Behandlung induzierten
Effekte auf die MRLC-Phosphorylierung wahrend der Zytokinese
HEK293-Zellen wurden nacheinander mit Kontroll- b2dF3b-siRNA und einem Plasmid, das fur
eines der drei p0071-DsRed-Fusionsproteine codiansfiziert. Wahrenddessen wurden die Zellen
synchronisiert und anschliel3end wéahrend der Zygsanlysiert. (A) Die Lysate wurden mittels WB
auf die Mengen von p0071, KIF3b und p-MRLC unterdu@ls Ladekontrolle dienter-Tubulin.
(B) Das Diagramm zeigt die relativen Mengen von RINL normiert aufa-Tubulin in den unter-

schiedlichen Lysaten. Die Fehlerbalken geben diaESY aus drei unabhangigen Experimenten an.
(* p<0,05)

Das in Abb. 3-41 dargestellte Experiment zeigtsddie Verringerung der p-MRLC-
Menge wahrend der Zytokinese in KIF3b-siRNA-transfiten Zellen vermutlich auf den

Verlust der p0071-Zentralkdrper-Assoziation zuriidéhren ist. Durch den Einsatz einer
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p0071-Mutante (MKLP1-p0071-DsRed), die unabhangan KIF3b zur Teilungsfurche
transportiert wird (Abb. 3-40), konnte die KIF3R8IA-induzierte Inhibierung der MRLC-
Phosphorylierung verhindert werden. Da pO@répl-DsRed keinen Einfluss auf die
p-MRLC-Menge in KIF3b-siRNA-transfizierten Zelleratte, ist anzunehmen dass p0071 die
MRLC-Phosphorylierung nur beeinflussen kann, wearwéihrend der Zytokinese an der
Teilungsfurche lokalisiert.

Weiterhin wurde untersucht, ob MKLP1-p0071-DsRe@ diurch KIF3b-siRNA-
Behandlung induzierte Entstehung von mehrkernigetied beeinflussen kann. Wie in
Abb. 3-42 zu sehen ist, konnte die zusatzliche &gion von MKLP1-p0071-DsRed in
KIF3b-siRNA-transfizierten Zellen die Bildung von efmrkernigen Zellen nur leicht
reduzieren, wobei diese Reduktion nicht signifikarar. Die Expression von p0071-WT-
DsRed und p0072xepl-DsRed in KIF3b-siRNA-behandelten Zellen h&gmerlei Einfluss
auf die Bildung mehrkerniger Zellen. Diese Ergebaitassen auf weitere Funktionen von

KIF3b neben dem Transport von p0071 wahrend deskiiy¢se oder Mitose schlieRen.

mehrkernige Zellen [%]
'—\
ol

L
SiRNA Kon KIF3b KIF3b KIF3b KIF3b
p0071 - - Fusion Arepl WT

Abb. 3-42: Die durch KIF3b-siRNA-Behandlung induziete Bildung mehrkerniger Zellen wird
nicht durch MKLP1-p0071-DsRed vermindert

HEK293-Zellen wurden entweder nur mit Kontroll-wzKIF3b-siRNA transfiziert oder zuséatzlich
mit jeweils einem Plasmid, das fur eine der drél’f#l3DsRed-Fusionsproteine codiert, kotransfiziert.
Zur Identifizierung der Zellkerne wurde aufl’erdem ®lasmid, das fur Histon2b-EGFP codiert,
transfiziert. Nach der Transfektion wurden die @eldurch einen Doppel-Thymidinblock am Beginn
der S-Phase synchronisiert. 12 Stunden nach Eptfedes Thymidins wurden die Zellen mittels FA
fixiert. Im Diagramm ist der mittlere ProzentsatSTABW mehrkerniger Zellen aufgetragen. Es
wurden in drei unabhé@ngigen Experimenten jeweilsd@stens 100 zuféllig ausgewahlte, transfizierte
Zellen ausgezahilt.

Die in diesem Abschnitt vorgestellten Ergebnissgetenahe, dass KIF3b tUber den
Transport von p0071 zum Zentralkérper in die Koldraler RhoA-Aktivitdt wahrend der
Zytokinese involviert ist. Die verringerte RhoA-Akitat wahrend der Zytokinese fuhrt in
KIF3b-siRNA-behandelten Zellen wie in p0071-siRNAHandelten Zellen zu Stérungen bei
der Myosin-II-Aktivierung und der Assemblierung d&ktomyosin-Ringes (Abb. 3-37 und
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Abb. 3-38). Der Einsatz einer p0071-Mutante (MKLB071-DsRed), die unabhéngig von
KIF3b zur Teilungsfurche gelangt, bekréftigt die géthese, dass die gestorte p0071-
Lokalisation in KIF3b-siRNA-transfizierten ZellenedUrsache fir diese Beobachtungen ist
(Abb. 3-39 bis Abb. 3-41).
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4 Diskussion

Aus Voruntersuchungen war bekannt, dass endogd@&l pvahrend der Interphase
Zentrosomen-assoziiert vorliegt. Wahrend der Mittsealisiert p0O071 bis zum Ende der
Metaphase an den Spindelpolen. Im Verlauf der Aasetwird pO071 zur zentralen Spindel
rekrutiert und akkumuliert schlie3lich am Zentralk& wahrend der Zytokinese. Aul3erdem
war bekannt, dass die Uberexpression von p007lesdi@i Reduktion der p0071-Expression
mittels siRNA zur Entstehung mehrkerniger Zellerhrfi(WOLF et al, 2006). Diese
Eigenschaften von p0071 &hneln damit der von Rretgidie eine Rolle bei der Regulation
der Mitose und/oder der Zytokinese aufweisen. Dikululation von p0071 entlang der
Teilungsfurche und am Zentralkoérper wurde fir viel®teine wie zum Beispiel fir ECT2,
ROK und Citron beschrieben, die essentiell fur Alikomyosin-basierte RhoA-kontrollierte
Einschnirung sind (MADAULEet al, 1998; KIMURA et al, 2000; KOSAKOet al, 2000).
Aber auch Proteine (zum Beispiel Centriolin, Snapohie eine Rolle bei der Membran-
vesikel-vermittelten Abschntrung der Zellen hablekalisieren wie p0071 am Zentralkérper
(GROMLEY et al, 2005). Die beobachtete Mehrkernigkeit von Zelleach p0071-
Uberexpression bzw. p0071-siRNA-Behandlung konmemhch auf eine Rolle von p0071
sowohl bei der Regulation der Assemblierung und/edentraktion des Aktomyosin-Ring
als auch bei der Vermittlung von Membrantranspagéiagen zurtickgehen. Da Zentrosomen
fur die Ausbildung der bipolaren Teilungsspindehdiggt werden, bestand die Mdglichkeit,
dass p0071 Uber seine Zentrosomen-Assoziation eumehFunktion bei der Positionierung
und/oder Assemblierung der Teilungsspindel habemte(SLUDERet al, 1986). Durch die
Beobachtung sich teilender Zellen mit verringep@071-Expression stellte sich heraus, dass
die Chromosomensegregationen dieser Zellen norradlefen, aber die anschlieenden
Zytokinese haufig verzégert und morphologisch géstéren (Abb. 3-2 und Abb. 3-3). Dies
wurde durch Ergebnisse gestitzt, die zeigten, diasZellen mit verringerter p0071-
Expression multipolare Spindeln erst nach dem Eisem von mehrkernigen Zellen zu
beobachten waren (WOLEt al, 2006). Diese Ergebnisse implizierten eine Fumkton
p0071 in der Zytokinese und nicht bei der Chromaswsegregation.

Die Zytokinese beginnt nach der Segregation dero@bsomen und fuhrt zur
physikalischen Trennung der Tochterzellen. Vereinfadargestellt, werden hierfur drei
Teilprozesse bendétigt: 1) Die Ausbildung der zdatraSpindelregion zur Lokalisierung
kritischer Regulatoren und Effektoren zur Posioang des Aktomyosin-Ringes. 2) Die

Assemblierung und Kontraktion des Aktomyosin-Ringeser Kontrolle der GTPase RhoA,
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der fur die Einschnirung der sich teilenden Zekeantwortlich ist. 3) Der Transport von

Membranvesikeln und deren Fusion am Zentralkorplertfschlielich zur Abschnirung der
Tochterzellen, die zunachst Uber eine dinne zysopdéische Bricke, in deren Mitte sich der
Zentralkorper befindet, verbunden bleiben (Abs.).1Bie in dieser Arbeit vorgestellten

Ergebnisse geben Anlass zu der Vermutung, dasslgifWwohl an der Aktomyosin-basierten
Einschnirung als auch an der Vesikel basierten Whstng beteiligt sein kénnte. Die

entsprechenden Ergebnisse werden in den folgendethhitten diskutiert und es wird

versucht anhand dieser Ergebnisse Modelle zu lerstelie gleichzeitig als Arbeitshypothese
fur die noch offenen Fragen dienen.

4.1 Die Rolle von p0071 bei der Regulation der RhoA-
Aktivitat wahrend der Zytokinese

Die Tatsache, dass in mit p0071-siRNA-transfizier#ellen weniger F-Aktin und
p-MRLC an der Teilungsfurche nachgewiesen werdennte (Abb. 3-4), unterstitzt die
These einer Funktion von p0071 in der Zytokinese legt nahe, dass p0071 an der
Assemblierung und Kontraktion des Aktomyosin-Ringesteiligt sein konnte. Da die
Ausbildung der zentralen Spindel durch die Verrmgg der pO071-Expression in den
meisten Fallen unbeeinflusst war, sollten die bebtmien Effekte nicht auf gestorte
Mikrotubuli-Dynamiken zurtickgehen. Der AktomyosimAR ist grundlegend aus F-Aktin
und Myosin-II, das durch die Phosphorylierung agulatorischen leichten Kette am Serinl19
aktiviert wird, aufgebaut. Fur die Assemblierungdukontraktion des Aktomyosin-Ringes
sind ROK, Citron (MRLC-Phosphorylierung) und mDiéR&ktin-Polymerisierung) verant-
wortlich. Die Transfektion von Zellen mit mDia2-$R verhinderte die Akkumulation von
F-Aktin entlang der Teilungsfurche (WATANABE et ,a2008). Die Inhibierung von ROK
mit Y27632 resultierte zu Beginn der Anaphase meeiverminderten kortikalen Akkumu-
lation von p-MRLC im Aquatorialbereich der ZelleWWATANABE et al., 2008; ASANO et
al., 2009). Da beide Phanotypen in p0071-siRNAdiiairerten Hela-Zellen beobachtet
werden konnten (Abb. 3-4), ist anzunehmen, dasg® die Regulation dieser Proteine
involviert ist. Die Funktionen von ROK, Citron umdDia2 sind direkt abhangig von der
RhoA-Aktivitat (Abs. 1.5.4), so dass eine Rolle vp@071 bei der Kontrolle der RhoA-
Aktivitat wahrend der Zytokinese vermutet wurde.

Mit Hilfe der Raichu-Biosensoren wurde der Einflugs pO071 auf die Aktivierung
der Rho-GTPasen Racl, Cdc42 und RhoA analysiefteiDieonnte eine Verringerung der
RhoA-Aktivitat in p0071-shRNA-transfizierten Zellefestgestellt werden, wéhrend die
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Aktivitaten von Racl und Cdc42 unbeeinflusst bliel§@bb. 3-5 und Abb. 3-6). Es ist zu
beachten, dass mit Hilfe der Biosensoren nur didivAiit der exogenen GTPase des
Biosensors bestimmt werden kann. Aul3erdem konred@Pasen der Biosensoren aufgrund
der grofRen Entfernung zwischen dem C-terminalemyiest und der GTPase (Abb. 3-5)
nicht mit den fir die Lokalisation essentiellen RBDIs (Abs. 1.4) interagieren
(NAKAMURA et al., 2006). Die Biosensoren assozirerdeshalb unspezifisch mit der
Plasmamembran und mit intrazellularen Membranenduneh die Biosensoren teilweise
deutlich anders lokalisieren als die endogenen Ga@Raler Zelle. Infolge dieser Tatsache
wurden die Aktivitdten der Biosensoren ausschlgfwahrend der Interphase bestimmt und
nicht im Verlauf der Mitose, wo die korrekte Lolsation der beteiligten Proteine von grol3er
Bedeutung ist. Da ein Einfluss von GDIs auf died®iasoren ausgeschlossen ist, lasst die be-
obachtete Verringerung der RhoA-Aktivitat in pO0SHIRNA-transfizierten Zellen (Abb. 3-6)
den Schluss zu, dass p0071 die Aktivitdit von Rhaekd beeinflusst und/oder diese Uber
GEFs und/oder GAPs reguliert. Ein Einfluss von @o@of die Aktivitdten von Racl und
Cdc42 kann aus den Experimenten angesichts demidgéh GDI-Regulation der Biosensoren
nicht ausgeschlossen werden, wurde aber aufgrundniergeordneten Bedeutung von Racl
und Cdc42 wéhrend der Mitose bzw. Zytokinese nigtiter untersucht.

Die Abhangigkeit der RhoA-Aktivitat von der pO07kqitession konnte auf3erdem in
einem Aktivitatstest mit Rhotekin-Sepharose gezeigtden. Die Uberexpression von p0071
fuhrte zu erhéhten Mengen an aktivem RhoA, wahiiadepletion von p0071 die Mengen
an aktivem RhoA in Interphase-Zellen reduzierte {A® 7). Bemerkenswert erscheint, dass
die moderate Uberexpression von p0071 die RhoAvkikti effektiver zu stimulieren schien
als eine starke Uberexpression von p0071 (Abb.@d@ Abb. 7-2). Da eine transiente
Expression von Proteinen in eukaryotischen Zeldwer zu steuern ist und die Etablierung
stabiler Zelllinien scheiterte, weil trotz der Vemdung eines induzierbaren Systems (Tet-On;
Invitrogen) auch unter Expressions-reprimierendeadiBgungen geringe Mengen an
exogenem p0071 exprimiert wurden, die ausreichten Zytokinesedefekte und spater
Apoptose auszulésen, wurde dieses Phanomen nicttensgtisch in Zelllysaten mit
ansteigenden p0071-Mengen untersucht. Deshalb mkighh ausgeschlossen werden, dass es
sich dabei um eine Experiment-bedingte Varianz ein®enkbar ware allerdings auch ein
negativer Rickkopplungsmechanismus, der zu grofmgkh an aktivem RhoA in der Zelle
entgegensteuert. Obwohl die Untersuchungen der FXd#itat ausschlief3lich in
Interphase-Zellen erfolgten, ist aufgrund der ggesi Stérungen bei der Assemblierung des

Aktomyosin-Ringes in p0071-siRNA-behandelten Zellarzunehmen, dass p0071 ebenfalls
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an der Aktivitatsregulation von RhoA wahrend detdkynese beteiligt ist. Diese Vermutung
konnte durch spatere Analysen der RhoA-AktivitatZellen, die sich in der Zytokinese
befanden, bestatigt werden. Auch bei diesen kertelieine verringerte pO071-Expression mit
verringerten Mengen an aktivem RhoA (Abb. 3-38) Dhese, dass p0071 in die Regulation
der RhoA-Aktivitat wahrend der Zytokinese involtidgst, wird durch die Beobachtung
unterstitzt, dass die zusatzliche Expression vomARDA in p0071-depletierten Zellen die
Entstehung mehrkerniger Zellen signifikant reduzidkWOLF et al., 2006). Ob der Einfluss
von p0071 auf die Aktivitat von RhoA nur wahrend dgtokinese eine Rolle spielt oder
auch bei anderen Prozessen von Bedeutung ise S#ijenstand zukinftiger Studien sein.

p0071 konnte an der Regulation der RhoA-Aktivitatf averschiedenen Wegen
beteiligt sein. Unter anderem war eine direkteriaikBon von p0071 mit RhoA denkbar, die
den Aktivitatsstatus von RhoA beeinflussen konhti.Hilfe von BiFC-Analysen wurde eine
Interaktion von p0071 mit RhoA am Ort der Einschumiy gezeigt. Da zwischen der
Interaktion der beiden Uberexprimierten Proteind dem nachweisbaren BiFC-Signal ca.
20 Minuten vergehen und ein diffuses BiFC-Signathaschon in Metaphase-Zellen zu
beobachten war, ist eine genaue Aussage, wann lrmieine miteinander interagieren,
anhand dieser Daten nicht méglich (Abb. 3-8). HiRebeider Proteine in synchronisierten
Zellen zu verschiedenen Zeitpunkten kdnnte diesgd-klaren helfen. Weitere Analysen der
Interaktion zwischen p0071 und RhoA legen auBerderhe, dass p0071 eine hdhere
Affinitat zu aktivem RhoA aufweist (Abb. 3-9). Diktivierung von RhoA in der Zytokinese
durch ECT2 erfolgt erst nach der Segregation deni@bsomen, woraufhin ECT2 an die
zentrale Spindel rekrutiert wird und RhoA aktividitie grofdten Mengen an aktivem RhoA
sind in der Telophase wahrend der Zelleinschninaghzuweisen (KIMURA et al., 2000).
Daraus kann geschlossen werden, dass der GrogstelRhoA an der Teilungsfurche im
aktiven Zustand vorliegt. Die bevorzugte Interaktimn pO071 mit aktivem RhoA impliziert,
dass endogenes p0071 mit aktiviertem RhoA entlargTeilungsfurche interagiert. Diese
Interaktion kdnnte bewirken, dass RhoA langer irtivak Zustand bleibt, indem p0071 zum
Beispiel die Bindung von RhoA-inaktivierenden GAR{inen verhindert.

Neben einer Interaktion von p0071 mit RhoA konntehaeine Interaktion mit dem
Rho-GEF ECT2 mit dem BiFC-System bestatigt werddrb( 3-10). Wie unabhangig mittels
Hefe-Dihybrid- und GST-PD-Experimenten gezeigteragiert die Arm-Domane von p0071
mit der regulatorischen N-terminalen Doméane von ECHUr eine Interaktion beider Proteine
in vivo sprechen Untersuchungen, die zeigten, dass dighgatige Expression von p0071-
WT und ECT2-NT zu einer deutlichen Abmilderung desn N-terminalen ECT2-Fragment
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induzierten Zytokinesedefekts fuhrte (WOLF et 2006). BiFC-Analysen implizieren, dass

p0071 und ECT2 wahrend der Zytokinese entlang @duigsfurche einen Komplex bilden

(Abb. 3-10). Wie im Fall der Interaktion von pOOilt RhoA bedarf es auch hier zusatzlicher
IP-Experimente, mit denen sich der Zeitpunkt deeriktion von p0071 und ECT2 besser
bestimmen lasst. Immunzytologische Untersuchunggen jedoch nahe, dass ECT2 friher
als p0071 entlang der Teilungsfurche lokalisiertdmiund mdoglicherweise als Anker fir

p0071 dient (Abs. 3.3.1). Basierend auf den vorbaed Interaktionsstudien kann p0071
Uber seine Arm-Domane sowohl mit RhoA als auchEQIT 2 interagieren. Um festzustellen,

ob ECT2 und RhoA um dieselbe Bindestelle auf den-f&oméne von p0071 konkurrieren

oder an unterschiedliche Regionen binden, waren gébitionsversuche mit rekombinanten

Proteinen hilfreich.

Die N-terminale, regulatorische Doméane von ECT2 rkaine intramolekulare
Interaktion mit der C-terminalen GEF-Domane zur dhwliibierung eingehen. Die
Phosphorylierung von ECT2 am T431 durch PIk1 bewidermutlich eine Konformations-
anderung, die ECT2 in die offene Konformation Gblerf und die Interaktion der N-termi-
nalen Domane mit MgcRacGAP ermoglicht (WOLFE et &009). An MgcRacGAP
gebundenes ECT2 wird tber MKLP1 zur zentralen Sgitichnsportiert. Da ECT2 RhoA
effizient erst entlang der Teilungsfurche aktiviekann Uber die Notwendigkeit von
zusatzlichen Regulatoren spekuliert werden, mitedeBCT2 erst an der Teilungsfurche zur
vollstdndigen Aktivierung interagiert. In diesem sémmmenhang ware es denkbar, dass
solange ECT2 und MgcRacGAP im Komplex vorliegerrcdlECT?2 aktiviertes RhoA sofort
durch MgcRacGAP inaktiviert wird. Diese These wilgrch Untersuchungen @. elegans
Embryonen gestitzt, bei denen gezeigt wurde, degs Mutante von MgcRacGAP ohne
GAP-Aktivitat die Aktivierung von RhoA in einem wen Bereich um die Aquatorialregion
induzierte. In Kontroll-Embryonen kam es fast abtis@lich zur Akkumulation von aktivem
RhoA entlang der zukinftigen Teilungsfurche (MILLERd BEMENT, 2009). Da p0071 mit
ECT2 vermutlich erst am Ort der RhoA-Aktivierungdragiert, kdnnte p0071 die sofortige
Inaktivierung von RhoA durch MgcRacGAP verhindemmduauf diese Weise zur lokalen
Aktivierung von RhoA beitragen.

Um eine mogliche Funktion von p0071 als Regulater RhoA-Aktivitat weiter zu
untersuchen, wurde die GDP/GTP-Austausch-Aktiwtan ECT2 gegeniber RhoA in Ab-
hangigkeit von p0071 analysiert (Abb. 3-11). ECT2ist nur im hyperphosphorylierten
Zustand eine GDP/GTP-Austausch-Aktivitat gegenitBBoA auf (TATSUMOTO et al.,
1999). AulRerdem sind fur p0071 Phosphorylierungéhrend der Mitose gezeigt wurden,
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die im Zusammenhang mit den Funktionen von pOO7hrevid der Zytokinese stehen
konnten (NOUSIAINEN et al., 2006). Aus diesem Grumatde die Analyse des GDP/GTP-
Austauschs nicht mit rekombinantem ECT2 und pOOddchyefiihrt. Stattdessen wurden
ECT2 und p0071 als Flag-Fusionsproteine aus HEKZ8n in der Zytokinese aufgereinigt.
Flag-p0071-WT bewirkte etwa den gleichen GDP/GTRtAusch bei RhoA wie Flag-ECT2-
WT. Dies ist Uberraschend, da p0071 keine herkoamaliGEF-Doméane besitzt. Die
Moglichkeit einer ECT2-Kontamination im p0071-Pgitat ist ebenso wenig auszuschlielRen,
wie die Kontamination durch andere Rho-GEF-Protaind durch an p0071 gebundenes
RhoA selbst. Ob diese moglichen Kontaminationerogédin der Lage sind, zu einer
GDP/GTP-Austausch-Rate zu fuhren, die der von ipeimiertem Flag-ECT2-WT, dem
Hauptaktivator von RhoA, entspricht, bleibt fraglida fur das Arm-Protein Smg-GDS eine
uber die Arm-Doméne vermittelte GDP/GTP-Austauséindkat auch fur GTPasen der Rho-
Familie gezeigt werden konnte, ist nicht auszus@an, dass die beobachteten Effekte auf
eine bisher unbekannte GDP/GTP-Austausch-Aktivitétn p0071 gegeniber RhoA
zurtckzufihren sind (MIZUNO et al., 1991). Gegeneeirunktion von p0071 als GEF-
Protein fur RhoA spricht allerdings die bevorzugteeraktion von p0071 mit aktivem RhoA.
GEF-Proteine interagieren in der Regel mit inakti@TPasen (WENNERBERG et al., 2002).
Da die Frage, ob p0071 tatsédchlich eine GEF-Alktivijegentiber RhoA besitzt nicht
zweifelsfrei beantwortet werden kann, sollte die REGTP-Austausch-Analyse trotz der
zuvor genannten Vorbehalte mit rekombinantem pGitthgefihrt werden. Dabei konnten
auch p0071-Mutanten zum Einsatz kommen, die eiresptorylierung von p0071 an den
Serinen in dessen Kopf-Domane vortauschen, diéngr &ntersuchung als ausschlief3lich in
der Mitose phosphoryliert identifiziert wurden (NSIAINEN et al., 2006).

Die Analyse des GDP/GTP-Austauschs zeigte aul3erdass Flag-p0071-WT und
Flag-ECT2-WT zusammen die hochsten Austausch-Akten gegentber RhoA aufwiesen.
Damit Ubertrafen Flag-p0071-WT und Flag-ECT2-WTaumen die GDP/GTP-Austausch-
Aktivitat der GEF-Domane von ECT2 (Flag-ECT2-CT)praus zu schlie3en ist, dass ECT2
nicht ausschlie3lich negativ tiber seine N-termimaenane reguliert wird (KIM et al., 2005).
Vielmehr kdnnte ein durch p0071 induzierter Meckanis existieren, der die GDP/GTP-
Austausch-Aktivitdt von ECT2 gegenlber von RhoAtereverstarkt. Es ist aber auch die
Moglichkeit eines Komplexes aus p0071 und ECT2 etr&cht zu ziehen, in dem beide
Proteine eine GDP/GTP-Austausch-Aktivitat fur Rhdogsitzen und gemeinsam RhoA
entlang der Teilungsfurche zur Assemblierung unchtkaktion des Aktomyosin-Ringes

aktivieren. Weiterhin kann Uber eine Rolle von pDGs Kofaktor fir ECT2 spekuliert
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werden, der nicht die GDP/GTP-Austausch-Aktivitah\vECT2 gegeniiber RhoA vermittelt,
sondern aktives RhoA von der ECT2-GEF-Domane sédemies FUr diese These spricht
ebenfalls die bevorzugte Interaktion von p0071 aktivem RhoA. ECT2 kodnnte dann
schneller fur die Aktivierung neuer RhoA-MolekilarzVerfuigung stehen. In diesem Fall
misste ein Komplex aus RhoA-GTP und p0071 von E@i$&oziieren und ,freies* p0071
mit ECT2 reassoziieren. Zur Uberprifung dieser Higpse sollte eine IP durchgefiihrt
werden, bei der die Bindung von p0071 und ECT2 &pnARDA wahrend der Zytokinese
untersucht wird oder eine Kompetitionsanalyse,duait festgestellt werden kénnte, ob p0071
in Gegenwart von RhoA-DA noch immer mit ECT2 asmwrivorliegt. Es ist mdglich, dass
p0071 den aktiven Zustand von RhoA nicht nur sigbit, indem p0071 die Bindung RhoA-
deaktivierender GAP-Proteine behindert, sonderm audem p0071 die intrinsische GTPase-
Aktivitdit von RhoA selbst inhibiert. Das bei der rdagefihrten GDP/GTP-Austausch-
Analyse verwendetenantGTP kann zwar hydrolysiert werden, bleibt allegfinan die
GTPase gebunden und kann aufgrund der unverandehtemeszenzintensitat nicht von
gebundenenmantGTP unterschieden werden (JOHN et al., 1990; LEGRAet al., 1994).
Deshalb kann die mogliche Stabilisierung von aktiiehoA durch p0071 nicht mit diesem
Testsystem beobachtet werden. Mit einem GTPasesdfkstest, durch den der Umsatz von
GTP zu GDP zum Beispiel Gber den kolorimetrischaehveis von freiwerdendem Phosphat
bestimmt werden kann, kénnte eine GTPase-inhibikrdrunktion von p0071 untersucht
werden.

Auch wenn der Mechanismus, tber den p0071 RhoAviektinicht bis ins Detall
aufgeklart werden konnte, kann anhand der in Aldsv8rgestellten Ergebnisse folgendes
Modell postuliert werden, dass eine Funktion fUD{D bei der raumlichen und zeitlichen
Koordination der RhoA-Aktivierung beschreibt (Albl): (A) Der gemeinsame Transport
von ECT2 und MgcRacGAP zur zentralen Spindelregi@tit iber wiederholte Zyklen von
RhoA-Aktivierung (ECT2) und RhoA-Inaktivierung sieh dass aktives RhoA nicht schon
beim Transport von ECT2 am falschen Ort akkumulig@) ECT2 akkumuliert vor p0071
entlang der Aquatorialebene der Zelle und konn@7pQdort verankern. Ob MgcRacGAP in
einem Komplex mit ECT2 und p0071 bleibt oder dup€@71 verdrangt wird, bleibt ebenso
ungeklart wie der mogliche Einfluss anderer reguiather Proteine. In einem hypo-
thetischen Komplex aus ECT2, MgcRacGAP und p0Ordeiip0071 durch ECT2 aktiviertes
RhoA, verhindert so die sofortige Inaktivierung curMgcRacGAP und verschiebt das
Gleichgewicht zwischen RhoA-Aktivierung und RhoAaktivierung in Richtung der RhoA-
Aktivierung. (C) Ein Komplex aus aktivem RhoA un®QY1 dissoziiert von ECT2 und



4 Diskussion 100

Jreies” p0071 bindet an ECT2. Auf diese Weise kanas zur Akkumulation von aktivem

RhoA entlang der Teilungsfurche. Spekulativ blebth die mdglicherweise durch p0071
geforderte Rekrutierung von RhoA-Effektoren, diehlsfilich die Assemblierung und

Kontraktion des Aktomyosin-Ringes bewirken. Ob &tives RhoA gebundenes p0071 im
Komplex mit ECT2 bleibt oder als Gerustprotein auisteraktionen mit RhoA-Effektoren

(ROK, Citron, mDia2) eingeht, ist in Zukunft aufzaten. Denkbar ware in diesem Zusam-
menhang die Nutzung eines Konformations-spezifischk, der aktives RhoA aus

Zelllysaten prazipitieren kann (NewEastBioscient$5A) und die Analyse der dabei

koprazipitierten Komplexe.

Abb. 4-1: Modell zur Rolle von p0071 bei der Aktomgsin-basierten Einschniirung

(A) ECT2 wird im Komplex mit MgcRacGAP (ber MKLP1ni¢ht gezeigt) zur zentralen
Spindelregion transportiert. Durch die ECT2-veratidt RhoA-Aktivierung und die MgcRacGAP-
vermittelte RhoA-Inaktivierung kann aktives RhoAri{g) wahrend des Transportes nicht akku-
mulieren. (B) Entlang der Teilungsfurche bindet 2Q30071, das durch die Bindung von aktivem
RhoA dessen Inaktivierung Uber MgcRacGAP verhindé@) Durch die Dissoziation eines
Komplexes aus aktivem RhoA und p0071, anschlie3eBuhelung von ,freiem* p0071 an ECT2 und
dessen Assoziation mit durch ECT2 aktiviertem RHaAnmt es zur Akkumulation von aktivem
RhoA. Spekulativ ist ein Einfluss von p0071 auf @ekrutierung von RhoA-Effektoren (mDia2,
ROK und Citron), die fir Assemblierung und Kontiaktdes Aktomyosin-Ringes verantwortlich sind.
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Untersuchungen mit konstitutiv aktivem RhoA und MRg@CGAP lassen auf eine
Inaktivierung von RhoA am Ende der Zytokinese sfbdin (MINOSHIMA et al., 2003;
WOLF et al., 2006; MORIN et al., 2009). Auch bezsm Aspekt ist ein Einfluss von p0071
denkbar. Uber einen bisher unbekannten Riickkopphaeghanismus kénnte p0071 bei zu
hoher lokaler RhoA-Aktivitat aus dem ECT2-MgcRacGK&mplex verdrangt werden, so
dass sich erneut ein Gleichgewicht aus RhoA-Aktivig und -Inaktivierung einstellt
(Abb. 4-1 A). Die Inaktivierung des durch p0071 akiulierten RhoA kdnnte durch das
ebenfalls fur die Zytokinese essentielle p190Rho@ABlgen (SU et al., 2009).

4.2 Funktionen von p0071, ECT2 und Snapin bei der Fusio
von Rabl1-Vesikeln

Nach der Aktomyosin-basierten Einschnirung bleilden Tochterzellen Uber eine
dinne zytoplasmatische Bricke miteinander verbundem physikalische Trennung der
Tochterzellen fuhrt am Ende der Zytokinese ein €38z der als Abschnirung bezeichnet
wird. Der Transport von Vesikeln zum Zentralkérpeer sich in der Mitte der zyto-
plasmatischen Brlicke befindet und die anschlielRéndgon dieser mit der PM scheinen
essentiell fur die Abschnirung zu sein (MONTAGNA@duCHAVRIER, 2008). Der
Zentralkodrper dient dann als strukturelle Plattforrm Vesikel fur die Fusion mit der PM zu
verankern. Fur diese These spricht, dass fur disciirung essentielle Proteine, wie zum
Beispiel Centriolin und Komponenten des Exozyst-Keres, am Zentralkdrper
akkumulieren (GROMLEYet al, 2003). Auch fur p0071 konnte eine Assoziation dam
Zentralkdrper gezeigt werden (Abb. 3-1). AuR3erdeunden vor Beginn dieser Arbeit Rabl11
und Snapin als potentielle Interaktionspartner 0071 identifiziert, fur die Funktionen
wéahrend der Zytokinese beim Transport von Vesikald deren Fusion beschrieben sind
(GROMLEY et al, 2005; WILSONet al, 2005). Aufgrund dieser Befunde erschien eine
Rolle von p0071 bei der Vesikel-basierten Abschngrdenkbar.

Wahrend der Zytokinese lokalisiert Rabl1l entlangay¢oplasmatischen Briicke, die
die Tochterzellen verbindet. Obwohl p0071 und Raimldiesen immunzytologischen Ana-
lysen nur partiell kolokalisierten (Abb. 3-12), ihgeeren BiFC-Analysen und IP-Experi-
mente, dass beide Proteine wahrend der Abschnigunegn Komplex bilden (Abb. 3-15).
GST-PD-Analysen zeigten zudem, dass p0071 und Raibdit miteinander interagieren und
dass diese Interaktion iber die Arm-Domane von pO@&Fmittelt wird (Abb. 3-13). Ahnlich
wie fur RhoA, scheint die Arm-Doméane von p0071 beugt aktives Rabll zu binden
(Abb. 3-14). Ob beide GTPasen um die Bindung ary pd@mpetitieren oder an unterschied-
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lichen Bereichen in der Arm-Domane von p0071 bindé@mnte Gegenstand weiterer Studien
sein, um die Regulation dieser Interaktionen wathréer Zytokinese verstehen zu kénnen.
Denkbar wére auch, dass p0071 nach der Bindungha# Ron einem RhoA-Effektor so
modifiziert wird, dass RhoA dissoziiert und anseBknd Rab11 binden kann. Da bisher keine
Interaktions-Analysen zwischen der Kopf- sowie 8ehwanz-Domane von p0071 und den
beiden GTPasen vorliegen, ist nicht auszuschlie@ass beide Domanen von p0071 an der
Regulation dieser Interaktionen beteiligt sind.

Fehlen Proteine an der Zielmembran, die fir dieidfuson Vesikeln nétig sind,
werden die Vesikel weiter zum Ort der Vesikelfusioansportiert und akkumulieren dort.
Dies konnte unter anderem fiir Untereinheiten dexist-Komplexes und fir Snapin gezeigt
werden (GROMLEYet al, 2005; MUNSON und NOVICK, 2006). Die Verringeruagr
p0071-Expression ging in HelLa-Zellen mit der Akkdation von endogenem Rabll und
exogenem RFP-Rabl11 am Zentralkorper einher (Ald&)3Dies impliziert, dass p0071 nicht
fur den Transport von Rab11 wahrend der Zytokiresetigt wird, sondern vielmehr an der
Fusion der Rabl1-positiven Vesikel mit der PM bigfeist. p0071 hatte in diesem Fall eine
Funktion alstether, das Rabl1-Vesikel an der Zielmembran verankertkdhn jedoch nicht
ausgeschlossen werden, dass es sich bei diesea@#obg auch um einen Nebeneffekt der
durch die p0071-siRNA-Transfektion induzierten 8tigen im RhoA-Signalweg und/oder im
Aktin-Zytoskelett handelt. Studien . melanogastereigen, dass Rabl1l Funktionen bei der
Reorganisation des Aktin-Zytoskeletts wahrend ddfufarisierung von Embryonen und der
meiotischen Zytokinese von Spermatocyten haben tkgraie auch fur Vesikeltransport
und -fusion essentiell erscheinen (PELISSKERI, 2003; RIGGSt al, 2003; GIANSANTI
et al, 2007). AuRerdem deuten Untersuchungen von Caditadbeitern (CACet al, 2008)
auf eine gemeinsame Funktion von Rab11 und Rhoddydregulation der Aktin-Dynamiken
entlang der Teilungsfurche D. melanogastehin. Hinweise, dass Rabl11 bei der Zytokinese
von Saugerzellen ebenfalls an der Aktomyosin-bsieEinschniirung beteiligt ist, gibt es bis
heute allerdings nicht. Dennoch ist eine enge M@oking zwischen RhoA-vermittelter
Einschnirung und Rabl1-basiertem Vesikeltranspowt BRRabl1-basierter Vesikelfusion bei
der Zytokinese von Saugerzellen denkbar. Auf disese konnte zeitlich koordiniert werden,
dass Vesikeltransport und Vesikelfusion erst naeh Bildung des Aktomyosin-Ringes
erfolgen. In diesem Fall waren die moglichen Fumiegin von p0071 bei der Fusion von
Rabl1-Vesikeln nur sehr schwer zu analysieren.n@efi konnte dies mit einer p0071-
Mutante, die nicht in der Lage ist, mit Rab11 zieiagieren, aber die Funktionen von p0071

im RhoA-Signalweg wahrnehmen kann. Diese Mutantsstalin Zellen mit verringerter oder
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ausgeschalteter p0071-Expression in ungefahr dergMevie endogenes p0071 exprimiert
werden.

Fur eine Rolle von p0071 atsther fir Rabl11-Vesikel spricht die Interaktion zwi-
schen p0071 und dem t-SNARE-assoziierten Prote@piBn Snapin und p0071 koloka-
lisieren am Zentralkérper (Abb. 3-18) und bildenvivo einen Komplex, dessen Bildung
vermutlich Uber eine direkte Interaktion der pO@¥ii-Doméne mit der C-terminalen
Doméne von Snapin vermittelt wird (Abb. 3-36 A uBd Fir Snapin konnte in keine direkte
Interaktion mit Rab11l im Hefe-System gezeigt werdsswohl beide Proteing vivo einen
Komplex bilden (Abb. 3-36 C und D). Ob diese Konxpiédung wirklich von p0071 ver-
mittelt wird, sollte mit IP-Experimenten in pO07gmaletierten Zellen untersucht werden. Da
die Verringerung der Snapin-Expression mittels shiRMie die Depletion von p0071 eine
Akkumulation von Rabll um den Zentralkérper zurgeohatte, kann eine gemeinsame
Funktion von p0071 und Snapin bei der Fusion vob1R&Vesikeln postuliert werden.

Verschiedene Untersuchungen stitzen die These, mla®8l, Snapin und Rabll
gemeinsam die Fusion von Vesikeln in der Zytokingsemitteln. In D. melanogaster
interagieren Rabll und das p0071-verwandte Prodemadillo mit Komponenten des
Exozyst-Komplexes und sind dartber an der Fusiom B&-Cadherin-transportierenden-
Vesikeln mit der PM beteiligt (LANGEVINet al, 2005). Da Rab11 auch in Saugerzellen am
Recycling von Cadherinen beteiligt ist (LOCK undCGW, 2005) und deren Stabilitat bzw.
Verbleiben auf der Zelloberflache unter anderem 23" reguliert wird (Abs. 1-1 bis 1-3),
konnten Arm-Proteine neben ihren Funktionen im Ri®dgnalweg auch in Rab-GTPase-
vermittelte Vesikelfusionsprozesse involviert sdhiir diese Theorie sprechen Studien, die
eine Funktion alsetherbei der Fusion von Vesikeln in Hefen und Saugeerelilir die Arm-
Proteine Vac8p (WANGet al, 1998) und pl11l5 (ANet al, 2009) nahe legen. Fur Snapin
wurde ursprunglich eine Rolle bei der Fusion syisaper Vesikel zur Neurotransmitter-
freisetzung gezeigt (ILARDEt al, 1999). Aufgrund der Interaktionen mit dem ubiguit
exprimierten SNARE-assoziierten Protein SNAP23 decth t-SNARE VAMP2 wurde eine
generelle Funktion von Snapin bei der Assemblieruag SNARE-Komplexen postuliert
(BUXTON et al, 2003). Wie fur Rabll und Armadillo konnte auchr fenapin eine
Interaktion mit einer Untereinheit des Exozyst-Kdexes (Exo70) beobachtet werden (BAO
et al, 2008). Die damit verbundene Rolle von Snapin béusulin-regulierten GLUT4-
Transport impliziert eine direkte Verbindung zu Rapdas ebenfalls am GLUT4-Transport
beteiligt ist (KESSLERet al, 2000).
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Wie die Prozesse von Vesikeltransport und Vesikasiu wahrend der Zytokinese re-
guliert werden, ist bisher weitgehend unbekannteWdacht dargestellt, missen die Vesikel
Uber sogenannteether (Verbindungsproteine) an der Zielmembran verankertden. Die
tether sorgen daflr, dass die v-SNAREs auf den Vesikatnden t-SNAREs auf der Ziel-
membran einen Komplex bilden, der die Fusion desiké mit entsprechenden Membranen
katalysiert. Die Rab-GTPasen sorgen durch ihreiipelze Lokalisation auf bestimmten
Membranen sowie durch ihre Interaktion mit bestiemnEffektoren, Motorproteinen und
tetherProteinen daflr, dass die Vesikel ihr Ziel errekrkfSTENMARK, 2009). Zusammen
mit den in Abs. 3.2.1 dargelegten Ergebnissen eshdlb folgendes Modell fiir die Fusion
von Rabll-Vesiklen mit der PM am Zentralkorper tedlisar (Abb. 4-2): (A) An der PM
liegen p0071 und Snapin im Komplex vor. (B) pOO7dnt tGber die Interaktion mit Snapin
und Rab11 alsetherfir die Rab11-Vesikel und bindet diese an derrdeghbran. Vermutlich
liegt Rab11 bei dieser Prozess GTP-gebunden vop08&1 bevorzugt mit aktivem Rabl1l
assoziiert. (C) p0071 katalysiert die Fusion debHaVesikel mit der PM, indem p0071 als
tethert-SNAREs (Membran) und v-SNAREs (Vesikel) in raiainé Nahe bringt.

A B C
Vesikel
v-SNARES i © » % *
p © P
0 / V] 0
0 0 0
1| | i —al Y

t-SNAREs Snapin

Abb. 4-2: Modell zur Funktion von p0071 bei der Fuen von Rabl1-Vesikeln

(A) An der PM im Komplex mit Snapin und vermutlit{SNAREs vorliegendes p0071 fungiert als
tetherflr Rab11-Vesikel. (B) p0071 bringt tUber die latdion mit vermutlich aktivem Rabl11 (grin)
die v-SNARESs des Vesikels in raumliche Nahe der &geziierten t-SNAREs. (C) Komplexe aus t-
und v-SNAREs katalysieren die Fusion des Vesikdalsder Membran, wobei es zur Inaktivierung
von Rab11l (rot) und dessen Dissoziation von der btamkommen kénnte.

Die These, dass fiur die Fusion von Rabl1l-Vesikeinder PM am Zentralkorper
Rabll im aktiven Zustand vorliegt, wird von der Bachtung gestiutzt, dass die
Uberexpression von Rab11-DN die Bildung mehrkemigellen induziert. Rabll muss
demzufolge wéahrend der Mitose aktiviert werden,a@ime Funktionen auszuiben (WILSON
et al, 2005). Uber die Regulation der Rab11-Aktivititila allgemeinen nicht viel bekannt.
Es wurden zwei GDIs (GDI-1 und GDI-2) beschriebdie, an der negativen Regulation der

Rab11-Aktivitat beteiligt sind. Die Uberexpressiatieser GDIs unterbindet wie die
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Uberexpression von Rab11-DN den Rabll-abhangigansport von Proteinen zur PM
(CHEN et al, 1998). Das fur die Entwicklung der neurodegemezat KrankheitChorea
Huntington verantwortliche Protein Huntingtin zeigt eine GBFPP-Austauch-Aktivitat far
Rabll. Interessanterweise kann diese Funktion vatierten Huntingtin in Fibroblasten von
an Chorea Huntingtonerkrankten Personen nicht mehr ausgeubt werdendiésem
Zusammenhang konnte auch gezeigt werden, dasshdieexpression von Rab11-DN in der
GroRhirnrinde von Mausen motorische Dysfunktionedutzierte, die eine Eigenschaft der
Chorea Huntingtorsind (LI et al, 2008; Llet al, 2009a; Llet al, 2009b). Wie und wann die
Aktivierung von Rabl11 wéahrend der Zytokinese etfakst allerdings nach wie vor ungeklart.
Die Beobachtungen, dass Rabll und p0071 vorrangigler Zytokinese miteinander
interagieren und p0071 zu aktivem Rabll eine hoAdinitat aufweist als zu inaktivem
Rabll (Abb. 3-14 und Abb. 3-15), sprechen dafissd@abll wahrend der Zytokinese im
aktiven Zustand vorliegt. Unter diesem Aspekt eestles mdglich, dass pO071 eine Rolle bei
der Aktivierung von Rabl1l1l am Zentralkorper spipQ071 kdonnte wie bei RhoA (Abb. 4-1)
die Aktivitdt eines Rabl1-GEFs unterstitzen undilb@r die Fusion von Rabll-Vesikel
initiieren. Eine weitere Mdglichkeit war, dass p@Q7vie bereits diskutiert, algether fur
Vesikel mit aktivem Rab11 dient und die Aktivierumgn Rab11 p0071-unabhangig erfolgt.
Da kein Testsystem existierte, um die Aktivitdit vétabll in der Zelle zu
quantifizieren, wurde in Analogie zu den kommeiziethaltlichen Testsystemen zur
Bestimmung der Aktivitat von Rho-GTPasen die Eigha#t von Rabll genutzt, nur im
aktiven Zustand mit seinen Effektoren FIP3 und FtB4nteragieren (WILSONt al, 2005).
In einem GST-PD wurde die Rabll-Bindedoméane vond4 HRs 592-637) als GST-
Fusionsprotein an Glutathion-Sepharose immobitisiem aktives Rab11 aus Zelllysaten zu
prazipitieren (Abb. 3-20). Mit diesem Rabl1-Aktatstest wurde die Aktivierung von Rabl11l
wahrend der Mitose beobachtet. Im Gegensatz zu Rtvegsen Aktivitat zwischen Anaphase
und Telophase ihr Maximum erreicht (KIMUR& al, 2000), nimmt die Menge an aktivem
Rabll im Verlauf der Mitose ab (Abb. 3-40). Da eshwend der Mitose, im besonderen
wéahrend der Zytokinese zu Vesikelfusionsprozessemnkt (Abs. 1.5.5), erlauben diese
Ergebnisse den Schluss, dass Rabll fir die FussonMesikeln im aktiven Zustand
vorliegen muss und es wahrend der Vesikelfusiorr adeh erfolgter Vesikelfusion zur
Inaktivierung von Rabll kommt. Das inaktivierte Rabwird in diesem Zusammenhang
wahrscheinlich nicht sofort wieder aktiviert, wosagin Absinken der affinitatsaufgereinigten
Rab11-GTP-Mengen resultierte. Aus diesem Grunesswahrscheinlicher, dass p0071 als
tetherfir Rab11-Vesikel dient und Rabl1l nicht selbstvait. Bekréftigt wurde dies durch
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die Beobachtung, dass p0071-depletierte Zellenek€rrringerung der Rab11-Aktivitat auf-
wiesen (Abb. 3-22). Interessanterweise fiuhrte derriigerung der ECT2-Expression zu
signifikant reduzierten Mengen an aktivem Rabll @ddwn Interphase-Zellen als auch in
Prometaphase-arretierten Zellen (Abb. 3-22 und REB3). Mit dem Ergebnis, dass Rabl1l
und ECT2 wahrend der Prometaphase einen Kompleerilder weder zum Zeitpunkt der
Zytokinese noch in der G1-Phase nachgewiesen wedente (Abb. 3-24), lasst sich eine
GDP/GTP-Austausch-Aktivitat von ECT2 gegentber Hapastulieren. Ob diese Aktivitat
wirklich vorhanden ist oder nur ein denkbarer Nedftakt der durch die ECT2-siRNA-
Behandlung induzierten RhoA-Inaktivierung, lassthsinur eindeutigin vitro mit einer
GDP/GTP-Austausch-Analyse feststellen. Da aberchégdenste Phosphorylierungen von
ECT2 im Verlauf der Mitose gezeigt wurden, ist irtBicht zu ziehen, dass diese die
Spezifitat von ECT2 gegenuber verschiedenen GTRas@mdern kdnnen.

Da verschiedene Studien postulieren, dass RabXkiiven Zustand transportiert und
bei der Bildung von Vesikeln aktiviert wird (FIELRG et al, 2005; WILSONet al, 2005;
SCHONTEICHet al, 2008), kénnte ECT2 zum Beginn der Mitose Rablivigken und so
zur Bildung von Vesikeln beitragen, die aktives Ralauf inrer Oberflache tragen. Uber die
Interaktion von Rabl11-GTP mit einem Mikrotubuli-azgertem Motorprotein wirden die
Vesikel zur Teilungsfurche transportiert und mit deelmembran fusionieren, wenn dort die
entsprechenden Faktoren (Rabll-Effektoren, pO0O8&ltedher SNAREs und SNARE-
assoziierte Proteine wie Snapin) akkumulieren (Abi2).

4.3 Der Transport von p0071 zum Zentralkorper erfolgt
KIF3b-abhangig

Von immenser Bedeutung fir die Koordinierung detoXinese ist die Lokalisation
der beteiligten Proteine zur richtigen Zeit am tighn Ort. Aus diesem Grund wurde der
Transport von p0071 wahrend der Zytokinese genamégrsucht. Da ECT2 und p0071
miteinander interagieren, erschien ein gemeinsaimamsport beider Proteine moglich. Der
Transport von ECT2 zur zentralen Spindel erfolgbugelen an MgcRacGAP lber das
Mikrotubuli-assoziierte Motorprotein MKLP1 (MISHIMAt al, 2002; YUCEet al, 2005).
Immunzytologische Analysen von ECT2 und p0071 wadhrger Mitose zeigten, dass ECT2
in HeLa-Zellen friher als p0071 an der zentralem@g nachzuweisen war (Abb. 3-25). In
MCF-7-Zellen ist p0071 zu dem Zeitpunkt (Abb. 3Anaphase), zu dem ECT2 an die

zentrale Spindel rekrutiert wird (WOLé&t al, 2006), noch mit den Spindelpolen assoziiert, so
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dass der gemeinsame Transport beider Proteine déseiZentralspindlin-Komplex nahezu
ausgeschlossen werden kann.

Nicht auszuschliel3en ist dagegen eine Abhangigert p0071-Lokalisation von
ECT2. Die Verringerung der ECT2-Expression mit&®RNA fihrte in HeLa-Zellen ebenso
wie die Depletion von MKLP1, dem Motorprotein desnfralspindlin-Komplexes, zu einem
deutlichen Riuckgang der am Zentralkorper detekineg0071-Menge. Dies korrelierte mit
der Verringerung der Assoziation von ECT2 am Zdkdrper (Abb. 3-26). Da p0071 nicht
mit ECT2 gemeinsam transportiert wird, konnte EGR2 Zentralkorper fur die Verankerung
von p0071 verantwortlich sein. In den wenigen ECBH2w. MKLP1-siRNA-behandelten
Zellen die Uberhaupt einen Zentralkdrper (ca. 10%6leten, wurde dies vermutlich Uber die
noch vorhandenen Mengen an ECT2 vermittelt. Nebem dransport von ECT2 werden
MKLP1 und der Zentralspindlin-Komplex fir die Bildg stabiler Mikrotubuli bendtigt, so
dass die MKLP1-siRNA-Behandlung tber die Destaleilisng von Mikrotubuli den p0071-
Transport allerdings auch indirekt beeinflussenrkér{MISHIMA et al, 2002).

In einer Hefe-Dihybrid-Analyse vor Beginn diesebaAit konnte eine Untereinheit des
zur Kinesin-2-Familie gehoérenden, TransportkompieXxdF3 als putativer Interaktions-
partner fur pO071 identifiziert werden. Die ideiziérte Untereinheit KIF3b bildet mit KIF3a
ein Heterodimer, das den zum Plus-Ende der Mikidiwgerichteten Transport von Proteinen
oder Organellen vermittelt. Der KIF3a/KIF3b-Kompléxteragiert Uber die C-terminalen
Doménen seiner Untereinheiten mit den zu transggeriden Molekulen (YAMAZAKIet al,
1995; YAMAZAKI et al, 1996). Im humanen Genom existieren 41 verschied@nesine,
die in 14 Familien eingeteilt sind (MIKet al, 2005). Viele von diesen haben eine Rolle in
der Zytokinese, um die korrekte Lokalisation kdlier Regulatoren sicherzustellen
(Abs. 1.5.1.2). Auch fur den KIF3-Komplex war eiRelle in der Zytokinese beschrieben,
wobei die molekularen Mechanismen und die tranggtenh Proteine weitgehend unbekannt
blieben (FAN und BECK, 2004; HARAGUCHt al, 2006).

Mittels Hefe-Dihybrid-Analysen und IP-Experiment&onnte gezeigt werden, dass
p0071 und KIF3kn vivo undin vitro einen Komplex bilden und dass die Komplexbildung
von der direkten Interaktion der ersten Arm-Wiedéuhg von pO071 mit der C-terminalen
Doméne von KIF3b abhéangig ist (Abb. 3-27 bis Abl293. p0071 ware damit nicht das erste
Arm-Protein von dem eine direkte Interaktion mitrd&IF3-Komplex gezeigt werden konnte.
KAP3 interagiert mit den C-terminalen Domanen vdi&3a und KIF3b ebenfalls Uber seine
Arm-Doméane (YAMAZAKI et al, 1996). Strukturelle Gemeinsamkeiten in den Arm-
Doméanen von KAP3 und p0071 kénnten erklaren, wabamle Proteine mit KIF3b inter-
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agieren konnen. Trotz den vitro festgestellten direkten Interaktion zwischen KIR&d
p0071 kannin vivo eine Rolle von KAP3 beim Transport von p0071 niahsgeschlossen
werden. IP-Experimente mit Zellen, in denen die flegpion von KAP3 mittels siRNAs
verringert ist, konnten helfen diese Frage zu kiaténgeklart bleibt an dieser Stelle auch, ob
KIF3a ebenfalls direkt mit p0071 interagieren kakar den mdoglichen Transport von p0071
Uber KIF3 ist diese Frage allerdings unerheblicghKéF3a und KIF3b einen Motorkomplex
bilden. Auffallig bei der IP von in HEK293-exprimmtem p0071 und KIF3b war, dass trotz
hoher HA-pOO71-WT-Expression nur geringe Mengenodaprazipitiert werden konnten
(Abb. 3-29). Eine Erklarung fir diese Beobachtungeban immunzytologische
Untersuchungen, die zeigten, dass nur ein TeikgEplasmatischen Fraktion von p0071 mit
KIF3b am Zentrosom kolokalisierte, wahrend p0071Imterphase-Zellen hauptsachlich
Membran-assoziiert vorlag. (Abb. 3-30). Vermutligdgt p0071 wief-Catenin und p128
nur dann zytoplasmatisch vor, wenn es nicht Gberdmtieraktion mit Cadherinen sequestriert
wird. Bisher unbekannte posttranslationelle Modifiknen kénnten dazu fihren, dass ein
Teil von p0071 im Zytoplasma auch Zentrosomen-aggbzorliegt.

Wahrend der Zytokinese von HelLa-Zellen liegt pO8dhzentriert am Zentralkbrper
vor, wahrend KIF3b am zentralen Mikrotubuli-Bundekalisiert. Aufgrund der gezeigten
Interaktion zwischen p0071 und KIF3b ist es denklzlass p0071 durch KIF3b vom
Zentrosom bzw. von den Spindelpolen zum Zentrarpansportiert wird sobald die
Zytokinese beginnt. In diesem Zusammenhang kontelzyklus-abhangige Phospho-
rylierung bzw. Dephosphorylierung von p0071 undfddeé-3b die Affinitat beider Proteine
zueinander verandern, wodurch der Zeitpunkt des/pd@ansportes reguliert wiirde. Die
Tatsache, dass p0071 nicht mit KIF3b entlang déwrdtubuli kolokalisierte, steht dabei nicht
im Widerspruch zur These einer KIF3b-abhangigem3iakation von p0071. Eine wichtige
Funktion von Kinesinen in der Mitose und Zytokinesgheint die lokale Konzentrations-
erhéhung von regulatorischen Proteinen wie zum@®Bai$?RC1, Citron und ECT2 zu sein.
Wie p0071 sind diese Proteine gar nicht oder niwr sehwach entlang von Mikrotubuli
nachzuweisen (MISHIMAet al, 2002; ZHU und JIANG, 2005; GRUNEBER al, 2006).
Daher ist anzunehmen, dass die Menge von p007dangntler Mikrotubuli nicht ausreichend
fur eine immunzytologische Ak-Detektion ist.

Um zu untersuchen, ob p0071 wahrend der Mitose KidiBb transportiert wird,
kamen dominant negative KIF3b-Mutanten (FAN und BEQ004; HARAGUCHI et al,
2006) und KIF3b-siRNAs zum Einsatz. Die Assoziatiam p0071 mit dem Zentralkdrper
wurde dabei immunzytologisch untersucht (Abb. 3e8H Abb. 3-32). Die Uberexpression
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beider KIF3b-Mutanten (RFP-KIF3b-NT; -CT) vermintedeutlich die Akkumulation von
p0071 am Zentralkorper. Da RFP-KIF3b-NT stark Mtkinli-assoziiert vorlag, ist der
Grund der verringerten Assoziation von p0071 amtiadorper vermutlich in einer Ab-
sattigung der KIF3b-Bindestellen auf den Mikrotulau suchen, wodurch endogenes KIF3b
am Transport von p0071 gehindert wirde. Die C-teatei Doméne von KIF3b interagiert
direkt mit p0071, weshalb vermutlich RFP-KIF3b-Cit endogenem KIF3b um die Bindung
an p0071 konkurriert und so die Menge an transgrbetin p0071 verringerte. Da unspezi-
fische Nebeneffekte durch die Uberexpression deéf3kiMutanten nicht ausgeschlossen
werden konnten, wurde die p0071-ZentralkOrper-Aisgmn auch in KIF3b-siRNA behan-
delten Zellen analysiert. Die Quantifizierung d€lOpl-Fluoreszenzintensitdt am Zentral-
korper zeigte, dass diese in Zellen mit verringefi€-3b-Expression deutlich verringerte war.
Da die Fluoreszenzintensitat von p0071 am Zentrpdin den Kontrollzellen teilweise
ubersattigt war, konnte der Effekt der KIF3b-siRB&handlung unterschétzt worden sein.
Aus diesem Grund wurden mitotische Mikrotubuli ud@mit assoziierte Proteine isoliert.
Dabei konnte eine signifikante Reduktion von Mikdmili-assoziiertem p0071 in KIF3b-
siRNA-behandelten Zellen beobachtet werden (Abl84B- Die Moglichkeit, dass die
Verringerung der Assoziation von p0071 am Zentngdkd in KIF3b-siRNA-transfizierten
Zellen Uber RhoA und/oder ECT2 vermittelt wird, kéa ausgeschlossen werden, da KIF3b
die Lokalisation beider Proteine an der Teilungdfiernicht beeinflusst (Abb. 3-33).

Die These des KIF3b-abhangigen Transports von p@Qnil Zentralkdrper wird von
der Beobachtung unterstitzt, dass eine p0071-Matdoei der die Arm-Wiederholung
deletiert wurde, die fur die Interaktion mit KIF3&ssentiell scheint, nicht mehr am
Zentralkdrper akkumulierte (pOOZd&repl; Abb. 3-27 und Abb. 3-35). Diese Mutante kennt
in Interphase-Zellen mit Zell-Zell-Kontakten assemn, wodurch ein volliger Funktions-
verlust des Proteins ausgeschlossen werden kddigé/erifizierung, dass diese Mutarite
vivo keinen Komplex mit KIF3b bilden kann, steht aliegs noch aus.

Sollte p0071 von KIF3b transportiert werden, mussite Verringerung der KIF3b-
Expression mittels siRNA den RhoA-Signalweg auflihe Art und Weise beeinflussen wie
die p0071-Depletion. KIF3b-siRNA-behandelte Zellsigten wie p0071-siRNA-behandelte
Storungen bei der Assemblierung des Aktomyosin-88ngdie tUber die Reduktion von
F-Aktin und p-MRLC entlang der Teilungsfurche gegaverden konnten (Abb. 3-37). Dieser
Effekt konnte auf eine reduzierte Aktivierung vomdA wéhrend der Zytokinese zurlck-
gefuhrt werden, die auRerdem mit der verringertékufnulation von p-MRLC in diesen

Zellen einher ging (Abb. 3-38). Da KIF3b weder deansport von ECT2 noch den Transport
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von RhoA zur Teilungsfurche vermittelte (Abb. 3-38)eht der KIF3b-siRNA-vermittelte
Zytokinesedefekt (Abb. 3-36) wahrscheinlich auf dgstorten Transport von p0071 zur
Teilungsfurche zuriick. Dies bestatigen ebenfaklsAhalysen mit einem Fusionsprotein aus
p0071 und der Motordoméne von MKLP1l (MKLP1-p0071Red; Abb. 3-39). Dieses
Fusionsprotein lokalisiert an den Plus-Enden degrlappenden Mikrotubuli der zentralen
Spindel zum Beginn der Anaphase. Weder endogeras exmgenes p0071 zeigte in HelLa-
Zellen im Gegensatz zu MKLP1 diese Assoziationdeit zentralen Spindel, weshalb davon
auszugehen ist, dass die fusionierte MotordomaneMidLP1 funktionell ist. Das MKLP1-
p0071-DsRed-Fusionsprotein akkumulierte andersp@l3/1-WT-DsRed auch unabhangig
von KIF3b entlang der Teilungsfurche und konnteKlie3b-siRNA-induzierte Verringerung
der Myosin-lI-Aktivierung wahrend der ZytokineservbleLa-Zellen verhindern. p0071-WT-
DsRed und p0072vepl-DsRed waren dazu nicht in der Lage (Abb. 3udd Abb. 3-41).

Anhand der im Abs. 3.3 vorgestellten Ergebnissenki@in den Transport von p0071
postuliert werden, dass KIF3b und p0071 gemeinsam Zentrosom vorliegen und
maoglicherweise auch interagieren. Mit Beginn deitdge konnten p0071 und/oder KIF3b
posttranslationell so modifiziert werden, dass bdwdoteine eine héhere Affinitat zueinander
aufweisen. Auf diese Weise wuirde der Transport p0071 durch den KIF3-Komplex in
Richtung der Teilungsfurche zeitlich reguliert wemdkdnnen. An dieser Stelle ist anzu-
merken, dass der Austausch von drei Serinen in Afer-Doméne von plZ8 eine
Assoziation dieser Mutante mit den Spindelpolen neéiti der Mitose zur Folge hatte. Da
auch endogenes pl120 wahrend der Mitose Spindefsolzaert vorlag, kann spekuliert
werden, dass eine Dephosphorylierung dieser Setingeginn der Mitose zur Lokalisation
von p126™ an den Spindelpolen fiihrte (FRANZ und RIDLEY, 2p@a die entsprechenden
Serine in der Arm-Domane der p120-Catenine konedrsind, konnte eine Phosphorylierung
dieser den Mikrotubuli-assoziierten Transport vOO 7l beeinflussen.

Nach dem KIF3b-abhéangigen Transport von p0071 =ailuitgsfurche kénnte dort
vorhandenes ECT2 p0071 verankern und somit furedes&kumulation am Zentralkdrper
sorgen. Wie die in Abschnitt 3.1 vorgestellten Ewgese nahe legen, vermittelt die
Akkumulation von p0071 entlang der Teilungsfurclusammen mit ECT2 die Aktivierung
von RhoA, die wiederum essentiell fir Assemblierungl Kontraktion des Aktomyosin-
Ringes ist. Aul3erdem scheint p0071 im Komplex mmay®n an der Fusion von Rabll-
Vesikeln mit der PM zur Abschirung der Tochterzelleeteiligt sein (Abs. 3.2). p0071
konnte somit die Aktomyosin-basierte Einschnirung die Vesikel-basierte Abschnirung

wahrend der Zytokinese koordinieren helfen.
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4.4 p0071 als Bindeglied zwischen Aktomyosin-basierter
Einschnirung und Vesikel-basierter Abschnirung

Fur das Verstandnis der Zytokinese ist es esskmtiel raumliche und zeitliche
Koordination der stattfindenden Teilprozesse zsa@hitisseln. Die Relevanz dieser Thematik
wird durch die Hypothese unterstrichen, dass fehlee Zellteilungen zur Entstehung von
genetisch instabilen tetraploiden Zellen beitragha, bei der Entstehung diverser Tumoren
eine Rolle spielen kdonnen (FUJIWARAt al, 2005; BOVERI, 2008). Obwohl grof3e
Fortschritte bei der Aufklarung der Aktomyosin-teaten Einschnirung und der Vesikel-
basierten Abschnirung gemacht wurden, sind UbeZdaammenspiel beider Vorgange nur
wenige Informationen vorhanden. Die Ergebnissevibeliegenden Arbeit implizieren, dass
wahrend der Zytokinese humaner Zellen das von KIE3b Teilungsfurche transportierte
p0071 sowohl Uber die Modulation der RhoA-Aktivitah Aufbau und Kontraktion des
Aktomyosin-Ringes als auch Uber die Interaktion 8rapin und Rabll an der Fusion von
Vesikeln mit der PM um den Zentralkdrper beteiligt. Aufgrund dieser Befunde ist es
moglich, dass p0071 als Bindeglied zwischen beMergangen fungiert. Diese These wird
durch die Tatsache unterstitzt, dass Arm-Protddee €ine Vielzahl von Interaktionspartnern
in verschiedenste Signalwege involviert sind (Ab&. bis Abs. 1-3). Aufgrund dieser
Erkenntnisse erscheint es mdglich, dass p0071eigsprotein in der Zytokinese dafir sorgt:
(1) dass RhoA mit seinem Regulator (ECT2) und seiféfektoren (ROK, Citron und
Formine) interagieren kann und (2) dass im Anschp@071 tber die Assoziation mit Snapin
und Rab11 Faktoren fir die Fusion von Vesikeln ug&rt (Abb. 4-3). Ausgehend von den
Ergebnissen der vorliegenden Arbeit sollte in zdtgen Untersuchungen geklart werden,
wie p0071 das Zusammenspiel von Einschnirung urstihirung reguliert. Denkbar wéaren
in diesem Zusammenhang uUber RhoA-Effektoren indtezi®odifikationen, die p0071 die

Assoziation mit Snapin und Rab11 ermdglichen.
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Abb. 4-3: Modell zur Rolle von p0071 bei der Reorgaisation des Aktin-Zytoskeletts und der
Fusion von Rabl11-Vesikeln wahrend der Zytokinese hunaner Zellen

(A) Wéahrend der Zytokinese wird p0071 Uber KIF3 tgdtedimer aus KIF3a und KIF3b) zur
Teilungsfurche transportiert. (B) Dort akkumuliertECT2 dient p0071 als Anker. p0071
fuhrt zusammen mit ECT2 zur Anreicherung von aktiviehoA entlang der Teilungsfurche
und induziert im Komplex mit den RhoA-Effektoren RO Citron und mbDia2 die
Assemblierung und Kontraktion des Aktomyosin-Ring&) Durch Phosphorylierung oder
Dephosphorylierung modifiziertes p0071 interagimit dem SNARE-assoziierten Protein
Snapin, bindet Rabll-Vesikel und vermittelt dariidex Fusion dieser Vesikel mit der
Plasmamembran. (D) Diese Fusionsprozesse, bei deserur Inaktivierung von Rabll
kommt, fuhren zur physikalischen Trennung der Texdsllen.

odifiziertes
p0071
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5 Zusammenfassung

p0071 gehort zur Arm-Protein-Familie der p120-Catendie als Regulatoren der
Zell-Zelladhasion in dherens junctionsind in Desmosomen beschrieben worden. Neben
einer Assoziation mit Zell-Zell-Kontakten sind did20-Catenine auch im Zytoplasma und
im Zellkern zu finden, woraus auf zusatzliche Fionken in verschiedenen zellularen
Signalwegen geschlossen wurde. Arbeiten zu §186ad 5-Catenin legen eine gemeinsame
Funktion der p120-Catenine bei der Regulation detivitdt von GTPasen der Rho-Familie
nahe. Ausgehend von Voruntersuchungen die eine ziggm von p0071 entlang der
Teilungsfurche und am Zentralkérper wahrend deosétzeigten wurde die Rolle von p0071
bei der Teilung humaner Zelllinien untersucht.

Fur p0071 konnte eine bisher unbekannte Funktiordée Aktomyosin-vermittelten
Einschniirung sich teilender Zellen gezeigt werderdiesem Zusammenhang ist p0071 an
der lokalisierten Aktivierung von RhoA beteiligiedzur Assemblierung und Kontraktion des
Aktomyosin-Ringes fuhrt. An der Kontrolle der Rha¥divitat ist p0071 vermutlich auf
zwei eng verknupften Wegen beteiligt: 1) Durch bhgeraktion mit dem RhoA-GEF ECT2
wird ein Komplex gebildet, der den GDP/GTP-Austdusoar Aktivierung von RhoA effizient
katalysiert. 2) p0071 interagiert bevorzugt mitidin RhoA und kdnnte es in diesem
Zustand stabilisieren und/oder als Geristprotem Idieraktion von RhoA mit Effektor-
Proteinen begtinstigen.

Um die Tochterzellen nach der Aktomyosin-basiert&nschnirung physikalisch
voneinander zu trennen sind Vesikeltransport- uedikélfusionsprozesse essentiell. Die in
dieser Arbeit vorgestellten Ergebnisse geben Argasder Vermutung, dass p0071 ebenfalls
an der Fusion von Rabl1-Vesikeln mit der Plasmamambm Zentralkdrper beteiligt ist.
p0071 interagiert sowohl mit Rab1ll als auch denNARSE-assoziierten Protein Snapin,
dessen verringerte Expression wie die verringed@7 p-Expression die Akkumulation von
Rabll um den Zentralkdrper verursacht. In diesesa@menhang konnte gezeigt werden,
dass Rabll fur die Fusion von Vesikeln sehr waleistibh im aktiven Zustand vorliegen
muss und ECT2 eine Rolle bei der Aktivierung vomRaspielen konnte. Dabei ist allerdings
zu beachten, dass einige der beobachteten Effakteindirekte Folgen der gestérten RhoA-
Aktivierung sein kdnnten.

Fur den Verlauf der Zytokinese ist die rdumliched ureitliche Koordination der
einzelnen Schritte essentiell. Oftmals sind es btikouli-assoziierte Motorproteine der

Kinesin-Familie, die wichtige Regulatoren zu bestiten Zeiten an bestimmten Orten in der
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Zelle lokalisieren. KIF3b, eine Untereinheit desFBiKomplexes, interagiert mit pO07a
vitro und in vivo. Die Verringerung der KIF3b-Expression ging minesi signifikant
verringerten Assoziation von p0071 am Zentralkdrped einer gestérten Regulation der
RhoA-Aktivitat einher, die wie bei der Depletion rvop0O071 die Assemblierung des
Aktomyosin-Ringes behinderte. KIF3b scheint sorsgemtiell fir den Transport von p0071
zur Teilungsfurche und die p0071-vermittelte Modiola der RhoA-Aktivitat
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Abb. 7-1: ECT2 und MKLP1 depletierte HeLa-Zellen zégen schwere Zytokinese-Defekte

Mit Kontroll-, ECT2- bzw. MKLP1-siRNA transfiziertZellen wurden in der Prometaphase arretiert
und 90 Minuten nach dem Entfernen des S-Mediumd%n FA fixiert. AnschlieBend wurde der
Verlauf der Zytokinese dieser Zellen analysiert, BY WB-Analysen der ECT2- und MKLP1-Ex-
pression der transfizierten und synchronisierteha-€ellen. a-Tubulin diente zur Normalisierung.
Die relativen ECT2- und MKLP1-Proteinmengen sindDmagramm + STABW aufgetragen. (C) Zur
Quantifizierung des Zytokineseverlaufs wurden d&zégerten/gestorten Zytokinesen gezahlt und
durch die Anzahl aller beobachteter Zytokinesereijeim Diagramm ist der Prozentsatz gestorter
Zytokinesen £ STABW aus drei unabhéngigen Expertaredargestellt, bei denen jeweils mindestens
100 Zytokinesen gezahlt wurden. (¥[,05)
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pcDNA4 Kontrolle p0071

RhoA - aktiv

RhoA - gesamt

p0071

Abb. 7-2: Die Uberexpression von p0071 induziert diAktivierung von RhoA

HEK293-Zellen wurden 48 Stunden nach der Trangdekton pcDNA4 (Kontrolle) bzw. Flag-p0071-
WT-pcDNA4 lysiert. Die entsprechenden Lysate wurdié Rhotekin-Sepharose inkubiert und die
Eluate auf Anwesenheit von RhoA mittels WB analgtsi®ie Menge an aktivem, préazipitiertem
RhoA wurde auf die eingesetzte Gesamtmenge RhoAgiibhen. Die Analyse der p0071-Expression
erfolgte im WB mit Hilfe eines spezifischen Ak gege0071.

7.2 Pufferlosungen

Die verwendeten Chemikalien wurden soweit nichtemsidvermerkt von den Firmen Sigma-
Aldrich und Karl Roth bezogen.

2X YT-Medium 10 g/l NaCl; 10 g/l Hefe-Extrakt; 16 g/l Trypton

4x SDS-Ladepuffer 250 mM Tris/HCI (pH 6,8); 8% SDS (v/v);
10% (v/v)B-Mercaptoethanol; 30% Glyzerin (v/v);
0,25% (w/v) Bromphenolblau

6x DNA-Ladepuffer 0,25% (w/v) Bromphenolblau; 40% Glyzerin (v/v);
100 mM EDTA; 0,1% (v/v) SDS
10x Ponceau-Rot 2% (w/v) Ponceau S ; 30% (w/v) TCA,
30% (w/v) Sulfosalizylsaure
10x RNA-Ladepuffer 0,25% (w/v) Bromphenolblau; 30% (v/v) Glyzerin;
1 mM EDTA; 20 mM Natriumacetat; 40 mM Tris/HCI
(pH 7,8)
Blotpuffer 1 0,3 M Tris/HCI (pH 10,4); 20% (v/v) Methanol
Blotpuffer 2 25 mM Tris/HCI (pH 10,4); 20% (v/v) Methanol
Blotpuffer 3 25 mM Tris/HCI (pH 9,4); 40 mM-Aminocapronsaure;

20% (v/v) Methanol

Chemiluminenszenz-Lésungl 100 mM Tris/HCI (pH 8,5); 25 mM Luminol;
0,4 mM Coumarinsaure

Chemiluminenszenz-Lésung2 100 mM Tris/HCI (pH 8,5); 0,02% (v/v) 4D
Coomassie-Entfarbeldsung 7,5% (v/v) Essigsaure; 5% (v/v) Methanol
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Coomassie-Farbeltsung

DNA-Prazipitationspuffer

GET-Puffer

Glyzerin-Puffer
GST-Lysepuffer

GTC-Reagenz

IP-Puffer

LB-Agar

LB-Medium
MLB-Puffer

Mowiol

MT-Isolationspufferl

MT-Isolationspuffer2
MT-stabilisierender-Puffer

PBS

PBSE

SD-Agar

Stripping-Puffer
TBE-Puffer
TBS

0,25% (w/v) Coomassie brilliant blau R250;
9,2% (v/v) Essigsaure; 45% (v/v) Methanol

280 mM NacCl; 10 mM KCI; 12 mM Glukose;
50 mM 2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-
ethansulfonséaure (HEPES); 1,5 mM,NRQy; pH 7,05

25 mM Tris/HCI (pH 8,0); 50 mM Glukose;
10 mM Ethylendiamintetraacetat (EDTA)

50% (v/v) DNA-Prazipitationspuffer; 15% (v/v) Glyze

20 mM HEPES (pH 7,5); 150 mM NaCl;
10% (v/v) Glyzerin

0,8 M Guanidiniumisothiocyanat; 0,4 M Ammonium-
thiocyanat; 0,1 M Natriumacetat (pH 5);
5% (v/v) Glyzerin; 48% (v/v) Aqua-Roti-Phenol

20 mM Tris/HCI (pH 8); 137 mM NacCl,
1% (v/v) Igepal CA-630; 10% (v/v) Glyzerin;
2 mM EDTA

10 g/l NaCl; 10 g/l Trypton; 5 g/l Hefe-Extrakt;
20 g/l Agar; pH 7,0

10 g/l NaCl; 10 g/l Trypton; 5 g/l Hefe-Extralktd 7,0
50 mM Tris/HCI (pH 7,5); 200 mM NaCl; 5 mM Mg£l

1 mM EDTA,; 10% (v/v) Glyzerin;
1% (v/v) Igepal CA-630

5% (w/v) Mowiol; 30% (v/v) Glyzerin;
0,25% (w/v) 1,4-Diazabicyclo[2.2.2]octan (DABCO)

100 mM Piperazin-N,N'-bis-2-ethansulfonsaure (Ripes
pH 6,9); 1 mM MgSQ@ 2 mM Ethylenglykoltetraacetat
(EGTA); 0,5% (v/v) Igepal CA-630; 5 pg/ml Taxol;

2 pg/ml Latrunculin B; 200 pg/ml DNase I,

10 pg/ml Rnase A; 1 U/ml Mikrokokkus-Nuklease;

20 U/ml Benzonase

1 mM Pipes; 5 pg/ml Taxol

100 mM Pipes (pH 6,9); 4 M Glycerin; 2 mM EDTA;
1 mM EGTA; 0,5% (v/v) Triton X-100

135 mM NaCl; 2,5 mM KCI; 10 mM NEPOj;
1 mM KHPQy; pH 7,4

135 mM NaCl; 2,5 mM KCI; 10 mM NBIPO;;
1 mM KH,POy; 0,5 mM EDTA; pH 7,4

6,6 g/lYeast Nitrogen Bag@hne As);
2% (v/v) Glukose; 20 g/l Agar

0,2 M Glyzin/HCI (pH 2,5); 0,05% (v/v) Tween20
44,5 mM Tris/HCI; 44,5 mM Borsaure; 1 mM EDTA
10 mM Tris/HCI (pH 7,6); 100 mM NaCl
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TBST 10 mM Tris/HCI (pH 7,6) ; 100 mM NacCl;
0,1% (v/v) Tween20
TFB-I-Puffer 30 mMKaliumacetat (pH 5,8); 50 mM Mggl
100 mM KCI; 15% (v/v) Glyzerin
TFB-II-Puffer 10 mM 3-(N-Morpholino)-Propansulfonsaure (MOPS;
pH 7,0); 10 mM KCI; 75 mM Cagl 15% (v/v) Glyzerin
Tris/Glycin-Laufpuffer 25 mM Tris; 19,2 mM Glycin; 0,1% (v/v) SDS
YPD-Medium 20 g/l Pepton; 10 g/l Hefe-Extrakt; 2% (v/v) &Ghse

7.3 Verwendete Geréate

COs,-Inkubatoren
Durchflusszytometer FACScan
Konfokalmikroskopsystem TCS-SP2
Kihlzentrifuge Sigma 2-16PK

Mikroskop-System "Cell Observer"
Mikroskopsystem Nikon Eclipse E600
PerfectBlue Semi-Dry Elektroblotter
Photometer Genequant 1300
Schuttel-Inkubatoren
SDS-PAGE-System Mini-Protean
Sterilbank

Thermocycler T3

Thermomixer

Tischzentrifuge Biofuge pico

Heraeus Instruments; Bad Grund
BD Bioscience
Leica Microsystems

Fisher Bioblock Sciéatilllkirch Graffenstaden,
Frankreich

Carl Zeiss

Nikon

Peglab; Erlang

GE Healthcare; Minchen
GFL; Burgwedel

Biorad; Minchen
Kendro; Langenselbold
Biometra
Eppendorf; Hamburg
Heraeus Instruments

7.4 Verwendete DNA-Oligonukleotide

Tabelle 7-1: DNA-Oligonukleotide zur Klonierung

Die unterstrichenen Sequenzen markieren die Erkegssequenz der jeweiligen Restriktionsendo-
nuklease. Hervorgehoben ist die zur Optimierung Tanslation in einigen Oligonukleotiden ent-
haltene Kozack-SequenftzCC ACC). Die Sequenz des zu klonierenden Genprodukt&ustiv

dargestellt.

Name

Segenz5=2> 3

3+Mun | p0071 F AAT CAA TTGGCC ACC ATG CCA GCT CCT GAG CAG GCC

3+BamH | +S p0071 R TAA GGA TCTTACAC CCATGA GTC TGG GGA CCC

3+Mun | KIF3b F

GAGTCAG

TAA CAATTG GCC ACC ATG TCAAAG TTG AAAAGC TCA
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Name

Seqenz5=2> 3

3+Munl KIF3b As346 F

AAT CAA TTGGTC AAT GAG GAC CCC AAG GAT G

3+Sall KIF3b As345 +S R

TAAGTC GACTTACCTTGG TTTGTT CTT AATGTT TTT GG
AC

3+Sal | KIF3b +S R

AAG GTC GAGTA CTT TGG AAC CAG CCC CCG AGACTG

3+EcoR | RhoA F

AAT GAA TTAGCC ACC ATG GCT GCC ATC CGG AAG

3+Sal | RhoA +S R

AAT GTC GAGCA CAA GAC AAG GCACCCAGATITTITC

3+Kpnl Histon2B F

ACG GGT ACCGCC ACC ATG CCA GAG CCAGCG AAG TCT
GCT

3+BamH | Histon2B R

ACG GGATCGCG CTGGTG TACTTG GTG AC

3+EcoR | FIP4 As592 F

AAA GAATTC GCC ACC ATG ATA GAC ACC GCC TCG CGC
GAT GAG C

3+Sal |l FIP4 +S R

TAA GTC GACTA GTG TTT GAT CTC GAG GAT GGA G

3+EcoR | Rab11 F

TTC GAATTCGCC ACC ATG GCG GGG GCT GGT TCC GCC
GCT GTATC

3+Sal | Rab11l +S R

AAT GTC GACTTAGAT GTTCTG ACAGCACTGCACCTT TG
CTTG

3+EcoR | Snapin F

TTC GAATTCGCC ACC ATG GCG GGG GCT GGT TCC GCC
GCT GTATC

3+EcoR | Snapin As79 F

AAA GAA TTGAC CCC TAT GTT AAG AAG CTACTT AAT G

3+Sal | Snapin As78 +S R

AAA GTC GATCA AAG ATC CAG GGC CACCTT CTG ATC G

3+Sal | Snapin +S R

AAA GTC GATTATTT GCC TGG GGA GCC AGG G

3+BamH | MKLP1 F

TTT GGA TTCGCC ACC ATG AAG TCA GCG AGA GCT AAG
ACA CCC

3+Sac | Mun | MKLP1
As617 R

TTT GAG CTC CAATTGTTC ATG CCT TGC AAC CTG GCT T(Q
AAT CTG

Tabelle 7-2: DNA-Oligonukleotide zur Mutagenese

Das von der Mutagenese betroffene Codon ist heelmigen und die ausgetauschten Nukleotide des

Codons zusatzlich unterstrichen.

Name

Segenz5=2> 3

Rab11-DA (Q70L) F

TGG GAC ACA GCA GGGTA GAG CGA TAT CGA GCT ATA

Rab11-DA (Q70L) R

TAT AGC TCG ATATCG CTCTAG CCCTGC TGT GTC CCA

Rab11-DN (S25N) F

CT GGT GTT GGA AABAT AATCTCCTGTCT C

Rab11-DN (S25N) R

G AGA CAG GAG ATATT CTT TCC AAC ACC AG

RhoA-DA (Q63L) F

G GAC ACA GCT GGE&TG GAA GAT TAT GAT CGC C

RhoA-DA (Q63L) R

G GCGATCATAATCTTGCAG CCCAGCTGT GTCC

RhoA-DN (T19N) F

GT GAT GGA GCC TGT GGA AABAC TGC TTG CTC ATA GTC

RhoA-DN (T19N) R

GAC TAT GAG CAAGCAGTT CTT TCC ACAGGC TCC ATCAC
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7.5 Verwendete siRNAs und Plasmide

Tabelle 7-3: Ubersicht der eingesetzten siRNAs
Sind zwei verschiedene siRNA fir eine mRNA angegebe wurde fiir deren Repression ein Mix aus

beiden siRNAs transfiziert.

Name der reprimiertes _ .

SsiRNA Genprodukt SIRNA-Sequenz 53 3
p0071-siMAX p0071 UGGAUAACGAUAGAGUUGUUUCUUCCGTdT
KIF3b-siRNA#1 KIF3b CCAACUUAAUCUGGUUGAAdTIT
KIF3b-siRNA#2 KIF3b GAAUAGCUGUGUGAUUGAAdTIT
ECT2-siRNA ECT2 CAAGAGUGAUAUUGGUUCAdTAT
MKLP1-siRNA#1 MKLP1 CGACAUAACUUACGACAAAUUITIT
MKLP1-siRNA#2 MKLP1 UUACGUGAAGCUGGUAAUATIT
Snapin-siRNA Shapin GACGCGUUGUCUUGGUUAACAdTIT
Kontroll-siRNA | - UGCGCUAGGCCUCGGUUGCUUdTIT

Tabelle 7-4: Ubersicht der verwendeten shRNA-Vektan

Zur Generierung der aufgefiihrten shRNA-VektorendeuwtasBLOCK-iT™ Inducible H1 RNAI Entry
Vector Kit (Invitrogen) nach Angaben des Herstellers verwen@ée hervorgehobene Sequenz
entspricht derLoop-Sequenz. Die unterstrichenen Sequenzen sind rekensplementar zur
Ausbildung doppelstrangiger RNA.

reprimiertes :
Vektorname shRNA-Sequenz 5> 3
Genprodukt
p0071-sh#4- 00071 GCACAUUACUCCUAUAUAUGACGAAUCAUAU
PENTR/H1/TO AUAGGAGUAAUGUGC
p0071-sh#6- 00071 GAUAACGAUAGAGUUGUUUCUCGAAAGAAAC
PENTR/H1/TO AACUCUAUCGUUAUC
Kontroll-sh- AAATCGCTGATTTGTGTAGTCGGAGACGACTA
PENTRHLTO | CACAAATCAGCGA

Tabelle 7-5: Ubersicht der verwendeten Vektoren fudie Hefe-Dihybrid-Analysen
Die aufgelisteten Plasmide wurden fur Interaktiotnd®en in YRG2-Hefezellen verwendet. Die
Herkunft von Plasmiden, die nicht im Rahmen derliegenden Arbeit konstruiert wurden ist in

Klammern angegeben.

. _— : Restriktions-
Plasmidname exprimiertes Protein Ausgangsvektor
endonukleasen
p0071-ArmpGBKT7 | GAL4-DNA-BD-p0071-Arm pGBKT7
EcoR I/Sal |
(M. Hatzfeld) (As 510-988) (Clontech)
p0071-ArmArep4-9 GAL4-DNA-BD-p0071-Arm pGBKT7
EcoR I/Sal |
(M. Hatzfeld) (AAs 639-988) (Clontech)
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: - : Restriktions-
Plasmidname exprimiertes Protein Ausgangsvektor
endonukleasen
p0071-ArmArepl GAL4-DNA-BD-p0071-Arm pGBKT7 Eco RI/
(M. Hatzfeld) (AAs 510-552) (Clontech) Xho | >Sal |
pGADT7 Mun | > EcoR I/
KIF3b-WT-pGADT7 | GAL4-AD-KIF3b-WT
(Clontech) Sal > Xho |
GAL4-AD-KIF3b-NT pGADT7 Mun | > EcoR I/
KIF3b-NT-pGADT7
(As 1-345) (Clontech) Sal |
GAL4-AD-KIF3b-CT pGADT7
KIF3b-CT-pGADT7 EcoR I/Sal |
(As 346-747) (Clontech)
pGBKT7
Rabl11-WT-pGBKT7 | GAL4-DNA-BD-Rab11-WT] EcoR I/Sal |
(Clontech)
. _ pGADT7
Snapin-WT-pGADT7 | GAL4-AD-Snapin-WT EcoR I/Sal |
(Clontech)
_ GAL4-AD-Snapin-NT pGADT7
Snapin-NT-pGADT7 EcoR I/Sal |
(As 1-78) (Clontech)
_ GAL4-AD-Snapin-CT pGADT7
Snapin-CT-pGADT7 EcoR I/Sal |
(As 79-136) (Clontech)

Tabelle 7-6: Ubersicht der verwendeten Vektoren fiidie bakterielle Expression von Proteinen

Die aufgelisteten Plasmide wurden zur Expressianatigegebenen Fusionsproteine in &ercoli
Stamm BL21 DE3 transformiert. Die Herkunft von téden, die nicht im Rahmen der vorliegenden
Arbeit konstruiert wurden ist in Klammern angegeben

: _ . Restriktions-
Plasmidname exprimiertes Protein Ausgangsvektor
endonukleasen

p0071-Arm- GST-p0071-Arm pGex-5x4 EcoR I/Sal |
pGex-5x-1 (As 510-993) (Amersham)
p0071-Arm-pRSETA | Hise-p0071Arm pRSETA EcoR I/
(M. Hatzfeld) (As 510-993) (Invitrogen) Sal 1= Xho|
Rab11-WT- GST-Rab11-WT pGex-54- EcoR I/Sal |
pGex-5x-1 (Amersham)
Rab11-DA- GST-Rab11-DA (Q70L) pGex-5%- EcoR I/Sal |
pGex-5x-1 (Amersham)
Rab11-DN- GST-Rab11-DN (S25N) pGex-5x-1 EcoR I/Sal |
pGex-5x-1 (Amersham)
FIP4 (As 592-637)- | GST-FIP4 (As 592-637) pGex-5k- EcoR I/Sal |
pGex5x-1 (Amersham)
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Tabelle 7-7: Ubersicht der verwendeten Vektoren fiidie Expression in humanen Zelllinien

Die aufgelisteten Plasmide wurden je nach Versumtggmben mittels Kalziumphosphat-Koprazi-
pitation bzw. Lipofektion in humane Zelllinien trsfiziert. Die Herkunft von Plasmiden, die nicht im

Rahmen der vorliegenden Arbeit konstruiert wurdgnn Klammern angegeben.

Restriktions-

Plasmidname exprimiertes Protein Vektor

endonukleasen
pRaichul026 Racl-Biosensor | - | aee
(M. Matsuda)
pRaichul069 Cdc42-Biosensor | == e
(M. Matsuda)
pRaichul1298 RhoA-Biosensor |  -— | -
(M. Matsuda)
pHA-C2 HA-Tag pEGFP-C2 (Clontech) Nhe I/EcoR |
pRFP-C2 RFP pEGFP-C2 (Clontech Nhe I/Bgl 1l
p0071-WT-pHA-C2 HA-p0071-WT pHA-C2 Mun-® EcoRI/

BamH |

p0071-WT-pcDNA3- | Flag-p0071-WT pcDNA3-Flag | -
Flag (S. Huttelmaier) (S. Huttelmaier)
pO071-WT- V1-Flag-p0071-WT pV1-Flag:2 Mun | = EcoRl/
pV1-Flag-C2 (S. Huttelmaier) BamH |

(M. Hatzfeld)

p0071-WT-pEGFP-C2

EGFP-p0071-WT

pEGFP-C1 (Clontec

h) BamH I/EcoR |

pV2-HA-C2

pO0071-WT-pcDNA4 | Myc-Hisg-p0071-WT pcDNA4/TO/Myc- BamH I/Xho |
(M. Hatzfeld) His (Invitrogen)

p0071-WT-pDsRed- | p0071-WT-DsRed pDsRed-N1 BamH 1> Bgl II/
N1 (M. Hatzfeld) (Clontech) Xho |l > Sall
p0071Arepl- p0071Arepl QAs 510-552) pDsRed-N1
pDsRed-N1 DsRed (Clontech)

(M. Hatzfeld)

MKLP1-NT- MKLP1-(As 1-617) DsRed pDsRed-N1 BamHpi Bgl 1l/
pDsRed-N1 Sac |
MKLP1-p0071-WT- | MKLP1 (As 1-617)-p00711 MKLP1-NT-pDsRed-| Mun | - EcoRI/
pDsRed-N1 WT-DsRed N1 BamH |
p0071-Arm- V1-Flag-p0071Arm pV1-Flag-C2 EcoR I/Sal |
pV1-Flag-C2 (As 510-993) (S. Huttelmaier)

p0071-Arm- EGFP-p0071Arm pPEGFP-C2 (Clontech EcoR I/Sal |
pEGFP-C2 (As 510-993)

RhoA-WT- V2-HA-RhoA-WT pV2-HA-C2 (S. EcoR I/Sal |

Huttelmaier)
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: _ : Restriktions-
Plasmidname exprimiertes Protein Vektor
endonukleasen
RhoA-WT- EGFP-RhoA-WT pPEGFP-C2 (Clontech) EcoR I/Sal |
pEGFP-C2
RhoA-DA- V2-HA-RhoA-DA (Q63L) | pV2-HA-C2 (S| EcoRl/Sall
pV2-HA-C2 Huttelmaier)
RhoA-DA-pEGFP-C2| EGFP-RhoA-DA (Q63L) pEGFP-C2 (Gkoh)| EcoR l/Sal |
RhoA-DN- V2-HA-RhoA-DN (T19N) pV2-HA-C2 (S EcoR I/Sal |
pV2-HA-C2 Huttelmaier)
RhoA-DN-pEGFP-C2| EGFP-RhoA-DN (T19N) pEGFP-C2 (Géum) EcoR I/Sal |
ECT2-WT- V2-HA-ECT2-WT pVen2-HA-C2 (S| EcoR I/Xho I>
pV2-HA-C2 Huttelmaier) Sal |
ECT2-WT-pEGFP-C2] EGFP-ECT2-WT pEGFP-C2 (ClontechicoR I/Xho |>
Sall
ECT2-WT- Flag-ECT2-WT pcDNA3-Flag (S. EcoR I/Xho |
pcDNA3-Flag Hittelmaier)
ECT2-NT- V2-HA-ECT2-NT pV2-HA-C2 (S.| EcoR I/Xho I>
pV2-HA-C2 (As 1-333) Hittelmaier) Sal |
ECT2-CT- V2-HA-ECT2-CT pV2-HA-C2 (S.| EcoR I/Xho 1>
pV2-HA-C2 (As 415-883) Huttelmaier) Sall
ECT2-CT- Flag-ECT2CT pcDNA3-Flag (S.| EcoR I/Xhol
pcDNA3-Flag (As 415-883) Huttelmaier)
KIF3b-WT- Flag-KIF3b-WT pcDNA3-Flag (S} Mun |- EcoR I/
pcDNA3-Flag Huttelmaier) Sal 1= Xholl
KIF3b-NT-pRFP-C2 RFP-KIF3INT pRFP-C2 Mun > EcoR I/
(As 1-345) Sal |
KIF3b-CT-pRFP-C2| RFP-KIF3I&T pRFP-C2 EcoR I/Sal |
(As 346-747)
Rab11-WT- V2-HA-Rab11-WT pV2-HA-C2 EcoR I/Sal |
pV2-HA-C2 (S. Huttelmaier)
Rabl11-WT- Flag-Rab11-WT pcDNA3-Flag EcoR I/
pcDNA3-Flag (S. Huttelmaier) Sal |2 Xho |
Rab11-WT-pRFP-C2| RFP-Rabl1l-WT pRFP-C2 EcoR I/Sal
Rab11-DA- V2-HA -Rab11-DA (Q70L) pV2-HA-C2 EcoR I/Sal |
pV2-HA-C2 (S. Huttelmaier)
Rab11-DA-pRFP-C2 | RFP-Rab11-DA (Q70L) pRFP-C2 Ed&Rlll
Rab11-DN- V2-HA -Rab11-DN (S25N) pV2-HA-C2 EcoR I/Sal |
pV2-HA-C2 (S. Hittelmaier)
Rab11-DN-pRFP-C2 | RFP-Rabl11-DN (S25N) pRFP-C2 E¢SRI |
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: _ : Restriktions-
Plasmidname exprimiertes Protein Vektor
endonukleasen
Snapin-WT- Flag-Snapin-WT pcDNA3-Flag EcoR I/
pcDNA3-Flag (S. Huttelmaier) Sal 1= Xhol

7.6 Verwendete Bakterien- und Hefestamme

Tabelle 7-8: VerwendeteE. coli-Stamme
Der E. coliStamm JM109 wurde fir Klonierungsarbeiten und &amm BL21 DE3 fir die
Expression von Proteinen verwendet.

Stamm

Genotyp

BL21 DE3 | F ompT, hsdSB §,n), gal(Aclts857 ind1,Sam7, nin5, lacUV5-T7genel), dcm (DE3)

JM109 el4(McrA) recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR{rz™ mk*) supE44 relAlA(lac-proAB
[F" traD36 proAB laciZAM15]

Tabelle 7-9: Genotyp des verwendeten Hefestammes &R

Stamm

Genotyp

lacZ

YRG2 MATa,ura3-52, his3-200, ade2-101, lys2-801, trpl-9ei2t3, 112, gal4-542,
gal80-538, LYSZ::UA§L1-TATAGA|_1-HISS, URA::UASaM 17mers(x3)TATA:yc1'

7.7 Verwendete Zelllinien

Tabelle 7-10: Verwendete Zelllinien

Zelllinie Beschreibung Referenz
HEK?293 humane embryonale Nierenzellen (GRAHAMI, 1977)
HelLa SS6 | humane epitheliale Zervix-Kazinom-Zeldini (GEY, 1952)
MCE-7 humane Mamma-Adenokarzinom-Zelllinie (SOUeEal, 1973)

7.8 Verwendete Kits

Tabelle 7-11: Verwendete Kits

Bezeichnung Hersteller
Jetquick Gel Extraction Kit Genomed
Jetquick PCR Purification Kit Genomed
Jetquick Plasmid Miniprep Kit Genomed
Jetquick Plasmid Midiprep Kit Genomed
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Bezeichnung Hersteller
Jetquick Plasmid Maxiprep Kit Genomed
TOPO TA Cloning Kit Invitrogen
MicroBC-Assay Interchim
TNT® Coupled Reticulocyte Lysate Promega
RhoGEF Exchange Assay Biochem Kit Cytoskeleton

7.9 Verwendete Antikdrper

Tabelle 7-12: Eingesetzte Primar-Antikorper
Die aufgelisteten Ak wurden wie angegeben fur dienunzytologie (IC), Western Blots (WB) und
Immunprazipitationen (IP) eingesetzt.

Name Typ / Spezies Verdinnungen Herkunft
Anti-alpha-Tubulin mAk / Maus 1:1500 IC; 1:3000 WB | Sigma
Anti-p0071-tail#10 pAk / Meerscheinchegn 1:10.0001€10.000 WB | M. Hatzfeld
Anti-phospho-MRLC | pAk / Kaninchen 1:50 IC; 1:250 WB Cell Signaling
Anti-RhoA mAk / Maus 1:50 IC; 1:250 WB Santa Cri&afta

Cruz; USA)
Anti-Flag-M2 mAK / Maus 1:1000 IC; 1:2000 WB Sigma
Anti-HA pAk / Kaninchen 1:500 IC; 1:2000 WB Rocklan

(Gilbertsville; USA)
Anti-GFP pAk / Kaninchen 1:2500 WB; 1:250 IP Ineigren
Anti-Ect2 pAk / Kaninchen 1:500 IC; 1:1000 WB Safauz
Anti-Myc mAKk / Maus 1:2000 WB; 1:200 IP Sigma
Anti-KIF3b pAk / Kaninchen 1:100 IC; 1:500 WB Sarauz
Anti-Rab11 pAk / Kaninchen 1:250 IC Invitrogen
Anti-Rab11 mAk / Maus 1:500 WB BD Bioscience
Anti-His mAk / Maus 1:2000 WB Qiagen (Hilden)
Anti-Snapin pAk / Kaninchen 1.1001IC Synaptic  Syss$g

(Géttingen)
Anti-MKLP1 mAk / Maus 1:1000 WB BD Bioscience
Maus-Kontroll-IgG mAK / Maus 1:50 IP Abcam

Tabelle 7-13: Eingesetzte Sekundar-Antikorper

Die Sekundar-Ak fir die Immunzytologie (IC) warefevangegeben mit verschiedenen Fluoreszenz-
farbstoffen und die Sekundar-Ak fir Western Blotaiysen (WB) mit der Meerrettich-Peroxidase
(HRP) konjugiert.

Name Typ / Spezies | Verdunnungen | Herkunft
Anti-Maus Alexa Fluor 350 pAk / Esel 1:200 IC Imgigen
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Name Typ / Spezies | Verdinnungen | Herkunft
Anti-Maus Alexa Fluor 488 pAk / Ziege 1:400 IC lingigen
Anti-Maus Cy3 pAk / Esel 1:500 IC Dianova
(Hamburg)
Anti-Meerschweinchen Alexa Fluor 488 pAk / Ziege 400 IC Invitrogen
Anti-Meerschweinchen Alexa Fluor 594 pAk / Ziege 400 IC Invitrogen
Anti-Kaninchen Alexa Fluor 488 pAk / Ziege 1:400 IC Invitrogen
Anti-Kaninchen Alexa Fluor 594 pAk / Ziege 1:400 IC Invitrogen
Anti-Meerschweinchen HRP pAk / Esel 1:.15000 WB [z
Anti-Maus HRP pAk / Esel 1:20000 WB Dianova
Anti-Kaninchen HRP pAk / Esel 1:.40000 WB Dianova

7.10  Abklrzungsverzeichnis

A Alanin

Abb. Abbildung

Abs. Abschnitt

AD Aktivierungsdoméane

Als adherens junctions

Ak Antikorper

APC adenomatous polyposis coli

APC/C Anaphase promoting complex/cyclosome

Arf ADP-Ribosylierungs-Faktor

Arm Armadillo

ARVCF armadillo-repeat protein deleted in velo cardio-fc
syndrom

As Aminoséure

ATP Adenosintriphosphat

BCA bicinchoninic acid

BD Bindedoméane

BFP blue-fluorescent-protein

BIFC Bimolecular fluorescence complementation

BRCT breast cancer 1 C-terminal

BSA bovines Serumalbumin

bzw. beziehungsweise

ca. cirka

CBD Catenin-Bindedoméne

Cdc42 cell division cycle 42

Cdk Cyclin dependent kinases

cDNA komplementare DNA
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Xl

CFP
CK1
CL
CMB
CPC
CT

DA
DABCO
DAPI
Dbl
dCTP
DG
DH
DIC
DMEM
DMSO
DN
DNA
DNase
dNTP
DTT
ECT2
EDTA
EGFP
EGTA
et al.
FA
F-Aktin
FBS
FH

FIP
FRET
GAP
GDI
GDP
GEF
GET
GFP
GLUT
GM1
GSK3$

cyan-fluorescent-protein
Casein-Kinase 1
Chemilumineszenz

cadherin major branch

chromosomal-passenger-complex
C-terminal

dominant aktiv
1,4-Diazabicyclo[2.2.2]octan
4',6-Diamidino-2-Phenylindol
Diffuses B-Zell Lymphom
Desoxycytidintriphosphat
Deckglaschen

Dbl-homolog

Differentieller Interferenz Kontrast
Dulbecco’s modified Eagel's medium
Dimethylsulfoxid

dominant negativ
Desoxyribonukleinsaure
Desoxyribonuklease
Desoxyribonukleotidtriphosphat
Dithiothreitol

Epithelial Cell Transforming Gene2
Ethylendiamintetraacetat

enhanced green-fluorescent-protein
Ethylenglykoltetraacetat

et altera

Formaldehyd

filamentdses Aktin

fetal bovine serum
Formin-homolog

Rabl1-family-interacting proteins

Fluorescence resonance energy transfer

GTPase-aktivierendes Protein
GDP-Dissoziationsinhibitor
Guanosindiphosphat
Guanosinnukleotid-Austauschfaktor
Glukose-EDTA-Tris
green-fluorescent-protein
Glukose-Transporter
Monosialotetrahexosylgangliosidl
Glykogen-Synthase-Kinasé3-
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X1V

GST
GTC
GTP
GTPase
H

HA
HEK293
HelLa
HEPES

His
HRP

g
INCENP
IP
IPTG
KAP
KIF

L

LB
LEF
mAK
mant
MCF-7
MELC
MgcRacGAP
MHC
MKLP1
MLB
MOPS
MRLC
MT

N
NaOH
NK«B
NT
Nuf
PAGE
pAk
PAK1
PAPIN

Glutathiors-Transferase
Guanidiniumthiocyanat
Guanosintriphosphat
Guanosintriphosphatase

Histidin

Hamagglutinin Epitop

Human Embryonic Kidney 293
Henrietta Lacks

2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-
ethansulfonséaure

Histidin

Meerrettich-Peroxidase
Immunglobulin

Inner centromere protein antiged85/155kDa
Immunprézipitation
IsopropyB-D-thiogalactopyranosid
Kinesin associategrotein

Kinesin superfamily protein

Leucin

Luria Bertani

lymphoid enhancer factor
monoklonaler Antikdrper
N-methylanthraniloyl

Michigan Cancer Foundation
myosin-1l essential light chain
male-germ-cell Rac GTPase-activating protein
myosin-Il heavy chain

mitotic kinesin-like protein 1
Magnesium-Lysepuffer
3-(N-Morpholino)-Propansulfonsaure
myosin-II regulatory light chain
Mikrotubuli

Asparagin

Natriumhydroxid

nuclear factor kappa B

N-terminal

nuclear fallout
Polyacrylamid-Gelelektrophorese
polyklonaler Antikorper
p21-Activated Kinasel

plakophilin related armadillo repeat protein-
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XV

PBD
PBS
PBSE
PCR
PD
PDz
PH
Pipes
PKN
Plk1
PRC1
PT

Rab
Racl
Ras
RBD
RFP
Rho
RIPA
RNA
RNase
ROK
rRNA
RT

SD

SDS
siRNA
shRNA
S-Medium
SNARE

STABW
Synel

Tab.
TBE
TBS
TBST

interacting PDZ protein
Polo-Box-Domane

phosphate buffered saline

phosphate buffered salinEDTA
Polymerase-Kettenreaktion
pulldown

PSD-95/DIg-A/Zo-1
Pleckstrin-homolog
Piperazin-N,N'-bis-2-ethansulfonsaure
Protein Kinase N

Polo-like-kinasel

protein regulator of cytokinesisl
Phosphatase

Glutamin

Ras-related in brain

Ras-related C3 botulinum toxin substratel

Rat Sarcoma
RhoA-Bindedoméane

red-fluorescent-protein

ras homolog gene family

radio-immuno-pecipitation-assay
Ribonukleinséaure
Ribonuklease

Rho Kinase

ribosomale RNA
Raumtemperatur

Serin

minimal synthetic defined
Natrium-Dodecylsulfat

small interfering RNA

small hairpin RNA
Nocodazol-haltiges Synchronisationsmunedi

soluble N-ethylmaleimide-sensitive-factor attachimen
receptor

Standardabweichung

synaptic nuclear envelope proteinl
Threonin

Tabelle

Tris-Borat-EDTA
tris buffered saline
tris buffered saline-Tween20
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TCA Trichloressigsaure
TCF T-cell factor
TGN Trans-Golgi-Netzwerk
t-SNARE target-SNARE
Tris Tri(hydroxymethyl)-aminomethan
Tween20 Polyoxyethylensorbitan-Monolaurylséure
u. a. unter anderem
uv Ultraviolett
V1 bzw. V2 Venusl bzw. Venus2
VAMP Vesicle-associated membrane protein
v-SNARE vesicleSNARE
w Tryptophan
WB Western Blot
WT Wildtyp
YFP yellow-fluorescent-protein
YPD Hefeextrakt-Pepton-Dextrose
YT Hefeextrakt-Trypton
B-TrCP [FTransducin repeat containing protein
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