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1 Einleitung 

1.1 Die Armadillo-Protein-Familie 

In der Arm- (Armadillo) Protein-Familie werden eine Vielzahl von Proteinen zusam-

mengefasst, die in Größe und Funktion variieren. Charakterisiert werden diese Proteine durch 

ihre zentrale Arm-Domäne. Die Arm-Domäne ist aus einer variablen Anzahl eines 42 Amino-

säuren (As) langen, sich wiederholenden Motivs (Arm-Wiederholungen) aufgebaut. Dieses 

Motiv wurde ursprünglich im Segment-Polaritätsgenprodukt Armadillo aus Drosophila mela-

nogaster identifiziert (RIGGLEMAN et al., 1989; PEIFER et al., 1994). Strukturanalysen 

lassen vermuten, dass die dreidimensionale Struktur der Arm-Wiederholungen unter den 

Arm-Proteinen konserviert ist. Eine einzelne Arm-Wiederholung besteht aus drei α-Helices. 

Zwei aufeinander folgende Arm-Wiederholungen interagieren so miteinander, dass eine 

rechtsgewundene Superhelix entsteht, die eine positiv geladene Oberfläche für Protein-

Protein-Interaktionen bildet (HUBER et al., 1997; CHOI und WEIS, 2005). Die N- und C-

terminalen Domänen der Arm-Proteine unterscheiden sich im Gegensatz zu den Arm-

Domänen sehr deutlich in Größe und Sequenz. Vermutlich wird ein Teil der unterschiedlichen 

Funktionen der Arm-Proteine über deren N- und C-terminale Domänen vermittelt. Neben 

zahlreichen Vertretern im Tierreich existieren auch Arm-Proteine im Reich der Pflanzen und 

der Pilze, was für eine frühe Entstehung dieser Proteinfamilie in der Evolution spricht 

(COATES, 2003). 

Für Proteine mit einer Arm-Domäne sind vielfältige Funktionen beschrieben. 

Importin-α, das in vielen Eukaryoten identifiziert wurde, ist zum Beispiel am Kernimport von 

Proteinen mit Kern-Lokalisierungssignal beteiligt (YANO et al., 1994; MOROIANU et al., 

1995; GOLDFARB et al., 2004). Ein weiterer Vertreter der Arm-Proteinfamilie, Smg-GDS, 

wurde als GEF (Guanosinnukleotid-Austauschfaktor) für die Ras-verwandte GTPase (Gua-

nosintriphosphatase) Rap1 beschrieben. Bemerkenswert ist dabei, dass die Arm-Domäne von 

Smg-GDS nahezu das gesamte Protein ausmacht und somit höchstwahrscheinlich der 

GDP/GTP-Austausch von einem Teil der Arm-Domäne katalysiert wird (YAMAMOTO et 

al., 1990; KIKUCHI et al., 1992; PEIFER et al., 1994). 

Die Arm-Proteine werden anhand der Organisation ihrer Arm-Domäne und ihrer 

Funktion in verschiedene Unterfamilien eingeteilt. Die beiden wichtigsten Unterfamilien sind 

die klassischen Catenine und die p120-Catenine (Abb. 1-1). Zu den klassischen Cateninen 

gehört zum Beispiel das Segment-Polaritätsgenprodukt Armadillo, welches das D. melano-

gaster-Homolog zum β-Catenin der Säugetiere darstellt. β-Catenin und Plakoglobin werden 
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ebenfalls zu den klassischen Cateninen gezählt. Zu den p120-Cateninen gehören p120ctn, 

p0071, δ-Catenin und ARVCF (armadill-rrepeat gene deleted in velo cardio facial syndrome) 

sowie die entfernter verwandten Plakophiline 1-3. Vertreter der klassischen und der p120-

Catenine wurden sowohl in Vertebraten, als auch in Evertebraten identifiziert, wobei die 

Anzahl an p120-Cateninen in Vertebraten besonders in Säugetieren deutlich zunimmt 

(HATZFELD, 1999; HATZFELD, 2005; MCCREA und PARK, 2007).  
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Abb. 1-1: Schematischer Aufbau der humanen klassischen Catenine und der p120-Catenine 
Die Arm-Domäne der klassischen Catenine (oben) besteht aus 12 Arm-Wiederholungen, wobei die 
beiden letzten Arm-Wiederholungen durch eine kurze Sequenz von der übrigen Arm-Domäne getrennt 
sind. Die Arm-Domäne der p120-Catenine (unten) besteht dagegen nur aus neun, auch räumlich 
anders organisierten Arm-Wiederholungen.  

1.2 Die Catenine sind multifunktionelle Arm-Proteine  

Die Catenine aus der Arm-Proteinfamilie (β-Catenin, Plakoglobin und p120-Catenine) 

haben als Strukturproteine in AJs (adherens junctions) und Desmosomen gemeinsame Funkti-

onen. Cadherine vermitteln den Zell-Zell-Kontakt in AJs und Desmosomen. Diese transmem-

branen Glykoproteine gehen über ihre N-terminale, extrazelluläre Domäne Kalzium-ab-

hängige Bindungen ein. Die intrazelluläre Domäne variiert innerhalb der Cadherin-Super-

familie und wurde zur Unterteilung der Cadherine in Unterfamilien herangezogen. Vertreter 
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der Superfamilie sind unter anderem die klassischen Cadherine der AJs (E- (epithelial), N- 

(neuronal) und P- (plazental) Cadherin), sowie die desmosomalen Cadherine (Desmocolline 

und Desmogleine) (PATEL et al., 2003). Kürzlich wurden die Cadherine basierend auf 

Sequenz- und Strukturanalysen der extrazellulären Domänen neu klassifiziert und die klas-

sischen sowie die desmosomalen Cadherine in der Familie C-1 des CMB (cadherin major 

branch) zusammengefasst (HULPIAU und VAN ROY, 2009). 

Die Catenine aus der Arm-Proteinfamilie regulieren in AJs und Desmosomen die 

Stabilität der Cadherine und verknüpfen diese über weitere Proteine mit dem Aktin-

Zytoskelett bzw. mit Intermediärfilamenten (GOODWIN und YAP, 2004). Neben dieser 

Rolle als Strukturproteine werden den Arm-Cateninen Funktionen in verschiedensten Signal-

wegen in der Zelle zugeschrieben. Gut charakterisiert sind solche Funktionen bisher für 

β-Catenin und p120ctn. 

β-Catenin, der bekannteste Vertreter der Arm-Protein-Familie, hat multiple Funk-

tionen als Strukturprotein in AJs und als Signaltransduktionsmolekül des Wnt-Signalweges 

im Zytoplasma sowie im Zellkern. In AJs interagiert β-Catenin über seine Arm-Domäne mit 

einem C-terminalen Abschnitt der Cadherine (E- und N-Cadherin), der als CBD (Catenin-

Bindedomäne) beschrieben wurde. Über die Interaktion mit α-Catenin vernetzt β-Catenin die 

Cadherine mit dem Aktin-Zytoskelett. Diese Vernetzung bewirkt eine Verstärkung der 

Cadherin-basierten Zell-Zell-Adhäsion (OZAWA et al., 1989; GATES und PEIFER, 2005; 

PEREZ-MORENO und FUCHS, 2006). Die Interaktion der klassischen Cadherine mit 

β-Catenin, die durch verschiedene Proteine, darunter die Src-Kinase, beeinflusst wird, kon-

trolliert die Menge an zytoplasmatischem β-Catenin. Kommt die β-Catenin-Cadherin-Inter-

aktion zum Beispiel aufgrund des Fehlens klassischer Cadherinen an der Zelloberfläche nicht 

zustande, führt dies zu erhöhten Mengen von β-Catenin im Zytoplasma (BEHRENS et al., 

1993; ROURA et al., 1999; HUBER und WEIS, 2001; QI et al., 2006). Zytoplasmatisches 

β-Catenin wird konstitutiv von einem Komplex aus CK1 (Casein-Kinase 1), GSK3-β (Glyko-

gen-Synthase-Kinase 3-β), APC (adenomatous polyposis coli) und Axin phosphoryliert. Phos-

phoryliertes β-Catenin wird durch den β-TrCP-E3-Ubiquitin-Ligase-Komplex (β-Transducin 

repeat containing protein) ubiquitinyliert und über das 26S Proteasom abgebaut (YOST et al., 

1996; HART et al., 1999; LIU et al., 2002; XING et al., 2003; LUO und LIN, 2004). 

Vereinfacht dargestellt, akkumuliert β-Catenin nach Aktivierung des Wnt-Signals im 

Zytoplasma, da die für den β-Catenin-Abbau verantwortlichen Proteine Axin und GSK3-β 

über Dishevelled an den Wnt-Rezeptor-Komplex an der Zelloberfläche rekrutiert werden 

(YANAGAWA  et al., 1995; BHANOT et al., 1996; STEITZ et al., 1996; YANAGAWA et 
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al., 1997; PINSON et al., 2000; WEHRLI et al., 2000). β-Catenin transloziert in den Zellkern, 

interagiert dort unter anderem mit Transkriptionsfaktoren der TCF/LEF-Familie (T cell 

factor/lymphoid enhancer factor) und aktiviert auf diese Weise die Transkription zahlreicher 

Gene, wie zum Beispiel myc und cyclinD1, die während der Embryonalentwicklung essentiell 

sind, aber auch eine Rolle bei der Entstehung diverser maligner Tumoren haben (BEHRENS 

et al., 1996; KORINEK et al., 1997; TAKEMARU und MOON, 2000).  

p120ctn, der Prototyp der p120-Catenine, wurde erstmals 1989 als Src-Substrat be-

schrieben (REYNOLDS et al., 1989). In AJs interagiert p120ctn wie β-Catenin mit klassischen 

Cadherinen. Diese Interaktion erfolgt nicht über die CBD sondern über die Juxta-

membrandomäne der klassischen Cadherine und ist essentiell für die Membranlokalisierung 

und die Stabilität des gesamten Cadherin/Catenin-Komplexes (REYNOLDS et al., 1994; 

SHIBAMOTO et al., 1995; ZHU und WATT, 1996; IRETON et al., 2002; DAVIS et al., 

2003; XIAO et al., 2003). Neben dieser Funktion als Strukturprotein hat p120ctn wie 

β-Catenin zusätzliche Funktionen als Signaltransduktionsmolekül. So konnte für p120ctn eine 

Interaktion mit dem Transkriptionsfaktor Kaiso gezeigt werden (DANIEL und REYNOLDS, 

1999). Kaiso fungiert als Histon-Deacetylase-abhängiger Transkriptionsrepressor. Die Bin-

dung von p120ctn an Kaiso verhindert dessen DNA-Assoziation und damit die Kaiso-

vermittelte Transkriptionsrepression. Interessanterweise reguliert Kaiso die Transkription der 

β-Catenin/TCF/LEF-Zielgene cyclinD1 und matrilysin negativ, wodurch p120ctn über Kaiso 

mit dem Wnt-Signalweg in Berührung kommt (DANIEL et al., 2002; PARK et al., 2005; 

SPRING et al., 2005).  

Die Überexpression von p120ctn, das im Gegensatz zu β-Catenin im Zytoplasma stabil 

ist, führte in Fibroblasten zu drastischen morphologischen Veränderungen, die sich in der 

Bildung von langen dendritischen Fortsätzen äußerten (REYNOLDS et al., 1996). Die 

Bildung dieser Fortsätze konnte durch die gleichzeitige Expression von dominant aktivem 

RhoA (RhoA-DA) signifikant reduziert werden (ANASTASIADIS et al., 2000). Dies war der 

erste Hinweis, dass zytoplasmatisches p120ctn über die Rho-GTPasen (Abs. 1.4) dynamische 

Prozesse des Aktin-Zytoskeletts regulieren könnte. p120ctn fungiert in diesem Zusammenhang 

als GDI (GDP-Dissoziationsinhibitor) für die Rho-GTPase RhoA, indem p120ctn direkt mit 

RhoA interagiert und es im inaktiven Zustand im Zytoplasma bindet (ANASTASIADIS et al., 

2000; ANASTASIADIS und REYNOLDS, 2001). Außerdem wurde ein aktivierender 

Einfluss von p120ctn auf die Rho-GTPasen Rac1 und Cdc42 beschrieben. p120ctn interagiert 

mit dem GEF Vav2 und induziert darüber die Aktivierung von Rac1 und Cdc42. Die 

Interaktion von p120ctn mit dem RhoA-GAP-Protein (GTPase-aktivierendes Protein) 
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p190RhoGAP kann gleichzeitig zur Inaktivierung von RhoA führen. p120ctn ist somit an der 

komplementären Regulation von Rac1 und Cdc42 auf der einen Seite sowie RhoA auf der 

anderen Seite beteiligt (NOREN et al., 2000; WILDENBERG et al., 2006). Die Aktivierung 

von Rac1 und Cdc42 sowie die Inhibierung der RhoA-Aktivität durch zytoplasmatisches 

p120ctn führen zu verringerter Zell-Kontraktilität und erhöhter Zell-Motilität (GROSHEVA et 

al., 2001). Die zytoplasmatischen Funktionen von p120ctn im Rho-Signalweg werden wie 

beim β-Catenin teilweise über die Interaktion mit den klassischen Cadherinen reguliert. Die 

Überexpression von Cadherinen sequestriert zytoplasmatisches p120ctn zur Plasmamembran 

(PM), während der Verlust von E-Cadherin die Menge an zytoplasmatischem p120ctn erhöht 

(REYNOLDS und ROCZNIAK-FERGUSON, 2004). Außerdem konnte durch den knockout 

von p120ctn in der Haut von Mäusen gezeigt werden, dass p120ctn über den RhoA-NFκB-

Signalweg an Entzündungsprozessen beteiligt ist (PEREZ-MORENO et al., 2006). 

Für die ebenfalls zu den p120-Cateninen gehörenden Proteine δ-Catenin und ARVCF 

konnte ebenfalls eine Rolle bei der Regulation von Rho-GTPasen gezeigt werden (KIM et al., 

2002; MARTINEZ et al., 2003; FANG et al., 2004). Vermutlich ist die Fähigkeit, GTPasen 

der Rho-Familie zu regulieren, eine Eigenschaft der p120-Catenine, die in unterschiedlichen 

zellulären Zusammenhängen unterschiedliche Konsequenzen hat. 

1.3 p0071 gehört zur Armadillo-Protein-Familie 

p0071 wurde erstmals 1996 als Mitglied der Arm-Protein-Familie beschrieben. Das 

Protein besteht aus 1211 Aminosäuren (As) und ist in drei Domänen, die N-terminale Kopf- 

(As 1-508), die zentrale Arm- (Arm; As 509-988) und die C-terminale Schwanz-Domäne 

(As 989-1211) unterteilt (HATZFELD und NACHTSHEIM, 1996). Am C-Terminus von 

p0071 befindet sich außerdem ein PDZ-Bindemotiv (PSD-95/Dlg-A/ZO-1) (DEGUCHI et al., 

2000). p0071 gehört zur Unterfamilie der p120-Catenine. Mit seinen nächsten Verwandten, 

p120ctn, ARVCF und δ-Catenin, teilt p0071 65% bis 81,5% Sequenzhomologie in der Arm-

Domäne (HATZFELD, 1999; HATZFELD, 2005; HATZFELD, 2007). Ausgehend von 

Sequenzvergleichen wurde angenommen, dass die Arm-Domäne der p120-Catenine aus zehn 

Arm-Wiederholungen besteht. Strukturanalysen der Arm-Domäne von Plakophilin 1 zeigten 

jedoch, dass eine vorhergesagte Arm-Wiederholung eine längere Insertion ist. Wie in 

Abb. 1-2 dargestellt, hat diese Insertion zur Folge, dass die Arm-Domänen der p120-Catenine 

im Gegensatz zu den gestreckten Arm-Domänen von β-Catenin und Importin-α abgewinkelt 

sind (HUBER et al., 1997; KOBE, 1999; CHOI und WEIS, 2005). 
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p0071 wird in einer Vielzahl von Geweben, wie zum Beispiel im Herz, in der Haut, in 

der Skelettmuskulatur, im Gehirn und im Gastrointestinaltrakt exprimiert. Wie alle 

p120-Catenine ist p0071 ein Zell-Zell-Kontakt-assoziiertes Protein (HATZFELD und 

NACHTSHEIM, 1996; SCHRODER et al., 2000). p120ctn ist ausschließlich in AJs zu finden 

und reguliert dort die Stabilität von E-Cadherin (Abs. 1.2). Die entfernter mit p0071 ver-

wandten Plakophiline 1-3 sind Bestandteil der desmosomalen Plaques und vernetzen über 

Desmoplakin und Plakoglobin Intermediärfilamente mit den desmosomalen Cadherinen 

(HATZFELD, 2005; HATZFELD, 2007). Wie p120ctn ist p0071 in den AJs vieler epithelialer 

Zelllinien zu finden. Darüber hinaus lokalisiert p0071 auch in Desmosomen (HATZFELD 

und NACHTSHEIM, 1996). Über seine Kopf-Domäne interagiert p0071 mit dem desmo-

somalen Cadherin Desmocollin 3a und den desmosomalen Plaque-Proteinen Desmoplakin 

und Plakoglobin. Die p0071-Arm-Domäne ist verantwortlich für die Interaktion mit den in 

AJs vorkommenden E-, N- und OB- (Osteoblast) Cadherinen. Außerdem ging die Über-

expression von p0071 mit einer Verringerung der Desmosomenzahl und -größe einherging, 

während zusätzlich vermehrt AJs ausgebildet wurden. Aufgrund dieser Ergebnisse und der 

unter den p120-Cateninen einzigartigen dualen Lokalisation in Desmosomen und AJs wird 

vermutet, dass p0071 das Zusammenspiel beider Zell-Zell-Kontakt-Typen regulieren könnte 

(HATZFELD et al., 2003; SETZER et al., 2004).  

N

N

C

C

N

N

C

C

Abb. 1-2: Schematische Darstellung der Arm-Domänen von Plakophilin1 und ββββ-Catenin 
Die Arm-Domäne von Plakophilin 1 ist in rot, die von β-Catenin in blau dargestellt. Der gelb um-
randete Bereich zeigt die für die Biegung in der Arm-Domäne von Plakophilin 1 verantwortliche 
Region. Diese Region wurde ursprünglich für eine weitere Arm-Wiederholung gehalten (CHOI und 
WEIS, 2005). 

Über seine C-terminale PDZ-Bindedomäne interagiert p0071 mit den PDZ-Proteinen 

PAPIN (plakophilin-related armadillo repeat protein-interacting PDZ protein) und Erbin 

(IZAWA  et al., 2002; JAULIN-BASTARD et al., 2002; LAURA et al., 2002). Die Funk-
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tionen von PAPIN sind bisher weitgehend unbekannt, wobei eine Funktion bei der Regulation 

von Zellproliferation und -polarität angenommen wird (CHAIB et al., 2001; OHNO et al., 

2002). Erbin, dessen Lokalisation durch die Rho-GTPasen Rac1 und Cdc42 reguliert werden 

kann, ist in die Aufrechterhaltung der Zellpolarität involviert (IZAWA et al., 2002). Über eine 

gemeinsame Funktion von p0071 mit PAPIN oder Erbin bei der Etablierung oder Aufrecht-

erhaltung der Zellpolarität kann allerdings nur spekuliert werden.  

Die Lokalisation von p0071 im Zytoplasma und im Zellkern legt nahe, dass p0071 

weitere Funktionen neben der Regulation der Zell-Zell-Adhäsion besitzt. So konnten Ohno 

und Mitarbeiter (OHNO et al., 2002) zeigen, dass exogenes p0071 während der Zytokinese 

am kontraktilen Aktomyosin-Ring akkumuliert, was auf eine mögliche Funktion von p0071 in 

der Mitose hinweist. Der Aufbau und die Kontraktion des kontraktilen Ringes erfolgt unter 

Kontrolle der Rho-GTPasen (Abs. 1.4). Da für p120ctn (Abs. 1.2) und δ-Catenin (ABU-

ELNEEL et al., 2008) eine Rolle bei der Regulation von Rho-GTPasen in unterschiedlichen 

Zusammenhängen beschrieben wurde, erschien es möglich, dass p0071 ebenfalls die Aktivität 

von Rho-GTPasen regulieren könnte. 

1.4 Die Regulation von GTPasen der ras-Superfamilie 

Die Ras-Superfamilie der kleinen GTPasen umfasst beim Menschen über 150 Mit-

glieder. Die onkogenen Ras-Proteine sind die Prototypen dieser großen Familie, die auf Basis 

von Sequenzhomologien und Funktionsähnlichkeiten in Unterfamilien eingeteilt wurden. 

Neben den Ras-GTPasen bilden Ran, die Rho-, die Rab- und die Arf-GTPasen fünf Unter-

familien (WENNERBERG et al., 2005). Alle regulatorischen Ras-GTPasen wirken als mole-

kulare Schalter, die zwischen einem inaktiven GDP-gebundenen und einem aktiven GTP-ge-

bundenen Zustand wechseln können (Abb. 1-3). 

GTPasen der ras-Superfamilie sind durch eine hohe Affinität zu GDP (Guanosin-

diphosphat) und GTP (Guanosintriphosphat) sowie durch niedrige intrinsische GTP-Hydro-

lyse- und GDP/GTP-Austauch-Raten charakterisiert. Die Aktivität aller ras-GTPasen wird 

durch GEFs und GAPs reguliert. GEFs aktivieren die GTPasen, indem sie den Austausch von 

GDP durch GTP katalysieren (SCHMIDT und HALL, 2002). GAPs stimulieren die intrin-

sische GTPase-Aktivität, wodurch das gebundene GTP zu GDP hydrolysiert und die GTPase 

inaktiviert wird (BERNARDS, 2003). Der Wechsel zwischen GDP- und GTP-gebundenem 

Zustand ist mit einer Konformationsänderung verbunden, die es den GTPasen ermöglicht, mit 

einem ihrer Effektor-Proteine zu interagieren (BISHOP und HALL, 2000). 
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Ein weiterer wichtiger Aspekt bei der Regulation der meisten GTPasen ist deren 

Lokalisation. Über verschiedene, meist C-terminale Prenyl-Reste können diese GTPasen mit 

Membranen der Zelle assoziieren. In diesem Zusammenhang wird die Membranassoziation 

der Rho- und Rab-GTPasen von so genannten GDIs reguliert. GDIs binden über eine 

hydrophobe Tasche an den C-terminalen Prenylrest dieser GTPasen im GDP-gebundenem 

Zustand, halten diese im Zytoplasma und verhindern so deren Assoziation mit Membranen, 

GEFs und Effektoren (OLOFSSON, 1999; DERMARDIROSSIAN und BOKOCH, 2005). 
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Abb. 1-3: Die Regulation der GTPasen der Ras-Superfamilie 
GDIs binden an die C-terminalen Prenyl-Gruppen einiger Ras-GTPasen, sequestrieren diese im in-
aktiven, GDP-gebundenem Zustand im Zytoplasma und verhindern damit deren Interaktion mit Regu-
latoren und Effektoren. Assoziieren die GTPasen mit Membranen sind sie zugänglich für GEFs. Diese 
katalysieren den GDP/GTP-Austausch und aktivieren darüber die GTPasen. Aktivierte GTPasen 
induzieren über ihre Effektoren anschließend eine spezifische Zellantwort. Zur Inaktivierung der 
GTPasen stimulieren GAPs die Hydrolyse des gebundenen GTP. Inaktive GTPasen können im An-
schluss wieder mit GDIs reassoziieren. Zur Analyse von GTPase-Funktionen kommen oftmals Mutan-
ten der GTPasen zum Einsatz. Dominant negative GTPasen (DN) sind durch eine Punktmutation nicht 
mehr in der Lage mit ihren Effektoren zu interagieren, da deren Aktivierung (GDP/GTP-Austausch) 
nicht mehr möglich ist. Da diese GTPasen aber die Regulatoren (GEFs) binden können, verhindern sie 
auf diese Weise die Aktivierung der endogenen GTPasen. Dominant aktive GTPasen (DA) fehlt durch 
eine Punktmutation die Fähigkeit zur GTP-Hydrolyse. Sie sequestrieren dadurch Effektoren, indu-
zieren die GTPase-spezifische Zellantwort und können darüber hinaus gleichzeitig die Funktion der 
GTPasen inhibieren, die über die gleichen Effektoren wirken (HEASMAN und RIDLEY, 2008). 
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1.5 Die Regulation der Zytokinese  

Der Prozess, bei dem es nach Verdopplung und Segregation des genetischen Materials 

zur physikalischen Trennung der Tochterzellen kommt, wird als Zytokinese bezeichnet. Trotz 

zum Teil erheblicher Unterschiede im Ablauf der Zytokinese, besonders zwischen tierischen 

und pflanzlichen Zellen, sind viele Regulatoren innerhalb der Eukaryoten konserviert. In den 

nachfolgenden Abschnitten werden die Regulation und der Ablauf der Zytokinese in 

tierischen Zellen beschrieben.  

Die Zytokinese muss zeitlich und räumlich streng koordiniert mit der Chromosomen-

segregation ablaufen, um Fehler bei der Verteilung des genetischen Materials zu verhindern. 

Der so genannte Spindel-checkpoint sichert die korrekte Segregation der Chromosomen und 

reguliert den Eintritt der Zellen in die Anaphase. Der über die E3-Ubiquitin-Ligase APC/C 

(Anaphase Promoting Complex/Cyclosome) vermittelte proteolytische Abbau von Cyclinen 

am Ende der Metaphase inaktiviert die Cdks (Cyclin dependent kinases) und induziert den 

Beginn der Zytokinese. Cdks phosphorylieren bis zur Inaktivierung des Spindel-checkpoints 

eine Vielzahl von Proteinen, die essentiell für den Beginn der Anaphase und Zytokinese sind, 

wodurch diese Proteine in einem inaktiven Zustand gehalten werden (BURKE und 

STUKENBERG, 2008; PESIN und ORR-WEAVER, 2008). 

Die Zytokinese beginnt mit der Umorganisation der Mikrotubuli der Teilungsspindel. 

Im Zuge dieses Prozesses kommt es zur Rekrutierung wichtiger Regulatoren, wodurch gleich-

zeitig die Position der zukünftigen Teilungsfurche markiert wird (Abs. 1.5.2). Dort kommt es 

zur Assemblierung und Kontraktion des so genannten Aktomyosin-Ringes unter der Kontrolle 

der Rho-GTPasen und ihrer Effektoren (Abs. 1.5.3 und Abs. 1.5.4). Für die endgültige 

Trennung der Tochterzellen sind Vesikeltransport- und -fusionsprozesse unabdingbar, bei 

denen die GTPase Rab11 eine wichtige Rolle einnimmt (Abs. 1.5.5). Außerdem sind an der 

Zytokinese verschiedene Motorproteine beteiligt, die Transportprozesse im Verlauf der 

Zytokinese koordinieren sowie Veränderungen des Aktin- bzw. Tubulin-Zytoskeletts ver-

mitteln (Abs. 1.5.1).  

1.5.1 Motorproteine in der Mitose und Zytokinese 

Transportvorgänge sind essentiell für die Aufrechterhaltung von Morphologie und 

Funktion der Zelle. Die Zytoskelett-assoziierten Motorproteine werden den Myosinen, den 

Dyneinen und den Kinesinen zugeordnet. Die Motorproteine der Myosin-Superfamilie 

vermitteln die Kontraktilität von Aktomyosin-Filamenten sowie den Aktin-assoziierten Trans-
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port von Organellen und Membranvesikeln (SEABRA und COUDRIER, 2004). Dyneine und 

Kinesine sind Mikrotubuli-assoziierte Motorproteine, die ursprünglich im Gehirn identifiziert 

wurden. Die Hydrolyse von ATP führt zu Konformationsänderungen, die eine Bewegung 

entlang von Mikrotubuli ermöglichen (GENNERICH und VALE, 2009). Mikrotubuli, die aus 

den monomeren Untereinheiten α-Tubulin und β-Tubulin aufgebaut sind, haben ein defi-

niertes Plus- und Minus-Ende. Die Länge der Mikrotubuli wird über die Polymerisation und 

Depolymerisation von α-/β-Tubulin-Heteodimeren reguliert, wobei die Plus-Enden weitaus 

dynamischer sind als die Minus-Enden. Die Orientierung der Mikrotubuli gibt den Kinesinen 

und Dyneinen die Richtung des Transportes vor. Motorproteine der Kinesin-Familie bewegen 

sich bis auf einige Ausnahmen in Richtung des Plus-Endes und Mitglieder der Dynein-

Familie in Richtung des Minus-Endes (HIROKAWA und NODA, 2008). 

1.5.1.1 Die Rolle der Dyneine in der Zytokinese 

Die aus jeweils zwei schweren, zwei Intermediär-, zwei leichten Intermediär- und 

dreimal zwei leichten Ketten aufgebauten Dyneine sind während der Mitose am Zusammen-

bruch der Kernhülle beteiligt, indem sie die Kernmembran und assoziierte Proteine in 

Richtung der Spindelpole transportieren (SALINA et al., 2002). Außerdem spielen die 

Dyneine bei der Regulation des Spindel-checkpoints eine Rolle. Durch den Transport der 

Proteine Mad1 und Mad2 vom Kinetochor zu den Spindelpolen wird Cdc20 vom inhi-

bierenden Einfluss des Mad2-BubR1-Komplexes befreit und APC/C aktiviert (KARESS, 

2005). Vermutlich spielt der Dynein-Dynactin-Komplex auch eine Rolle bei der 

Lokalisierung der für die Zytokinese wichtigen Mikrotubuli-assoziierten Proteine MKLP1 

(mitotic kinesin like protein 1) und AuroraB (DELCROS et al., 2006). 

1.5.1.2 Die Rolle der Kinesine in der Zytokinese 

Die Familie der Kinesine umfasst in Säugetieren mehr als 40 Mitglieder, die in 14 

Unterfamilien zusammengefasst sind. Typisch für alle Kinesine ist eine konservierte, ca. 360 

As große, globuläre Motordomäne. Diese Domäne ist sowohl für die Mikrotubuli-Assozi-

ation, als auch für die ATP-Hydrolyse verantwortlich. Außerhalb der Motordomäne unter-

scheiden sich die Kinesine jedoch deutlich voneinander. Für ihre Funktionalität bilden die 

meisten Kinesine über ihre C-terminale α-helikale Domäne Homo- oder Heterodimere. Die 

Assoziation der Kinesine mit ihren cargo-Molekülen erfolgt oftmals über Adapterproteine, 

die mit der α-helikalen Domäne interagieren (MIKI et al., 2005; HIROKAWA und NODA, 

2008). 
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Für 12 Kinesine konnten in einer siRNA-basierten Analyse eine Funktion in der 

Mitose bzw. der Zytokinese gezeigt werden (ZHU et al., 2005b). Kinesin-5 zum Beispiel, 

auch als Eg5 bekannt, ist einer der wichtigsten Regulatoren für den Aufbau der 

Teilungsspindel. Als Homotetramer kann Eg5 Mikrotubuli miteinander vernetzen und diese 

auch gegeneinander verschieben, was essentiell für den dynamischen Prozess der Teilungs-

spindel-Assemblierung ist (KASHINA et al., 1996a; KASHINA et al., 1996b; KAPITEIN et 

al., 2005). Die Kinesine KIFC1, MCAK, CENP, KIF14, KIF18, Kid und KIF4 haben Funk-

tionen bei der Anordnung der Chromosomen und bei dynamischen Prozessen der Teilungs-

spindel (ZHU et al., 2005b). Für die Kinesine MKLP1, MKLP2, KIF4, KIF14 und KIF3 

konnte eine Rolle in der Zytokinese nachgewiesen werden. MKLP1, MKLP2 und KIF4, die in 

Abs. 1.5.2 genauer beschrieben sind, haben Funktionen bei der Umorganisation der Teilungs-

spindel und der Positionierung der Teilungsfurche. KIF14 spielt eine Rolle bei der Lokali-

sation der Kinase Citron, einem Effektor der GTPase RhoA (GRUNEBERG et al., 2006).  

Ein weiteres Kinesin mit Funktionen in der Zytokinese ist KIF3. KIF3 ist ein 

heterotrimerer Komplex aus den Kinesin-2-Familienmitgliedern KIF3a und KIF3b, die das 

funktionelle Motordimer bilden und dem Adapterprotein KAP3, das die Bindung an cargo-

Moleküle vermittelt. Das KIF3a-KIF3b-Heterodimer kann Proteine allerdings auch ohne 

KAP3 transportieren. Der KIF3-Komplex ist fast ubiquitär exprimiert und am Transport von 

Organellen, Membranvesikeln und Proteinkomplexen in verschiedensten Geweben beteiligt 

(YAMAZAKI  et al., 1995; YAMAZAKI et al., 1996; TAKEDA et al., 2000). Für die Unter-

einheit KIF3b konnte eine Rolle in der Mitose und der Zytokinese gezeigt werden. Die Über-

expression von dominant negativen KIF3b-Mutanten führt in humanen Zellen zu Bildung von 

multipolaren Spindeln, was mit einer fehlerhaften Chromosomensegregation einhergeht (FAN 

und BECK, 2004; HARAGUCHI et al., 2006). Außerdem interagiert KIF3b mit Syne 1 

(synaptic nuclear envelope protein 1) und ist verantwortlich für dessen Lokalisation am 

Zentralkörper. In diesem Zusammenhang ist KIF3b am Transport von Membranvesikeln zur 

Teilungsfurche beteiligt (FAN und BECK, 2004).  

1.5.1.3 Die Rolle von Myosin-II in der Zytokinese 

Die Superfamilie der Myosine umfasst in Säugetieren mindestens 18 Mitglieder. 

Myosine sind Aktin-assoziierte Motorproteine, die sowohl makroskopische Prozesse wie die 

Muskelkontraktion als auch mikroskopische Prozesse wie den Transport von Organellen 

regulieren. Für die Bewegung entlang von Aktinfilamenten hydrolysieren die Myosine ATP 

(DE LA CRUZ und OSTAP, 2004). Myosin-II, das ursprünglich in Muskeln identifiziert 
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wurde, ist in höheren Eukaryoten verantwortlich für die Einschnürung der Zellen während der 

Zytokinese. Ein Myosin-II-Komplex besteht aus zwei schweren Ketten (MHC), die die 

Motordomäne beinhalten, zwei essentiellen leichten Ketten (MELC) und zwei regulatorischen 

leichten Ketten (MRLC). Die Phosphorylierung der MRLC am S19 und T18 führt in höheren 

Eukaryoten zur Aktivierung von Myosin-II. Die S19-Phosphorylierung induziert die Bildung 

von bipolaren Myosin-II-Filamenten und erhöht die Affinität der MHCs zu filamentösem 

Aktin (F-Aktin), was zur Assemblierung des Aktomyosin-Komplexes und zu dessen 

Kontraktion führt. Eine verstärkte Bildung von Myosin-II-Filamenten konnte nach der 

Diphosphorylierung am S19 und T18 beobachtet werden (MABUCHI und OKUNO, 1977; 

SCHOLEY et al., 1980; SELLERS et al., 1981; SELLERS et al., 1985; IKEBE et al., 1988; 

TAN et al., 1992). Da die Assemblierung und Kontraktion von Aktomyosin-Komplexen nach 

der Phosphorylierung der MRLC erfolgt, wird diese streng reguliert. Eine Reihe von MRLC-

Kinasen und die MRLC-Phosphatase kontrollieren die Phosphorylierung der MRLC am S19 

und T18. In der Zytokinese erfolgt die Kontrolle der Myosin-II-Aktivität über 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 kommt es zur Umstrukturierung der 

Teilungsspindel. Durch Proteinkomplexe mit Mikrotubuli-bündelnden Eigenschaften werden 

die anti-parallel überlappenden Mikrotubuli der Teilungsspindel am Ende der Anaphase zur 

zentralen Spindelregion umorganisiert. Die zentrale Spindelregion legt die Position der 

zukünftigen Teilungsfurche fest, indem sie als Plattform zur Lokalisierung von Regulatoren 

und Effektoren dient, die an der Assemblierung des Aktomyosin-Ringes beteiligt sind. Diese 

Positionierung muss räumlich und zeitlich streng koordiniert werden, so dass jede Tochter-

zelle eine einzelne Kopie des genetischen Materials erhält. Die zeitliche Koordinierung der 

Spindelreorganisation erfolgt unter Kontrolle von Cdk1. Cdk1 phosphoryliert und inhibiert 

PRC1 (protein regulator of cytokinesis 1) und das Motorprotein MKLP1. Beide Proteine sind 

essentiell für die Ausbildung der zentralen Spindelregion. Aus diesem zentralen Mikrotubuli-

Bündel und dem Aktomyosin-Ring entsteht zum Ende der Zytokinese eine lichtmikroskopisch 

sichtbare Struktur, die von Flemming (FLEMMING, 1891) als Zentralkörper beschrieben 

wurde und den Ort der Abschnürung markiert (GLOTZER, 2005; BARR und GRUNEBERG, 

2007).  

Während der Metaphase verhindert die Cdk1-Phosphorylierung die Bindung von 

PRC1 an Mikrotubuli. Nach der Inaktivierung der Cdk1 interagiert PRC1 mit dem Kinesin 
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KIF4, das PRC1 am Plus-Ende der Mikrotubuli der Teilungsspindel konzentriert. PRC1 

ordnet und bündelt anschließend diese antiparallelen überlappenden Mikrotubuli (JIANG et 

al., 1998; MOLLINARI et al., 2002; KURASAWA et al., 2004; VERNI et al., 2004). Cdk1 

phosphoryliert außerdem MKLP1 und inhibiert darüber die Assemblierung des Zentral-

spindlin-Komplexes (MISHIMA et al., 2004; NIIYA et al., 2005). Der Zentralspindlin-

Komplex wird aus einem Dimer des Kinesin-6 MKLP1 (Pavarotti in D. melanogaster und 

ZEN4 in Caenorhabditis elegans) und einem Dimer des GAP-Proteins MgcRacGAP (CYK-4 

in C. elegans) gebildet. Wie PRC1 wird der Zentralspindlin-Komplex während der Anaphase 

am Plus-Ende der sich überlappenden Mikrotubuli der Teilungsspindel konzentriert und ist an 

der Stabilisierung und Bündelung von Mikrotubuli beteiligt. Außerhalb des Zentralspindlin-

Komplexes ist weder MgcRacGAP noch MKLP1 in der Lage Mikrotubuli zu bündeln 

(ADAMS et al., 1998; POWERS et al., 1998; MATULIENE und KURIYAMA, 2002; 

MISHIMA  et al., 2002; SOMERS und SAINT, 2003). 

An der Umstrukturierung der Teilungsspindel ist außerdem die mitotische Kinase 

AuroraB beteiligt, die vermutlich die Rekrutierung von MKLP1 an die Mikrotubuli steuert. 

AuroraB ist die enzymatisch aktive Komponente des CPC (chromosomal-passenger-

complex), die durch die nicht enzymatischen Komponenten INCENP (inner centromere 

protein antigens 135/155 kDa), Survivin und Borealin reguliert wird (RUCHAUD et al., 

2007). AuroraB wird durch MKLP2 an das Plus-Ende der sich überlappenden Mikrotubuli der 

Teilungsspindel transportiert (GRUNEBERG et al., 2004). In C. elegans und D. melanogaster 

wurde gezeigt, dass AuroraB-Orthologe MKLP1 phosphorylieren und darüber dessen Mikro-

tubuli-Assoziation regulieren (GUSE et al., 2005). Humanes MKLP1 kann in vivo und in 

vitro durch AuroraB phosphoryliert werden. Diese Phosphorylierung scheint zwar nicht ver-

antwortlich für die Mikrotubuli-Assoziation von MKLP1 zu sein, ist aber trotzdem über die 

Regulation des Kernexports von MKLP1 essentiell für die Zytokinese. Außerdem konnte 

gezeigt werden, dass in humanen Zellen INCENP die Rekrutierung von MKLP1 an die Tei-

lungsspindel beeinflusst (ZHU et al., 2005a; NEEF et al., 2006).  

Auch Plk1 (polo-like-kinase 1), eine Serin/Threonin-Kinase, ist an der Reorganisation 

der Teilungsspindel beteiligt. Plk1 interagiert über seine C-terminale PBD (Polo-Box-

Domäne) mit einer Vielzahl von Phosphoproteinen, die selbst Substrat der Plk1 sein können 

oder zur Anreicherung von Plk1 an einem bestimmten Ort in der Zelle dienen. In der Meta-

phase ist Plk1 aufgrund der dominierenden Cdk1-Aktivität mit Cdk1-Substraten an den 

Spindelpolen und Kinetochoren assoziiert. Die Inaktivierung von Cdk1 nach erfolgter Chro-

mosomensegregation und der damit verbundenen Dephosphorylierung der Cdk1-Substrate 
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führt zur direkten Assoziation von Plk1 mit den Mikrotubuli der Teilungsspindel. Plk1 

phosphoryliert das Mikrotubuli-assoziierte Motorprotein MKLP2, was zum Transport von 

Plk1 an das Plus-Ende der sich überlappenden Mikrotubuli der Teilungsspindel führt. Dort 

phosphoryliert Plk1 PRC1, bindet über seine PBD an phosphoryliertes PRC1 und akkumuliert 

an der Teilungsspindel (NEEF et al., 2003; PETRONCZKI et al., 2008). Die Aktivität von 

Plk1 scheint die Lokalisation von AuroraB und INCENP zu beeinflussen und damit die 

Umstrukturierung der Teilungsspindel (PETRONCZKI et al., 2007). Eine weitere Funktion 

von an der zentralen Spindelregion konzentriertem Plk1 ist die Rekrutierung von ECT2, dem 

Hauptaktivator der GTPase RhoA (Abs. 1.5.3), was zur Assemblierung und Kontraktion des 

Aktomyosin-Ringes führt. 

1.5.3 Die Regulation der RhoA-Aktivität während der Zytokinese 

Die Rho-GTPasen sind bekannt als die Hauptregulatoren des Aktin-Zytoskeletts. Die 

Aktivierung von RhoA, Rac1 oder Cdc42 führt zur Bildung kontraktiler Aktomyosin-

Filamente (RhoA), aktinreicher Lamellipodia (Rac1) oder aktinreicher Filopodia (Cdc42). 

Rho-GTPasen beeinflussen die Zellpolarität, Membrantransportvorgänge, die Aktivität von 

Transkriptionsfaktoren und dynamische Prozesse des Tubulin-Zytoskeletts. Diese Vielzahl an 

Funktionen regulieren die Rho-GTPasen über ihre Effektoren, von denen bis heute mehr als 

50 im humanen Genom identifiziert wurden (ETIENNE-MANNEVILLE und HALL, 2002; 

JAFFE und HALL, 2005).  

Der Hauptaktivator von RhoA während der Zytokinese ist das GEF-Protein ECT2 

(epithelial cell transforming gene 2). ECT2 ist das Säugetier-Homologe des Genprodukts 

Pebble aus D. melanogaster, das erstmals 1993 als Regulator für GTPasen der Rho-Familie 

beschrieben wurde (MIKI et al., 1993). Der C-terminale Bereich von ECT2 enthält 

nacheinander eine DH- und eine PH-Domäne (Dbl-homolog bzw. Pleckstrin-homolog). Dbl 

war das erste Rho-GEF, das als Protein mit transformierenden Eigenschaften in diffusen 

B-Zell-Lymphomen beschrieben wurde (SRIVASTAVA et al., 1986). Die DH-Domäne, die 

auch als GEF-Domäne bezeichnet wird, katalysiert den Guaninnukleotid-Austausch der Rho-

GTPasen Rac1, Cdc42 und RhoA in vitro (TATSUMOTO et al., 1999). Die genaue Funktion 

der PH-Domäne von ECT2, die bei den meisten Rho-GEFs C-terminal zur DH-Domäne 

gelegen ist, wurde noch nicht aufgeklärt. Für einige GEFs konnte eine Funktion dieser 

Domäne bei deren Lokalisation und Aktivitätsregulation gezeigt werden. Außerdem scheint 

die PH-Domäne Protein-Protein-Interaktionen zu vermitteln (BLOMBERG et al., 1999). Die 

zentrale S-Domäne von ECT2 beinhaltet zwei Kernlokalisierungssignale, deren Funktions-
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verlust die transformierenden Eigenschaften von ECT2 induziert (SAITO et al., 2004). Der 

N-terminale Bereich von ECT2 enthält zwei aufeinander folgende BRCT-Domänen (breast 

cancer 1 C-terminal). Diese Domäne ist in vielen Proteinen konserviert, die in DNA-Repa-

ratur-Mechanismen und Zell-Zyklus-Kontrolle involviert sind (BORK et al., 1997). Die 

BRCT-Domänen von ECT2 regulieren dessen GEF-Aktivität, indem sie eine intramolekulare 

Interaktion mit der C-terminalen Domäne von ECT2 eingehen. Auf diese Weise wird die 

Bindung von Rho-GTPasen an die GEF-Domäne von ECT2 verhindert (KIM et al., 2005). 

Für das ECT2-homologe Protein Pebble aus D. melanogaster konnte eine Funktion als 

essentielles Rho-GEF in der Zytokinese gezeigt werden. Über die Regulation der Rho1-

Aktivität vermittelt Pebble die Reorganisation des Aktin-Zytoskeletts an der Teilungsfurche 

(PROKOPENKO et al., 1999). Verschiedene experimentelle Ansätze belegen diese Funktion 

für ECT2 auch bei der Zytokinese von Säugezellen. Die Inaktivierung von ECT2 durch die 

Überexpression der regulatorischen N-terminalen Domäne, die Injektion inhibitorischer Anti-

körper (Ak) sowie die Reduktion der ECT2-Expression mittels siRNAs verhindern die 

kortikale Akkumulation von aktivem RhoA und damit die Assemblierung des Aktomyosin-

Ringes (TATSUMOTO et al., 1999; KIM et al., 2005; YUCE et al., 2005). Während der 

Interphase liegt ECT2 normalerweise in der inaktiven Konformation im Zellkern vor. Mit 

Eintritt in die Mitose wird ECT2 hyperphosphoryliert, was essentiell für die Aktivität von 

ECT2 scheint (TATSUMOTO et al., 1999). Die Kinase Cdk1 ist an dieser Hyperphos-

phorylierung beteiligt. Cdk1 phosphoryliert ECT2 in vitro an mindestens drei Threonin-

Resten, unter anderem am T814, wofür bisher keine Funktion in vivo gezeigt werden konnte. 

Die Phosphorylierung von ECT2 am T412 erhöht die Affinität von Plk1 zu ECT2. Plk1 

phosphoryliert ECT2 in vitro im N- (As 1-421) und C- (As 753-882) terminalen Bereich des 

Proteins. Eine Cdk1-phosphodefiziente Mutante T412A, die nur eine geringe Affinität zu Plk1 

aufweist, stimuliert die RhoA-Aktivität in der Zelle im Vergleich zur Phosphomimik-Mutante 

und zum WT-Protein kaum, so dass über eine Rolle der Plk1-Phosphorylierungen bei der 

Aktivierung von ECT2 spekuliert werden kann (NIIYA et al., 2006). Cdk1 phosphoryliert 

ECT2 außerdem am T342, wodurch eine Konformationsänderung induziert wird, die ECT2 in 

die offene Konformation überführt. In der offenen Konformation liegen die BRCT-Domänen 

von ECT2 nicht mehr assoziiert mit der DH-Domäne vor. Diese Modifikation reicht jedoch 

nicht aus, um ECT2 vollständig zu aktivieren, so dass spekuliert wird, dass diese Cdk1-

Phosphorylierung nachgeschalteten ECT2-Regulatoren die Interaktion mit den BRCT-

Domänen zur weiteren Aktivierung von ECT2 ermöglicht (KIM  et al., 2005; HARA et al., 

2006). Die Tatsache, dass ECT2 zu Beginn der Mitose hyperphosphoryliert wird, diese 
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Phosphorylierungen essentiell für die GEF-Aktivität von ECT2 sind, aber aktives RhoA in 

größeren Mengen erst 90 Minuten nach Beginn der Mitose zum Zeitpunkt der Zytokinese in 

der Zelle nachzuweisen ist, lässt vermuten, dass neben der Aktivierung von ECT2 auch 

dessen Lokalisation essentiell für den Verlauf der Zytokinese ist (TATSUMOTO et al., 1999; 

KIMURA  et al., 2000). 

Während der Anaphase wird ECT2 im Komplex mit Mikrotubuli-assoziierten 

Motorprotein MKLP1 und MgcRacGAP zur zentralen Spindel transportiert. ECT2 interagiert 

über seine BRCT-Domänen mit dem RhoA-inaktivierenden Protein MgcRacGAP. Die Phos-

phorylierung von MgcRacGAP durch Plk1 ist essentiell für diese Interaktion. In diesem Zu-

sammenhang ist eine weitere Funktion der Cdk1-Phosphorylierung am T342 von ECT2 be-

schrieben wurden. Diese verhindert die Assoziation von ECT2 und MgcRacGAP. Erst die De-

phosphorylierung von ECT2 nach der Inaktivierung von Cdk1 ermöglicht ECT2 die Bindung 

an MgcRacGAP, wodurch ECT2 weiter in der offenen Konformation gehalten wird (YUCE et 

al., 2005; BURKARD et al., 2009; WOLFE et al., 2009). An der zentralen Spindel 

konzentriertes ECT2 katalysiert die lokale Aktivierung von RhoA, was zur Ausbildung einer 

am äquatorialen Zellkortex gelegenen Zone aus aktivem RhoA führt (NISHIMURA und 

YONEMURA, 2006).  

MgcRacGAP reguliert die Aktivität von RhoA negativ, indem es dessen intrinsische 

GTPase-Aktivität stimuliert. Die Phosphorylierung von MgcRacGAP durch AuroraB während 

der Zytokinese verringert dessen GAP-Aktivität gegenüber Rac1 und Cdc42, wodurch die 

GAP-Aktivität gegenüber RhoA dominierend wird (MINOSHIMA et al., 2003). Die GAP-

Aktivität von MgcRacGAP scheint essentiell für den Verlauf der Zytokinese zu sein, da deren 

Inhibierung in humanen Zellen sowie in D. melanogaster-Embryonen zur Bildung 

mehrkerniger Zellen führt (LEE et al., 2004a). Die Experimente von Miller und Mitarbeitern 

(MILLER und BEMENT, 2009) legen die Vermutung nahe, dass für Assemblierung und 

Kontraktion des Aktomyosin-Ringes RhoA ständig den Zyklus von Aktivierung und 

Inaktivierung durchlaufen muss. Die Tatsache, dass es um die zentrale Spindel zur 

Akkumulierung von aktivem RhoA kommt, zeigt, dass dieser Zyklus am Beginn der 

Zytokinese in Richtung der Aktivierung von RhoA verschoben sein muss. In diesem 

Zusammenhang könnten bisher unbekannte Proteine eine Rolle spielen, die gemeinsam mit 

ECT2 und/oder MgcRacGAP das Gleichgewicht von Aktivierung und Inaktivierung in die 

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

Am äquatorialen Zellkortex akkumuliertes RhoA induziert schließlich über seine 

Effektoren die Assemblierung und Kontraktion des Aktomyosin-Ringes. Die Inhibierung von 

RhoA durch die C3-Transferase verhindert wie die konstitutive Aktivierung von RhoA diese 

Prozesse (KAMIJO et al., 2006; MORIN et al., 2009). Assemblierung und Kontraktion des 

Aktomyosin-Ringes erfolgen durch die Aktivierung von Myosin-II und die Polymerisation 

von Aktin. ROK und die Kinase Citron vermitteln die Myosin-II-Aktivierung. Als Antwort 

auf die Akkumulation von aktivem RhoA phosphorylieren ROK und Citron die regulatorische 

leichte Kette des Myosin-II (MRLC) am S19 bzw. am T18 und S19, induzieren darüber die 

Assemblierung des Myosin-II mit F-Aktin und stimulieren die Myosin-II-Motoraktivität. 

ROK hemmt gleichzeitig die Myosin-II-inhibierende MRLC-Phosphatase (AMANO et al., 

1996; KIMURA et al., 1996; YAMASHIRO et al., 2003). 
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Abb. 1-4: Die RhoA-abhängige Regulation der Aktomyosin-Ring-Assemblierung 
RhoA-GTP initiiert über ROK und Citron die Phosphorylierung der MRLC, was zur Aktivierung des 
Myosin-II führt. Außerdem hebt aktives RhoA die Autoinhibierung der Formine (im speziellen mDia2) 
auf, die daraufhin zusammen mit den Profilinen die Polymerisierung von monomerem Aktin zu 
unverzweigten Aktin-Filamenten katalysieren. F-Aktin und aktives Myosin-II assemblieren zum 
Aktomyosin-Ring, der durch die Myosin-II-vermittelten Kräfte kontrahiert (PIEKNY et al., 2005). 
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Die Polymerisierung von monomerem Aktin zu F-Aktin erfolgt während der Zyto-

kinese von Säugetier-Zellen unter Kontrolle des Formins mDia2 (WATANABE et al., 2008). 

Prinzipiell katalysieren die Formine über ihre FH2-Domäne (Formin homolog) die de novo-

Synthese von unverzweigten Aktin-Filamenten. Über ihre FH1-Domäne können die Formine 

zusätzlich mit Profilin interagieren, das seinerseits Aktin-Monomere bindet, wodurch die 

Polymerisierung des Aktin-Filaments beschleunigt wird (PRUYNE et al., 2002; ROMERO et 

al., 2004; OTOMO et al., 2005). Da der Aktomyosin-Ring in der PM verankert ist, führt 

dessen Kontraktion zur Bildung der Teilungsfurche (Abb. 1-4). 

1.5.5 Vesikeltransport während der Zytokinese 

Der Vesikeltransport ist der Mechanismus in der Zelle, über den Material von einem 

Membran-Kompartiment zum nächsten bzw. an die PM gelangt. Die Vesikel werden dabei 

entlang des Tubulin- und des Aktin-Zytoskeletts über Motorproteine der Dynein-, Kinesin- 

und Myosin-Familien transportiert (LEE et al., 2004b). Die Fusion der Vesikel mit ihrer 

Zielmembran wird von sogenannten SNARE-Proteinen (soluble N-ethylmaleimide-sensitive-

factor attachment receptor) vermittelt. SNAREs sind kleine Transmembranproteine, bei 

denen t-SNAREs (target) und v-SNAREs (vesicle) unterschieden werden. Vereinfacht 

dargestellt, bilden auf der Zielmembran lokalisierte t-SNAREs mit den Vesikel-assoziierten v-

SNAREs einen Komplex, der die Fusion des Vesikels mit der Zielmembran ermöglicht, 

wobei die SNARE-assoziierten Proteine eine unterstützende Funktion haben (JAHN und 

SCHELLER, 2006). Für die meisten Vesikelfusionsprozesse sind neben den SNAREs weitere 

Komponenten notwendig. Sogenannte tether verankern die Vesikel an der Zielmembran und 

ermöglichen die anschließende Fusion. tether können einzelne lange Proteine oder große aus 

mehreren Untereinheiten bestehende Komplexe sein (WHYTE und MUNRO, 2002). Eine 

wichtige Rolle spielt in diesem Zusammenhang der oktamere Exozyst-Komplex. Dieser 

Multiprotein-Komplex wurde 1996 in Hefen entdeckt und besteht aus Sec3, Sec5, Sec6, Sec8, 

Sec10, Sec15, Exo70 und Exo84 (TERBUSH et al., 1996). Sechs der Exozyst-Komponenten 

gelangen über sekretorische Vesikel des Golgi-Apparats zur PM. Dort markieren Exo70 und 

Sec3, deren Transport unabhängig vom Golgi-Apparat erfolgt, den Zielort der Vesikel. Die 

vollständige Assemblierung des Exozyst-Komplexes scheint essentiell für die Fusion von 

Vesikeln mit der PM zu sein, da das Ausschalten des Exozyst-Komplexes mit einer 

Akkumulation von Vesikeln am eigentlichen Fusionsort einhergeht (HSU et al., 1999; 

MUNSON und NOVICK, 2006). An Vesikeltransportvorgängen beteiligt sind außerdem 

GTPasen der Rab-Familie (Ras-like proteins in the brain), die wie die Rho-GTPasen zur 
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Superfamilie der Ras-GTPasen gehören. Die Lokalisierung und Aktivierung der Rab-

GTPasen erfolgt ebenfalls über GDIs, GEFs und GAPs. Über ihre Effektoren vermitteln 

aktivierte Rab-GTPasen verschiedenste Prozesse beim Vesikeltransport. Rab-GTPasen sind 

an der Bildung und Abschnürung von Vesikeln beteiligt, sie kontrollieren über die Interaktion 

mit verschiedenen Motorproteinen die Motilität der Vesikel und regulieren die Fusion von 

Vesikeln über den Abbau der Vesikelhülle und die Interaktion mit Proteinen auf der 

Akzeptor-Membran. Da jeder dieser Schritte von spezifischen Rab-GTPasen vermittelt wird, 

werden die Rab-GTPasen auch als die Koordinatoren des Vesikeltransports bezeichnet 

(STENMARK, 2009). 

Durch die RhoA-abhängige Einschnürung der Teilungsfurche und die gleichzeitige 

Aktivität der Mikrotubuli-bündelnden Faktoren (PRC1, Zentralspindlin) wird der Zentral-

körper gebildet. Der Zentralkörper liegt in der Mitte einer dünnen zytoplasmatischen Brücke, 

die die Tochterzellen weiterhin verbindet. Die Auflösung dieser Brücke (Abschnürung) trennt 

die Tochterzellen endgültig voneinander. Lange Zeit galt die Aktomyosin-basierte Einschnü-

rung von Säugerzellen während der Zytokinese als ausreichend, um diese auch zu separieren. 

Von der Zytokinese der Pflanzen war die Abhängigkeit vom gerichteten Vesikeltransport und 

der Fusion dieser Vesikel zur Phragmoplast-Ausbildung schon länger bekannt (BALUSKA et 

al., 2006). Auch in großen embryonalen Zellen, wie den Eiern von Amphibien, ist die Abhän-

gigkeit der Zytokinese von Vesikeltransportvorgängen gezeigt worden (BLUEMINK und DE 

LAAT, 1973). Bei der Zellularisierung von D. melanogaster-Embryonen wird die Vergrö-

ßerung der Teilungsfurche ebenfalls durch Membraninsertion über Vesikeltransport erreicht 

(FULLILOVE und JACOBSON, 1971). 

Gromley und Mitarbeiter identifizierten 2003 (GROMLEY et al., 2003) das bis dahin 

unbekannte Centriolin, das am Zentralkörper lokalisiert. Die Verringerung der Centriolin-Ex-

pression mittels siRNA führte dazu, dass die Zellen nach der Mitose über lange zytoplas-

matische Brücken verbunden blieben. Da die Aktomyosin-Ring-vermittelte Einschürung der 

Zellen normal verlief, deuteten diese Ergebnisse an, dass Vesikeltransportvorgänge auch in 

Säugerzellen für eine erfolgreiche Zytokinese benötigt werden. Proteom-Analysen von iso-

lierten Zentralkörpern aus Säugerzellen zeigten außerdem, dass ca. ein Viertel der Zentralkör-

per-assoziierten Proteine dem Golgi-Apparat zugeordnet werden können (SKOP et al., 2004). 

Dies unterstützte die Hypothese, dass Vesikeltransport auch in Säugetierzellen während der 

Zytokinese stattfindet und zeigte außerdem, dass die beteiligten Komponenten zumindest im 

Tierreich konserviert sein könnten. Am Vesikeltransport in der Zytokinese sind Komponenten 

des Trans-Golgi-Netzwerkes (TGN), SNAREs sowie SNARE-assoziierte Proteine, der 
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Exozyst-Komplex, durch Rab-GTPasen regulierte Recycling-Endosomen und Clathrin-

abhängige Endozytose-Prozesse beteiligt (MONTAGNAC et al., 2008; PREKERIS und 

GOULD, 2008).  

Eine zentrale Rolle beim Vesikeltransport in der Zytokinese scheint die Rab-GTPase 

Rab11 einzunehmen. Rab11 lokalisiert an intrazellulären Vesikeln des TGN und des 

Recycling-Endosoms. Darüber ist Rab11 unter anderem am Transport bzw. Recycling von 

GLUT4 (Glukose-Transporter), dem Transferrin-Rezeptor und E-Cadherin beteiligt (URBE et 

al., 1993; ULLRICH et al., 1996; GREEN et al., 1997; KESSLER et al., 2000; LOCK und 

STOW, 2005). Eine Reihe von Studien belegt eine Rolle von Rab11 in der Zytokinese 

tierischer Zellen. In C. elegans-Embryonen führt die Verringerung der Rab11-Expression zur 

Rückbildung der Teilungsfurche (SKOP et al., 2001) und bei der Zellularisierung von D. 

melanogaster-Embryonen werden Rab11-Vesikel für die Vergrößerung der Teilungsfurche 

benötigt (PELISSIER et al., 2003; RIGGS et al., 2003). Außerdem konnte eine wichtige Rolle 

für Rab11 in der meiotischen Zytokinese in D. melanogaster gezeigt werden (GIANSANTI et 

al., 2007). In Säugetierzellen vermittelt Rab11 den Transport von Recycling-Endosomen zur 

Teilungsfurche (FIELDING et al., 2005; WILSON et al., 2005). Aktives Rab11 interagiert 

mit sogenannten FIPs (Rab11-family-interacting proteins), die durch eine C-terminale Rab11-

Bindedomäne gekennzeichnet sind (PREKERIS et al., 2000; PREKERIS et al., 2001). FIP3 

und FIP4 sind die Homologen des Proteins Nuf (nuclear fallout) aus D. melanogaster, das 

ebenso wie Rab11 essentiell für die Zellularisierung von D. melanogaster-Embryonen ist. 

FIP3 und FIP4 vermitteln vermutlich einen Teil der Rab11-Funktionen in der Zytokinese von 

Säugerzellen (PREKERIS und GOULD, 2008). Dabei sind FIP3 und FIP4 in der Lage neben 

Rab11 zwei GTPasen der Arf-Familie (ADP-Ribosylierungs-Faktor) zu binden. Am Zentral-

körper interagieren Komplexe aus Rab11 und FIP3 bzw. FIP4 mit Arf5 oder Arf6 (HICKSON 

et al., 2003; FIELDING et al., 2005; WILSON et al., 2005). Während die genaue Funktion 

von Arf5 unbekannt ist, ist Arf6 verantwortlich für die Reorganisation des Aktin-Zytoskeletts 

an der PM. Ob Arf6 diese Rolle auch während der Zytokinese ausübt, ist ebenso ungeklärt 

wie die Funktion der Interaktion von Rab11 mit Arf5 und Arf6 in der Zytokinese (D'SOUZA-

SCHOREY und CHAVRIER, 2006). Da Arf6 mit Rab11-FIP3-positiven Recycling-

Endosomen assoziiert vorliegt, bevor diese den Zentralkörper erreichen, scheint Arf6 nicht für 

die Lokalisation von Rab11 benötigt zu werden (SCHONTEICH et al., 2007). 

Interessanterweise interagieren sowohl Rab11 (mit Sec15) als auch Arf6 (mit Sec10) mit 

Komponenten des Exozyst, so dass davon auszugehen ist, dass Rab11-Vesikel über den 

Exocyst-Komplex am Zentralkörper verankert werden (PRIGENT et al., 2003; WU et al., 
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2005). Untersuchungen in Schizosaccharomyces pombe und D. melanogaster legen eine 

Funktion des Exozyst-Komplexes während der Zytokinese, vermutlich bei der Lokalisierung 

von sekretorischen Vesikeln des Golgi-Apparates, nahe (WANG et al., 2002; ECHARD et al., 

2004). In Säugerzellen ist Centriolin an der Rekrutierung des Exozyst-Komplexes zum 

Zentralkörper beteiligt. Weiterhin scheint die Lokalisation der SNARE-Proteine 

Endobrevin/VAMP8 (v-SNARE) und Syntaxin-2 (t-SNARE), sowie die Lokalisation des 

SNARE-assoziierten Proteins Snapin ebenfalls abhängig von Centriolin. Das Fehlen von 

Centriolin am Zentralkörper geht mit der Fehllokalisation des Exozyst-Komplexes, der 

beschriebenen SNARE-Proteine und von Snapin einher. Dies führt schließlich zur 

Akkumulation von sekretorischen Vesikeln am Zentralkörper aufgrund der nicht stattfin-

denden Vesikelfusionsprozesse (GROMLEY et al., 2005).  

Trotz der Vielzahl an identifizierten Komponenten, die am Vesikeltransport während 

der Zytokinese beteiligt sind, ist besonders die Regulation dieser Prozesse und das 

Zusammenspiel mit der Aktomyosin-basierten Zelleinschnürung weitgehend unbekannt. 
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1.6 Zielstellung 

Zu Beginn dieser Arbeit war bekannt, dass p0071 zum einen während der Mitose an 

den Spindelpolen und am Zentralkörper lokalisierte und zum anderen nach Überexpression 

die Entstehung mehrkerniger Zellen induzierte. Aufgrund dieser beiden Befunde wurde eine 

Funktion von p0071 während der Mitose bzw. Zytokinese postuliert. Die Zytokinese, die für 

die Trennung der Tochterzellen verantwortlich ist, hängt im wesentlichen von der unter 

Kontrolle der GTPase RhoA stehenden Reorganisation des Aktin-Zytoskeletts zur Ein-

schnürung der sich teilenden Zelle sowie dem Transport und der anschließenden Fusion von 

Membranvesikeln zur Abschnürung der Tochterzellen ab. Die möglichen Funktionen von 

p0071 bei diesen Teilprozessen sollten im Rahmen der vorliegenden Arbeit charakterisiert 

werden. 

Das als putativer Interaktionspartner für p0071 mittels Hefe-Dihybrid-Analyse 

identifizierte Rho-GEF ECT2 legte zusammen mit Veränderungen des Aktin-Zytoskeletts, die 

durch die Überexpression von p0071 induziert wurden, eine potentielle Funktion von p0071 

bei der Regulation der RhoA-Aktivität über ECT2 während der Zytokinese nahe. 

Zusammen mit Rab11 und Snapin, die ebenfalls als Interaktionspartner für p0071 

identifiziert wurden, könnte p0071 in Vesikeltransport- und/oder Vesikelfusionsprozesse 

involviert sein. 

Obwohl bei der Aufklärung beider Teilprozesse in den letzten Jahren große 

Fortschritte zu verzeichnen waren, blieb die Vernetzung beider Vorgänge weitgehend 

ungeklärt. Aufgrund der mögliche Interaktionen von p0071 mit ECT2, Rab11 und Snapin ist 

eine Beteiligung von p0071 an der Koordination von Einschnürung und Abschnürung denkbar. 

Da die räumliche und zeitliche Koordination der Teilprozesse den fehlerfreien Ablauf 

der Zytokinese sichert, sollte ebenfalls untersucht werden, wie die Regulation möglicher 

Funktionen von p0071 während der Zytokinese erfolgen könnte. In diesem Zusammenhang 

könnte das Mikrotubuli-assoziierte Motorprotein der Kinesin-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 nicht anders vermerkt, von den Firmen 

Sigma-Aldrich (München) und Karl Roth (Karlsruhe) bezogen. Zellkulturmedien und Zusätze 

wurden von der Firma PAA (Cölbe) bezogen. 

2.1 Mokekularbiologische Methoden 

2.1.1 Isolation von RNA aus humanen Zelllinien 

Die Isolation von RNA aus humanen Zelllinien erfolgte mittels Guanidinium-

thiocyanat-Phenol-Chloroform-Extraktion (CHOMCZYNSKI und SACCHI, 1987). Die in 

Zellkulturschalen kultivierten Zellen (1x 106 Zellen) wurden hierfür zweimal mit PBS ge-

waschen, anschließend in 500 µl GTC-Reagenz lysiert und das Lysat in flüssigem Stickstoff 

zur effizienteren Lyse eingefroren. Das gefrorene Lysat wurde in einem Wasserbad bei RT 

(Raumtemperatur) wieder aufgetaut und anschließend für 10 Minuten bei 13.000x g und 4°C 

zentrifugiert. Der Überstand wurde in einem neuen Reaktionsgefäß mit 1/5 Volumen Chloro-

form versetzt, durch mehrmaliges Invertieren gut gemischt, für 3 Minuten bei RT inkubiert 

und für 15 Minuten bei 13.000x g und 4°C zentrifugiert. Die Fällung der in der oberen wäss-

rigen Phase enthaltenen RNA erfolgte im Anschluss durch Zugabe von einem Volumen Iso-

propanol und durch Zentrifugation der Lösung für 10 Minuten bei 13.000x g und RT. Nach 

dem Waschen der präzipitierten RNA mit 500 µl 80%-igem Ethanol und dem Trocknen der 

RNA wurde diese durch Zugabe von 15 µl RNase/DNase-freiem Wasser (Invitrogen, 

Karlsruhe) gelöst. Die Bestimmung der RNA-Konzentration erfolgte photospektrometrisch 

bei 260 nm am Genequant 1300 (GE Healthcare, München). Bei einer optischen Dichte von 1 

(OD260nm = 1) und einer Schichtdicke der Quarzküvette von 10 mm entspricht die RNA-

Konzentration 40 µg/ml. Zur Qualitätskontrolle der isolierten RNA wurde eine Agarose-

Gelelektrophorese durchgeführt (Abs. 2.1.5). Nicht degradierte RNA zeigt nach der Auf-

trennung im Agarose-Gel zwei Banden in Verhältnis von 2:1. Diese werden durch die 28S- 

und die 18S-rRNA gebildet. Die isolierte RNA wurde bis zur weiteren Verwendung bei -80°C 

gelagert. 

2.1.2 Reverse Transkription 

Mit dieser Methode wird die zuvor isolierte RNA in cDNA umgeschrieben. Die hier 

verwendeten kurzen DNA-Hexanukleotide jeder möglichen Sequenz (so genannte Random-
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Primer; Roche, Mannheim) hybridisieren mit der RNA, welche in einem zweiten Reaktions-

schritt durch die Reverse Transkriptase (Superscript™-II; Invitrogen), mittels dNTPs (Des-

oxynukleotidtriphosphate; Fermentas, St. Leon-Rot) entlang der Matrize in 5�́3´-Richtung 

zu einer cDNA verlängert werden.  

Reaktionsansatz:   RNA (1 µg/µl)            2 µl 

    Random-Primer (100 µM)           1 µl   

    RNase/DNase-freies Wasser      9 µl 

Dieser Ansatz wurde zur Denaturierung von RNA-Sekundärstrukturen für 10 Minuten 

bei 70°C inkubiert. Anschließend erfolgte eine 5-minütige Abkühlung der Ansätze auf Eis, 

wobei die Random-Primer mit der RNA hybridisierten. Im Anschluss wurden 4 µl 5x Re-

aktionspuffer; 2 µl DTT (100 mM); 2 µl dNTP-Mix (je 2,5 mM) und 1 µl Superscript™-II 

(200 U/µl) zugesetzt (alle Invitrogen). Der Ansatz wurde durch kurzes Zentrifugieren ge-

mischt und im Thermocycler T3 (Biometra, Göttingen) für 10 Minuten bei 20°C, 60 Minuten 

bei 42°C und 5 Minuten bei 90°C inkubiert. Die synthetisierte cDNA wurde abschließend mit 

80 µl RNase/ DNase-freiem Wasser versetzt, aliquotiert und bei -20°C gelagert. 

2.1.3 Polymerase-Kettenreaktion 

Mit Hilfe der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) ist es möglich, von einer DNA-

Matrize (so genanntes Template) eine große Zahl identischer Kopien anzufertigen. Auf diese 

Weise ist es möglich, die Expressionsprodukte verschiedener Gene zu klonieren und an-

schließend zu untersuchen. Zur Klonierung eines bestimmten Expressionsproduktes mittels 

PCR benötigt man ausschließlich eine kurze Sequenz am Anfang und am Ende des zu 

amplifizierenden Produktes zur Synthese von spezifischen Oligonukleotid-Primern (Tab. 7-1). 

Prinzipiell enthält jeder PCR-Ansatz das Template, die vier dNTPs, die beiden Primer und 

eine hitzestabile DNA-Polymerase. Ein zyklisch ablaufendes Temperatur-Programm zur 

Template-Denaturierung (96°C für 30 Sekunden), Primer-Anlagerung (50°C bis 65°C für 

30 Sekunden) und DNA-Synthese (68°C oder 72°C; 60 Sekunden je 1 kb Fragmentlänge) 

führt zur exponentiellen Vermehrung der entsprechenden DNA-Fragmente. 

In dieser Arbeit kam für die Klonierung verschiedener Genprodukte aus cDNA der 

High Fidelity-PCR-Enzym-Mix (Fermentas) nach Protokoll des Herstellers zum Einsatz. Der 

Ansatz wurde durch kurzes Zentrifugieren gemischt und die PCR im Thermocycler T3 mit 

entsprechendem Programm durchgeführt. 
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2.1.4 Ortsgerichtete Mutagenese 

Mit Hilfe einer ortsgerichteten Mutagenese ist es möglich, die Sequenz der über eine 

PCR amplifizierten DNA zu verändern. Dabei kommen Primer zum Einsatz, die nicht zu 

100% identisch mit der Template-Sequenz sind. In der vorliegenden Arbeit wurden cDNA-

Sequenzen, die bereits in Vektoren kloniert waren, durch die ortsgerichtete Mutagenese ver-

ändert. Die dafür verwendeten Primer (Tab. 7-2) wurden so konstruiert, dass in der ent-

sprechenden PCR zirkuläre doppelsträngige DNA-Moleküle mit je zwei Einzelstrangbrüchen 

und der gewünschten Mutation entstehen. Diese DNA-Moleküle sind im Gegensatz zu den 

aus dem E. coli-Stamm JM109 isolierten (Abs. 2.1.12) Template-Plasmiden nicht methyliert. 

Die nach der PCR durchgeführte Behandlung mit der Restriktionsendonuklease Dpn I führte 

deshalb nur zur Degradation der Template-Plasmide. Die neu entstandenen DNA-Moleküle 

wurden anschließend transformiert (Abs. 2.1.11) und durch Sequenzierung analysiert 

(Abs. 2.1.13). Auf diese Weise wurden Plasmide zur Expression dominant aktiver (DA) und 

dominant negativer (DN) Mutanten der GTPasen RhoA und Rab11 hergestellt. 

2.1.5 Agarose-Gelelektrophorese von Nukleinsäuren 

Agarose ist ein lineares Polysaccharid (…D-Galaktose/3,6-anhydro-L-Galaktose…), 

das durch Erhitzen in Pufferlösung nach dem Abkühlen eine homogene Gelmatrix bildet. Im 

elektrischen Feld wandern die durch ihre Phosphatgruppen negativ geladenen Nukleinsäuren 

zur Anode. Die Wanderungsgeschwindigkeit und die Auftrennung von RNA- bzw. DNA-

Fragmenten hängen in erster Linie von deren Größe und Konformation der Fragmente, der 

Konzentration der Agarose und der elektrischen Spannung ab. Die Auftrennung der Nuklein-

säuren nach Molekulargewicht erfolgte in 0,75%-igen bis 2,5%-igen Agarose-Gelen. Die ent-

sprechende Menge Agarose wurde dazu in TBE-Puffer gelöst und mit 0,3 µg/ml Ethidiumbro-

mid versetzt. Ethidiumbromid ist ein Fluoreszenzfarbstoff der in Nukleinsäuren interkaliert, 

wodurch sich dessen Fluoreszenzemission unter UV-Licht vervielfacht. Die DNA-Proben 

wurden mit 6x DNA-Ladepuffer sowie RNase/DNase-freiem Wasser gemischt und das Gel 

damit beladen. Im Fall von RNA wurde jeweils 1 µg in 18 µl RNase/DNase-freiem Wasser 

mit 2 µl 10x RNA-Ladepuffer versetzt. Zur Denaturierung der Sekundärstrukturen der RNA 

wurde der Ansatz für 5 Minuten bei 65°C erhitzt und anschließend auf Eis abgekühlt. Die so 

behandelten Proben wurden auf ein 1%-iges Agarose-Gel aufgetragen. Die Gelelektrophorese 

wurde in horizontalen Elektrophoresekammern in TBE-Puffer bei 75 V für 30 Minuten bis 

90 Minuten durchgeführt. 
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2.1.6 Aufreinigung von Nukleinsäuren 

Die Aufreinigung von DNA-Fragmenten erfolgte mit Hilfe des PCR Purification Kit 

oder des Gel Extraction Kit (beide Genomed, Löhne). Dabei kommen Silika-Gel-Säulen zum 

Einsatz, an die freie Nukleinsäuren bei niedrigem pH-Wert durch ein im Puffer enthaltenes 

chaotropes Salz binden, während Verunreinigungen die Säule passieren. 

Für die Aufreinigung von DNA-Fragmenten mittels Gelextraktion wurde die ent-

sprechende Probe mit DNA-Ladepuffer versetzt und auf ein entsprechendes Agarose-Gel auf-

getragen. Nach der Gelelektrophorese konnten unter schwachem UV-Licht die Banden ent-

sprechender Größe mit Hilfe eines Skalpells ausgeschnitten werden. Je 100 mg Gel wurden 

mit 300 µl Puffer H1 versetzt und für 10 Minuten bei 50°C inkubiert. Anschließend erfolgte 

die Aufreinigung über die Silika-Gel-Säulen nach dem Protokoll des Herstellers. Die Auf-

reinigung von DNA-Fragmenten über das PCR Purification Kit wurde analog durchgeführt. 

Abweichend wurden die entsprechenden Proben ohne vorherige Gelelektrophorese mit 5 Vo-

lumen Puffer P1 versetzt und die Silika-Gel-Säule mit dieser Lösung beladen. 

2.1.7 Klonierung von PCR-Fragmenten mittels TA-System 

Große PCR-Produkte wurden mit Hilfe des Topo-TA-Systems (Invitrogen) kloniert. 

Hierbei nutzt man die Terminale-Transferase-Aktivität der Taq-Polymerase, die wie einige 

andere hitzestabile Polymerasen ohne 3´�5´-Exonuklease-Aktivität den amplifizierten Frag-

menten am 3´-Ende einen Adenosinnukleotid-Überhang anfügt. Diese PCR-Fragmente 

können in den linearisierten, über 3´-Thymidinnukleotid-Überhänge verfügenden Topo-TA-

Vektor effizient ligiert werden. Die Klonierungsreaktion erfolgte für 30 Minuten bei RT nach 

dem Protokoll des Herstellers. Anschließend wurde der Ansatz in den E. coli-Stamm JM109 

transformiert (Abs. 2.1.11). 

2.1.8 Behandlung von DNA mit Restriktionsendonukleasen 

Restriktionsendonukleasen sind bakterielle Enzyme, die DNA sequenzspezifisch 

hydrolysieren können. Nach ihren Eigenschaften werden die Restriktionsendonukleasen in 

drei Typen unterteilt, wobei in der Molekularbiologie hauptsächlich Restriktionsendonuk-

leasen vom Typ II zum Einsatz kommen. Diese binden DNA sequenzspezifisch und hydro-

lysieren diese direkt an der meist palindromischen Erkennungssequenz von vier, sechs oder 

acht Basenpaaren. Die Hydrolyse der Phosphodiesterbindung kann entweder symmetrisch 

oder asymmetrisch erfolgen, wodurch im ersten Fall doppelsträngige Enden (glatte Enden) 
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und im zweiten Fall einzelsträngige Enden (klebrige Enden) entstehen. Restriktionsendo-

nukleasen wurden in der vorliegenden Arbeit für die Klonierung von DNA-Fragmenten und 

die Identifizierung von Plasmiden verwendet. 

Zur Klonierung von DNA-Fragmenten wurde das entsprechende PCR-Produkt oder 

der Ursprungsvektor mit den gleichen Restriktionsendonukleasen behandelt wie der 

Zielvektor bzw. mit Restriktionsendonukleasen, die identische Überhänge erzeugen. Die 

verwendeten Restriktionsendonukleasen wurden inklusive der benötigten Puffer von 

Fermentas bezogen. 

Präparativer Ansatz:  DNA (1 µg/µl)   10 µl 

    10x Puffer      5 µl 

    RNase/DNase-freies Wasser  33 µl 

    Restriktionsendonuklease (10 U/µl)   2 µl 

Analytischer Ansatz:  Plasmid-DNA      1 µl 

    10x Puffer              1,5 µl 

    Restriktionsenzyme (10 U/µl)     je 0,25 µl 

    RNase/DNase-freies Wasser             13 µl  

Die Ansätze wurden für 3 Stunden bei 37°C im T3-Thermocycler inkubiert. Im 

Anschluss wurde die DNA gelelektrophoretisch aufgetrennt und im Fall des präparativen 

Ansatzes mittels Gel Extraction Kit aufgereinigt (Abs. 2.1.5 und Abs. 2.1.6) 

2.1.9 Ligation 

DNA-Ligasen katalysieren unter Verwendung von ATP die Ausbildung einer 

Phosphodiesterbindung zwischen der 3´-Hydroxylgruppe eines DNA-Fragments und der 

5´-Phosphatgruppe des anderen DNA-Fragments. Mit Hilfe der in der vorliegenden Arbeit 

verwendeten T4-Ligase (Fermentas) können DNA-Fragmente, die durch Hydrolyse mit Res-

triktionsendonukleasen entstanden sind, kovalent verknüpft werden. Das Mengenverhältnis 

zwischen eingesetztem Zielplasmid und zu klonierendem Fragment sollte zwischen 1:1 und 

1:5 liegen. Um diese Mengenverhältnisse abschätzen zu können, wurde vor der Ligation eine 

Agarose-Gelelektrophorese durchgeführt (Abs. 2.1.5). 

Ligationsansatz:  PCR-Fragment   x µl 

    Zielvektor    y µl 

    10x Ligasepuffer   1 µl 

    T4-DNA-Ligase (1 U/µl)          0,5 µl 

    RNase/DNase-freies Wasser     add 10 µl 
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Die Ligation erfolgte für 2 Stunden bei RT. Anschließend wurde der Ansatz für die 

Transformation des E. coli-Stammes JM109 verwendet (Abs. 2.1.11) 

2.1.10 Herstellung Transformations-kompetenter Bakterien 

Zur Herstellung kompetenter E. coli der Stämme JM109 und BL21 DE3 (beide 

Stratagene, La Jolla; USA) wurde jeweils eine Kolonie über Nacht bei 37°C in 10 ml LB-

Medium unter Schütteln inkubiert. Die von dieser Vorkultur am nächsten Morgen angeimpfte 

Hauptkultur (100 ml LB-Medium) wurde bei 37°C unter Schütteln bis zu einer OD600nm
 = 0,3 

inkubiert. Die Bakteriensuspension wurde für 10 Minuten bei 3.000x g und 4°C zentrifugiert, 

das Pellet in 30 ml TFB-I resuspendiert und die Lösung für 8 Minuten auf Eis inkubiert. Das 

nach einer erneuten 10-minütigen Zentrifugation bei 3.000x g und 4°C erhaltene 

Bakterienpellet wurde vorsichtig durch Schwenken in einem Eis-Wasserbad in 4 ml TFB-II 

resuspendiert. Die Bakterien wurden in auf -80°C vorgekühlte 1,5 ml Reaktionsgefäße 

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

2.1.11 Transformation von Plasmid DNA 

Zur Transformation von Plasmid-DNA wurde ein Aliquot kompetenter E. coli (100 µl) 

auf Eis aufgetaut, mit 10 µl Ligationsansatz bzw. 50 ng Plasmid-DNA in 10 µl RNase/DNase-

freiem Wasser versetzt und 30 Minuten auf Eis inkubiert. Anschließend wurden die Bakterien 

einem Hitzeschock bei 42°C für 90 Sekunden unterzogen und danach für weitere 2 Minuten 

auf Eis inkubiert. Die transformierten Bakterien wurden mit 900 µl LB-Medium versetzt, 

60 Minuten bei 37°C unter Schütteln inkubiert und auf LB-Agar-Platten mit entsprechendem 

Selektionsantibiotika (100 µg/ml Ampicillin oder 50 µg/ml Kanamycin) ausplattiert. Die LB-

Agar-Platten wurden über Nacht bei 37°C inkubiert. 

2.1.12 Präparation von Plasmid-DNA 

Zur Analyse der auf Seletions-LB-Agar-Platten gewachsenen Kolonien wurden von 

diesen Übernachtkulturen in 5 ml LB-Medium mit entsprechendem Selektionsantibiotikum 

angeimpft. Je 1,5 ml der Übernachtkulturen wurden für 1 Minute bei 13.000x g und RT 

zentrifugiert und die Pellets in 100 µl GET-Puffer resuspendiert. Durch Zugabe von 200 µl 

0,2 M NaOH mit 1% SDS, mehrmaligem Invertieren des Reaktionsgefäßes und an-

schließender 5-minütiger Inkubation erfolgt die Lyse der Bakterien. Zur Präzipitation der 

genomischen DNA, sowie gelöster Proteine wurden 150 µl 3 M Natriumacetat (pH 4,8) 

hinzugefügt. Nach 10-minütiger Zentrifugation bei 13.000x g und RT wurde der Überstand in 
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ein neues 1,5 ml Reaktionsgefäß überführt und die gelöste Plasmid-DNA durch Zugabe von 

2 Volumen Isopropanol für 30 Minuten bei RT gefällt. Das nach 15-minütiger Zentrifugation 

bei 13.000 x g und RT erhaltene Pellet wurde mit 70% Ethanol gewaschen und erneut für 

5 Minuten zentrifugiert. Nach dem Trocknen des Pellets wurde dieses in 50 µl 10 mM 

Tris/HCl (pH 8,0) gelöst, mit 50 ng RNase A versetzt und bei 37°C für 30 Minuten inkubiert. 

Sollten Plasmide zur Transfektion humaner Zelllinien präpariert werden, erfolgte dies 

mit Hilfe der Jetstar Plasmid-Aufreinigungssysteme (Genomed). Je nach Menge der 

benötigten DNA kamen das Miniprep-, das Midiprep- oder das Maxiprep-Kit zum Einsatz. 

Bei diesen Systemen wird über alkalische Lyse isolierte Plasmid-DNA über Silika-Gel-Säulen 

weiter aufgereinigt. 

Die Analyse der präparierten Plasmide erfolgte mittels Restriktionsendonukleasen 

(Abs. 2.1.8) und anschließender Sequenzierung (Abs. 2.1.13). Die Plasmid-Konzentration 

wurde photospektrometrisch bei 260 nm bestimmt. Bei einer OD260nm = 1 und einer 

Schichtdicke der Quarzküvette von 10 mm entspricht die DNA-Konzentration 50 µg/ml. 

2.1.13 Sequenzierung 

2 µg Plasmid-DNA wurde eingetrocknet und zur Sequenzierung 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, HeLa und MCF-7 (Deutsche 

Sammlung von Mikroorganismen und Zellen, Braunschweig) verwendet. Die Zellen wurden 

in DMEM (Dulbecco`s modified Eagel`s medium) versetzt mit 10% FBS (fetal bovine serum) 

und 1 mM Natriumpyruvat bei 37°C, 20% O2 und 5% CO2 kultiviert. Alle 2 bis 3 Tage 

wurden die Zellen passagiert. Dazu wurde das Kulturmedium verworfen, die Zellen mit PBSE 

(phosphate buffered saline + EDTA) gewaschen und durch Zugabe von 0,05% Trypsin/PBSE 

abgelöst. Die abgelösten Zellen wurden im Kulturmedium aufgenommen und für 5 Minuten 

bei 1.000x g zentrifugiert, anschließend in Kulturmedium 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 flüssigen Stickstoff bei -196°C. Die Zellen 

wurden in Kulturmedium bei 37°C aufgetaut und für 5 Minuten bei 1.000x g zentrifugiert. 

Das Zellpellet wurde im vorgewärmten Kulturmedium resuspendiert und in Zellkulturschalen 

überführt. 

Zum Einfrieren der Zellen wurden diese, wie im Abs. 2.2.1 beschrieben, abgelöst und 

zentrifugiert. Das Zellpellets wurde in auf Eis gekühltem Einfriermedium (DMEM versetzt 

mit 10% DMSO und 20% FBS) aufgenommen und in Einfrier-Röhrchen überführt. Das 

Einfrieren erfolgte bei -80°C über Nacht in einem mit Isopropanol gefüllten Einfrierbehälter 

(Kühlungsrate von -1°C/Minute). Anschließend wurden die Zellen im flüssigen Stickstoff 

gelagert. 

2.2.3 Transfektion humaner Zellen 

Transfektion ist ein Prozess, in dem exogene Nukleinsäuren in eine eukaryotische 

Zelle durch biochemische oder physikalische Methoden eingebracht werden. In dieser Arbeit 

wurden zwei verschiedene Methoden verwendet: die Transfektion mittels Lipofektion und die 

Kalziumphosphat-Kopräzipitation. 

2.2.3.1 Transfektion mittels Lipofektion 

Transfektionsreagenzien zur Lipofektion von eukaryotischen Zellen bestehen im 

Prinzip aus einer Mischung eines polykationischen Lipids und eines Phospholipids. Diese 

Lipide bilden kationische Liposomen aus, die spontan mit den negativ geladenen Nuklein-

säuren akkumulieren. Die entstandenen unilamellaren Vesikel fusionieren mit der PM und 

gelangen durch Endozytose in die Zellen (FELGNER et al., 1987; FELGNER und RINGOLD, 

1989). In der vorliegenden Arbeit kam für die Transfektion von Plasmid-DNA und siRNAs 

Lipofectamine2000 (Invitrogen) zum Einsatz. Die Transfektion der aufgeführten Vektoren 

(Tab. 7-4, 7-7) bzw. siRNAs (Tab. 7-3) erfolgte nach dem Protokoll des Herstellers. 

2.2.3.2 Transfektion durch Kalziumphosphat-Kopräzipitation 

In einer Kalziumchlorid und Natriumphosphat enthaltenden Lösung kopräzipitiert die 

zu transfizierende DNA mit dem entstehenden Kalziumphosphat. Die Präzipitate werden von 

den Zellen durch Endozytose aufgenommen. Zur Erhöhung der Transfektionseffizienz werden 
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die Zellen 6 Stunden nach Zugabe der Präzipitate mit Glyzerin-Puffer behandelt (GRAHAM 

und VAN DER EB, 1973; PARKER und STARK, 1979).  

Die zu transfizierenden Zellen wurden mit einer Zelldichte eingesät, so dass sie ca. 

20 Stunden später eine Konfluenz von ca. 70% erreichten. Eine Stunde vor der Transfektion 

wurde das Kulturmedium gewechselt. Mit Hilfe der Kalziumphosphat-Kopräzipitation wurde 

ausschließlich Plasmid-DNA (Tab. 7-7) nach folgendem Protokoll transfiziert. 

Transfektionsansatz 20 cm2-Schale: Plasmid-DNA (0,5 µg/µl)   42,5 µl  

     2 M CaCl2    37,5 µl 

     RNase/DNase freies Wasser              220 µl  

Die DNA-Lösung wurde tropfenweise in 300 µl DNA-Präzipitationspuffer gegeben, 

der währenddessen ständig durchmischt wurde. Nach 10-minütiger Inkubation wurde der 

Transfektionsansatz den Zellen in 2,4 ml Kulturmedium zugegeben und diese 6 Stunden bei 

37°C, 20% O2 und 5% CO2 inkubiert. Anschließend wurden die Zellen mit einem Glyzerin-

Puffer behandelt. Dazu wurde das Transfektionsmedium entfernt, die Zellen mit FBS-freiem 

Medium gewaschen, mit 1 ml Glyzerin-Puffer versetzt und 3 Minuten bei 37°C inkubiert. 

Nach einem erneuten Waschschritt mit FBS-freiem Medium wurden die Zellen in Kultur-

medium inkubiert. 

2.2.4 Synchronisation humaner Zellen mittels Doppel-Thymidinblock 

Das für die Synchronisation von Zellen eingesetzte Desoxythymidin (Thymidin) 

reguliert allosterisch die Ribonukleotid-Reduktase. Der Überschuss an Thymidin bewirkt die 

Hemmung der dCTP-Synthese. Der daraus resultierende Mangel an dCTP bringt schließlich 

die DNA-Synthese zum Erliegen, wodurch Thymidin behandelte Zellen am Ende der G1-

Phase bzw. am Beginn der Synthesephase arretiert werden.  

HEK293-Zellen wurden 24 Stunden nach der Transfektion in einer Dichte von 

0,4x 105 Zellen pro cm2 ausgesät und mit 5 mM Thymidin enthaltendem Kulturmedium für 

16 Stunden inkubiert. Anschließend wurden die Zellen dreimal mit FBS-freiem Medium 

gewaschen, 12 Stunden im Kulturmedium inkubiert und danach erneut für 12 Stunden mit 

5 mM Thymidin behandelt. Nach dreimaligem Waschen mit FBS-freiem Medium wurden die 

synchronisierten Zellen für 12 Stunden in Kulturmedium gehalten und anschließend immun-

zytologisch (Abs. 2.2.6) analysiert. 
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2.2.5 Synchronisation humaner Zellen mittels Thymidin und Nocodazol 

HEK293- bzw. HeLa-Zellen wurden ohne vorherige Transfektion oder 24 Stunden 

nach der Transfektion in einer Zelldichte von 0,5x 105 bzw. 0,25x 105 Zellen pro cm2 in 

Kulturmedium mit 5 mM Thymidin ausgesät. Nach 20-stündiger Inkubation wurden die 

Zellen dreimal mit FBS-freiem Medium gewaschen, 4 Stunden im Kulturmedium inkubiert 

und anschließend 8 Stunden mit 30 ng/ml Nocodazol behandelt. Die Mikrotubuli-depolymeri-

sierende Wirkung des Nocodazol verhindert die Ausbildung der Teilungsspindel, wodurch die 

Zellen in der Prometaphase arretiert werden. Nach dreimaligem Waschen mit FBS-freiem 

Medium wurden die Zellen bis zum erforderlichen Mitosestadium in Kulturmedium inkubiert. 

2.2.6 Immunzytologie 

Mit Hilfe der Immunzytologie können Proteine in fixierten Zellen sichtbar gemacht 

werden. Dafür werden Antikörper (Ak) eingesetzt, die an das zu untersuchende Protein in der 

Zelle binden. In einem zweiten Schritt werden die verwendeten Primär-Ak mit Fluoreszenz-

farbstoff-konjugierten Sekundär-Ak markiert. Die angefertigten Präparate wurden an einem 

Nikon Eclipse E600 Mikroskop aufgenommen, das mit einer Vosskühler CCD-1300-QLN-

Kamera und der Software NIS-Elements AR 2.30 MuTech MV1500 (Nikon, Düsseldorf) 

ausgestattet war. Die Bearbeitung und Auswertung der Bilder erfolgte mit der Software 

ImageJ Version 1.42. Zur Anfertigung der immunzytologischen Präparate wurden die Zellen 

auf Poly-L-Lysin beschichteten DG (Deckgläschen) eingesät, eventuell transfizierte und/oder 

synchronisiert und anschließend auf unterschiedliche Weise fixiert. 

Formaldehyd-Fixierung 

Die auf den DG befindlichen Zellen wurden mit PBS gewaschen und für 10 Minuten 

in 4% FA (Formaldehyd) bei RT inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit PBS erfolgte die 

Permeabilisierung in 0,5% Triton X-100/PBS für 15 Minuten bei RT. 

Methanol-Fixierung 

Die in PBS gewaschenen DG wurden für 10 Minuten in Methanol bei -20°C inkubiert. 

Nach der 15-minütigen Trocknung erfolgte eine 10-minütige Permeabilisierung in Mikro-

tubuli-stabilisierendem Puffer bei RT. 

Methanol/Aceton-Behandlung 

Die in PBS gewaschenen DG wurden für 10 Minuten in Methanol bei -20°C und 

anschließend für 2 Minuten in Aceton bei -20°C inkubiert. Nach 45-minütiger Trocknung bei 

RT konnten die DG weiterverarbeitet werden. 
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Trichloressigsäure-Fixierung 

Nach dem Waschen der DG in eiskaltem PBS erfolgte die Fixierung in eiskalter 

10%-iger TCA-Lösung (Trichloressigsäure) für 15 Minuten. Die DG wurden im Anschluss 

mit PBS gewaschen und in 0,5% Triton X-100/PBS für 5 Minuten bei RT permeabilisiert. 

Nach der Fixierung und Permeabilisierung wurden die Zellen auf den DG für min-

destens 30 Minuten zum Verhindern unspezifischer Ak-Bindungen in 1% Milchpulver/PBS 

(Sucofin, Zeven) bei RT inkubiert. Die Inkubation mit den Primär-Ak (Tab. 7-12) erfolgte 

ebenfalls in 1% Milchpulver/PBS bei 4°C über Nacht. Nach dreimaligem Waschen mit PBS 

für 5 Minuten und 10-minütiger Inkubation in 1% Milchpulver/PBS wurden die Zellen mit 

den in 1% Milchpulver/PBS verdünnten Fluoreszenzfarbstoff-konjugierten Sekundär-Ak 

(Tab. 7-13) für eine Stunden bei RT inkubiert. Außerdem konnten die Zellen in diesem Schritt 

zur Markierung der DNA bzw. von filamentösem Aktin mit DAPI (4´, 6-Diamidino-2-

phenylindol; 2,5 µg/ml) bzw. Fluoreszenzfarbstoff-konjugierten Phalloidinen (Alexa Fluor 

488 und Alexa Fluor 594; 0,5 U/ml; DAPI und die Phalloidine wurden von Invitrogen 

bezogen) inkubiert werden. Anschließend wurden die Zellen dreimal in PBS, einmal in 

Wasser und abschließend einmal in 96% Ethanol gewaschen. Nach 15-minütiger Trocknung 

erfolgte das Einbetten der Präparate in Mowiol. 

2.2.7 Bimolekulare-Fluoreszenz-Komplementation 

BiFC (Bimolekulare-Fluoreszenz-Komplementation) ist eine Methode zur Visua-

lisierung der Interaktion von Proteinen in der Zelle. Dabei werden die Fluoreszenzproteine 

(BFP, CFP, GFP, YFP; blue-, cyan-, green-, yellow-fluorescent-protein) in zwei nicht-

fluoreszierende Fragmente geteilt, die mit jeweils einem der zu untersuchenden Proteine 

fusioniert werden. Interagieren beide Proteine, können beide nicht-fluoreszierende Fragmente 

so in räumliche Nähe gebracht werden, dass das funktionelle Fluoreszenzprotein rekonstituiert 

werden kann. Über diese Fluoreszenz kann der Ort der Interaktion in der Zelle identifiziert 

werden. Außerdem kann BiFC über die Intensität der rekonstituierten Fluoreszenz dazu 

verwendet werden, um die Interaktion von Proteinen zu quantifizieren.  

Für die BiFC-Analysen in dieser Arbeit wurden die zu untersuchenden Proteine mit 

jeweils einer nichtfluoreszierenden Hälfte des Venus-Proteins (Variante des YFP; V1-Flag 

entspricht der N- und V2-HA der C-terminalen Hälfte) fusioniert. Die entsprechenden 

Plasmide wurden in HEK293-Zellen transfiziert und das BiFC-Signal mittels Fluoreszenz-

mikroskopie analysiert. Sollten BiFC-Signale quantifiziert werden, wurde neben den BiFC-

Plasmiden ein Plasmid zur Expression von RFP (red-fluorescent-protein) kotransfiziert, so 
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dass mittels Durchflusszytometrie (Abs. 2.2.9) die Intensität des BiFC-Signals von aus-

schließlich RFP-exprimierenden Zellen bestimmt werden konnte. Auf diese Weise sollten 

Unterschiede in der Transfektionseffizienz als Ursache für unterschiedliche BiFC-Effizienzen 

ausgeschlossen werden. Außerdem wurde die Expression der Fusionsproteine mittels Western 

Blot (WB) analysiert (Abs. 2.3.6). 

2.2.8 Mikroskopische Beobachtungen lebender Zellen 

Mit dem Live-Cell-Imaging können lebende Zellen am Mikroskop beobachtet und 

dabei „Zeitraffer-Aufnahmen“ mikroskopischer Vorgänge angefertigt werden. Es können 

sowohl morphologische Veränderungen der gesamten Zelle als auch die Lokalisation von 

fluoreszierenden Molekülen und Proteinen beobachtet werden. Für die Live-Cell-Imaging-

Analysen wurden die Zellen in spezielle Zellkulturschalen mit dünnem Glasboden eingesät 

und den Versuchsvorgaben entsprechend behandelt. Die Aufnahme der Bilder erfolgte 

entweder am Leica TCS-SP2 mit der Leica-Confocal-Software Version 2.61.1537 (Leica 

Microsystems, Wetzlar) bzw. am Zeiss Axio Observer mit der Software AxioVision Rel. 4.7 

(Carl Zeiss, Jena). In beiden Fällen wurden die Zellen während der Aufnahmen bei 37°C und 

5% CO2 inkubiert. Die Bearbeitung und Auswertung der Bilder erfolgte mit der Software 

ImageJ Version 1.42. 

2.2.9 Durchflusszytometrie 

Bei der Durchflusszytometrie werden die Zellen einer Einzelzellsuspension durch 

hydrodynamische Fokussierung an einem Laserstrahl vorbeigeleitet. Dabei werden von jeder 

Zelle gleichzeitig Vorwärts- und Seitwärtsstreulicht sowie je nach Ausstattung des Durch-

flusszytometers mehrere vorher festgelegte Fluoreszenzen detektiert. 

Das Vorwärtsstreulicht korreliert mit der Zellgröße, das Seitwärtsstreulicht mit der 

Granularität der Zellen, so dass über diese beiden Parameter unter anderem intakte lebende 

Zellen von apoptotischen und/oder nekrotischen Zellen unterschieden werden können.  

Die durchflusszytometrischen Messungen erfolgten am FACScan mit Hilfe der Soft-

ware CellQuestTM (BD Bioscience, Heidelberg). Das verwendete Durchflusszytometer ver-

fügt über einen Argonlaser, der monochromatisches Licht mit einer Wellenlänge von 488 nm 

emittiert. Über die Auswahl verschiedener Emissionsfilter war es unter anderem möglich, das 

vom rekonstituierten Venusprotein und vom RFP emittierte Licht einer Zelle gleichzeitig zu 

detektieren.  
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2.2.10 Untersuchungen zur Aktivität von RhoA, Rac1, Cdc42 und Rab11 

Wie bei allen GTPasen der Ras-Familie führt der Austausch von GDP durch GTP 

auch bei RhoA und Rab11 zu einer Konformationsänderung, die deren Interaktion mit 

spezifischen Effektoren ermöglicht (Abs. 1.4). Die Bindedomänen dieser Effektoren werden 

genutzt, um den Aktivierungsstatus der GTPasen untersuchen zu können. Mit Hilfe der 

Raichu-Biosensoren kann der Einfluss bestimmter Substanzen und/oder Proteine auf die 

Aktivität der exogenen GTPasen untersucht werden (Abs. 2.2.10.1). Werden die ent-

sprechenden bakteriell exprimierten Bindedomänen an Glutathion-Sepharose immobilisiert 

und mit Zelllysaten inkubiert, können aus diesen spezifisch aktive GTPasen präzipitiert 

werden (Abs. 2.2.10.2). 

2.2.10.1 Untersuchung der Aktivität von Rho-GTPasen mittel Raichu-Biosensoren 

Die Plasmide der Raichu-Biosensoren wurden uns freundlicherweise von Dr. Matsuda 

(Osaka, Japan) zur Verfügung gestellt. In der vorliegenden Arbeit kamen Biosensoren zur 

Untersuchung der Aktivität von RhoA, Rac1 und Cdc42 zum Einsatz. Diese Biosensoren 

bestehen aus einer Rho-GTPase und der GTPase-Bindedomäne ihres Effektors zwischen YFP 

und CFP. Die Interaktion der aktiven GTPase mit ihrem Effektor bringt YFP und CFP im 

Biosensor in eine für FRET (Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer) geeignete Entfernung. 

Die Aktivität der Rho-GTPasen der Biosensoren in einer Zelle lässt sich somit über das 

emittierte FRET-Signal bestimmen (NAKAMURA et al., 2006). FRET ist ein von Theodor 

Förster entdeckter physikalischer Prozess, bei dem die Energie eines angeregten 

Fluoreszenzfarbstoffs (FRET-Donor) strahlungsfrei auf einen zweiten Fluoreszenzfarbstoff 

(FRET-Akzeptor) übertragen werden kann (FÖRSTER, 1948).  

HEK293-Zellen wurden 72 Stunden nach deren Transfektion mit den Biosensoren in 

4% FA fixiert und anschließend mittels Mowiol eingebettet. Die FRET-Effizienz der Bios-

ensoren wurde am Leica TCS-SP2 bestimmt. Dabei wurde der FRET-Akzeptor (YFP) durch 

einen Laserstrahls (514 nm) ausgeblichen. Die Fluoreszenzintensität des FRET-Donors (CFP) 

wurde vor und nach dem Bleichen des YFP gemessen. Aus dem Anstieg der CFP-

Fluoreszenzintensität wurde die FRET-Effizienz mit Hilfe folgender Formel bestimmt: 

FRETEFF = (Dpostbleach - Dprebleach) / Dpostbleach;                                                                   

für alle Bildpunkte mit Dpostbleach > Dprebleach (D = Fluoreszenzintensität des 

FRET- Donors) 
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2.2.10.2 Untersuchung der Aktivität von RhoA und Rab11 mittels GST-Pulldown 

Zur Aktivitätsbestimmung von RhoA in Zelllysaten kam kommerziell erhältliche 

Rhotekin-Sepharose (Millipore, Schwalbach) bzw. selbst hergestellte ROK-RBD-Sepharose 

(RhoA-Bindedomäne) zum Einsatz (Abs. 2.3.10). Der GST-PD (Pulldown) zur Bestimmung 

der Aktivität von Rab11 in Zelllysaten wurde mit selbst hergestellter mit FIP4-Sepharose 

(Abs. 2.3.10) durchgeführt. Für die Aktivitätsbestimmungen wurden die Zellen in MLB-

Puffer lysiert (Abs. 2.3.1) und 1 - 2 mg dieser Proteinlösungen mit ca. 40 µg der ent-

sprechenden Sepharose für 60 Minuten bei 4°C inkubiert. Nach mehrmaligem Waschen der 

Sepharose wurden die Mengen an gebundenem RhoA bzw. Rab11 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 diese zweimal mit eiskaltem TBS (tris 

buffered saline) gewaschen und anschließend im entsprechenden Lysepuffer aufgenommen. 

Den entsprechenden Lysepuffern wurden vor der Verwendung Protease- (10 µg/ml Aprotinin; 

10 µg/ml Leupeptin; 1 mM Pefabloc) und Phosphataseinhibitoren (1 mM NaVO3; 10 mM 

NaF) zugesetzt. Die Proben wurden zum Aufschluss in flüssigem Stickstoff eingefroren und 

konnten anschließend bei -80°C gelagert werden. Die tiefgefrorenen Lysate wurden in einem 

Wasserbad bei RT aufgetaut und zum Pelletieren der Zelltrümmer sowie der ungelösten Pro-

teine für 10 Minuten bei 14.000x g und 4°C zentrifugiert. Von den Überständen wurde vor 

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

2.3.2 Isolation mitotischer Mikrotubuli  

Zur Isolation mitotischer Spindeln wurden HeLa-Zellen mit Thymidin und Nocodazol 

in der Prometaphase synchronisiert (Abs. 2.2.5). 90 Minuten nach dem Entfernen des Syn-

chronisationsmediums wurde dem Kultivierungsmedium Taxol (5 µg/ml) zur Stabilisierung 

der Mikrotubuli für 3 Minuten zugegeben. Die Zellen wurden anschließend in dem Taxol-

haltigen Medium vorsichtig von der Zellkulturschale gelöst, durch Zentrifugation für 5 Mi-

nuten bei 300x g pelletiert und einmal in PBS (+ 5 µg/ml Taxol) gewaschen. Das nach 

erneuter Zentrifugation erhaltene Zellpellet wurde vorsichtig in 1 ml MT-Isolations-Puffer-I 

resuspendiert. Die Zelllyse erfolgte durch eine 15-minütige Inkubation bei 37°C. Während der 

Inkubation wurde das Lysat aller 2 Minuten vorsichtig durchmischt. Das Lysat wurde 
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2 Minuten bei 700x g zentrifugiert, das Pellet in 1 ml MT-Isolations-Puffer-I resuspendiert, 

5 Minuten bei 37°C inkubiert und erneut zentrifugiert. Nach dem Waschen des Pellets mit 

100 µl MT-Isolations-Puffer-II und einem weiteren Zentrifugationsschritt wurde das Pellet in 

300 µl MT-Isolations-Puffer-II resuspendiert und 10 Minuten bei RT inkubiert. Ab diesem 

Zeitpunkt waren die isolierten Mikrotubuli unter dem Mikroskop sichtbar. Die isolierten 

Mikrotubuli wurden durch eine 3-minütige Zentrifugation bei 1.500x g gesammelt, in 

1x SDS-Ladepuffer aufgenommen und mittels SDS-PAGE und WB analysiert (Abs. 2.3.4 und 

Abs. 2.3.6). 

2.3.3 Proteinkonzentrationsbestimmung 

Die Proteinkonzentrationsbestimmung erfolgte mit dem MicroBC-Assay (Interchim, 

Montlucon, Frankreich). Im alkalischen Milieu reduzieren Proteine Cu2+ zu Cu+ (Biuret-

Reaktion). Das BCA (bicinchoninic acid) komplexiert mit den gebildeten Cu+-Kationen im 

Verhältnis 2:1. Dabei entsteht ein purpurner Farbstoff, dessen Absorptionsmaximum bei 

562 nm liegt und der einen sensitiven Nachweis von Proteinen ermöglicht. 

Als Standard diente eine Verdünnungsreihe von bekannten BSA- (bovines Serum-

Albumin) Konzentrationen (5 bis 250 µg/µl). Jeweils 100 µl der BSA-Verdünnungen bzw. 

der verdünnten Proteinproben wurden mit 100 µl nach Herstellerangaben angefertigter BCA-

Lösung versetzt. Nach 30- bis 60-minütiger Inkubation bei 60°C wurde die Absorption der 

Proben bei 562 nm gemessen und die Proteinkonzentration der Proben über lineare Re-

gression mit Hilfe der Software Microsoft EXCEL bestimmt. 

2.3.4 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese 

Das für die SDS-PAGE (Natrium-Dodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese) 

eingesetzte Acrylamid ist ein Monomer, das durch Zugabe freier Radikale über ein Zwei-

komponenten-Redoxsystem aus Ammoniumpersulfat und Tetramethylethylendiamin in einer 

Kettenreaktion Polymere ausbildet. Diese Polymere werden in Gegenwart von bifunk-

tionellem N, N´-Methylenbisacrylamid zu einer Gelmatrix (Polyacrylamid) quervernetzt. 

Die Gelelektrophorese wurde unter denaturierenden Bedingungen durchgeführt. Das 

dazu verwendete SDS besteht aus einer hydrophoben Kette und einer hydrophilen Sulfat-

gruppe. Über die Dodecylreste lagern sich die SDS-Moleküle an hydrophobe Aminosäure-

reste der gefalteten Proteine an und denaturieren diese dadurch. Die meisten Proteine binden 

etwa 1,4 g SDS pro Gramm Protein, wobei sich die negativ geladenen Sulfatgruppen auf der 

Oberfläche der entstehenden SDS-Proteinkomplexe befinden. Aufgrund dieser Eigenschaften 
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des SDS sind die Proteine über ein konstantes Ladung/Masse-Verhältnis vergleichbar und 

können nun während einer Gelelektrophorese der Größe nach aufgetrennt werden. 

Für die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese wurden 20 bis 80 µg Protein in 24 µl 

des entsprechenden Lysepuffers aufgenommen und mit 8 µl 4x SDS-Ladepuffer versetzt. Die 

Proben wurden anschließend bei 95°C für 5 Minuten im Heizblock denaturiert. Neben den zu 

untersuchenden Proben wurden 5 µl des prestained Protein Markers (Fermentas) aufgetragen. 

Die Elektrophorese erfolgte bei 90 V für 120 Minuten in Tris/Glycin-SDS-PAGE-Laufpuffer. 

Je kleiner die zu untersuchenden Proteine waren, umso mehr Acrylamid enthielt das Trenngel. 

Die Rezepte zur Herstellung der unterschiedlichen Polyacrylamid-Gele stammen aus dem 

Standardwerk: Molecular Cloning, A laboratory manual, Second Edition (SAMBROOK et al., 

1989). Im Anschluss an die SDS-PAGE wurden die Gele entweder mittels Coomassie 

(Abs. 2.3.5) gefärbt oder die Proteine auf eine Nitrozellulosemembran übertragen (Abs. 2.3.6). 

2.3.5 Coomassie-Färbung von Polyacrylamid-Gelen 

Coomassie-Brillant-Blau R250 ist ein Triphenylmethan-Farbstoff. Er lagert sich an die 

basischen Seitenketten der As an und färbt damit unspezifisch Proteine. Zur Analyse von Pro-

teinexpressionen in Bakterien oder zur Analyse von Proteinaufreinigungen wurden die Gele in 

der Coomassie-Färbelösung aufgekocht und 10 Minuten in der heißen Lösung inkubiert. Zum 

Entfernen des nicht an Proteine gebundenen Farbstoffs wurden die Gele mehrmals in 

Entfärber-Lösung aufgekocht. 

2.3.6 Western Blot 

Beim WB werden Proteine durch ein senkrecht zum Polyacrylamid-Gel gerichtetes 

elektrisches Feld auf eine Membran übertragen. An der Membranoberfläche binden die 

Proteine aufgrund hydrophober Wechselwirkungen, wobei das Muster der gelelektro-

phoretischen Auftrennung erhalten bleibt und die Proteine für Ak zugänglich sind. In der 

vorliegenden Arbeit wurden die Proteine aus dem Polyacrylamid-Gel durch das Semi-Dry-

Blot-Verfahren auf eine Nitrozellulosemembran (Whatman, Dassel) bei 1 mA/cm2 für 

2 Stunden transferiert (Abb. 2-1). Zur Kontrolle des Proteintransfers erfolgte im Anschluss 

eine Färbung mit Ponceau-Rot. Nach dem Entfärben der Membran mit TBST (tris buffered 

saline + Tween20) und einer 1-stündigen Inkubation in 5%-Milchpulver/TBST zur Ab-

sättigung der freien Proteinbindungsstellen der Nitrozellulosemembran wurden die Primär-Ak 

(Tab. 7-12) über Nacht bei 4°C in 5%-Milchpulver/TBST inkubiert. Durch mehrmaliges 

Waschen in TBST wurden unspezifisch gebundene Ak entfernt, bevor die Membran mit dem 
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entsprechenden HRP-konjugiertem (Meerrettich-Peroxidase) Sekundär-Ak (Tab. 7-13) eben-

falls in 5%-Milchpulver/TBST für 1 Stunde bei RT inkubiert werden konnte. Nach mindes-

tens drei weiteren Waschschritten in TBST erfolgte die Detektion des mit den eingesetzten Ak 

markierten Proteins mittels CL (Chemilumineszenz). Dafür wurden die Membranen mit einer 

CL-Lösung inkubiert und das emittierte Licht mit einem lichtempfindlichen Film (Roche) 

detektiert.  

3 Lagen Filterpapier Blotpuffer I

3 Lagen Filterpapier Blotpuffer II

Nitrozellulosemembran in Blottpuffer II inkubiert

Polyacrylamid-Gel

3 Lagen Filterpapier Blotpuffer III

3 Lagen Filterpapier Blotpuffer I

3 Lagen Filterpapier Blotpuffer II

Nitrozellulosemembran in Blottpuffer II inkubiert

Polyacrylamid-Gel

3 Lagen Filterpapier Blotpuffer III

Kathode

Anode
 

 
Abb. 2-1: Schematischer Aufbau eines WB nach dem Semi-Dry-Blot-Verfahren 

2.3.7 Expression von GST- bzw. His6-Fusionsproteinen 

Die Expression von Proteinen erfolgte im E. coli-Stamm BL21 DE3. Dieser wurde 

dazu mit Plasmiden transformiert (Abs. 2.1.11), die für die entsprechenden GST- (Glutathion-

S-Transferase) bzw. His6-Fusionsproteine codieren. Mehrere Kolonien wurden zum An-

impfen einer Vorkultur in 25 ml 2x YT-Medium (100 µg/ml Ampicillin) verwendet, die bis 

zu einer OD600nm ≥ 4,0 bei 37°C unter Schütteln inkubiert wurde. Von dieser Vorkultur wurde 

die Hauptkultur in 250 ml 2x YT-Medium (100 µg/ml Ampicillin) angeimpft und dabei deren 

OD600nm auf 0,4 eingestellt. Die Expression erfolgte für 16 Stunden bei 20°C durch Zugabe 

von IPTG (0,2 mM). Nach der Expression wurden die Bakterien durch Zentrifugation für 

10 Minuten bei 4.000x g und 4°C geerntet. Die Bakterien konnten im Anschluss bei -80°C 

gelagert werden. Um zu analysieren, ob das gewünschte Protein exprimiert wurde und ob 

dieses löslich war, wurden die Bakterien in PBS durch Ultraschall aufgeschlossen und 

unlösliche Proteine und Zelltrümmer durch Zentrifugation für 30 Minuten bei 14.000x g und 

4°C abgetrennt. Das entstandene Pellet wurde in 1x SDS-Ladepuffer aufgenommen, 5 Minu-

ten bei 95°C inkubiert und 5 Minuten bei 14.000x g zentrifugiert. Die Analyse der PBS- und 

der SDS-Fraktion erfolgte mittels SDS-PAGE und anschließender Coomassie-Färbung 

(Abs. 2.3.4 und Abs. 2.3.5). 
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2.3.8 Expression von Proteinen in Retikulozytenlysat 

Retikulozyten sind die Vorläuferzellen der Erythrozyten. Sie besitzen zwar keinen 

Zellkern mehr jedoch die Fähigkeit zur Proteinbiosynthese. Die Lysate von Kaninchen-

Retikulozyten können deshalb zur zellfreien in vitro-Expression von Proteinen eingesetzt 

werden. Das in der vorliegenden Arbeit zum Einsatz gekommene TNT® Coupled Reticulocyte 

Lysate (Promega, Mannheim) ermöglichte außerdem die Transkription von T7-Polymerase-

abhängigen Promotoren direkt im Retikulozytenlysat. Für die in vitro Transkription und 

Translation von Myc-p0071-WT sowie HA-KIF3b-WT wurden jeweils 1 µg der Plasmide 

p0071-WT-pcDNA4 und KIF3b-WT-pGADT7 dem nach Angaben des Herstellers vorbe-

reiteten Retikulozytenlysat zugesetzt. Die in vitro Transkription/Translation erfolgte an-

schließend für 30 Minuten bei 30°C. Die Expression der entsprechenden Proteine wurde 

mittels SDS-PAGE und WB analysiert (Abs. 2.3.4 und Abs. 2.3.6). 

2.3.9 Immunpräzipitation  

Die IP (Immunpräzipitation) ist eine Affinitätsaufreinigung von Antigenen mit Hilfe 

eines spezifischen Ak. Der Ak wird mit einem Proteinlysat, welches das Antigen enthält, 

inkubiert und anschließend der Antigen-Ak-Komplex über Protein A- oder Protein G-Agarose 

präzipitiert. Neben dem Antigen-Ak-Komplex werden auch die mit dem Antigen assoziierten 

Proteine kopräzipitiert. Nach mehreren Waschschritten zum Entfernen von ungebundenen 

Proteinen wird das Präzipitat mittels SDS-PAGE und WB analysiert. 

Für die IP von Proteinen aus Kaninchen-Retikulozyten-Lysaten wurden Myc-KIF3b-

WT und HA-p0071-WT in unabhängigen Ansätzen exprimiert. Nach erfolgter Translation 

wurden beide Lysate gemischt und für 30 Minuten bei 30°C inkubiert. Anschließend erfolgt 

die Zugabe von 1 µg eines spezifischen Myc-Ak (anti-Myc-Maus; BD Bioscience) oder eines 

unspezifischen Kontroll-Ak (Mouse Control IgG; Abcam, Cambridge; UK). Im Anschluss an 

eine Inkubation bei 30°C für 30 Minuten wurden die Lysate mit 15 µl Protein A-Agarose 

(Fisher Scientific, Schwerte) versetzt und weitere 30 Minuten bei 30°C inkubiert. Die Pro-

tein A-Agarose wurde anschließend viermal mit 400 µl IP-Puffer gewaschen und in 20 µl 

2x SDS-Ladepuffer aufgenommen. Die IP von in HEK293-Zellen exprimierten Proteinen er-

folgte analog. Zur Präzipitation von EGFP-Fusionsproteinen wurden die entsprechenden Zell-

lysate in IP-Puffer mit jeweils 2 µg eines anti-EGFP-Ak (anti-EGFP-Kaninchen; Invitrogen) 

bei 4°C über Nacht inkubiert. Die Immobilisierung der Antigen-Ak-Komplexe mit jeweils 

20 µl Protein A-Agarose erfolgte bei 4°C für 2 Stunden. Sollten Flag-Fusionsproteine aufge-

reinigt werden oder deren Interaktionen untersucht werden, wurden die entsprechenden 
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HEK293-Zelllysate in IP-Puffer mit 30 µl anti-Flag-Agarose für 1 Stunde bei 4°C inkubiert. 

Sowohl die die Protein A-Agarose als auch die anti-Flag-Agarose wurden viermal mit 400 µl 

IP-Puffer gewaschen und in 20 µl 2x SDS-Ladepuffer aufgenommen. Die Analyse aller 

Präzipitate erfolgte mittels SDS-PAGE und WB (Abs. 2.3.4 und Abs. 2.3.6). 

2.3.10 GST-Pulldown 

Sogenannte PD-Analysen sind in vitro Methoden, um die physikalische Interaktion 

zwischen zwei oder mehreren Proteinen zu untersuchen. Sie sind eine Form der Affinitäts-

aufreinigung und der IP sehr ähnlich, außer dass an Stelle eines Ak eines der zu unter-

suchenden Proteine direkt an eine Matrix immobilisiert wird. Beim GST-PD wird ein bak-

teriell exprimiertes GST-Fusionsprotein in einer Enzym-Substrat-Reaktion an Glutathion-

Sepharose (Fisher Scientific) gekoppelt. Diese Protein-Sepharose kann anschließend mit Zell-

lysaten, E. coli-Zellextrakten bzw. aufgereinigten Proteinen inkubiert werden. Die Bindung 

von Proteinen wird anschließend mittels SDS-PAGE und WB analysiert (Abs. 2.3.4 und 

Abs. 2.3.6). 

In der vorliegenden Arbeit wurden die Pellets von Bakterien, die GST, GST-p0071-

Arm, GST-Rab11-WT, -DA, -DN, GST-ROK-RBD bzw. GST-FIP4-(As 592-637) expri-

mierten, in GST-Lysepuffer (Zugabe von 1 mM DTT; 1 mM Pefabloc SC; 10 µg/ml Apro-

tinin; 10 µg/ml Leupeptin) resuspendiert und die Bakterien anschließend mittels Ultraschall 

aufgeschlossen. Zur Abtrennung von Bakterienresten und unlöslichen Proteinen wurden die 

Lysate für 30 Minuten bei 14.000x g und 4°C zentrifugiert. Zum Immobilisieren der GST-

Fusionsproteine wurden die Überstände für 15 Minuten bei 4°C mit in GST-Lysepuffer 

äquilibrierter Glutathion-Sepharose inkubiert. Mittels SDS-PAGE und anschließender 

Coomassie-Färbung des Gels konnte die Bindung der GST-Fusionsproteine an die Glutathion-

Sepharose überprüft werden. Durch Zugabe weiterer Glutathion-Sepharose wurde die 

Konzentration von unterschiedlichen Protein-Sepharosen angeglichen. Neben der Analyse 

von Protein-Protein-Interaktionen wurden GST-Pulldown-Analysen in dieser Arbeit auch 

genutzt, um den Aktivitätsstatus der GTPasen RhoA und Rab11 in Zelllysaten zu untersuchen 

(Abs. 2.2.10.2). 

2.3.11 Hefe-Dihybrid  

Beim Hefe-Dihybrid handelt es sich um eine Methode zum Nachweis von Protein-

Protein-Interaktionen, bei der sich die Eigenschaften des Hefe-Transkriptionsfaktors GAL4 zu 

Nutze gemacht werden. GAL4 kann genetisch in zwei Fragmente getrennt werden, die einzeln 
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in der Hefe keine Aktivität besitzen. Als GAL4-BD wird dabei die DNA-Bindedomäne 

bezeichnet. Ohne die über GAL4-BD vermittelte DNA-Interaktion kann die als GAL4-AD 

bezeichnete Aktivierungsdomäne ihre transkriptionsinduzierende Wirkung nicht entfalten. 

Beide Domänen befinden sich normalerweise auf einer Polypeptidkette. Sie sind allerdings 

auch dann wirksam, wenn sie durch zwei interagierende Proteine, mit denen sie fusioniert 

sind, in einem Komplex zusammengebracht werden. Über GAL4-abhängige Reportergene 

können somit Interaktionen von Proteinen analysiert werden. 

In der vorliegenden Arbeit wurden die cDNAs der zu untersuchenden Proteine in die 

Hefe-Expressionsvektoren pGBKT7 (für GAL4-BD-Fusionsproteine) bzw. pGADT7 (für 

GAL4-AD-Fusionsproteine) kloniert (beide Clontech, Saint-Germain-en-Laye; Frankreich). 

Die entsprechenden Plasmide wurden in den Hefestamm YRG2 nach Vorgaben des Yeast 

Protocols Handbook (Clontech) kotransformiert. Die Selektion der transformierten Hefen 

erfolgte auf SD-Agar (minimal synthetic defined) ohne die As Tryptophan (W) und Leucin (L). 

Zusätzlich wurden die transformierten Hefen mit Hilfe von SD-Agar ohne Tryptophan, 

Leucin und Histidin (H) auf Histidin-Auxotrophie getestet. Da das Reportergen his3 im 

Hefestamm YRG2 unter der Kontrolle von GAL4 steht, zeigt eine Histidin-Auxotrophie die 

Interaktion der exprimierten Fusionsporteine an. Um die Wahrscheinlichkeit falsch positiver 

Ergebnisse zu verringern, wurden die GAL4-AD- und GAL4-BD-Fusionsproteine einzeln in 

YRG2 exprimiert und auf Histidin-Auxotrophie analysiert. Zusätzlich ermöglicht der 

Hefestamm YRG2 die Analyse der GAL4-Aktivität über das Reportergen lacZ. Die Analyse 

der β-Galaktosidase-Expression erfolgte nach den Vorgaben des Yeast Protocols Handbook . 

2.3.12 GDP/GTP-Austausch-Analyse 

Zur Bestimmung der GDP/GTP-Austausch-Aktivität von ECT2 gegenüber RhoA in 

Abhängigkeit von p0071 wurde das RhoGEF Exchange Assay Biochem Kit (Cytoskeleton, 

Denver, USA) verwendet. Dabei wird die Aufnahme des fluoreszierenden Nukleotid-Ana-

logons mant-GTP (N-methylanthraniloyl) in die GTPase gemessen. Wenn mant-GTP von der 

GTPase gebunden wird, steigt dessen Fluoreszenz (Anregung: 360 nm; Emission 440 nm) 

deutlich an. Deshalb kann über den Fluoreszenzanstieg des mant-GTP auf die Aktivität eines 

GEF-Proteins gegenüber einer GTPase geschlossen werden. 

Während das RhoA-Protein im RhoGEF Exchange Assay Biochem Kit enthalten war, 

wurden ECT2-WT, ECT2-(As 415-883) und p0071-WT als Flag-Fusionsproteine in HEK293-

Zellen exprimiert. Die Zellen wurden mit Thymidin und Nocodazol in der Prometaphase syn-

chronisiert und nach Erreichen der Zytokinese in RIPA-Puffer lysiert. Die Aufreinigung der 
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Flag-Fusionsproteine erfolgte mittels anti-Flag-Agarose (Abs. 2.3.9). Die Messung des 

GDP/GTP-Austauschs von RhoA wurde unter folgenden Bedingungen in einer 96-well-

Mikrotiterplatte durchgeführt: 

  2x Reaktionspuffer (enthält mant-GTP) 50 µl  

RhoA (50 µM)      4 µl 

RNase/DNase-freies Wasser     6 µl 

Nach fünf Messungen der mant-GTP-Fluoreszenz (440 nm) bei einer Anregungs-

wellenlänge von 360 nm aller 30 Sekunden wurden jeweils 30 µl der anti-Flag-Agarose zuge-

geben. Dabei wurden jeweils 15 µl Flag-ECT2-WT-, Flag-ECT2-(As 415-883)- und Flag-

p0071-WT-anti-Flag-Agarose mit 15 µl in RIPA-Puffer äquilibrierter anti-Flag-Agarose 

versetzt, um die GDP/GTP-Austauch-Aktivität der einzelnen Proteine bestimmen zu können. 

Außerdem wurden 15 µl Flag-ECT2-WT- und 15 µl Flag-p0071-WT-anti-Flag-Agarose 

gemischt, um den Einfluss von p0071 auf ECT2 analysieren zu können. Als Kontrolle dienten 

30 µl in RIPA-Puffer äquilibrierter anti-Flag-Agarose. Nach der Zugabe der anti-Flag-Aga-

rose wurde die Fluoreszenzintensität des mant-GTP über 30 Minuten alle 30 Sekunden 

gemessen. 

2.4 Statistische Auswertung 

Soweit nicht besonders erwähnt wurden alle im Rahmen dieser Arbeit durchgeführten 

Quantifizierungen anhand mindestens drei unabhängiger Experimente durchgeführt. Die 

Standardabweichungen wurden als Fehlerbalken in den einzelnen Diagrammen dargestellt. 

Der zweiseitige heteroskedastische Student´s t-Test wurde zur Bestimmung der statistischen 

Signifikanz zwischen zwei Populationen genutzt (* p ≤ 0.05; ** p ≤ 0.005). 
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3 Ergebnisse 

Ein Ausgangspunkt für die vorliegende Arbeit war die genauere Untersuchung der 

intrazellulären Lokalisation von p0071, um Funktionen neben der bekannten Rolle bei der Re-

gulation der Zell-Zell-Adhäsion charakterisieren zu können (Abb. 3-1; zur Verfügung gestellt 

von Fr. Dr. Annika Wolf). Endogenes p0071 (rot) ist mit der perizentrosomalen Region 

während der Prophase und den Spindelpolen im Verlauf der Metaphase assoziiert. Im Verlauf 

der Anaphase wird p0071 zum zentralen Mikrotubuli-Bündel rekrutiert und akkumuliert 

schließlich am Zentralkörper während der Zytokinese (WOLF et al., 2006). Aus diesen Vor-

untersuchungen wurde auf eine Funktion von p0071 in der Mitose geschlossen, die in der 

vorliegenden Arbeit genauer aufgeklärt werden sollte. 

Prophase Metaphase Anaphase Telophase /
Zytokinese

DAPI α-Tubulinp0071

Prophase Metaphase Anaphase Telophase /
Zytokinese

DAPI α-Tubulinp0071

 
Abb. 3-1: p0071 liegt Zentrosom-, Spindelpol- und Zentralkörper-assoziiert während der Mitose 
vor 
In Methanol-fixierten MCF-7-Zellen wurde endogenes p0071 (rot) und α-Tubulin (grün) mit Hilfe 
spezifischer Ak markiert. In der unteren Reihe sind die weiß umrandeten Regionen vergrößert 
dargestellt. Die weißen Pfeile zeigen den Ort der p0071-Lokalisation. Die Balken entsprechen einer 
Größe von 5 µm (WOLF et al., 2006). 

3.1 p0071 ist beteiligt an der Regulation der RhoA-Aktivität 

während der Zytokinese 

Aus Vorarbeiten war außerdem bekannt, dass sowohl die Überexpression von p0071 

als auch eine Verringerung der p0071-Expression mittels siRNA oder shRNA-Konstrukten 

zur Entstehung von mehrkernigen Zellen führte. Eine intensivere Analyse dieses Phänotyps 

zeigte, dass alle Mitosestadien hinsichtlich der Ausbildung der Spindeln und hinsichtlich der 

Chromosomen-Segregation normal abliefen. Multipolare Spindeln traten erst nach dem 

Erscheinen von mehrkernigen Zellen auf und konnten somit als deren Ursache ausgeschlossen 
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werden (WOLF et al., 2006). Diese Untersuchungen ließen den Schluss zu, dass p0071 an der 

Regulation des letzten Schritts der Mitose, der Zytokinese, beteiligt sein könnte. Die Zyto-

kinese beginnt mit der Einschnürung der Zellen am Ende der Anaphase und separiert die 

Tochterzellen. 

3.1.1 p0071 ist involviert in die Aktomyosin-basierte Einschnürung 

während der Zytokinese 

Um eine mögliche Rolle von p0071 bei der Regulation der Zytokinese zu überprüfen, 

wurden Live-Cell-Imaging-Analysen durchgeführt (Abb. 3-2). Hierfür wurden HeLa-Zellen, 

die mit Kontroll- oder p0071-siRNA transfiziert wurden, mittels Thymidin und Nocodazol in 

der Prometaphase arretiert. 30 Minuten nach Entfernen des S-Mediums (Nocodazol-haltiges 

Synchronisationsmedium) wurde begonnen, Bilder sich teilender Zellen alle 150 Sekunden 

aufzunehmen. Diese Untersuchungen zeigten deutlich, dass die mit p0071-siRNA-

behandelten Zellen (untere Reihe) zu einem späteren Zeitpunkt mit der Einschnürung (Eintritt 

in die Zytokinese) begannen als die Kontrollzellen (obere Reihe). Neben dem verzögerten 

Beginn der Einschnürung konnten außerdem Deformationen der Zellen im Verlauf der 

Zytokinese beobachtet werden. Letztendlich waren diese Zellen zumeist nicht mehr in der 

Lage die Tochterzellen vollständig abzuschnüren. 

Kontroll-
siRNA

p0071-
siRNA

Kontroll-
siRNA

p0071-
siRNA

 

Abb. 3-2: Die Verringerung der p0071-Expression geht mit verspäteter Einschnürung und 
Defekten bei der Abschürung einher 
HeLa-Zellen wurden mit Kontroll- oder p0071-siRNA transfiziert und durch die sukzessive Be-
handlung mit Thymidin und Nocodazol in der Prometaphase. 30 Minuten nach dem Entfernen des 
Nocodazol-haltigen Mediums wurden Bilder sich teilender Zellen alle 150 Sekunden aufgenommen. 
Die Balken entsprechen einer Größe von 10 µm. 

Um den Effekt der verzögerten Einschnürung quantifizieren zu können, wurden HeLa-

Zellen mit Kontroll- bzw. p0071-siRNA transfiziert und in der Prometaphase arretiert. 

90 Minuten nach dem Entfernen des S-Mediums wurden die Zellen mit FA fixiert und 
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anschließend hinsichtlich des Zytokinese-Fortschritts untersucht (Abb. 3-3). Zum Zeitpunkt 

der Fixierung war die Einschürung bei der überwiegenden Mehrzahl der Kontrollzellen weit 

fortgeschritten (Abb. 3-3 A; links oben). Es wurden aber auch Zellen beobachtet, bei denen 

die Zytokinese verzögert ablief (Abb. 3-3 A; rechts oben), die starke Deformationen auf-

wiesen (Abb. 3-3 A; links unten) oder sich gar nicht abschnürten (Abb. 3-3 A; unten rechts). 

In Zellen mit einer verringerten p0071-Expression wurden ungefähr zweimal häufiger ver-

zögerte oder gestörte Zytokinesen (ca. 70% der Zytokinesen gestört) beobachtet als in den 

Kontrollzellen (ca. 35% der Zytokinesen gestört). Da die Behandlung mit Nocodazol sowohl 

die Entstehung von Zellen mit multipolaren Spindeln (ALIEVA und VOROB'EV, 1987) als 

auch Apoptose (BUMBASIREVIC et al., 1995) induziert, erklärt dies den relativ hohen An-

teil gestörter Zytokinesen in den Kontrollzellen. 
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Abb. 3-3: Die Verringerung der p0071-Expression induziert Defekte bei der Einschnürung 
mitotischer HeLa-Zellen 
HeLa-Zellen wurden mit Kontroll- bzw. p0071-siRNA transfiziert und anschließend in der Pro-
metaphase arretiert. 90 Minuten nach Entfernen des S-Mediums wurden die Zellen mittels FA fixiert 
und der Verlauf der Zytokinese analysiert. (A) Beispielbilder für die Klassifizierung normaler, 
verzögerter und gestörter Zytokinesen (Hellfeld). Die Balken entsprechen einer Größe von 10 µm. 
(B) Zur Quantifizierung des Zytokinese-Fortschritts wurden bei Kontroll- und p0071-siRNA-
transfizierten Zellen die gestörten bzw. verzögerten Zytokinesen gezählt und durch die Anzahl aller 
beobachteter Zytokinesen geteilt. Im Diagramm ist der Prozentsatz aufgetretener gestörter bzw. 
verzögerter Zytokinesen dargestellt. Die Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung (STABW) aus 
drei unabhängigen Experimenten, bei denen jeweils mindestens 100 Zellen gezählt wurden. 
(* p ≤ 0,05) 

Während der Zytokinese akkumulieren F-Aktin und Myosin-II am Zelläquator und 

bilden den kontraktilen Aktomyosin-Ring, der für die mechanische Einschnürung der Zelle 

verantwortlich ist (GLOTZER, 2005). Die vorliegenden Ergebnisse deuteten auf eine Rolle 

für p0071 bei der Ausbildung dieses kontraktilen Ringes hin. Um dies zu untersuchen, wurden 

HeLa-Zellen mit Kontroll- bzw. p0071-siRNA transfiziert, synchronisiert und 90 Minuten 

nach Entfernen des S-Mediums mit FA fixiert. Mittels Alexa488-konjugiertem Phalloidin 

konnte F-Aktin (grün) visualisiert werden. Zusätzlich kam ein Ak zur Markierung der am S19 
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phosphorylierten regulatorischen leichten Kette des Myosin-II (p-MRLC; rot) zum Einsatz 

(Abb. 3-4). Diese Phosphorylierung der MRLC induziert die Selbstassemblierung des 

Myosin-II zu bipolaren Filamenten. Außerdem korreliert diese Phosphorylierung mit der 

Myosin-II-ATPase-Aktivität und dementsprechend mit der Kontraktilität von Aktomyosin-

Filamenten in der Zelle (Abs. 1.5.1.3). Durch die gleichzeitige Markierung von F-Aktin und 

p-MRLC können kontraktile Aktomyosin-Filamente in der Zelle sichtbar gemacht werden, 

wie sie bei Assemblierung und Kontraktion des Aktomyosin-Ringes entstehen (Abs. 1.5.4). 

 Zellen, die mit p0071-siRNA transfiziert wurden (Abb. 3-4; untere Reihe), weisen 

deutlich weniger F-Aktin an der Teilungsfurche auf als Kontrollzellen (Abb. 3-4; obere 

Reihe). Zusätzlich akkumuliert weniger p-MRLC in diesem Bereich, was auf eine gestörte 

Assemblierung von Aktomyosin-Filamenten im äquatorialen Bereich der mitotischen Zellen 

hinweist. 

F-Aktin p-MRLC
α-Tubulin

F-Aktin p-MRLC Vergrößerung

Kontroll-
siRNA

p0071-
siRNA

F-Aktin p-MRLC
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Abb. 3-4: p0071 wird für den Aufbau des Aktomyosin-Ringes während der Zytokinese benötigt 
HeLa-Zellen wurden mit Kontroll- oder p0071-siRNA transfiziert und anschließend in der Prometa-
phase arretiert. 90 Minuten nach Entfernen des S-Mediums wurden die Zellen mittels FA fixiert und 
p-MRLC (rot) und α-Tubulin (blau) mit Hilfe spezifischer Ak markiert. Zur Visualisierung von 
F-Aktin wurde Phalloidin-Alexa488 (grün) verwendet. Die Balken entsprechen 5 µm bzw. in der 
Vergrößerung der weiß umrandeten Bereiche 10 µm. 

Die Ergebnisse der mikroskopischen Analysen lassen auf eine Beteiligung von p0071 

an der Regulation der Zytokinese schließen. Dabei könnte p0071 in die Assemblierung des 

Aktomyosin-Ringes involviert sein, da die Verringerung der p0071-Expression die Akkumu-

lation von Aktomyosin-Filamenten entlang der Teilungsfurche stört (Abb. 3-4). Dies wäre 

eine Erklärung für die beobachteten verzögerten und gestörten Zytokinesen (Abb. 3-2 und 

Abb. 3-3) und die vermutlich daraus resultierende Mehrkernigkeit nach der Transfektion von 

p0071-siRNA. 
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3.1.2 p0071 beeinflusst die Aktivität der kleinen GTPase RhoA 

Der Aufbau und die Kontraktion des Aktomyosin-Ringes im Verlauf der Zytokinese 

wird im wesentlichen von der kleinen GTPase RhoA kontrolliert (TAKAISHI et al., 1995; 

KIMURA  et al., 2000; KAMIJO et al., 2006). Dabei induziert aktives RhoA über die Kinasen 

ROK und Citron, die Phosphorylierung der MRLC, was zur Assemblierung und Aktivierung 

des Myosin-II führt. Außerdem induziert aktives RhoA über die Formine die Polymerisierung 

von Aktin-Filamenten (Abs. 1.5.4). Da eine verringerte Expression von p0071 mit der Aus-

bildung des Aktomyosin-Ringes interferierte (Abs. 3.1.1), wurde im Folgenden untersucht, ob 

p0071 an der Regulation der RhoA-Aktivität beteiligt ist. 
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Abb. 3-5: Schematische Darstellung der Raichu-Biosensoren 
Bei den in dieser Arbeit verwendeten Biosensoren zur Bestimmung der Aktivität von Rho-GTPasen 
befinden sich zwischen YFP und CFP eine Rho-GTPase (RhoA, Rac1 und Cdc42) und die spezifische 
RhoA- bzw. Cdc42/Rac1-Bindedomäne eines Effektorproteins (PKN für RhoA; PAK1 für Rac1 und 
Cdc42). Im inaktiven Zustand kann die Rho-GTPase nicht mit ihrem Effektor interagieren, so dass der 
Abstand zwischen YFP und CFP für FRET zu groß ist. Die Interaktion der aktiven Rho-GTPase mit 
ihrem Effektor bringt YFP und CFP in eine für FRET geeignete Distanz (NAKAMURA et al., 2006). 

Die Aktivität der Rho-GTPasen wurde zunächst mittels Raichu-Biosensoren bestimmt 

(Dr. Matsuda; Osaka, Japan). Diese Biosensoren bestehen aus einer Rho-GTPase und der 

GTPase-Bindedomäne eines ihrer Effektoren. An deren beiden Enden sind YFP (N-terminal 

vom Effektor) und CFP (C-terminal von der Rho-GTPase) fusioniert. C-terminal zum CFP 

befindet sich das CAAX-Motiv der entsprechenden GTPase, an dem das exprimierte Fusions-

protein posttranslationell mit einem Farnesylrest modifiziert wird. Dieser ist essentiell für die 

Membranlokalisation der Rho-GTPasen. Die Rho-GTPasen interagieren nur im aktiven 

Zustand mit ihren Effektoren (Abs. 1-4). Diese Interaktion bringt YFP und CFP im Biosensor 

in eine für FRET geeignete Entfernung (Abb. 3-5). Die Aktivität der Rho-GTPasen der Bio-

sensoren korreliert somit direkt mit dem emittierten FRET-Signal (NAKAMURA et al., 2006). 

Um den Einfluss von p0071 auf die Aktivität der Rho-GTPasen Rac1, Cdc42 und 

RhoA zu bestimmen, wurden HEK293-Zellen mit dem Plasmid für den entsprechenden 
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Raichu-Biosensor (raichu-1026 für Rac1; raichu-1069 für Cdc-42; raichu-1298 für RhoA) 

und einem Kontroll- bzw. einem p0071-shRNA-Plasmid kotransfiziert. 72 Stunden nach der 

Transfektion wurden die Zellen mit FA fixiert und FRET-Messungen durchgeführt. 
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Abb. 3-6: FRET-Effizienz der Biosensoren für die Aktivität der Rho-GTPasen in Abhängigkeit 
von p0071 
HEK293-Zellen wurden mit dem entsprechenden Biosensor und einem Kontroll- bzw. p0071-sh-
RNA-Konstrukt kotransfiziert. 72 Stunden nach der Transfektion wurden die Zellen mittels FA fixiert 
und die FRET-Effizienz durch Akzeptor-Photobleichen bestimmt. (A) Falschfarbendarstellung der 
FRET-Effizienz des RhoA-Biosensors in Abhängigkeit der p0071-Expression. Die weißen Rechtecke 
markieren die gebleichte Region. (B) Die FRET-Effizienzen der Biosensoren für Rac1, Cdc42 und 
RhoA wurde in Zellen bestimmt, die mit Kontroll- bzw. p0071-shRNA-Konstrukten kotransfiziert 
wurden. Das Diagramm zeigt die mittleren FRET-Effizienzen ± STABW von jeweils 20 Zellen aus 
drei unabhängigen Transfektionen. (** p ≤ 0,005) 

Für den RhoA-Biosensor wurden in p0071-shRNA transfizierten Zellen signifikant 

verringerte FRET-Effizienzen in Vergleich zur Kontrolle gemessen. Die FRET-Effizienzen 

der Biosensoren für Rac1 und Cdc42 waren dagegen unbeeinflusst (Abb. 3-6). Dies legt nahe, 

dass p0071 spezifisch in die Regulation der Aktivität der kleinen GTPase RhoA involviert ist. 

Mit Hilfe eines biochemischen Tests wurde dieser Einfluss weiter untersucht. Dabei kam die 

bakteriell exprimierte RhoA-Bindedomäne des Rhotekin (Rhotekin-RBD) zum Einsatz. 

Rhotekin ist ein Effektor von RhoA und interagiert ausschließlich mit aktivem RhoA (REID 

et al., 1996). Mit der an Glutathion-Sepharose immobilisierten Rhotekin-RBD kann folglich 

aktives RhoA aus Zelllysaten präzipitiert und im WB quantifiziert werden (REN et al., 1999). 

Der RhoA-Aktivitätstest wurde in HEK293-Zellen 72 Stunden nach der Transfektion 

mit Kontroll- bzw. p0071-shRNA-Plasmiden (Abb. 3-7 A) und 48 Stunden nach der 

Transfektion mit pcDNA4 bzw. Flag-p0071-WT-pcDNA4 durchgeführt (Abb. 3-7 B). Mit 

diesen Untersuchungen konnte die Abhängigkeit der RhoA-Aktivität in der Zelle von der 

p0071-Expression gezeigt werden. Eine Verringerung der p0071-Expression mittels shRNA 

reduzierte die Menge an aktivem RhoA auf 46,5% (± 5%). Die Überexpression von p0071 

erhöhte die RhoA-Aktivität in der Zelle auf 272% (± 95%), wobei eine moderate Expression 
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von p0071 die Aktivität von RhoA deutlicher stimulierte als eine sehr starke p0071-

Expression (siehe Anhang; Abb. 7-2). 
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Abb. 3-7: Die Aktivität von RhoA wird von p0071 beeinflusst  
RhoA-Aktivitätstest von HEK293-Zellen 72 Stunden nach der Transfektion mit Kontroll- bzw. p0071-
shRNA-Plasmiden (A), sowie 48 Stunden nach der Transfektion von pcDNA4 (Kontrolle) und Flag-
p0071-WT-pcDNA4 (B). Für die Quantifizierung wurde jeweils die Menge an aktivem, präzipitiertem 
RhoA auf die eingesetzte Gesamtmenge RhoA abgeglichen. Die erhaltenen Werte wurden relativ zu 
den Kontrollen aufgetragen. Die Fehlerbalken repräsentieren die STABW aus drei unabhängigen Ex-
perimenten. (* p ≤ 0,05; ** p ≤ 0,005) 

Die verringerte Expression von p0071 induzierte Störungen bei der Umorganisation 

des Aktin-Zytoskeletts, die zum Aufbau des kontraktilen Aktomyosin-Ringes benötigt werden 

(Abb. 3-4). Die in diesem Abschnitt dargestellten Ergebnisse lassen vermuten, dass dieser 

Effekt auf eine Rolle von p0071 bei der RhoA-Aktivitätsregulation zurückgeht. 

3.1.3 p0071 interagiert mit RhoA 

Um aufzuklären, wie p0071 an der Regulation der Aktivität der GTPase RhoA 

beteiligt sein könnte, wurde zuerst untersucht, ob p0071 selbst mit RhoA interagiert. Hierfür 

wurden BiFC-Analysen durchgeführt, die zum einen die Lokalisation der Interaktion in der 

Zelle ermöglichen und zum anderen eine Quantifizierung von Interaktionen über Fluoreszenz-

intensitäten erlauben. Bei BiFC-Analysen werden die zu untersuchenden Proteine mit jeweils 

einer nichtfluoreszierenden Hälfte der Venusvariante des YFP (V1 und V2) fusioniert. Inter-

agieren beide Proteine in vivo, kann das fluoreszierende YFP rekonstituiert werden 

(Abb. 3-8 A). In HEK293-Zellen, die V1-Flag-p0071-WT und V2-HA-RhoA-WT koexpri-

mierten, war das BiFC-Signal während der Metaphase nur schwach und diffus im Zytoplasma 
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verteilt. In der Telophase kam es zu einer Verstärkung und Akkumulation dieses Signals am 

Ort der Einschnürung, was auf eine Interaktion von p0071 mit RhoA während der Zytokinese 

hindeutet (Abb. 3-8 B). 
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Abb. 3-8: p0071 und RhoA interagieren am Ort der Einschnürung während der Zytokinese 
(A) Kommen bei der Interaktion zweier Proteine, die mit jeweils einer nichtfluoreszierenden Hälfte 
(V1 und V2) des YFP fusioniert sind, diese YFP-Fragmente in räumliche Nähe, kann das fluores-
zierende YFP rekonstituiert werden. (B) HEK293-Zellen wurden mit Plasmiden, die für V1-Flag-
p0071-WT bzw. V2-HA-RhoA-WT codieren, kotransfiziert und anschließend synchronisiert. Die 
Zellen wurden sowohl in der Metaphase als auch in der Telophase fixiert und α-Tubulin (rot) mit Hilfe 
spezifischer Ak markiert. Die DNA (blau) wurde mit DAPI gefärbt. Das BiFC-Signal, das den Ort der 
Interaktion von exogenem p0071 und RhoA anzeigt, ist grün dargestellt. Die Balken entsprechen einer 
Größe von 5 µm. 

In Interphasezellen konnte ebenfalls ein diffuses BiFC-Signal nach Koexpression von 

V2-HA-RhoA-WT und V1-Flag-p0071-Arm beobachtet werden (Abb. 3-9 A; oberer Reihe). 

Für die dominant aktive (DA) Mutante von RhoA erschien das BiFC-Signal im Vergleich am 

stärksten (Abb. 3-9 A; mittlere Reihe). Zellen, die dominant negatives (DN) RhoA expri-

mierten, zeigten dagegen kein oder nur ein sehr schwaches BiFC-Signal (Abb. 3-9 A; untere 

Reihe). Zur Quantifizierung dieser Unterschiede wurde die BiFC-Fluoreszenzintensität von 

jeweils 20.000 Zellen am Durchflusszytometer gemessen. Dabei konnte gezeigt werden, dass 

die mittlere YFP-Fluoreszenzintensität in V1-Flag-p0071-Arm und V2-HA-RhoA-DA koex-

primierenden Zellen ca. zweimal stärker war als in Zellen, die V1-Flag-p0071-Arm und V2-

HA-RhoA-WT koexprimierten. Im Vergleich zu diesen Zellen war das BiFC-Signal ungefähr 

um die Hälfte reduziert, wenn anstelle von RhoA-WT RhoA-DN exprimiert wurde 

(Abb. 3-9 B, C). Aus diesen Untersuchungen kann auf eine bevorzugte Interaktion der p0071-

Arm-Domäne mit der aktiven Form von RhoA geschlossen werden. 
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Abb. 3-9: p0071-Arm interagiert bevorzugt mit aktivem RhoA 
(A) HEK293-Zellen wurden mit Plasmiden, die für ein Fusionsprotein aus V1-Flag und der p0071-
Arm-Domäne (V1-Flag-p0071-Arm) sowie V2-HA-RhoA-WT, -DA oder -DN codieren, kotransfiziert, 
18 Stunden später fixiert und das BiFC-Signal analysiert. Durch den Einsatz spezifischer Ak gegen 
das Flag- (blau) und das HA-Epitop (rot) konnten kotransfizierte Zellen identifiziert und das BiFC-
Signal (grün) analysiert werden. Die Balken entsprechen 5 µm. (B) Zur Quantifizierung der BiFC-
Effizienz wurde die Intensität der YFP-Fluoreszenz (BiFC-Signal) der Zellen 18 Stunden nach der 
Transfektion am Durchflusszytometer analysiert. (C) Die mittleren YFP-Fluoreszenzintensitäten aus 
drei unabhängigen Experimenten mit jeweils 20.000 untersuchten Zellen, wurden relativ zum erhal-
tenen Wert für RhoA-WT ± STABW aufgetragen. (D) Die an Glutathion-Sepharose immobilisierte 
Arm-Domäne von p0071 wurde auf die Interaktion mit in HEK293-Zellen exprimiertem RhoA-WT, -
DA und -DN untersucht. Die entsprechenden Eluate wurden mittels WB auf Anwesenheit von EGFP-
RhoA untersucht (GST-PD). (E) Die Menge an präzipitiertem RhoA wurde auf die eingesetzte RhoA-
Menge (Zelllysat) abgeglichen. Diese Werte wurden relativ zu dem Wert für RhoA-WT aufgetragen. 
Die Fehlerbalken geben die STABW aus zwei unabhängigen Experimenten an. 
(* p ≤ 0,05; ** p ≤ 0,005) 
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Um den Einfluss des Aktivierungsstatus von RhoA auf die Interaktion mit p0071 in 

einem unabhängigen System zu untersuchen, wurde die p0071-Arm-Domäne als GST-

Fusionsprotein bakteriell exprimiert und an Glutathion-Sepharose immobilisiert. RhoA-WT,   

-DA und -DN wurden als EGFP-Fusionsproteine in HEK293-Zellen exprimiert. Die ge-

wonnenen Zellextrakte wurden mit der p0071-Arm-Sepharose inkubiert und das Eluat auf 

Anwesenheit von EGFP-RhoA untersucht. Mit Hilfe dieses Ansatzes konnte eine Interaktion 

der Arm-Domäne von p0071 mit RhoA auch in vitro gezeigt werden (Abb. 3-9 D). Zusätzlich 

konnte die Präferenz von p0071 für die aktive Form von RhoA bestätigt werden (ca. 140% ± 

10% im Vergleich zu EGFP-RhoA-WT). Inaktives RhoA konnte dagegen kaum mit GST-

p0071-Arm präzipitiert werden (ca. 20% ± 2% im Vergleich zu EGFP-RhoA-WT; 

Abb. 3-9 E). Da die Expression von RhoA-WT und der RhoA-Mutanten variierte, wurde die 

Menge an präzipitiertem RhoA auf die Menge an RhoA im Zelllysat abgeglichen. 

Mit den in diesem Abschnitt vorgestellten Experimenten konnte eine Assoziation 

zwischen p0071 und RhoA während der Zytokinese am Ort der Einschnürung gezeigt werden 

(Abb. 3-8 B). BiFC- und GST-PD-Untersuchungen legen nahe, dass die Interaktion beider 

Proteine abhängig von der Aktivität von RhoA ist (Abb. 3-9). Da für p0071 ebenfalls eine 

Rolle bei der Regulation der Aktivität von RhoA gezeigt werden konnte (Abs. 3.1.2), lassen 

die in diesem Abschnitt gezeigten Ergebnisse die Vermutung zu, dass aktives RhoA durch die 

Bindung an p0071, in diesem Zustand stabilisiert wird. 

3.1.4 p0071 interagiert mit dem Rho-GEF ECT2 

Die Analyse der p0071-Überexpression und der p0071-Depletion führten zu der 

Hypothese, dass p0071 die Aktivität von RhoA in der Zelle reguliert (Abs. 3.1.2). Rho-

GTPasen werden typischerweise durch GEFs aktiviert. Da p0071 keine klassische Rho-GEF-

Domäne besitzt, stellte sich die Frage, ob p0071 mit dem RhoA-Aktivator in der Zytokinese, 

dem Rho-GEF ECT2, interagiert und zusammen mit ECT2 die RhoA-Aktivität moduliert. Die 

N-terminale Domäne von ECT2 ist für dessen Regulation verantwortlich und führt bei Über-

expression zu einer Verringerung der RhoA-Aktivierung während der Zytokinese (Abs. 1.5.3). 

Eine in der Arbeitsgruppe durchgeführte Hefe-Dihybrid-Untersuchung zeigte, dass die p0071-

Arm-Domäne ausschließlich mit der N-terminalen, regulatorischen Domäne von ECT2 inter-

agiert und nicht mit der C-terminalen GEF-Domäne. 
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Abb. 3-10: ECT2 interagiert mit p0071 während der Zytokinese am Ort der Einschnürung über 
seine regulatorische N-terminale Domäne 
(A) Schematische Darstellung des Rho-GEF Proteins ECT2. ECT2-NT beinhaltet die beiden BRCT-
Domänen ohne die beiden Kernlokalisierungssignale im zentralen Bereich von ECT2. ECT2-CT 
umfasst die für die RhoA-Aktivitätsregulation essentielle Rho-GEF-Domäne (SAITO et al., 2004). 
(B) HEK293-Zellen, die V1-flag-p0071-WT und V2-HA-ECT2-WT exprimierten, wurden in der 
Prometaphase synchronisiert und 90 Minuten nach Entfernen des S-Mediums während der Zytokinese 
mit FA fixiert. Die Markierung von α-Tubulin (rot) erfolgte mit Hilfe spezifischer Ak, die Markierung 
der DNA (blau) erfolgte mit DAPI. Das grün dargestellte BiFC-Signal zeigt den Ort der Interaktion 
von p0071 und ECT2. Die Balken entsprechen 10 µm. (C, D) HEK293-Zellen wurden mit Plasmiden, 
die für V1-Flag-p0071-Arm, V2-HA-ECT2-NT bzw. V2-HA-ECT2-CT und RFP codieren, kotrans-
fiziert. Die BiFC-Effizienz wurde 18 Stunden nach der Transfektion mittels Durchflusszytometrie 
analysiert. Um transfektionsbedingte Unterschiede bei der BiFC-Effizienz ausschließen zu können, 
wurde ausschließlich die YFP-Fluoreszenz (BiFC-Signal) der rot-fluoreszierenden Zellen bestimmt 
und im Diagramm dargestellt. Die Fehlerbalken geben die STABW aus drei unabhängigen 
Experimenten an, bei denen jeweils 5.000 rot-fluoreszierende Zellen analysiert wurden. (* p ≤ 0,05) 

Um zu untersuchen, ob p0071 und ECT2 während der Zytokinese in vivo einen 

Komplex bilden können, wurden BiFC-Analysen durchgeführt (Abb. 3-10). Viele der unter-

suchten HEK293-Zellen, die V1-Flag-p0071-WT- und V2-HA-ECT2-WT-exprimierten, 

zeigten ein deutliches BiFC-Signal am Zentralkörper (Abb. 3-10 B; BiFC), was auf eine 

Assoziation von p0071 und ECT2 während der Zytokinese hinweist. Außerdem wurden die 

BiFC-Analysen mit der p0071-Arm-Domäne, sowie der N- und C-terminalen Domäne von 

ECT2 durchgeführt. Dabei konnte eine höhere BiFC-Effizienz zwischen p0071-Arm und 

ECT2-NT beobachtet werden als zwischen p0071-Arm und ECT2-CT (Abb. 3-10 C, D), 

wodurch die Hefe-Dihybrid-Untersuchungen prinzipiell betätigt werden konnten. Da p0071 
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mit RhoA interagiert, könnte das relativ deutliche BiFC-Signal zwischen p0071-Arm und 

ECT2-CT auch indirekt über an ECT2 gebundenes RhoA vermittelt werden. Das in der Hefe 

vorkommende RhoA-Homologe Rho1 ist offenbar nicht in der Lage als Bindeglied zwischen 

ECT2-CT und p0071-Arm zu fungieren.  

Bisher konnte gezeigt werden, dass p0071 und ECT2 während der Zytokinese am 

Zentralkörper assoziiert vorliegen. Die Interaktion beider Proteine wird vermutlich von der 

regulatorischen Domäne (As 1-333) von ECT2 vermittelt (Abb. 3-10). Diese Daten lassen den 

Schluss zu, dass p0071 an der Modulation der RhoA-Aktivität auf zwei Wegen beteiligt sein 

könnte. Zum einen kann dies über die Stabilisierung von aktivem RhoA (Abs. 3.1.3) und zum 

anderen über die Interaktion mit dem Rho-GEF ECT2 erfolgen. Ob p0071 an der Regulation 

der ECT2-GDP/GTP-Austausch-Aktivität gegenüber RhoA beteiligt ist, wurde mittels mant-

GTP (N-methylanthrniloly) untersucht. Mant-GTP emittiert nach Anregung bei 360 nm Licht 

mit einer Wellenlänge von 440 nm. Nach der Bindung an GTPasen verdoppelt sich die Fluo-

reszenzemission des mant-GTP, weshalb dieses benutzt werden kann, um die GDP/GTP-

Austausch-Raten von GTPasen in Abhängigkeit von regulatorischen Proteinen zu untersuchen. 

ECT2 weißt nur im hyperphosphorylierten Zustand eine GDP/GTP-Austausch-Aktivität 

gegenüber RhoA auf (TATSUMOTO et al., 1999). Außerdem ist es sehr wahrscheinlich, dass 

auch p0071 während der Mitose modifiziert wird, um seine Funktionen wahrzunehmen. Aus 

diesem Grund wurde die GDP/GTP-Austausch-Analyse nicht mit rekombinantem ECT2 und 

p0071 durchgeführt. Stattdessen wurden ECT2-WT; ECT2-CT und p0071-WT als Flag-

Fusionsproteine aus synchronisierten HEK293-Zellen in der Zytokinese aufgereinigt. Dabei 

konnte überraschenderweise für p0071 eine GDP/GTP-Austausch-Aktivität gegenüber RhoA 

beobachtet werden, die nahezu der von ECT2-WT entsprach. Außerdem wies ECT2 in 

Gegenwart von p0071-WT eine signifikante gesteigerte GDP/GTP-Austausch-Rate gegenüber 

RhoA auf (Abb. 3-11). Diese übertraf die Aktivität der GEF-Domäne von ECT2 (Flag-ECT2-

CT), die theoretisch die maximale Aktivität haben sollte, die ECT2 gegenüber RhoA 

erreichen kann (KIM et al., 2005). Dies lässt vermuten, dass p0071 nicht die GEF-Aktivität 

von ECT2 stimuliert. Vielmehr könnten beide Proteine im Komplex additiv den GDP/GTP-

Austausch von RhoA katalysieren. 
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Abb. 3-11: Der Einfluss von p0071 auf die GEF-Aktivität von ECT2 gegenüber RhoA 
In HEK293-Zellen wurden Flag-p0071-WT und Flag-ECT2-WT exprimiert. Die Zellen wurden in der 
Prometaphase synchronisiert, 90 Minuten nach dem Entfernen des S-Mediums während der Zyto-
kinese lysiert und anschließend die Flag-Fusionsproteine über anti-Flag-Agarose aufgereinigt. Von 
diesen Präzipitaten wurde die GEF-Aktivität von ECT2 gegenüber RhoA mittels mant-GTP bestimmt. 
Nach der Bindung an GTPasen verdoppelt sich die Intensität des vom mant-GTP emittierten 
Fluoreszenzlichtes bei 440 nm. Über diesen Fluoreszenzanstieg konnte die GDP/GTP-Austausch-
Aktivität der eingesetzten an anti-Flag-Agarose immobilisierten Proteine bestimmt werden. 
(A) Zunahme der mant-GTP-Fluoreszenzintensität über der Zeit (t) in Sekunden. Als Kontrolle 
dienten 30 µl in RIPA-Puffer äquilibrierter anti-Flag-Agarose., sowie die über anti-Flag-Agarose 
präzipitierte ECT2-GEF-Domäne (Flag-ECT2-CT). (B) Im Diagramm ist der mittlere mant-GTP-
Fluoreszenzintensitätsanstieg ± STABW über die Zeit aus drei unabhängigen Experimenten dargestellt. 
(* p ≤ 0,05).  

Zusammenfassend legen die in Abs. 3.1 gezeigten Daten eine Rolle von p0071 bei der 

RhoA-kontrollierten Assemblierung und Kontraktion des Aktomyosin-Ringes während der 

Zytokinese nahe. ECT2 und p0071 könnten in diesem Zusammenhang einen Komplex entlang 

der Teilungsfurche bilden, der den GDP/GTP-Austausch von RhoA stimuliert. p0071 

stabilisiert vermutlich aktives RhoA, das dadurch effizienter über seine Effektoren ROK, 

Citron und mDia2 die Aktivierung von Myosin-II und die Polymerisierung von Aktin 

induziert. 
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3.2 Die Rolle von p0071 im Rab11-vermittelten Membran-

transport während der Zytokinese 

Neben der Reorganisation des Zytoskeletts kommt es im Verlauf der Zytokinese zum 

gerichteten Transport von Membranvesikeln zur Teilungsfurche. Die zusätzliche Membran 

wird für die Vergrößerung der Zelloberfläche im Verlauf der Einschnürung und schließlich 

für die Abschnürung der Tochterzellen benötigt. Es wurde beschrieben, dass die GTPase 

Rab11 zusammen mit Arf6, seinen Effektoren Rab11-FIP3 und Rab11-FIP4 sowie dem 

Exozyst-Komplex an Transport bzw. Fusion von Vesikeln während der Zytokinese beteiligt 

ist (Abs. 1.5.5). Vor Beginn dieser Arbeit wurde in einer Hefe-Dihybrid-Analyse Rab11 als 

möglicher Interaktionspartner von p0071 identifiziert. Aufgrund der gut charakterisierten 

Rolle von Rab11 während der Zytokinese wurde im Folgenden die mögliche Interaktion 

zwischen Rab11 und p0071 untersucht und versucht aufzuklären, ob p0071 in den Rab11-

vermittelten Membrantransport während der Zytokinese involviert ist. 

3.2.1 p0071 und Snapin sind an der Fusion Rab11-positiver Vesikel 

während der Zytokinese beteiligt 

Um eine mögliche gemeinsame Rolle von p0071 und Rab11 beim Transport von 

Membranvesikeln zu untersuchen, wurde als erstes die Lokalisation beider Proteine während 

der Zytokinese analysiert (Abb. 3-12). In mit 10% TCA fixierten HeLa-Zellen wurden p0071 

(grün) und Rab11 (rot) mit Hilfe spezifischer Ak markiert und die DNA (blau) mittels DAPI 

gefärbt. Rab11, das im Verlauf der Mitose diffus im Zytoplasma verteilt vorliegt, lokalisiert 

während der Zytokinese entlang der zytoplasmatischen Brücke, welche die Tochterzellen ver-

bindet. p0071 akkumuliert, wie schon beschrieben, am Zentralkörper. 

p0071 Rab11 DAPI p0071Rab11 Vergrößerungp0071 Rab11 DAPI p0071Rab11 Vergrößerung

 
 

Abb. 3-12: Rab11 und p0071 zeigen eine überlappende Lokalisation am Zentralkörper 
HeLa-Zellen wurden mit 10% TCA fixiert und anschließend p0071 (grün) und Rab11 (rot) mit 
spezifischen Ak markiert. Die DNA (blau) wurde mittels DAPI gefärbt. Die Balken entsprechen 
10 µm bzw. 5 µm in den Vergrößerungen der weiß umrandeten Regionen. 
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Abb. 3-13: Rab11 interagiert mit p0071 über dessen Arm-Domäne 
(A) In HEK293-Zellen exprimierte EGFP-Fusionsproteine (Zelllysat) von p0071-WT, der p0071-
Kopf-Domäne (As 1-509; K) und der p0071-Arm-Domäne (As 510-989; Arm) wurden mit bakteriell 
exprimiertem, an Glutathion-Sepharose immobilisiertem GST-Rab11-WT bzw. GST inkubiert. Die 
Bindung von EGFP-p0071-WT, -K bzw. Arm an GST-Rab11-WT und GST wurde mittels WB 
analysiert (GST-Pulldown). (B) Bakteriell exprimiertes His6-p0071-Arm wurden mit bakteriell 
exprimiertem, an Glutathion-Sepharose immobilisiertem GST-Rab11-WT bzw. GST inkubiert. Die 
Bindung von His6-p0071-Arm an die verwendete Glutathion-Sepharose wurde mittels WB untersucht. 

Zur Untersuchung der möglichen Interaktion zwischen Rab11 und p0071 wurden in 

HEK293-Zellen p0071-WT, die p0071-Kopf- und die p0071-Arm-Domäne als EGFP-

Fusionsproteine exprimiert. Die entsprechenden Lysate wurden mit bakteriell exprimiertem, 

an Glutathion-Sepharose immobilisiertem GST-Rab11-WT inkubiert. Die Bindung von 

p0071-WT, p0071-Kopf und p0071-Arm an GST-Rab11-WT wurde mittels WB untersucht. 

Dabei konnte gezeigt werden, dass p0071-WT mit Rab11-WT interagiert. Diese Interaktion 

wird über die Arm-Domäne von p0071 vermittelt, die trotz schwacher Expression in 

HEK293-Zellen deutlich im Eluat der Rab11-WT-Glutathion-Sepharose nachgewiesen 

werden konnte. Die Kopf-Domäne von p0071, deren Expression in HEK293-Zellen sehr viel 

stärker war, zeigte dagegen keine Interaktion mit Rab11. Um die Spezifität der Interaktion zu 

zeigen, wurden die HEK293-Lysate ebenfalls mit bakteriell exprimiertem, an Glutathion-
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Sepharose immobilisiertem GST durchgeführt. In den entsprechenden Eluaten konnten keines 

der exprimierten p0071-Fusionsproteine nachgewiesen werden (Abb. 3-13 A). Um zu 

untersuchen, ob Rab11 und die p0071-Arm-Domäne direkt interagieren oder deren Interaktion 

über unbekannte Protein im HEK293-Zelllysat vermittelt wird, wurde bakteriell exprimiertes 

His6-p0071-Arm sowohl mit an Glutathion-Sepharose immobilisiertem GST-Rab11-WT als 

auch mit immobilisiertem GST inkubiert. Auch dabei konnte eine spezifische Bindung der 

p0071-Arm-Domäne an GST-Rab11 gezeigt werden (Abb. 3-13 B). Zusammen mit der im 

Hefe-System gefundenen Interaktion zwischen Rab11 und der p0071-Arm-Domäne weisen 

diese Experimente auf eine direkte Interaktion zwischen p0071 und Rab11 in vitro hin. 

Als GTPase kann Rab11 zwischen dem inaktiven GDP-gebundenen und dem aktiven 

GTP-gebundenen Zustand wechseln (Abs. 1.4). Um zu untersuchen, ob die Interaktion von 

p0071 mit Rab11 abhängig von der Rab11-Aktivität ist, wurden BiFC-Analysen durchgeführt. 

HEK293-Zellen wurden mit Plasmiden, die für V1-Flag-p0071-Arm, V2-HA-Rab11-WT,      

-DA oder -DN und RFP codieren, transfiziert. 18 Stunden nach der Transfektion wurde die 

Fluoreszenz des RFP genutzt, um transfizierte Zellen mittel Durchflusszytometrie zu identifi-

zieren. Gleichzeitig wurde die Fluoreszenzintensität des rekonstituierten YFP (BiFC) gemes-

sen. Um Unterschiede der BiFC-Effizienz ausschließen zu können, die auf eine unterschied-

liche Expression der verwendeten Konstrukte zurückzuführen ist, wurde deren Expression 

mittels WB analysiert (Abb. 3-14 B). Trotz gleicher Expression der eingesetzten Konstrukte 

war die BiFC-Effizienz zwischen Rab11-DA und p0071-Arm im Vergleich zu Rab11-WT 

und p0071-Arm signifikant auf 140% erhöht. Die BiFC-Effizienz zwischen Rab11-DN und 

p0071-Arm war dagegen deutlich geringer (60% im Vergleich zu Rab11-WT; Abb. 3-14 A 

und C). Um diesen Effekt in einem unabhängigen System untersuchen zu können, wurde 

Zelllysat von EGFP-p0071-Arm-exprimierenden HEK293-Zellen mit rekombinant herge-

stelltem, an Glutathion-Sepharose immobilisiertem GST-Rab11-WT, -DA bzw. -DN inkubiert 

und diese anschließend auf die Bindung von EGFP-p0071-Arm mittels WB untersucht 

(Abb. 3-14 D). Dabei konnte gezeigt werden, dass die Arm-Domäne von p0071 mit 

Rab11-WT und Rab11-DA in vitro deutlich stärker interagiert als mit Rab11-DN. Das zur 

Kontrolle an Glutathion-Sepharose immobilisierte GST bindet EGFP-p0071-Arm im gleichen 

Maß wie Rab11-DN. Die durch die Bindung von GTP an Rab11 induzierte Konfor-

mationsänderung scheint demnach auch die Interaktion zwischen Rab11 und p0071 zu 

beeinflussen. 
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Abb. 3-14: Die Arm-Domäne von p0071 interagiert bevorzugt mit aktivem Rab11 
HEK293-Zellen wurden für BiFC-Analysen mit Plasmiden transfiziert, die für V1-Flag-p0071-Arm, 
V2-HA-Rab11-WT, -DA oder -DN und RFP codieren. (A) 18 Stunden nach der Transfektion wurde 
die Fluoreszenz des rekonstituierten YFP der RFP-exprimierenden Zellen mittels Durchflusszyto-
metrie analysiert. (B) Um auszuschließen, dass die dargestellten Unterschiede in der BiFC-Effizienz 
auf eine unterschiedliche Expression der Interaktionspartner zurückzuführen ist, wurde deren Expres-
sion mittels WB untersucht, wobei ein GFP-Serum zum Einsatz kam, mit dem sowohl V1 als auch V2 
detektiert werden können. (C) Im Diagramm sind die mittleren BiFC-Effizienzen zwischen p0071-
Arm und Rab11-WT, -DA bzw. -DN aus drei unabhängigen Experimenten aufgetragen. Dazu wurde 
jeweils die Fluoreszenzintensität des rekonstituierten YFP (BiFC) von mind. 5.000 RFP-expri-
mierenden Zellen bestimmt. Die Fehlerbalken geben die STABW aus drei unabhängigen 
Experimenten an. (* p ≤ 0,05) (D) In HEK293-Zellen wurde EGFP-p0071-Arm exprimiert. Das Zell-
lysat wurde mit bakteriell exprimiertem und an Glutathion-Sepharose immobilisiertem GST, GST-
Rab11-WT, -DA und -DN inkubiert. Die Mengen der an der Glutathion-Sepharose immobilisierten 
bakteriell exprimierten Proteine wurden durch Coomassie-Färbung des entsprechenden SDS-
Poylacrylamid-Gels überprüft. Die Eluate wurden mittels WB auf Anwesenheit von EGFP-p0071-
Arm mit einem spezifischen Ak gegen GFP analysiert. 
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Die Interaktion von Rab11 und p0071 sowie die für beide Proteine beschriebenen 

Funktionen in der Zytokinese lassen die Vermutung zu, dass es dabei für p0071 und Rab11 

eine gemeinsame Funktion gibt. Um dies zu untersuchen wurde zuerst analysiert, ob beide 

Proteine während der Zytokinese einen Komplex in vivo bilden können. Für die BiFC-

Analyse wurden V1-Flag-p0071-WT und V2-HA-Rab11-WT in HEK293-Zellen exprimiert, 

in der Prometaphase synchronisiert und diese im entsprechenden Mitosestadium mit FA 

fixiert. Mit Hilfe spezifischer Ak wurde α-Tubulin (rot) markiert. Die Färbung der DNA (blau) 

erfolgte mit DAPI. Das BiFC-Signal, das auf einen Komplex aus Rab11-WT und p0071-WT 

hindeutet, ist deutlich um den Zentralkörper am Ort der Abschnürung lokalisiert 

(Abb. 3-15 A). In mitotischen Zellen, von Prometaphase bis Anaphase zeigte sich wie bei den 

BiFC-Analysen zwischen p0071 und RhoA ein schwaches diffuses BiFC-Signal im 

Zytoplasma (Abb. 3-8). Mit Hilfe einer IP konnte zusätzlich gezeigt werden, dass während 

der Zytokinese deutlich mehr Flag-Rab11-WT mit EGFP-p0071-WT präzipitiert werden 

konnte als in der Prometaphase und der G1-Phase (Abb. 3-15 B). Hierfür wurden Flag-Rab11-

WT und EGFP-p0071-WT exprimierende HEK293-Zellen in der Prometaphase synchronisiert 

und IPs mit Zelllysaten von verschiedenen Zeitpunkten nach dem Entfernen des S-Mediums 

angefertigt (0 Minuten - Prometaphase; 90 Minuten - Zytokinese; 240 Minuten - G1 - Phase). 
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Abb. 3-15: Rab11 und p0071 interagieren während der Zytokinese 
(A) HEK293-Zellen wurden mit Plasmiden, die für V1-Flag-p0071-WT bzw. V2-HA-Rab11-WT 
codieren, kotransfiziert und anschließend in der Prometaphase synchronisiert. 90 Minuten nach dem 
Entfernen des S-Mediums wurden die Zellen mittels FA fixiert und α-Tubulin (rot) mit spezifischen 
Ak sowie die DNA (blau) mit DAPI markiert. Das BiFC-Signal, das den Ort der Interaktion von 
p0071 und Rab11 anzeigt, ist grün dargestellt. (B) HEK293-Zellen wurden mit Plasmiden, die für 
Flag-Rab11-WT bzw. EGFP-p0071-WT codieren, kotransfiziert und synchronisiert. Nach Erreichen 
der Prometaphase, der Zytokinese bzw. der G1-Phase wurden die Zellen lysiert und die Lysate mit an 
Protein A-Sepharose immobilisiertem anti-GFP-Ak inkubiert. Die Eluate wurden anschließend mittels 
WB auf Anwesenheit von EGFP-p0071-WT (IP-GFP - anti-GFP) und Flag-Rab11-WT (IP-GFP - anti-
Flag) analysiert. 
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Abb. 3-16: Die Verringerung der p0071-Expression geht mit der Akkumulation von Rab11 an 
der Teilungsfurche einher 
(A, B) HeLa-Zellen wurden mit Kontroll- bzw. p0071-siRNA transfiziert, synchronisiert und 90 Mi-
nuten nach Entfernen des S-Mediums mit 10% TCA fixiert. Rab11 (rot) und α-Tubulin (grün) wurden 
mit spezifischen Ak und die DNA (blau) mittels DAPI markiert. Die Balken in (A) entsprechen 10 µm 
bzw. 5 µm in den Vergrößerungen. (B) Zur Quantifizierung der p0071-siRNA-induzierten Rab11-
Akkumulation wurde die Rab11-Fluoreszenzintensität am Zentralkörper (Kreisfläche von 4,9 µm2) 
durch die Rab11-Fluoreszenzintensität der gesamten Zellen geteilt und der mittlere Quotient 
± STABW von jeweils 30 vermessenen Zellen aus zwei unabhängigen Experimenten im Diagramm 
dargestellt. (* p ≤ 0,05) (C) RFP-Rab11-WT exprimierende HeLa-Zellen wurden mit Kontroll- bzw. 
p0071-siRNA transfiziert. 48 Stunden nach der siRNA-Transfektion wurde die Rab11-Lokalisation in 
lebenden, sich teilenden Zellen anhand der Fluoreszenz des RFP verfolgt. Zellen in der Zytokinese 
wurden mittels DIC (Differentieller Interferenz Kontrast) über den dann sichtbaren Zentralkörper 
identifiziert. Die Balken entsprechen 10 µm. 

Die gezeigten Experimente deuten auf die Existenz eines Komplexes aus Rab11 und 

p0071 sowie auf eine gemeinsame Funktion beider Proteine während der Zytokinese hin. 

p0071 könnte sowohl am Transport von Rab11-Vesikeln als auch an deren Bindung an die 

bzw. an deren Fusion mit der Zielmembran beteiligt sein. Um zwischen diesen Möglichkeiten 
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zu unterscheiden, wurde die Expression von p0071 in HeLa-Zellen verringert. Diese Zellen 

wurden anschließend synchronisiert und die Rab11-Lokalisation während der Zytokinese 

analysiert. Dabei konnte gezeigt werden, dass sowohl endogenes (Abb. 3-16 A, B) als auch 

exogenes (Abb. 3-16 C) Rab11 in HeLa-Zellen mit verringerter p0071-Expression um den 

Zentralkörper akkumulierte. Dies legt nahe, dass Rab11 unabhängig von p0071 zum 

Zentralkörper transportiert wird. Die Akkumulation von Rab11-Vesikel deutet vielmehr auf 

eine Funktion von p0071 beim „Andocken“ und/oder der Fusion dieser Vesikel hin. 
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Abb. 3-17: Rab11, p0071 und Snapin bilden einen Komplex 
(A) YRG2-Hefe-Zellen wurden mit Plasmiden, die für GAL4-DNA-BD-p0071-Arm und GAL4-AD-
Snapin-WT, -NT oder -CT codieren, kotransformiert. Zur Selektion der kotransformierten Hefe-Zellen 
wurden diese auf SD-Agarplatten ohne Tryptophan und Leucin (-WL) ausplattiert. Das gleichzeitige 
Wachstum dieser Hefen auf SD-Agarplatten, denen außerdem Histidin (-WLH) fehlte, zeigt durch die 
dafür notwendige Aktivierung des Reportergens his3 die Interaktion der exprimierten Proteine an. 
(B) HEK293-Zellen wurden mit Plasmiden die für Flag-Snapin-WT und HA-p0071-WT codieren, 
kotransfiziert. Die Lysate wurden mit anti-Flag-Agarose inkubiert und die Eluate mittels WB auf die 
Anwesenheit von p0071 untersucht (IP-Flag - anti-HA). Um die unspezifische Bindung von p0071 an 
die anti-Flag-Agarose ausschließen zu können wurden Lysate von untransfizierten HEK293-Zellen 
und von nur HA-p0071-WT exprimierenden HEK293-Zellen eingesetzt. Die Menge an p0071 in den 
eingesetzten Lysaten wurde ebenfalls im WB analysiert (Zelllysat - anti-HA). (C) Lysate von 
HEK293-Zellen, die entweder Flag-p0071-WT oder Flag-Snapin-WT exprimierten, wurden mit anti-
Flag-Agarose inkubiert. Die entsprechenden Eluate wurden mittels WB auf die Anwesenheit von 
endogenem Rab11 untersucht (IP-Flag - anti-Rab11). Lysat von untransfizierten HEK293-Zellen 
diente als Spezifitätskontrolle. (D) Die Analysen zur Interaktion von Rab11-WT mit Snapin-WT, -NT 
und -CT wurden in YRG2-Zellen, wie unter (A) beschrieben, durchgeführt. 
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Die Hypothese, dass p0071 an der Fusion von Rab11-positiven Vesikeln beteiligt sein 

könnte, wird durch die Identifizierung von Snapin als weiteren potentiellen Inter-

aktionspartner von p0071 mittels Hefe-Dihybrid-Analyse unterstützt. Snapin ist ein ursprüng-

lich an der Membran von synaptischen Vesikeln beschriebenes SNARE-assoziiertes Protein 

(ILARDI  et al., 1999). Auch für Snapin wurde eine Funktion im Zusammenhang mit 

Vesikelfusionsprozessen während der Zytokinese beschrieben (GROMLEY et al., 2005). Zur 

Verifizierung der Interaktion zwischen p0071 und Snapin wurden Snapin-WT (As 1-136), 

Snapin-NT (As 1-78) und Snapin-CT (As 79-136) als GAL4-AD-Fusionsprotein zusammen 

mit p0071-Arm als GAL4-DNA-BD-Fusionsprotein in Hefestamm YRG2 koexprimiert 

(Abb. 3-17 A; -WL). Über die Aktivierung des Reportergens his3 konnte gezeigt werden, dass 

die Arm-Domäne von p0071 im Hefe-System mit Snapin-WT und der C-terminalen Domäne 

von Snapin interagiert (Abb. 3-17 A; -WLH). Mit Hilfe einer Flag-IP konnte außerdem 

gezeigt werden, dass in HEK293-Zellen exprimiertes HA-p0071-WT mit Flag-Snapin-WT im 

Komplex vorliegt (Abb. 3-17 B). Interessanterweise konnte endogenes Rab11 sowohl mit 

Flag-p0071-WT als auch mit Flag-Snapin-WT präzipitiert werden (Abb. 3-17 C). Diese 

Ergebnisse lassen zwei Schlussfolgerungen zu: Zum einen könnten zwei unabhängige 

Komplexe, bestehend aus Rab11 und p0071 bzw. Rab11 und Snapin, in vivo gebildet werden. 

Zum anderen besteht die Möglichkeit, dass in einem Komplex aus p0071, Rab11 und Snapin, 

p0071 Rab11-positive Vesikel über Snapin an den SNARE-Komplex der Zielmembran bindet. 

Die Untersuchungen im Hefestamm YRG2, die keine Interaktion zwischen Rab11 und Snapin 

zeigten, sprechen für die Existenz eines Rab11-p0071-Snapin-Vesikel-Fusionskomplexes in 

vivo (Abb. 3-17 D), schließen aber die Existenz von zwei unabhängigen Komplexen in vivo 

nicht aus. 

p0071 Snapin
α-Tubulin

p0071Snapin Vergrößerungp0071 Snapin
α-Tubulin

p0071Snapin Vergrößerung

 

Abb. 3-18: Snapin und p0071 kolokalisieren während der Zytokinese am Zentralkörper 
In mit Methanol fixierte HeLa-Zellen wurden mittel spezifischer Ak α-Tubulin (blau), p0071 (grün) 
und Snapin (rot) markiert. Die Balken entsprechen 10 µm bzw. 5 µm in den Vergrößerungen. 

Für eine gemeinsame Rolle von p0071 und Snapin bei der Fusion von Rab11- Vesi-

keln spricht auch die Lokalisation von Snapin im Verlauf der Zytokinese. Snapin akkumuliert 
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zusammen mit p0071 am Zentralkörper (Abb. 3-18), während Rab11 entlang der 

zytoplasmatischen Brücke lokalisiert, welche die Tochterzellen miteinander verbindet 

(Abb. 3-12). Dieser funktionelle Zusammenhang zwischen Rab11 und Snapin konnte durch 

den Einsatz Snapin-spezifischer siRNAs gezeigt werden. In HeLa-Zellen, deren Snapin-

Expression mittels siRNA reduziert wurde, akkumulierte Rab11 während der Zytokinese stark 

am Zentralkörper, während in den Kontroll-siRNA-transfizierten HeLa-Zellen Rab11 dort nur 

leicht angereichert vorlag (Abb. 3-19). Dies impliziert, dass Snapin auch an der Fusion von 

Rab11-Vesikeln während der Zytokinese beteiligt ist. 

enlargement

DAPI
αααα-Tubulin Rab11 Rab11

K
on

tr
ol

l-s
iR

N
A

S
na

pi
n-

si
R

N
A

Vergrößerung

re
la

tiv
e 

R
ab

11
-F

lu
or

es
ze

nz
 

am
 Z

en
tr

al
kö

rp
er

0.5

1.5

2.5

siRNA Kontrolle Snapin

A B

enlargement

DAPI
αααα-Tubulin Rab11 Rab11

K
on

tr
ol

l-s
iR

N
A

S
na

pi
n-

si
R

N
A

Vergrößerung

re
la

tiv
e 

R
ab

11
-F

lu
or

es
ze

nz
 

am
 Z

en
tr

al
kö

rp
er

0.5

1.5

2.5

siRNA Kontrolle Snapin

A B

Abb. 3-19: Die Verringerung der Snapin-Expression mittels siRNA induziert die Akkumulation 
von Rab11 am Zentralkörper 
(A) HeLa-Zellen wurden mit Kontroll- bzw. Snapin-siRNA transfiziert, synchronisiert und 90 Minu-
ten nach Entfernen des S-Mediums mit Methanol fixiert. Rab11 (rot) und α-Tubulin (grün) wurden 
mittels spezifischer Ak und die DNA (blau) mit DAPI markiert. Zellen, die sich in der Zytokinese 
befanden, wurden auf die Lokalisation von Rab11 am Zentralkörper analysiert. Die Balken ent-
sprechen 10 µm bzw. 5 µm in den Vergrößerungen. (B) Zur Quantifizierung der Snapin-siRNA-
induzierten Rab11-Akkumulation wurde die Rab11-Fluoreszenzintensität am Zentralkörper (Kreis-
fläche von 4,9 µm2) durch die Rab11-Fluoreszenzintensität der gesamten Zellen geteilt und der 
mittlere Quotient ± STABW von jeweils 15 vermessenen Zellen im Diagramm dargestellt. 

Die in diesem Abschnitt aufgeführten Experimente legen nahe, dass p0071 sowohl mit 

Rab11 als auch mit Snapin eine direkte Interaktion eingehen kann (Abb. 3-13 und Abb. 3-17). 

Da auch Rab11 und Snapin in vivo einen Komplex bilden, jedoch vermutlich nicht direkt 

miteinander interagieren, könnte p0071 die Interaktion zwischen beiden Proteinen vermitteln 

(Abb. 3-17). Die These wird von der Beobachtung gestützt, dass die Behandlung von Zellen 

mit p0071- oder Snapin-siRNA die Akkumulation von Rab11 am Zentralkörper zur Folge 

hatte (Abb. 3-16 und Abb. 3-19), woraus außerdem auf eine gemeinsame Funktion von p0071 

und Snapin bei der Fusion von Rab11-Vesikeln geschlossen werden kann. Die Regulation der 

Interaktion zwischen p0071 und Rab11 erfolgt vermutlich über die Aktivität von Rab11, da 
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die Affinität von p0071 zu aktivem Rab11 höher zu sein scheint als zu inaktivem Rab11 

(Abb. 3-14). 

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

während der Zytokinese beteiligt 

Die Aktivität von Rab11 wird, wie die von allen Mitgliedern der Ras-ähnlichen 

GTPasen, über GEFs, GAPs und GDIs reguliert. Nur aktives GTP-gebundenes Rab11 ist in 

der Lage mit seinen Effektoren zu interagieren und darüber die für die Zytokinese essentiellen 

Funktionen zu vermitteln (Abs. 1.4). Trotz der identifizierten Effektoren FIP3 und FIP4 ist 

bisher nichts über die Regulation der Rab11-Aktivität im Verlauf der Mitose bekannt. 

Informationen zu dieser Regulation könnten wie im Fall von RhoA wichtige Informationen 

zur Aufklärung der räumlichen und zeitlichen Koordination der Membrantransportprozesse 

während der Zytokinese liefern. 
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Abb. 3-20: Die an Glutathion-Sepharose immobilisierte Rab11-Bindedomäne vom Rab11-
Effektor FIP4 präzipitiert aktives Rab11 aus Zelllysaten 
(A) Schematische Darstellung des Rab11-Aktivitätstests mit an Glutathion-Sepharose immobilisierter 
Rab11-Bindedomäne von FIP4 (FIP4-Sepharose), die nur aktives GTP-gebundenes Rab11 aus Zell-
lysaten präzipitieren sollte. (B) Um die Funktionalität der FIP4-Sepharose zu testen, wurde in 
HEK293-Zellen RFP-Rab11-WT, -DA bzw. -DN exprimiert und dies mittels WB überprüft (Zelllysat 
- anti-Rab11). Die Lysate wurde anschließend mit FIP4-Agarose inkubiert und die Bindung von RFP-
Rab11 an diese durch WB-Analysen untersucht (GST-PD - anti-Rab11). 

Da es zur Analyse der Rab11-Aktivität kein etabliertes Testsystem wie im Fall von 

RhoA gibt, wurde, um die Aktivität von Rab11 während der Zytokinese analysieren zu 

können, ein Rab11-Aktivitätstest entworfen. Dafür wurde die Rab11-Bindedomäne (As 592-

637) vom Rab11-Effektor FIP4 bakteriell als Fusionsprotein mit GST exprimiert und dieses 

Fusionsprotein an Glutathion-Sepharose immobilisiert (FIP4-Sepharose). Da Rab11 nur im 

aktiven GTP-gebundenem Zustand mit seinen Effektoren interagiert, wurde die FIP4-

Sepharose dazu eingesetzt, um aktives Rab11 aus Zelllysaten zu präzipitieren (Abb. 3-20 A). 

Um zunächst das Testsystem zu validieren, wurden HEK293-Zellen mit Plasmiden transfiziert, 

die für RFP-Rab11-WT, -DA bzw. -DN codieren und die Lysate mit der FIP4-Sepharose 

inkubiert. Die Eluate wurden im WB auf die Anwesenheit von Rab11 analysiert. Dabei 
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konnte gezeigt werden, dass Rab11-DA am besten von der FIP4-Sepharose präzipitiert 

werden konnte. Trotz gleicher eingesetzter Rab11-Mengen wurde deutlich weniger RFP-

Rab11-WT aus Zelllysaten präzipitiert und kaum RFP-Rab11-DN. Daraus kann geschlossen 

werden kann, dass inaktives Rab11 nicht an die FIP4-Sepharose bindet und dass aus Rab11-

WT exprimierenden Zellen präzipitiertes RFP-Rab11 im aktiven Zustand an die FIP4-

Sepharose gebunden haben muss (Abb. 3-20 B). 
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Abb. 3-21: Die Menge an aktivem Rab11 in der Zelle nimmt im Verlauf der Mitose ab 
HeLa-Zellen wurden in der Prometaphase synchronisiert und zu verschiedenen Zeitpunkten nach Ent-
fernen des S-Mediums lysiert. Die Lysate wurde mit FIP4-Sepharose inkubiert und auf Anwesenheit 
von Rab11 mittels WB analysiert. Zur Normierung wurde jeweils die Menge an präzipitiertem Rab11 
(aktiv) durch die Menge an eingesetztem Rab11 (gesamt) geteilt und relativ zum Kontrollwert (0 min) 
aufgetragen. Im Diagramm ist die mittlere relative Menge an präzipitiertem (aktivem) Rab11 
± STABW aus drei unabhängigen Experimenten dargestellt. (* p ≤ 0,05; ** p ≤ 0,005) 

Um zu untersuchen, ob und wie sich die Aktivität von Rab11 während der Mitose 

verändert, wurden HeLa-Zellen in der Prometaphase synchronisiert und zu verschiedenen 

Zeitpunkten nach dem Entfernen des S-Mediums lysiert. Zu Beginn des Experiments 

befanden sich ca. 80% bis 90% der Zellen in der Prometaphase (0 min). Ca. 70% der Zellen 

durchliefen die Mitosestadien Metaphase (30 min), Anaphase (60 min), Telophase (90 min) 

und Telophase/Abschnürung (120 min) synchron (Abb. 3-3). Nach 180 min hatten diese 

Zellen die Mitose abgeschlossen. Die zu den verschiedenen Zeitpunkten gewonnenen Lysate 

wurden mit FIP4-Agarose inkubiert und die entsprechenden Eluate mittels WB auf die 

Anwesenheit von Rab11 analysiert. Die maximale Aktivität hatte Rab11 demnach in der 

Prometaphase. Im Verlauf der Zytokinese nahm die Menge an präzipitiertem Rab11 stetig ab 

und erreicht zum Ende der Zytokinese (120 min) ihr Minimum (Abb. 3-21). Da das prä-
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zipitierte Rab11 die Menge an aktiviertem Rab11 in der Zelle widerspiegelt, kann man aus 

diesem Experiment schließen, dass nach der Metaphase die Menge an aktivem Rab11 

abnimmt. Ab der Anaphase stellen Vesikelfusionsprozesse die Vergrößerung der 

Zelloberfläche sicher (ALBERTSON et al., 2005), für die Rab11 wahrscheinlich im aktiven 

Zustand vorliegen muss (WILSON et al., 2005). Aus diesem Grund erscheint die 

Verringerung der Rab11-Aktivität im Verlauf der Mitose auf den ersten Blick paradox. Die 

Ergebnisse legen allerdings nahe, dass aktives Rab11 bei oder nach der Fusion von Vesikeln 

inaktiviert wird und dass bei Prozessen mit vielen Vesikelfusionsereignissen wie zum Beispiel 

der Abschnürung der Zellen während der Zytokinese sehr viel aktives Rab11 

„verbraucht“ wird. Nach dem Ende der Zytokinese konnte ungefähr die Menge an Rab11 

präzipitiert werden wie in der Prometaphase (0 min), was für eine Reaktivierung von Rab11 

nach erfolgreicher Zytokinese spricht (Abb. 3-21). 
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Abb. 3-22: Die Verringerung der ECT2-Expression mittels siRNA führt in Interphase-Zellen zu 
geringeren Mengen an aktivem Rab11  
(A) HeLa-Zellen wurden mit Kontroll-, p0071- bzw. ECT2-siRNAs transfiziert. 48 Stunden nach der 
Transfektion wurden die Zellen lysiert und mit FIP4-Sepharose inkubiert. Die Menge an präzipi-
tiertem Rab11 (Rab11 - aktiv) wurde mittels WB analysiert. Mittels WB wurden außerdem in den 
Lysaten die Mengen an Rab11 (Rab11 - gesamt), p0071, ECT2 und α-Tubulin bestimmt. (B) Im Dia-
gramm ist die mittlere relative Menge an präzipitiertem Rab11 ± STABW aus drei unabhängigen 
Experimenten dargestellt. Zur Normierung wurde jeweils die Menge an präzipitiertem Rab11 (Rab11 - 
aktiv) durch die Menge an eingesetztem Rab11 (Rab11 - gesamt) geteilt und relativ zum Wert der 
Kontroll-siRNA-behandelten Zellen aufgetragen. (* p ≤ 0,05) 

Da sich bereits in der Prometaphase größere Mengen an aktivem Rab11 in der Zelle 

befinden, muss die Rab11-Aktivierung zumindest teilweise bereits vor der Zytokinese bzw. 

vor dem Transport von Rab11 zur Teilungsfurche stattfinden (Abb. 3-21). Welche Proteine an 

der Aktivierung von Rab11 beteiligt sind, ist bisher unbekannt. Da eine Interaktion zwischen 

p0071 und Rab11 gezeigt werden konnte, wurde untersucht ob p0071 an der Regulation der 

Rab11-Aktivität beteiligt sein könnte. Da p0071 bevorzugt mit aktivem Rab11 zu interagieren 
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scheint, ist eine p0071-abhängige Stabilisierung von aktivem Rab11 denkbar. Ein weiterer 

potentieller Kandidat für die Regulation der Rab11-Aktivität war das GEF-Protein ECT2, das 

der Hauptaktivator von RhoA während der Zytokinese ist. Die Spezifität von ECT2 für 

einzelne GTPasen scheint über die Phosphorylierung von ECT2 reguliert zu sein 

(TATSUMOTO et al., 1999; NIIYA et al., 2006), so dass es möglich erschien, dass ECT2 

auch ein GEF für Rab11 sein könnte. Um zu untersuchen, ob ECT2 und/oder p0071 einen 

Einfluss auf die Aktivierung von Rab11 in der Zelle haben, wurden HeLa-Zellen mit 

Kontroll-, p0071- bzw. ECT2-siRNA transfiziert und 48 Stunden nach der Transfektion 

lysiert. Zur Bestimmung der Rab11-Aktivität wurden die Lysate mit FIP4-Sepharose inkubiert 

und die Eluate mittels WB auf die Anwesenheit von Rab11 untersucht. In den Lysaten wurden 

zur Kontrolle der siRNA-Transfektion außerdem die Mengen von p0071, ECT2 und 

α-Tubulin bestimmt (Abb. 3-22 A). Die Verringerung der ECT2-Expression durch siRNAs 

ging dabei mit einer signifikanten Reduktion der mit FIP4-Sepharose präzipitierten Rab11-

Menge einher, was für eine Rolle von ECT2 bei der Regulation der Rab11-Aktivität spricht. 

p0071 scheint dagegen in Interphase-Zellen keinen Einfluss auf die Aktivität von Rab11 zu 

haben (Abb. 3-22). 
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Abb. 3-23: ECT2-siRNA-behandelte Zellen zeigen eine geringere Rab11-Aktivität in der 
Prometaphase als Kontroll-siRNA-behandelte 
(A) HeLa-Zellen wurden mit Kontroll- bzw. ECT2-siRNA transfiziert und synchronisiert. Es wurden 
Lysate von Zellen in der Prometaphase (0 min) und während der Zytokinese (90 min) angefertigt und 
diese mit FIP4-Sepharose inkubiert. Mittels WB wurden sowohl die Mengen an präzipitiertem Rab11 
(Rab11 - aktiv) als auch die Mengen von Rab11 (Rab11 - gesamt), ECT2 und α-Tubulin in den 
entsprechenden Lysaten bestimmt. (B) Im Diagramm ist die mittlere relative Menge an präzipitiertem 
Rab11 aus zwei unabhängigen Experimenten dargestellt. Zur Normierung wurde jeweils die Menge an 
präzipitiertem Rab11 (Rab11 - aktiv) durch die Menge an eingesetztem Rab11 (Rab11 - gesamt) 
geteilt und relativ zum Wert der Kontroll-siRNA-behandelten Zellen aufgetragen. (* p ≤ 0,05) 

Der Einfluss von ECT2 auf die Aktivität von Rab11 wurde außerdem in mitotischen 

Zellen untersucht, um zu klären, ob die beobachtete Verringerung der Rab11-Aktivität in 

ECT2-siRNA-behandelten Interphase-Zellen mit Beginn der Zytokinese durch andere 



3 Ergebnisse  70 

unbekannte Rab11-Regulatoren ausgeglichen werden kann. Dafür wurden Kontroll- bzw. 

ECT2-siRNA-transfizierte HeLa-Zellen in der Prometaphase synchronisiert. Zelllysate wur-

den von den in der Prometaphase arretierten Zellen, sowie 90 Minuten nach Entfernen des 

S-Mediums angefertigt und diese mit FIP4-Agarose inkubiert. Die Menge an präzipitiertem 

Rab11, sowie die Mengen von Rab11, ECT2 und α-Tubulin in den Zelllysaten wurden mittels 

WB analysiert (Abb. 3-23 A). Die Rab11-Aktivität von ECT2-siRNA-behandelten, war in 

Prometaphase arretierten Zellen im Vergleich zur Kontrolle auf ca. 55% reduziert. Eine 

zusätzliche Verringerung der Rab11-Aktivität 90 Minuten nach Entfernen des S-Mediums 

war in ECT2-siRNA-transfizierten Zellen nicht festzustellen (Abb. 3-23 B). Da die meisten 

der ECT2-siRNA-transfizierten und mit Nocodazol synchronisierten Zellen sich nicht Ein- 

und Abschnüren (siehe Anhang; Abb. 7-1 C), kann dieses Ergebnis als weiterer Beleg für die 

Rab11-Inaktivierung infolge von Vesikelfusionsprozessen angesehen werden. 
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Abb. 3-24: Rab11 und ECT2 kopräzipitieren während der Prometaphase 
Flag-Rab11-WT und EGFP-ECT2-WT sowie Flag-Rab11-WT und EGFP exprimierende HEK293-
Zellen wurden in der Prometaphase synchronisiert und zu verschiedenen Zeitpunkten nach Entfernen 
des S-Mediums lysiert und mit an Protein A-Agarose immobilisiertem GFP-Ak inkubiert. Die Lysate 
und Präzipitate wurden mittels WB auf die Anwesenheit von Flag-Rab11-WT und EGFP-ECT2 
analysiert. 

Die in Abb. 3-22 und Abb. 3-23 gezeigten Ergebnisse legen nahe, dass ECT2 ein 

Regulator der Aktivität von Rab11 ist. Um einen Hinweis darauf zu erhalten, zu welchem 

Zeitpunkt ECT2 in die Regulation der Rab11-Aktivität eingreifen könnte, wurde untersucht, 

ob und wann ECT2 mit Rab11 interagiert. Dafür wurden HEK293-Zellen mit Plasmiden, die 

für Flag-Rab11-WT und EGFP-ECT2-WT codieren, transfiziert. Nach der Synchronisation 

dieser Zellen mittels Thymidin und Nocodazol wurden diese in der Prometaphase (0 Minuten), 

der Zytokinese (90 Minuten) und der G1-Phase (240 Minuten) lysiert und die Lysate mit an 

Protein A-Agarose immobilisiertem GFP-Ak inkubiert. Mittels WB wurde die Anwesenheit 
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von Flag-Rab11-WT in den entsprechenden Lysaten sowie in den Präzipitaten der IP 

analysiert. Dabei ist zu sehen, dass trotz gleicher eingesetzter Mengen an Flag-Rab11-WT 

(Zelllysat - anti-Flag) und gleicher Mengen an präzipitiertem EGFP-ECT2-WT (IP-GFP - 

anti-GFP), Flag-Rab11-WT fast ausschließlich in der Prometaphase kopräzipitiert werden 

konnte. Als Kontrolle dienten Lysate von HEK293-Zellen, die Flag-Rab11-WT und EGFP 

exprimierten. Dabei konnte zu keinem der analysierten Zeitpunkte Flag-Rab11-WT 

präzipitiert werden (Abb. 3-24). 

Die in diesem Abschnitt vorgestellten Ergebnisse versuchen auf Basis eines neu 

entwickelten Testsystems Einblicke in die Regulation der Rab11-Aktivität in der Zytokinese 

humaner Zelllinen zu gewinnen. Mit Hilfe der FIP4-Sepharose kann aus Zelllysaten aktives 

Rab11 präzipitiert und diese Mengen mittels WB quantifiziert werden (Abb. 3-20). Dabei 

konnte gezeigt werden, dass die Menge an präzipitiertem Rab11 zum Zeitpunkt der 

Abschnürung in HeLa-Zellen am geringsten ist, was eine verstärkte Inaktivierung von Rab11 

durch die Fusion von Vesikeln vermuten lässt (Abb. 3-21). An der Regulation der Rab11-

Aktivität scheint das Rho-GEF-Protein ECT2 beteiligt zu sein, dessen reduzierte Expression 

mit verringerten Mengen von aktivem Rab11 in Interphase- und Prometaphase-Zellen 

einherging (Abb. 3-22 und Abb. 3-23). Zudem deutet die Kopräzipitation von ECT2 und 

Rab11 in der Prometaphase darauf hin, dass ECT2 die Aktivität von Rab11 tatsächlich in 

mitotischen Zellen reguliert (Abb. 3-24). 

Basierend auf den in Abs. 3.2 gezeigten Ergebnissen kann folgendes Modell für die 

Funktionen von p0071, Rab11, ECT2 und Snapin bei der Vesikel-basierten Abschnürung 

postuliert werden: ECT2 interagiert mit Rab11 und aktiviert dieses zum Beginn der Mitose. 

Im aktiven Zustand erfolgt der Transport von Rab11 an der Oberfläche von Vesikeln auf 

bisher unbekanntem Weg zur zytoplasmatischen Brücke, durch welche die Tochterzellen nach 

der Aktomyosin-basierten Einschnürung verbunden bleiben. Dort interagiert Rab11 mit p0071, 

das mit Snapin im Komplex am Zentralkörper vorliegt. p0071 und Snapin vermitteln dann 

gemeinsam die Fusion der Rab11-positiven Vesikel mit der PM am Zentralkörper. Dabei 

kommt es zur Hydrolyse des an Rab11 gebundenen GTP, was die Verringerung der Rab11-

Aktivtät zu diesem Zeitpunkt erklären würde. 
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3.3 KIF3b transportiert p0071 während der Zytokinese zum 

Zentralkörper 

Die in Abs. 3.1 und Abs. 3.2 vorgestellten Ergebnisse legen nahe, dass p0071 sowohl 

Funktionen bei der Aktomyosin-vermittelten Einschnürung als auch bei der Fusion von 

Vesikel bei der Abschnürung der Tochterzellen während der Zytokinese inne hat. Von ent-

scheidender Bedeutung für den Verlauf der Zytokinese ist es, dass die beteiligten Proteine zur 

richtigen Zeit an den richtigen Ort gelangen. Aus diesem Grund wurde in der vorliegenden 

Arbeit die Translokation von p0071 während der Zytokinese untersucht. 

3.3.1 ECT2 und p0071 werden nicht gemeinsam transportiert 

Mikrotubuli-assoziierte Motorproteine aus der Familie der Kinesine transportieren 

eine Vielzahl von Proteinen, die an der Zellteilung beteiligt sind (Abs. 1.5.2.1). ECT2 wird 

vom Kinesin MKLP1 transportiert und gelangt im Zentralspindlin-Komplex zusammen mit 

dem GAP-Protein MgcRacGAP zur zentralen Spindelregion (MISHIMA et al., 2002; YUCE 

et al., 2005). Aufgrund der gezeigten Interaktion zwischen ECT2 und p0071 wurde zunächst 

untersucht, ob beide Proteine gemeinsam transportiert werden. 

p0071

ECT2

Anaphase Zytokinesefrühe Telophase späte Telophase

α-Tubulin
p0071ECT2

30 Minuten 45 Minuten 60 Minuten 90 Minuten
Zeit nach Entfernen                    
des S-Mediums

p0071

ECT2

Anaphase Zytokinesefrühe Telophase späte Telophase

α-Tubulin
p0071ECT2

30 Minuten 45 Minuten 60 Minuten 90 Minuten
Zeit nach Entfernen                    
des S-Mediums  

Abb. 3-25: p0071 folgt ECT2 an den Zentralkörper 
HeLa-Zellen wurden zu verschiedenen Zeitpunkten nach dem Entfernen des S-Mediums mit Methanol 
fixiert und α-Tubulin (blau), p0071 (grün) und Ect2 (rot) mit Hilfe spezifischer Ak markiert. Die 
Balken entsprechen 10 µm. 
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In HeLa-Zellen wurde die Lokalisation von p0071 und ECT2 im Verlauf der Mitose 

analysiert (Abb. 3-25). HeLa-Zellen wurden dafür zunächst in der Prometaphase synchro-

nisiert, zu verschiedenen Zeitpunkten nach dem Entfernen des S-Mediums fixiert und mit 

Hilfe spezifischer Ak α-Tubulin (blau), p0071 (grün) und ECT2 (rot) markiert. Dabei konnte 

gezeigt werden, dass ECT2 deutlich vor p0071 an der zentralen Spindel nachzuweisen ist. 

Erst mit beginnender Einschnürung zum Anfang der Zytokinese akkumuliert p0071 entlang 

der Teilungsfurche und zeigt schließlich am Zentralkörper eine ausgeprägte Kolokalisation 

mit ECT2. Dies weist darauf hin, dass p0071 nicht zusammen mit ECT2 im Zentralspindlin-

Komplex transportiert wird. 
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Abb. 3-26: Die verringerte Expression von ECT2 bzw. MKLP1 beeinflusst die p0071-
Zentralkörper-Assoziation 
HeLa-Zellen wurden mit Kontroll-, ECT2- bzw. MKLP1-siRNA transfiziert, in der Prometaphase 
synchronisiert und 90 Minuten nach Entfernen des S-Mediums mit 10% TCA fixiert. Die Markierung 
von α-Tubulin (blau), p0071 (grün) und ECT2 (rot) erfolgte mit Hilfe spezifischer Ak. Die Balken 
entsprechen 10 µm bzw. 5 µm in den Vergrößerungen. 

Um zu untersuchen, ob der Transport von p0071 zum Zentralkörper abhängig von 

ECT2 oder dem Zentralspindlin-Motorprotein MKLP1 ist, wurde die Expression beider 

Proteine mittels siRNA in HeLa-Zellen verringert. Die transfizierten Zellen wurden in der 

Prometaphase synchronisiert, 90 Minuten nach dem Entfernen des S-Mediums mit 10% TCA 

fixiert und mit spezifischen Ak α-Tubulin (blau), p0071 (grün) und ECT2 (rot) markiert. Zum 

dargestellten Zeitpunkt zeigten nur ca. 10% der mit Ect2- oder MKLP1-siRNA-transfizierten 
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Zellen die Ausbildung einer Teilungsfurche, während sich über 60% der Kontrollzellen 

normal einschnürten (siehe Anhang; Abb. 7-1 C). In den wenigen ECT2- und MKLP1-

siRNA-transfizierten Zellen, die sich normal einschürten, war ECT2 nicht mehr am 

Zentralkörper zu detektieren. Außerdem wiesen diese Zellen sowohl eine verringerte 

Assoziation von p0071 am Zentralkörper als auch Störungen bei der Ausbildung der zentralen 

Spindel auf, so dass der beobachtete Effekt auf die p0071-Lokalisation durch die gestörten 

Mikrotubuli-Dynamiken induziert sein könnte (Abb. 3-26). 

Die Daten veranlassen zu der Vermutung, dass p0071 und ECT2 in zwei 

unabhängigen Komplexen zur zentralen Spindelregion transportiert werden (Abb. 3-25) und 

dort einen RhoA-Aktivitäts-regulierenden Komplex bilden (Abs. 3.1.2 bis Abs. 3.1.4). 

Trotzdem ist es möglich, dass der Transport von p0071 zum Zentralkörper teilweise von 

ECT2 und MKLP1 abhängig ist (Abb. 3-26). 

3.3.2 p0071 interagiert mit der KIF3-Untereinheit KIF3b  

In einer Hefe-Dihybrid-Analyse wurde vor Beginn dieser Arbeit KIF3b als möglicher 

Interaktionspartner von p0071 identifiziert. KIF3b ist eine Untereinheit des heterotrimeren 

KIF3-Komplexes. Dieser Mikrotubuli-assoziierte Motorprotein-Komplex der Kinesin-2-

Familie besteht außerdem aus KIF3a und KAP3. KIF3a und KIF3b bilden ein Heterodimer, 

das für die Bewegung des Proteins entlang der Mikrotubuli verantwortlich ist. KAP3 wird für 

die Bindung von einigen zu transportierenden Proteinen benötigt, obwohl auch der KIF3a/3b-

Komplex allein Proteine transportieren kann (YAMAZAKI  et al., 1995; YAMAZAKI et al., 

1996; JIMBO et al., 2002). Da eine Rolle für KIF3b in der Zytokinese bereits beschrieben 

wurde (FAN und BECK, 2004; HARAGUCHI et al., 2006), erschien es möglich, dass der 

KIF3-Komplex den Transport von p0071 während der Zytokinese vermittelt. Um zu 

untersuchen, ob KIF3b am Transport von p0071 beteiligt ist, wurde als erstes die Interaktion 

der p0071-Arm-Domäne mit KIF3b im Hefesystem genauer analysiert. Neben KIF3b-WT 

wurden auch der N- und der C-terminale Abschnitt von KIF3b untersucht. Der N-terminale 

Abschnitt von KIF3b (KIF3b-NT; As 1 - 345) beinhaltet die Motordomäne. Für die Inter-

aktion mit den zu transportierenden Proteinen wird der C-terminale Abschnitt (KIF3b-CT; 

As 346 - 747) benötigt (YAMAZAKI et al., 1995). 
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Abb. 3-27: Die p0071-Arm-Domäne interagiert direkt mit KIF3b über dessen C-terminale 
Domäne im Hefe-Dihybrid-System 
YRG2-Hefe-Zellen wurden mit den unter (A) schematisch dargestellten Konstrukten kotransformiert 
und auf Selektions-SD-Agarplatten (-WL) sowie auf Reporter-SD-Agarplatten (-WLH) ausplattiert (B). 
Die auf Selektions-SD-Agarplatten gewachsenen Kolonien wurden außerdem auf ihre β-Galak-
tosidase-Aktivität untersucht. (C) Zur Identifizierung der Arm-Wiederholungen, über die die p0071-
KIF3b-Interaktion vermittelt wird, wurden verschiedene p0071-Arm-Deletionsmutanten in YRG2-
Hefe-Zellen mit KIF3b-WT koexprimiert. Die Interaktion der entsprechenden Proteine wurde durch 
Wachstum auf -WLH-SD-Agarplatten überprüft. 

Als GAL4-AD-Fusionsproteine wurden KIF3b-WT, -NT bzw. -CT jeweils mit p0071-

Arm als GAL4-DNA-BD-Fusionsprotein im Hefestamm YRG2 koexprimiert (Abb. 3-27 A). 

Die Selektion der Hefen, die sowohl eines der drei KIF3b-Konstrukte als auch p0071-Arm 

exprimierten, erfolgte auf Selektions-SD-Agarplatten ohne die Aminosäuren Tryptophan und 

Leucin (Abb. 3-27 B, -WL). Die Aktivierung des Reportergens his3 wurde in diesen Hefen 

über ihr Wachstum auf Reporter-SD-Agarplatten, denen neben Tryptophan und Leucin auch 

Histidin fehlt, überprüft (Abb. 3-27 B, -WLH). Die Aktivierung des Reportergens lacZ wurde 

über die β-Galaktosidase-Aktivität der auf -WL-SD-Agar gewachsenen Kolonien untersucht 

(Abb. 3-27 B, untere Reihe). Auf diese Weise konnte gezeigt werden, dass die p0071-Arm-

Domäne mit KIF3b im Hefe-System interagiert und dass diese Interaktion über den 

C terminalen Abschnitt von KIF3b vermittelt wird. Hefen, die KIF3b-NT und p0071-Arm 

exprimierten, zeigten weder β-Galaktosidase-Aktivität noch Wachstum auf -WLH-SD-Agar. 

Außerdem wurden verschiedene p0071-Arm-Deletionsmutanten in YRG2-Hefe-Zellen mit 

KIF3b-WT koexprimiert. Darüber sollten die Arm-Wiederholungen identifiziert werden, die 



3 Ergebnisse  76 

für die Interaktion zwischen p0071 und KIF3b verantwortlich sind. Die C-terminal verkürzten 

Arm-Domänen (∆rep 9 fehlt die letzte Arm-Wiederholung; ∆rep4-9 fehlen die Arm-

Wiederholungen 4 bis 9) waren noch immer in der Lage mit KIF3b-WT zu interagieren, 

während die Deletionsmutante, der die erste Arm-Wiederholung fehlt (∆rep1) diese Fähigkeit 

verloren hatte (Abb. 3-27 C). Daraus kann auf eine entscheidende Rolle der ersten drei Arm-

Wiederholungen bei der Interaktion von p0071 mit KIF3b geschlossen werden. 
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Abb. 3-28: p0071 und KIF3b interagieren in vitro direkt miteinander  
In Retikulozytenlysat wurden Myc-p0071-WT und HA-KIF3b-WT in vitro exprimiert. Die Lysate 
wurden anschließend mit je 1 µg eines Myc-spezifischen Ak bzw. eines Kontroll-Maus-IgGs inkubiert 
und diese an ProteinA-Agarose immobilisiert. Die entsprechenden Eluate wurden im WB auf 
Anwesenheit von HA-KIF3b-WT mit Hilfe eines HA-spezifischen Ak untersucht 

Um die Interaktion von p0071 und KIF3b in einem unabhängigen System zu unter-

suchen, wurden p0071-WT und KIF3b-WT als Myc-tag- bzw. HA-tag-Fusionsprotein in 

Retikulozytenlysat exprimiert. Anschließend wurde mittels IP die Interaktion zwischen p0071 

und KIF3b in vitro analysiert. In Retikulozytenlysaten, in denen Myc-p0071-WT und HA-

KIF3b-WT exprimiert wurden (Abb. 3-28; Retikulozytenlysat, anti-HA und anti-Myc), 

konnte mit einem spezifischen Myc-Ak HA-KIF3b-WT kopräzipitiert werden. Wurde die IP 

dagegen mit einem Kontroll-IgG durchgeführt, konnte nur eine sehr geringe Menge HA-

KIF3b-WT kopräzipitiert werden (Abb. 3-28, IP - anti-HA), die auf eine unspezifische 

Bindung des Proteins an die Protein A-Agarose oder an das Kontroll-IgG zurückzuführen ist. 

Da im Retikulozytenlysat weder KAP3 noch verwandte Proteine vorhanden sind, die eine 

Interaktion zwischen p0071 und KIF3b vermitteln könnten, ist davon auszugehen, dass p0071 

und KIF3b in vitro direkt miteinander interagieren. 

Um zu untersuchen, ob ein Komplex aus p0071 und KIF3b auch in vivo gebildet wird, 

wurden Flag-KIF3b-WT und HA-p0071-WT in HEK293-Zellen exprimiert und eine IP mit 

anti-Flag-Agarose durchgeführt. Zur Kontrolle dienten Zellen, die nur HA-p0071-WT 
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exprimierten. Dabei konnte p0071 nur präzipitiert werden, wenn sowohl Flag-KIF3b-WT als 

auch HA-p0071-WT exprimiert waren (Abb. 3-29). 
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Abb. 3-29: p0071 und KIF3b interagieren in vivo  
In HEK293-Zellen wurde HA-p0071-WT entweder zusammen mit Flag-KIF3b-WT oder alleine expri-
miert (Zelllysat). Die Lysate wurden mit anti-Flag-Agarose inkubiert und die entsprechenden Eluate 
mittels WB auf Anwesenheit von p0071 untersucht (IP - anti-Flag). 

Zusammenfassend lassen die in diesem Abs. vorgestellten Ergebnisse darauf schließen, 

dass p0071 und KIF3b direkt miteinander interagieren und in vivo einen Komplex bilden, was 

eine Transportfunktion von KIF3b für p0071 nahe legt. Die Interaktion von p0071 mit dem C-

terminalen Bereich von KIF3b wird dabei vermutlich über die ersten Arm-Wiederholungen 

der Arm-Domäne von p0071 vermittelt. 

3.3.3 KIF3b wird für den Transport von p0071 zum Zentralkörper 

benötigt 

Aufgrund der Interaktion zwischen p0071 und KIF3b (Abs. 3.3.2) erschien eine Rolle 

von KIF3b beim Transport von p0071 zum Zentralkörper wahrscheinlich. In einer ersten 

Untersuchung wurde die Lokalisation beider Proteine in der Interphase und während der 

Zytokinese analysiert. Während der Interphase ist endogenes KIF3b (grün) in MCF-7-Zellen 

fast ausschließlich am Zentrosom zu finden. Das Zentrosom wurde über die Markierung von 

γ-Tubulin (rot) mit Hilfe spezifischer Ak sichtbar gemacht (Abb. 3-30 A). KIF3b (grün) und 

p0071 (rot) kolokalisieren während der Interphase in MCF-7-Zellen deutlich in einer punkt-

förmigen Struktur im Zytoplasma (Abb. 3-30 B). Da sowohl für KIF3b als auch p0071 

(WOLF et al., 2006) durch die Kolokalisation mit γ-Tubulin eine Zentrosomen-Assoziation 

gezeigt werden konnte, ist davon auszugehen, dass beide Proteine während der Interphase am 

Zentrosom vorliegen. In synchronisierten HeLa-Zellen, die während der Zytokinese fixiert 

wurden, war keine Kolokalisation zwischen p0071 (grün, Zentralkörper-assoziiert) und KIF3b 

(rot, am zentralen Mikrotubuli-Bündel) zu beobachten (Abb. 3-30 C). Ein KIF3b-abhängiger 
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Transport von p0071 wird durch diese Beobachtung jedoch nicht ausgeschlossen. Zum einen 

könnte durch die Bindung an KIF3b das Epitop, das zur Ak-Detektion von p0071 benötigt 

wird, nicht zugänglich sein. Zum anderen ist es denkbar, dass die Konzentration von p0071 

bzw. von Kinesin-Cargo-Molekülen im Allgemeinen entlang der Mikrotubuli für eine 

Visualisierung mittels Immunzytologie zu gering ist. Dafür spricht auch, dass obwohl der 

Transport von ECT2 über das Mikrotubuli-assoziierte Motorprotein MKLP1 zur zentralen 

Spindel unbestritten ist (YUCE et al., 2005), ECT2 ebenfalls nur am „Zielort“ nachgewiesen 

werden kann (Abb. 3-25). 
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Abb. 3-30: KIF3b und p0071 kolokalisieren während der Interphase jedoch nicht während der 
Zytokinese 

MCF-7-Zellen wurden in Methanol fixiert und entweder (A) KIF3b (grün) und γ-Tubulin (rot) oder (B) 
KIF3b (grün) und p0071 (rot) mit Hilfe spezifischer Ak markiert. (C) HeLa-Zellen wurden in der 
Prometaphase synchronisiert, während der Zytokinese fixiert und p0071 (grün) sowie KIF3b (rot) zur 
Visualisierung mit spezifischen Ak markiert. Die Balken entsprechen 10 µm bzw. 5 µm in den 
Vergrößerungen. 

Um die mögliche Rolle von KIF3b beim Transport von p0071 während der Mitose 

näher zu untersuchen, kamen dominant negative Mutanten von KIF3b (FAN und BECK, 2004; 

HARAGUCHI et al., 2006) zum Einsatz. Die N-terminale Motordomäne von KIF3b kann mit 

Mikrotubuli assoziieren, allerdings keine Interaktion mit p0071 (Abb. 3-27) oder anderen zu 

transportierenden Proteinen eingehen. Die C-terminale Domäne von KIF3b kann diese 

Interaktionen zwar eingehen, die gebundenen Proteine aufgrund der fehlenden Motorfunktion 
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jedoch nicht transportieren. HeLa-Zellen wurden mit Plasmiden, die für KIF3b-NT bzw. 

KIF3b-CT als RFP-Fusionsproteine codieren, transfiziert, anschließend in der Prometaphase 

synchronisiert, während der Zytokinese fixiert und p0071 sowie α-Tubulin mit Hilfe 

spezifischer Ak markiert (Abb. 3-31). Zur Untersuchung der Zentralkörper-Assoziation von 

p0071 (grün) wurden Zellen in der Zytokinese mittels α-Tubulin (blau) identifiziert. Die RFP-

Fluoreszenz ermöglichte die Unterscheidung transfizierter und untransfizierter Zellen. In 

untransfizierten Zellen akkumulierte p0071 (Abb. 3-31; obere Reihe; Kontrolle) während der 

Zytokinese am Zentralkörper. Zellen, die RFP-KIF3b-NT bzw. RFP-KIF3b-CT exprimierten, 

zeigten eine deutliche Reduktion der p0071-Zentralkörper-Assoziation (Abb. 3-31; mittlere 

bzw. untere Reihe). Da beide KIF3b-Mutanten mit der Transportfunktion von endogenem 

KIF3b interferieren, legen diese Ergebnisse nahe, dass KIF3b an der Translokation von p0071 

während der Zytokinese beteiligt ist. 
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Abb. 3-31: Die Überexpression nicht-funktioneller KIF3b-Fragmente interferiert mit der 
Zentralkörper-Assoziation von p0071 
HeLa-Zellen wurden mit Plasmiden, die für RFP-KIF3b-NT bzw. RFP-KIF3b-CT codieren, trans-
fiziert, in der Prometaphase synchronisiert und während der Zytokinese mit Methanol fixiert. Mit 
spezifischen Ak wurden anschließend α-Tubulin (blau) und p0071 (grün) markiert. Die transfizierten 
Zellen wurden über die Fluoreszenz des RFP identifiziert und auf das Vorhandensein von p0071 am 
Zentralkörper im Vergleich zu untransfizierten Zellen untersucht. Die Balken entsprechen 10 µm bzw. 
5 µm in den Vergrößerungen. 

Um indirekte Effekte durch unphysiologisch hohe Mengen der KIF3b-Mutanten in den 

Zellen auf den Transport von p0071 ausschließen zu können, wurde außerdem die Expression 

von KIF3b mittels spezifischer siRNAs verringert. WB-Analysen zeigten, dass die KIF3b-
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siRNA die KIF3b-Expression auf ca. 40% im Vergleich zu Kontrollzellen verringerte 

(Abb. 3-34). Die Reduktion der KIF3b-Expression interferierte dabei mit der Akkumulation 

von p0071 am Zentralkörper (Abb. 3-32 A). Zur Quantifizierung wurde die Fluoreszenz-

intensität von p0071 am Zentralkörper in einem Bereich von 2,65 µm2 durch die p0071-

Fluoreszenzintensität der gesamten Zelle geteilt. Die so normalisierte p0071-Zentral-körper-

Fluoreszenz war in KIF3b-siRNA-transfizierten Zellen um ca. 50% geringer als in den 

Kontrollzellen (Abb. 3-32 B). 
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Abb. 3-32: Die Verringerung der KIF3b-Expression verminderte die Zentralkörper-Assoziation 
von p0071 
(A) HeLa-Zellen wurden mit Kontroll- bzw. KIF3b-siRNA transfiziert, in der Prometaphase 
synchronisiert und während der Zytokinese mit Methanol fixiert. p0071 (grün) und α-Tubulin (blau) 
wurden mit spezifischen Ak markiert. Die Zellen in der Zytokinese wurden über die Ausbildung des 
zentralen Mikrotubuli-Bündels identifiziert und auf das Vorhandensein von p0071 am Zentralkörper 
untersucht. Die Balken entsprechen 10 µm bzw. 5 µm in den Vergrößerungen. (B) Zur Quantifizierung 
wurde die Fluoreszenzintensität von p0071 am Zentralkörper (Kreisfläche von 2,65 µm2) durch die 
p0071-Fluoreszenzintensität der gesamten Zellen geteilt und der mittlere Quotient ± STABW von 
jeweils 20 vermessenen Zellen im Diagramm dargestellt. 

Die Abb. 3-26 zeigt, dass die Lokalisation von p0071 am Zentralkörper zumindest 

teilweise abhängig von ECT2 ist und damit eventuell auch abhängig vom RhoA-Signalweg. 

Um zu untersuchen, ob der durch die KIF3b-siRNA-Behandlung induzierte p0071-Transport-

defekt indirekt über ECT2 oder RhoA vermittelt wird, wurden HeLa-Zellen mit Kontroll- bzw. 

KIF3b-siRNA transfiziert, in der Prometaphase synchronisiert und nach Erreichen der Zyto-

kinese mit 10% TCA fixiert. ECT2 (rot), p0071 (grün) und α-Tubulin wurden mit spezi-

fischen Ak markiert (Abb. 3-33 A). Die Zellen, die sich in der Zytokinese befanden, wurden 

auf die Anwesenheit von p0071 und ECT2 am Zentralkörper untersucht. In Kontroll-siRNA-

transfizierten Zellen kolokalisierten p0071 und ECT2 deutlich am Zentralkörper (Abb. 3-33 A; 

sffsf  
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Abb. 3-33: Die Verringerung der KIF3b-Expression mittels siRNA hat keinen Einfluss auf die 
ECT2- und RhoA-Translokation zum Zentralkörper 
HeLa-Zellen wurden mit Kontroll- bzw. KIF3b-siRNA transfiziert, synchronisiert und zum Zeitpunkt 
der Zytokinese mit 10% TCA fixiert. (A) α-Tubulin (blau), p0071 (grün) und ECT2 (rot) wurden 
mittels spezifischer Ak sichtbar gemacht. Zellen in der Zytokinese wurden hinsichtlich der Loka-
lisation von p0071 und ECT2 am Zentralkörper untersucht. (B, C) Zur Quantifizierung des Einflusses 
von KIF3b auf die Translokation von ECT2 und RhoA während der Zytokinese wurde die Flu-
oreszenzintensität von ECT2 bzw. RhoA am Zentralkörper durch die entsprechende ECT2- bzw. 
RhoA-Fluoreszenzintensität der gesamten Zellen geteilt und der mittlere Quotient ± STABW von 
jeweils 20 vermessenen Zellen im Diagramm dargestellt. 

obere Reihe). In Zellen, in denen die KIF3b-Expression durch siRNA-Transfektion verringert 

wurde, war die ECT2-Lokalisation am Zentralkörper nicht beeinflusst, während p0071 dort 

stark reduziert vorlag (Abb. 3-33 A; untere Reihe). Zur Quantifizierung wurde die ECT2-

Fluoreszenzintensität am Zentralkörper durch die ECT2-Fluoreszenzintensität der gesamten 
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Zelle geteilt und der erhaltene mittlere Quotient von jeweils zwanzig Kontroll-siRNA- und 

p0071-siRNA-transfizierten Zellen im Diagramm vergleichend aufgetragen (Abb. 3-33 B). 

Dabei konnte bestätigt werden, dass KIF3b nicht am Transport von ECT2 zum Zentralkörper 

beteiligt ist. Mit der gleichen Vorgehensweise wurde die Translokation von RhoA zum 

Zentralkörper während der Zytokinese in Abhängigkeit von der KIF3b-Expression untersucht. 

Auch auf die Translokation von RhoA zum Zentralkörper war kein Einfluss von KIF3b 

feststellbar (Abb. 3-33 C). Diese Ergebnisse lassen den Schluss zu, dass die beobachteten 

Effekte von KIF3b auf den Transport von p0071 nicht über ECT2 und RhoA vermittelt 

wurden. 
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Abb. 3-34: Die Verringerung der KIF3b-Expression reduziert die p0071-Mikrotubuli-
Assoziation während der Zytokinese 
(A) HeLa-Zellen wurden mit Kontroll-, p0071- oder KIF3b-siRNA transfiziert und anschließend in 
der Prometaphase synchronisiert. 90 Minuten nach dem Entfernen des S-Mediums wurde eine Präpa-
ration zur Isolation der mitotischen Mikrotubuli durchgeführt. Mit den Mikrotubuli werden auch die 
mit ihnen assoziierten Proteine isoliert. Mittels WB wurden in den Gesamt-Zelllysaten die Mengen 
von p0071, KIF3b und α-Tubulin analysiert. In den entsprechenden Mikrotubuli-Präparationen 
wurden die Mengen an p0071 und α-Tubulin bestimmt. (B) Quantifizierung der in den Mikrotubuli-
Präparationen detektierten Mengen von p0071 (weiße Balken) im Vergleich zu den p0071-Mengen im 
Zelllysat (graue Balken). In beiden Fällen diente α-Tubulin zur Normalisierung. Das Diagramm zeigt 
die mittleren relativen p0071-Mengen ± STABW aus drei unabhängigen Experimenten. 

Um die Immunfluoreszenz-Analysen zu überprüfen, wurden Kontroll-, p0071- und 

KIF3b-siRNA-transfizierte Zellen synchronisiert. 90 Minuten nach Entfernen des S-Mediums 

befanden sich ca. 70% der Kontroll-siRNA-transfizierten Zellen in der Zytokinese (Abb. 3-3). 

Von diesen Zellen wurde eine Präparation der mitotischen Mikrotubuli durchgeführt, die zu 

diesem Zeitpunkt typischerweise überwiegend Zentralkörper und Zentralkörper-assoziierte 

Proteine enthält (MULLINS und MCINTOSH, 1982). Die nach der Präparation gewonnenen 

Lysate wurden mittels WB auf Anwesenheit von p0071 untersucht. Sowohl in den Zelllysaten 

als auch in den Mikrotubuli-Präparationen wurde α-Tubulin zur Normalisierung der p0071-

Mengen genutzt Mengen genutzt. Mit Hilfe dieser Methode konnte eine Mikrotubuli- bzw. 
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Zentralkörper-Assoziation von p0071 in der Zytokinese unabhängig von Immunzytologie-

Analysen gezeigt werden (Abb. 3-34 A). Wurde die p0071-Expression mittels siRNA redu-

ziert wurde auch weniger p0071 in der entsprechenden Präparation nachgewiesen. In mit 

KIF3b-siRNA-behandelten Zellen, war trotz unveränderter Mengen von p0071 im Gesamt-

Zelllysat, deutlich weniger p0071 in der Mikrotubuli-Präparation nachzuweisen (Abb. 3-34) 
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Abb. 3-35: Die Zentralkörper-Assoziation einer p0071-Mutante, die nicht mit KIF3b interagiert, 
ist gestört 
HeLa-Zellen wurden mit Plasmiden transfiziert, die für p0071-WT-DsRed (A) bzw. p0071-∆rep1-
DsRed (B) codieren. 48 Stunden nach der Transfektion wurden die Zellen mit Methanol fixiert und 
α−Tubulin (grün) mittels eines spezifischen Ak markiert. Die DNA (blau) wurde mit dem Farbstoff 
DAPI gefärbt. Die Lokalisation der beiden DsRed-Fusionsproteine wurde sowohl in Interphase-Zellen, 
als auch in sich teilenden Zellen (Zytokinese) untersucht. Die Balken entsprechen jeweils 10 µm. 

Fehlt die erste Arm-Wiederholungssequenz in der Arm-Domäne von p0071 (∆rep1) ist 

p0071 nicht mehr in der Lage mit KIF3b zu interagieren (Abb. 3-27). Um zu untersuchen, ob 

der Transport einer KIF3b-bindungsdefizienten Mutante von p0071 in vivo gestört ist, wurden 

HeLa-Zellen mit Plasmiden transfiziert, die für p0071-WT-DsRed bzw. für p0071-∆rep1-

DsRed codieren. 48 Stunden nach der Transfektion wurden die Zellen in Methanol fixiert, 

α−Tubulin (grün) mit einem spezifischen Ak markiert und die DNA (blau) mittels DAPI 

gefärbt (Abb. 3-35). Die Lokalisation der p0071-DsRed-Fusionsproteine konnte aufgrund der 

Fluoreszenz des DsRed in Interphase-Zellen und in mitotischen Zellen analysiert werden. In 

Interphase-Zellen war sowohl p0071-WT-DsRed als auch p0071-∆rep1-DsRed deutlich mit 
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Zell-Zell-Kontakten assoziiert. Daraus kann geschlossen werden, dass das Fehlen der ersten 

Arm-Wiederholungssequenz in der Arm-Domäne von p0071 nicht zu einem vollständigen 

Funktionsverlust des Proteins führt. In mitotischen Zellen akkumuliert p0071-WT-DsRed 

während der Zytokinese im Bereich um das zentrale Mikrotubuli-Bündel (Aktomyosin-Ring) 

und entlang der gesamten Teilungsfurche. Die KIF3b-bindungsdefiziente p0071-Mutante 

p0071-∆rep1-DsRed akkumulierte dagegen nicht um das zentrale Mikrotubuli-Bündel herum 

und war auch nur schwach entlang der Teilungsfurche lokalisiert. Der größte Teil des Proteins 

war vielmehr diffus im Zytoplasma zu finden. Dieses Experiment legt nahe, dass die 

Interaktion zwischen p0071 und KIF3b essentiell für den Transport von p0071 während der 

Zytokinese ist. Auf die Assoziation von p0071 mit Zell-Zell-Kontakten hat KIF3b dagegen 

wahrscheinlich keinen Einfluss. 

In diesem Abschnitt wurde gezeigt, dass p0071 und KIF3b in Interphase-Zellen am 

Zentrosom kolokalisieren (Abb. 3-30). Die Überexpression von nichtfunktionellen KIF3b-

Mutanten sowie die Reduktion der KIF3b-Expression mittels siRNA führten zu einer deut-

lichen Verringerung der Zentralkörper- bzw. Mikrotubuli-Assoziation von p0071 während der 

Zytokinese (Abb. 3-31, Abb. 3-32 und Abb. 3-34). Außerdem konnte ein Effekt von KIF3b 

auf den Transport von ECT2 und RhoA während der Zytokinese ausgeschlossen werden 

(Abb. 3-33), was zeigt, dass die beobachteten Effekte von KIF3b auf den Transport von 

p0071 nicht über diese beiden Proteine vermittelt werden. Die Tatsache, dass die KIF3b-

bindungsdefiziente Mutante p0071-∆rep1-DsRed nicht am Zentralkörper in der Zytokinese 

akkumuliert, lässt den Schluss zu, dass die Interaktion zwischen p0071 und KIF3b für den 

Transport von p0071 zum Zentralkörper benötigt wird (Abb. 3-35). 

3.3.4 KIF3b ist über den Transport von p0071 an der Regulation der 

RhoA-Aktivität während der Zytokinese beteiligt 

Sowohl die Überexpression der N-terminalen Motordomäne als auch der C-terminalen 

Transportdomäne von KIF3b führt zur Bildung von mehrkernigen Zellen (FAN und BECK, 

2004; HARAGUCHI et al., 2006). Die zugrunde liegenden Mechanismen wurden bisher 

allerdings kaum untersucht. Um mögliche unspezifische Nebeneffekt durch die 

Überexpression der KIF3b-Fragmente auszuschließen, kamen in den folgenden Experimenten 

zur Analyse der Rolle von KIF3b in der Zytokinese ausschließlich siRNAs zum Einsatz. Zur 

Quantifizierung der von KIF3b-induzierten Zytokinese-Defekte wurden HEK293-Zellen mit 

Kontroll-, KIF3b- bzw. p0071-siRNA transfiziert, in der G1-Phase durch einen Doppel-

Thymidinblock synchronisiert und die Anzahl der mehrkernigen Zellen 12 Stunden nach dem 
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Ende des zweiten Thymidinblocks bestimmt. Im Vergleich zur Kontrolle, bei der ca. 3% der 

Zellen mehrkernig waren, führte die Transfektion von KIF3b- bzw. p0071-siRNA in ca. 20% 

± 1,9% bzw. ca. 25% ± 2,3% der Zellen zu Mehrkernigkeit (Abb. 3-36). Dies macht deutlich, 

dass beide Proteine für den normalen Ablauf der Mitose bzw. Zytokinese benötigt werden. 

Die Transfektion einer Mischung aus KIF3b- und p0071-siRNA (Mix) hatte keine zusätzliche 

Erhöhung der Anzahl mehrkerniger Zellen zur Folge, was nahe legt, dass beide Proteine über 

den gleichen Mechanismus an der Regulation der Zytokinese beteiligt sind. 
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Abb. 3-36: Die Verringerung der Expression von p0071 und KIF3b fördert die Bildung mehr-
kerniger Zellen 
HEK293-Zellen wurden mit Kontroll-, p0071- bzw. KIF3b-siRNA oder einer Mischung aus p0071- 
und KIF3b-siRNA (Mix) transfiziert. Zur Identifizierung der transfizierten Zellen wurde ein Plasmid, 
das für Histon2b-EGFP codiert, kotransfiziert. (A) Nach der Transfektion wurden die Zellen durch 
einen Doppel-Thymidinblock in der G1-Phase synchronisiert. 12 Stunden nach dem Ende des zweiten 
Thymidinblocks wurden die Zellen mittels FA fixiert und F-Aktin mit Alexa594-konjugiertem 
Phalloidin markiert. Die Zellkerne der transfizierten Zellen konnten durch die grüne Fluoreszenz des 
Histon2b-EGFP sichtbar gemacht werden. Die Balken entsprechen einer Größe von 10 µm. (B) Im 
Diagramm ist der mittlere Prozentsatz ± STABW mehrkerniger Zellen aufgetragen. Es wurden in drei 
unabhängigen Experimenten jeweils mindestens 100 zufällig ausgewählte, transfizierte Zellen 
ausgezählt. (** p ≤ 0,005) 

Die in Abs. 3.1 vorgestellten Ergebnisse lassen eine Funktion von p0071 im RhoA-

Signalweg während der Zytokinese vermuten. Wird p0071 von KIF3b zum Zentralkörper 

transportiert, sollte die Verringerung der KIF3b-Expression ähnliche Effekte auf den RhoA-

Signalweg haben, wie die Verringerung der p0071-Expression. Die Behandlung von HeLa-

Zellen mit p0071-siRNA störte den Aufbau des kontraktilen Aktomyosin-Ringes (Abb. 3-4). 

Um zu untersuchen, ob die Reduktion der KIF3b-Expression ebenso dessen Assemblierung 

beeinträchtigt, wurden Zellen mit Kontroll-, p0071- bzw. KIF3b-siRNA transfiziert und 

während der Zytokinese mittels FA fixiert. Anhand der Akkumulation von p-MRLC (rot) und 
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F-Aktin (grün) entlang der Teilungsfurche wurde der Aufbau des Aktomyosin-Ringes be-

urteilt. Sowohl p0071-siRNA-behandelte- als auch KIF3b-siRNA-behandelte Zellen zeigten 

deutliche Aberrationen beim Aufbau des Aktomyosin-Ringes (Abb. 3-37). Da dies unter der 

Kontrolle von RhoA erfolgt (Abs. 1.5.4), legen diese Befunde eine Rolle von KIF3b im 

RhoA-Signalweg nahe. 
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Abb. 3-37: Die Verringerung der KIF3b-Expression stört den Aufbau des Aktomyosin-Ringes 
HeLa-Zellen wurden mit Kontroll-, p0071- bzw. KIF3b-siRNA transfiziert, in der Prometaphase 
synchronisiert und 90 Minuten nach Entfernen des S-Mediums mittels FA fixiert. Die fixierten Zellen 
wurden anschließend zur Markierung von α-Tubulin (blau) und p-MRLC (rot) mit spezifischen Ak 
inkubiert. Zur Visualisierung von F-Aktin (grün) wurde Alexa488-konjugiertes Phalloidin eingesetzt. 
Die Balken entsprechen 5 µm und in der Vergrößerung der weiß umrandeten Bereiche 10 µm. 

Um eine mögliche Rolle von KIF3b im RhoA-Signalweg zu untersuchen, wurden 

Kontroll-, p0071- bzw. KIF3b-siRNA-transfizierte HeLa-Zellen in der Prometaphase syn-

chronisiert und 90 Minuten nach Entfernen des S-Mediums lysiert. Die erhaltenen Lysate 

wurden anschließend mittels WB auf ihren p-MRLC-Gehalt untersucht. Dieser war in p0071- 

und KIF3b-siRNA-transfizierten Zellen im Vergleich zu den Kontrollen auf ca. 40% 

signifikant reduziert (Abb. 3-38 A, B). Um zu prüfen, ob der Effekt der KIF3b-Depletion auf 

den p-MRLC-Gehalt direkt über die Aktivierung von RhoA vermittelt wird, wurde zusätzlich 

die RhoA-Aktivität in den Lysaten bestimmt. Sowohl die Reduktion von p0071 als auch die 
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Reduktion von KIF3b hatte eine Verringerung der RhoA-Aktivität während 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 während der Zytokinese involviert 
Synchronisierte mit Kontroll-, p0071- bzw. KIF3b-siRNA-transfizierte HeLa-Zellen wurden 90 Mi-
nuten nach dem Entfernen des S-Mediums lysiert. (A) Die Lysate wurden mittels WB auf die Mengen 
von p0071, KIF3b, α-Tubulin und p-MRLC untersucht. (B) Das Diagramm stellt die relativen Mengen 
von p-MRLC ± STABW aus drei unabhängigen Experimenten, normiert auf α-Tubulin, in den 
unterschiedlichen Lysaten dar. (C) Mit den hergestellten Lysaten wurde außerdem ein RhoA-
Aktivitätstest über ROK-RBD-Sepharose durchgeführt. Mittels WB wurde sowohl präzipitiertes RhoA 
(aktiv) als auch RhoA im Zelllysat (gesamt) zur Normierung nachgewiesen. (D) Die normierten 
relativen Mengen an aktivem RhoA ± STABW aus drei unabhängigen Experimenten wurden 
vergleichend im Diagramm dargestellt. (* p ≤ 0,05)  

Die bisherigen Daten zeigen einen Einfluss von KIF3b auf den RhoA-Signalweg 

während der Zytokinese (Abb. 3-37 und Abb. 3-38). Die durch KIF3b-siRNA-Behandlung 

hervorgerufenen Effekte auf den RhoA-Signalweg entsprechen denen, die nach der 

Transfektion von Zellen mit p0071-siRNA beobachtet werden konnten. Aufgrund dieser 

Erkenntnisse ist anzunehmen, dass der Einfluss von KIF3b auf den RhoA-Signalweg über den 

Transport von p0071 vermittelt wird. 

Wenn die Funktion von KIF3b in der Zytokinese tatsächlich wesentlich von p0071 

abhängt, sollte eine p0071-Variante, die unabhängig von KIF3b zum Zentralkörper 

transportiert werden kann, die Effekte der verringerten KIF3b-Expression aufheben oder 

zumindest deutlich abschwächen können. Um dies zu untersuchen, wurde p0071 an die 

Motordomäne von MKLP1 fusioniert. MKLP1 ist die Motorkomponente des Zentralspindlin-

Komplexes. Der N-terminalen Bereich von MKLP1 beinhaltet die ATP-hydrolysierende, 
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Mikrotubuli-bindende Motordomäne und die α-helikale Domäne, die für die Homodimerisie-

rung notwendig ist (HIROKAWA, 1998). Erst die Dimerisierung von MKLP1 ermöglicht 

dessen Bewegung entlang der Mikrotubuli zu deren Plus-Ende. Aus diesem Grund wurde 

sowohl die MKLP1-Motordomäne, als auch die α-helikale Domäne von MKLP1 N-terminal 

an p0071 fusioniert. Über die α-helikale Domäne von MKLP1 sollten in vivo Dimere des 

Fusionsproteins gebildet werden, die sich dann entlang der Mikrotubuli bewegen können 

(Abb. 3-39). 
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Abb. 3-39: Schematische Darstellung des Fusionsproteins MKLP1-p0071-DsRed 
(A) Die cDNA des N-terminalen Bereichs von MKLP1 (As 1 - 617), der aus der Motordomäne (As 1 - 
444) und der für die Dimerisierung notwendigen α-helikalen Domäne (As 445 - 617) besteht, wurde in 
ein Plasmid, das für p0071-WT-DsRed codiert eingefügt. (B) In vivo sollten sich die Dimere des 
Fusionsproteins, wie dargestellt, entlang der Mikrotubuli in Richtung deren Plus-Enden bewegen 
können. 

Die Funktionalität des Fusionsproteins wurde immunzytologisch untersucht. HeLa-

Zellen wurden mit Kontroll- bzw. KIF3b-siRNA transfiziert. Nach dem Arretieren in der G1-

Phase wurden die Zellen mit Plasmiden, die für die verschiedenen p0071-DsRed-Fusions-

proteine (p0071-WT-DsRed, p0071-∆rep1-DsRed, MKLP1-p0071-DsRed) codieren, trans-

fiziert und anschließend durch Nocodazol in der Prometaphase synchronisiert. 90 Minuten 

nach Entfernen des S-Mediums wurden die Zellen mit Methanol fixiert. Die DNA wurde 

mittels DAPI (blau) und α-Tubulin (grün) mit spezifischen Ak markiert. Über die Fluoreszenz 

des DsRed wurde die Lokalisation der p0071-Fusionsproteine analysiert. In mit Kontroll-

siRNA-transfizierten Zellen akkumulierte p0071-WT-DsRed deutlich entlang der Teilungs-

furche. In KIF3b-siRNA-behandelten Zellen war diese Akkumulation signifikant reduziert 

und mit einer verstärkten Bildung von zytoplasmatischen Aggregaten verbunden (Abb. 3-40; 

obere Reihe). Die KIF3b-bindungsdefiziente Mutante p0071-∆rep1-DsRed war in Kontroll-

zellen und in KIF3b-siRNA-transfizierten Zellen nicht oder nur sehr schwach entlang der Tei-

lungsfurche lokalisiert, zeigte aber wie p0071-WT-DsRed nach KIF3b-siRNA-Transfektion 
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eine verstärkte Bildung von zytoplasmatischen Aggregaten (Abb. 3-40; mittlere Reihe). 

MKLP1-p0071-DsRed war mit den zentralen Mikrotubuli in der Anaphase assoziiert und 

zeigte eine für MKLP1 typische Lokalisation. In Verlauf der Zytokinese akkumulierte 

MKLP1-p0071-DsRed wie p0071-WT-DsRed entlang der Teilungsfurche. Diese Verteilung 

im Verlauf der Mitose wurde nicht durch die Verringerung der KIF3b-Expression beeinflusst 

(Abb. 3-40; untere Reihen). 
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Abb. 3-40: MKLP1-p0071-DsRed wird KIF3b-unabhängig zur Teilungsfurche transportiert  
Mit Kontroll- bzw. KIF3b-siRNA-transfizierte HeLa-Zellen mit Thymidin in der G1-Phase 
synchronisiert. Anschließend wurden die Zellen für 4 Stunden in Normalmedium kultiviert. In dieser 
Zeit wurden die Zellen mit einem für ein p0071-DsRed-Fusionsprotein-codierendem Plasmid, 
transfiziert und anschließend durch Nocodazol in der Prometaphase synchronisiert. 90 Minuten nach 
Entfernen des S-Mediums wurden die Zellen in Methanol fixiert. Die Färbung der DNA erfolgte 
mittels DAPI (blau) und α-Tubulin (grün) wurde mit spezifischen Ak markiert. Die Lokalisation der 
p0071-DsRed-Fusionsproteine wurde über die Fluoreszenz des DsRed verfolgt. 

Durch die fusionierte MKLP1-Motordomäne gelangte p0071 unabhängig von KIF3b 

zum Zentralkörper (Abb. 3-40). MKLP1-p0071-DsRed wurde im Folgenden eingesetzt, um 



3 Ergebnisse  90 

zu untersuchen, ob die durch KIF3b-siRNA-Behandlung hervorgerufenen Effekte auf den 

RhoA-Signalweg tatsächlich über den Transport von p0071 vermittelt wurden. HEK293-

Zellen wurden, wie für HeLa-Zellen beschrieben (Abb. 3-40), während der Synchronisation 

nacheinander mit Kontroll- bzw. KIF3b-siRNA und Plasmiden, die für p0071-WT-DsRed 

sowie die verschiedenen p0071-Mutanten (p0071-∆rep1-DsRed, MKLP1-p0071-DsRed) 

codieren, transfiziert. 90 Minuten nach dem Entfernen des S-Mediums wurden die Zellen 

lysiert und die Menge an p-MRLC in den Lysaten mittels WB bestimmt. In Abb. 3-41 ist zu 

sehen, dass in KIF3b-siRNA-transfizierten Zellen nur ca. 40% (±11%) der Menge an 

p-MRLC im Vergleich zu den Kontrollzellen nachgewiesen werden konnte (siehe auch 

Abb. 3-38). Diese Verringerung konnte durch die zusätzliche Expression von MKLP1-p0071-

DsRed in KIF3b-siRNA-behandelten Zellen verhindert werden. Die zusätzliche Expression 

von p0071-WT-DsRed erhöhte zwar leicht die Menge an p-MRLC in KIF3b-siRNA-

behandelten Zellen. Die nachgewiesenen p-MRLC-Mengen erreichten jedoch nicht das 

Niveau der Kontrollzellen. Der durch KIF3b-siRNA-Transfektion induzierte Effekt auf die 

Phosphorylierung der MRLC während der Zytokinese wurde durch die KIF3b-bindungs-

defiziente Mutante p0071-∆rep1-DsRed nicht beeinflusst. 
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Abb. 3-41: MKLP1-p0071-DsRed vermindert die durch KIF3b-siRNA-Behandlung induzierten 
Effekte auf die MRLC-Phosphorylierung während der Zytokinese 
HEK293-Zellen wurden nacheinander mit Kontroll- bzw. KIF3b-siRNA und einem Plasmid, das für 
eines der drei p0071-DsRed-Fusionsproteine codiert, transfiziert. Währenddessen wurden die Zellen 
synchronisiert und anschließend während der Zytokinese lysiert. (A) Die Lysate wurden mittels WB 
auf die Mengen von p0071, KIF3b und p-MRLC untersucht. Als Ladekontrolle diente α-Tubulin. 
(B) Das Diagramm zeigt die relativen Mengen von p-MRLC normiert auf α-Tubulin in den unter-
schiedlichen Lysaten. Die Fehlerbalken geben die STABW aus drei unabhängigen Experimenten an. 
(* p ≤ 0,05) 

Das in Abb. 3-41 dargestellte Experiment zeigt, dass die Verringerung der p-MRLC-

Menge während der Zytokinese in KIF3b-siRNA-transfizierten Zellen vermutlich auf den 

Verlust der p0071-Zentralkörper-Assoziation zurückzuführen ist. Durch den Einsatz einer 



3 Ergebnisse  91 

p0071-Mutante (MKLP1-p0071-DsRed), die unabhängig von KIF3b zur Teilungsfurche 

transportiert wird (Abb. 3-40), konnte die KIF3b-siRNA-induzierte Inhibierung der MRLC-

Phosphorylierung verhindert werden. Da p0071-∆rep1-DsRed keinen Einfluss auf die 

p-MRLC-Menge in KIF3b-siRNA-transfizierten Zellen hatte, ist anzunehmen dass p0071 die 

MRLC-Phosphorylierung nur beeinflussen kann, wenn es während der Zytokinese an der 

Teilungsfurche lokalisiert. 

Weiterhin wurde untersucht, ob MKLP1-p0071-DsRed die durch KIF3b-siRNA-

Behandlung induzierte Entstehung von mehrkernigen Zellen beeinflussen kann. Wie in 

Abb. 3-42 zu sehen ist, konnte die zusätzliche Expression von MKLP1-p0071-DsRed in 

KIF3b-siRNA-transfizierten Zellen die Bildung von mehrkernigen Zellen nur leicht 

reduzieren, wobei diese Reduktion nicht signifikant war. Die Expression von p0071-WT-

DsRed und p0071-∆rep1-DsRed in KIF3b-siRNA-behandelten Zellen hatte keinerlei Einfluss 

auf die Bildung mehrkerniger Zellen. Diese Ergebnisse lassen auf weitere Funktionen von 

KIF3b neben dem Transport von p0071 während der Zytokinese oder Mitose schließen. 
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Abb. 3-42: Die durch KIF3b-siRNA-Behandlung induzierte Bildung mehrkerniger Zellen wird 
nicht durch MKLP1-p0071-DsRed vermindert 
HEK293-Zellen wurden entweder nur mit Kontroll-, bzw. KIF3b-siRNA transfiziert oder zusätzlich 
mit jeweils einem Plasmid, das für eine der drei p0071-DsRed-Fusionsproteine codiert, kotransfiziert. 
Zur Identifizierung der Zellkerne wurde außerdem ein Plasmid, das für Histon2b-EGFP codiert, 
transfiziert. Nach der Transfektion wurden die Zellen durch einen Doppel-Thymidinblock am Beginn 
der S-Phase synchronisiert. 12 Stunden nach Entfernen des Thymidins wurden die Zellen mittels FA 
fixiert. Im Diagramm ist der mittlere Prozentsatz ± STABW mehrkerniger Zellen aufgetragen. Es 
wurden in drei unabhängigen Experimenten jeweils mindestens 100 zufällig ausgewählte, transfizierte 
Zellen ausgezählt. 

Die in diesem Abschnitt vorgestellten Ergebnisse legen nahe, dass KIF3b über den 

Transport von p0071 zum Zentralkörper in die Kontrolle der RhoA-Aktivität während der 

Zytokinese involviert ist. Die verringerte RhoA-Aktivität während der Zytokinese führt in 

KIF3b-siRNA-behandelten Zellen wie in p0071-siRNA-behandelten Zellen zu Störungen bei 

der Myosin-II-Aktivierung und der Assemblierung des Aktomyosin-Ringes (Abb. 3-37 und 
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Abb. 3-38). Der Einsatz einer p0071-Mutante (MKLP1-p0071-DsRed), die unabhängig von 

KIF3b zur Teilungsfurche gelangt, bekräftigt die Hypothese, dass die gestörte p0071-

Lokalisation in KIF3b-siRNA-transfizierten Zellen die Ursache für diese Beobachtungen ist 

(Abb. 3-39 bis Abb. 3-41). 
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4 Diskussion 

Aus Voruntersuchungen war bekannt, dass endogenes p0071 während der Interphase 

Zentrosomen-assoziiert vorliegt. Während der Mitose lokalisiert p0071 bis zum Ende der 

Metaphase an den Spindelpolen. Im Verlauf der Anaphase wird p0071 zur zentralen Spindel 

rekrutiert und akkumuliert schließlich am Zentralkörper während der Zytokinese. Außerdem 

war bekannt, dass die Überexpression von p0071 sowie die Reduktion der p0071-Expression 

mittels siRNA zur Entstehung mehrkerniger Zellen führt (WOLF et al., 2006). Diese 

Eigenschaften von p0071 ähneln damit der von Proteinen, die eine Rolle bei der Regulation 

der Mitose und/oder der Zytokinese aufweisen. Die Akkumulation von p0071 entlang der 

Teilungsfurche und am Zentralkörper wurde für viele Proteine wie zum Beispiel für ECT2, 

ROK und Citron beschrieben, die essentiell für die Aktomyosin-basierte RhoA-kontrollierte 

Einschnürung sind (MADAULE et al., 1998; KIMURA et al., 2000; KOSAKO et al., 2000). 

Aber auch Proteine (zum Beispiel Centriolin, Snapin), die eine Rolle bei der Membran-

vesikel-vermittelten Abschnürung der Zellen haben, lokalisieren wie p0071 am Zentralkörper 

(GROMLEY et al., 2005). Die beobachtete Mehrkernigkeit von Zellen nach p0071-

Überexpression bzw. p0071-siRNA-Behandlung könnte demnach auf eine Rolle von p0071 

sowohl bei der Regulation der Assemblierung und/oder -Kontraktion des Aktomyosin-Ring 

als auch bei der Vermittlung von Membrantransportvorgängen zurückgehen. Da Zentrosomen 

für die Ausbildung der bipolaren Teilungsspindel benötigt werden, bestand die Möglichkeit, 

dass p0071 über seine Zentrosomen-Assoziation auch eine Funktion bei der Positionierung 

und/oder Assemblierung der Teilungsspindel haben könnte (SLUDER et al., 1986). Durch die 

Beobachtung sich teilender Zellen mit verringerter p0071-Expression stellte sich heraus, dass 

die Chromosomensegregationen dieser Zellen normal verliefen, aber die anschließenden 

Zytokinese häufig verzögert und morphologisch gestört waren (Abb. 3-2 und Abb. 3-3). Dies 

wurde durch Ergebnisse gestützt, die zeigten, dass in Zellen mit verringerter p0071-

Expression multipolare Spindeln erst nach dem Erscheinen von mehrkernigen Zellen zu 

beobachten waren (WOLF et al., 2006). Diese Ergebnisse implizierten eine Funktion von 

p0071 in der Zytokinese und nicht bei der Chromosomensegregation. 

Die Zytokinese beginnt nach der Segregation der Chromosomen und führt zur 

physikalischen Trennung der Tochterzellen. Vereinfacht dargestellt, werden hierfür drei 

Teilprozesse benötigt: 1) Die Ausbildung der zentralen Spindelregion zur Lokalisierung 

kritischer Regulatoren und Effektoren zur Positionierung des Aktomyosin-Ringes. 2) Die 

Assemblierung und Kontraktion des Aktomyosin-Ringes unter Kontrolle der GTPase RhoA, 
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der für die Einschnürung der sich teilenden Zelle verantwortlich ist. 3) Der Transport von 

Membranvesikeln und deren Fusion am Zentralkörper führt schließlich zur Abschnürung der 

Tochterzellen, die zunächst über eine dünne zytoplasmatische Brücke, in deren Mitte sich der 

Zentralkörper befindet, verbunden bleiben (Abs. 1.5). Die in dieser Arbeit vorgestellten 

Ergebnisse geben Anlass zu der Vermutung, dass p0071 sowohl an der Aktomyosin-basierten 

Einschnürung als auch an der Vesikel basierten Abschnürung beteiligt sein könnte. Die 

entsprechenden Ergebnisse werden in den folgenden Abschnitten diskutiert und es wird 

versucht anhand dieser Ergebnisse Modelle zu erstellen, die gleichzeitig als Arbeitshypothese 

für die noch offenen Fragen dienen. 

4.1 Die Rolle von p0071 bei der Regulation der RhoA-

Aktivität während der Zytokinese 

Die Tatsache, dass in mit p0071-siRNA-transfizierten Zellen weniger F-Aktin und 

p-MRLC an der Teilungsfurche nachgewiesen werden konnte (Abb. 3-4), unterstützt die 

These einer Funktion von p0071 in der Zytokinese und legt nahe, dass p0071 an der 

Assemblierung und Kontraktion des Aktomyosin-Ringes beteiligt sein könnte. Da die 

Ausbildung der zentralen Spindel durch die Verringerung der p0071-Expression in den 

meisten Fällen unbeeinflusst war, sollten die beobachteten Effekte nicht auf gestörte 

Mikrotubuli-Dynamiken zurückgehen. Der Aktomyosin-Ring ist grundlegend aus F-Aktin 

und Myosin-II, das durch die Phosphorylierung der regulatorischen leichten Kette am Serin19 

aktiviert wird, aufgebaut. Für die Assemblierung und Kontraktion des Aktomyosin-Ringes 

sind ROK, Citron (MRLC-Phosphorylierung) und mDia2 (Aktin-Polymerisierung) verant-

wortlich. Die Transfektion von Zellen mit mDia2-siRNA verhinderte die Akkumulation von 

F-Aktin entlang der Teilungsfurche (WATANABE et al., 2008). Die Inhibierung von ROK 

mit Y27632 resultierte zu Beginn der Anaphase in einer verminderten kortikalen Akkumu-

lation von p-MRLC im Äquatorialbereich der Zellen (WATANABE et al., 2008; ASANO et 

al., 2009). Da beide Phänotypen in p0071-siRNA-transfizierten HeLa-Zellen beobachtet 

werden konnten (Abb. 3-4), ist anzunehmen, dass p0071 in die Regulation dieser Proteine 

involviert ist. Die Funktionen von ROK, Citron und mDia2 sind direkt abhängig von der 

RhoA-Aktivität (Abs. 1.5.4), so dass eine Rolle von p0071 bei der Kontrolle der RhoA-

Aktivität während der Zytokinese vermutet wurde. 

Mit Hilfe der Raichu-Biosensoren wurde der Einfluss von p0071 auf die Aktivierung 

der Rho-GTPasen Rac1, Cdc42 und RhoA analysiert. Dabei konnte eine Verringerung der 

RhoA-Aktivität in p0071-shRNA-transfizierten Zellen festgestellt werden, während die 
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Aktivitäten von Rac1 und Cdc42 unbeeinflusst blieben (Abb. 3-5 und Abb. 3-6). Es ist zu 

beachten, dass mit Hilfe der Biosensoren nur die Aktivität der exogenen GTPase des 

Biosensors bestimmt werden kann. Außerdem können die GTPasen der Biosensoren aufgrund 

der großen Entfernung zwischen dem C-terminalen Prenylrest und der GTPase (Abb. 3-5) 

nicht mit den für die Lokalisation essentiellen Rho-GDIs (Abs. 1.4) interagieren 

(NAKAMURA et al., 2006). Die Biosensoren assoziieren deshalb unspezifisch mit der 

Plasmamembran und mit intrazellulären Membranen, wodurch die Biosensoren teilweise 

deutlich anders lokalisieren als die endogenen GTPasen der Zelle. Infolge dieser Tatsache 

wurden die Aktivitäten der Biosensoren ausschließlich während der Interphase bestimmt und 

nicht im Verlauf der Mitose, wo die korrekte Lokalisation der beteiligten Proteine von großer 

Bedeutung ist. Da ein Einfluss von GDIs auf die Biosensoren ausgeschlossen ist, lässt die be-

obachtete Verringerung der RhoA-Aktivität in p0071-shRNA-transfizierten Zellen (Abb. 3-6) 

den Schluss zu, dass p0071 die Aktivität von RhoA direkt beeinflusst und/oder diese über 

GEFs und/oder GAPs reguliert. Ein Einfluss von p0071 auf die Aktivitäten von Rac1 und 

Cdc42 kann aus den Experimenten angesichts der fehlenden GDI-Regulation der Biosensoren 

nicht ausgeschlossen werden, wurde aber aufgrund der untergeordneten Bedeutung von Rac1 

und Cdc42 während der Mitose bzw. Zytokinese nicht weiter untersucht. 

Die Abhängigkeit der RhoA-Aktivität von der p0071-Expression konnte außerdem in 

einem Aktivitätstest mit Rhotekin-Sepharose gezeigt werden. Die Überexpression von p0071 

führte zu erhöhten Mengen an aktivem RhoA, während die Depletion von p0071 die Mengen 

an aktivem RhoA in Interphase-Zellen reduzierte (Abb. 3-7). Bemerkenswert erscheint, dass 

die moderate Überexpression von p0071 die RhoA-Aktivität effektiver zu stimulieren schien 

als eine starke Überexpression von p0071 (Abb. 3-7 und Abb. 7-2). Da eine transiente 

Expression von Proteinen in eukaryotischen Zellen schwer zu steuern ist und die Etablierung 

stabiler Zelllinien scheiterte, weil trotz der Verwendung eines induzierbaren Systems (Tet-On; 

Invitrogen) auch unter Expressions-reprimierenden Bedingungen geringe Mengen an 

exogenem p0071 exprimiert wurden, die ausreichten um Zytokinesedefekte und später 

Apoptose auszulösen, wurde dieses Phänomen nicht systematisch in Zelllysaten mit 

ansteigenden p0071-Mengen untersucht. Deshalb kann nicht ausgeschlossen werden, dass es 

sich dabei um eine Experiment-bedingte Varianz handelt. Denkbar wäre allerdings auch ein 

negativer Rückkopplungsmechanismus, der zu großen Mengen an aktivem RhoA in der Zelle 

entgegensteuert. Obwohl die Untersuchungen der RhoA-Aktivität ausschließlich in 

Interphase-Zellen erfolgten, ist aufgrund der gezeigten Störungen bei der Assemblierung des 

Aktomyosin-Ringes in p0071-siRNA-behandelten Zellen anzunehmen, dass p0071 ebenfalls 
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an der Aktivitätsregulation von RhoA während der Zytokinese beteiligt ist. Diese Vermutung 

konnte durch spätere Analysen der RhoA-Aktivität in Zellen, die sich in der Zytokinese 

befanden, bestätigt werden. Auch bei diesen korrelierte eine verringerte p0071-Expression mit 

verringerten Mengen an aktivem RhoA (Abb. 3-38). Die These, dass p0071 in die Regulation 

der RhoA-Aktivität während der Zytokinese involviert ist, wird durch die Beobachtung 

unterstützt, dass die zusätzliche Expression von RhoA-DA in p0071-depletierten Zellen die 

Entstehung mehrkerniger Zellen signifikant reduzierte (WOLF et al., 2006). Ob der Einfluss 

von p0071 auf die Aktivität von RhoA nur während der Zytokinese eine Rolle spielt oder 

auch bei anderen Prozessen von Bedeutung ist, sollte Gegenstand zukünftiger Studien sein. 

p0071 könnte an der Regulation der RhoA-Aktivität auf verschiedenen Wegen 

beteiligt sein. Unter anderem war eine direkte Interaktion von p0071 mit RhoA denkbar, die 

den Aktivitätsstatus von RhoA beeinflussen könnte. Mit Hilfe von BiFC-Analysen wurde eine 

Interaktion von p0071 mit RhoA am Ort der Einschnürung gezeigt. Da zwischen der 

Interaktion der beiden überexprimierten Proteine und dem nachweisbaren BiFC-Signal ca. 

20 Minuten vergehen und ein diffuses BiFC-Signal auch schon in Metaphase-Zellen zu 

beobachten war, ist eine genaue Aussage, wann beide Proteine miteinander interagieren, 

anhand dieser Daten nicht möglich (Abb. 3-8). Eine IP beider Proteine in synchronisierten 

Zellen zu verschiedenen Zeitpunkten könnte diese Frage klären helfen. Weitere Analysen der 

Interaktion zwischen p0071 und RhoA legen außerdem nahe, dass p0071 eine höhere 

Affinität zu aktivem RhoA aufweist (Abb. 3-9). Die Aktivierung von RhoA in der Zytokinese 

durch ECT2 erfolgt erst nach der Segregation der Chromosomen, woraufhin ECT2 an die 

zentrale Spindel rekrutiert wird und RhoA aktiviert. Die größten Mengen an aktivem RhoA 

sind in der Telophase während der Zelleinschnürung nachzuweisen (KIMURA et al., 2000). 

Daraus kann geschlossen werden, dass der Grossteil von RhoA an der Teilungsfurche im 

aktiven Zustand vorliegt. Die bevorzugte Interaktion von p0071 mit aktivem RhoA impliziert, 

dass endogenes p0071 mit aktiviertem RhoA entlang der Teilungsfurche interagiert. Diese 

Interaktion könnte bewirken, dass RhoA länger im aktiven Zustand bleibt, indem p0071 zum 

Beispiel die Bindung von RhoA-inaktivierenden GAP-Proteinen verhindert. 

Neben einer Interaktion von p0071 mit RhoA konnte auch eine Interaktion mit dem 

Rho-GEF ECT2 mit dem BiFC-System bestätigt werden (Abb. 3-10). Wie unabhängig mittels 

Hefe-Dihybrid- und GST-PD-Experimenten gezeigt, interagiert die Arm-Domäne von p0071 

mit der regulatorischen N-terminalen Domäne von ECT2. Für eine Interaktion beider Proteine 

in vivo sprechen Untersuchungen, die zeigten, dass die gleichzeitige Expression von p0071-

WT und ECT2-NT zu einer deutlichen Abmilderung des vom N-terminalen ECT2-Fragment 



4 Diskussion  97 

induzierten Zytokinesedefekts führte (WOLF et al., 2006). BiFC-Analysen implizieren, dass 

p0071 und ECT2 während der Zytokinese entlang der Teilungsfurche einen Komplex bilden 

(Abb. 3-10). Wie im Fall der Interaktion von p0071 mit RhoA bedarf es auch hier zusätzlicher 

IP-Experimente, mit denen sich der Zeitpunkt der Interaktion von p0071 und ECT2 besser 

bestimmen lässt. Immunzytologische Untersuchungen legen jedoch nahe, dass ECT2 früher 

als p0071 entlang der Teilungsfurche lokalisiert wird und möglicherweise als Anker für 

p0071 dient (Abs. 3.3.1). Basierend auf den vorhandenen Interaktionsstudien kann p0071 

über seine Arm-Domäne sowohl mit RhoA als auch mit ECT2 interagieren. Um festzustellen, 

ob ECT2 und RhoA um dieselbe Bindestelle auf der Arm-Domäne von p0071 konkurrieren 

oder an unterschiedliche Regionen binden, wären Kompetitionsversuche mit rekombinanten 

Proteinen hilfreich. 

Die N-terminale, regulatorische Domäne von ECT2 kann eine intramolekulare 

Interaktion mit der C-terminalen GEF-Domäne zur Autoinhibierung eingehen. Die 

Phosphorylierung von ECT2 am T431 durch Plk1 bewirkt vermutlich eine Konformations-

änderung, die ECT2 in die offene Konformation überführt und die Interaktion der N-termi-

nalen Domäne mit MgcRacGAP ermöglicht (WOLFE et al., 2009). An MgcRacGAP 

gebundenes ECT2 wird über MKLP1 zur zentralen Spindel transportiert. Da ECT2 RhoA 

effizient erst entlang der Teilungsfurche aktiviert, kann über die Notwendigkeit von 

zusätzlichen Regulatoren spekuliert werden, mit denen ECT2 erst an der Teilungsfurche zur 

vollständigen Aktivierung interagiert. In diesem Zusammenhang wäre es denkbar, dass 

solange ECT2 und MgcRacGAP im Komplex vorliegen, durch ECT2 aktiviertes RhoA sofort 

durch MgcRacGAP inaktiviert wird. Diese These wird durch Untersuchungen in C. elegans-

Embryonen gestützt, bei denen gezeigt wurde, dass eine Mutante von MgcRacGAP ohne 

GAP-Aktivität die Aktivierung von RhoA in einem weiten Bereich um die Äquatorialregion 

induzierte. In Kontroll-Embryonen kam es fast ausschließlich zur Akkumulation von aktivem 

RhoA entlang der zukünftigen Teilungsfurche (MILLER und BEMENT, 2009). Da p0071 mit 

ECT2 vermutlich erst am Ort der RhoA-Aktivierung interagiert, könnte p0071 die sofortige 

Inaktivierung von RhoA durch MgcRacGAP verhindern und auf diese Weise zur lokalen 

Aktivierung von RhoA beitragen. 

Um eine mögliche Funktion von p0071 als Regulator der RhoA-Aktivität weiter zu 

untersuchen, wurde die GDP/GTP-Austausch-Aktivität von ECT2 gegenüber RhoA in Ab-

hängigkeit von p0071 analysiert (Abb. 3-11). ECT2 weist nur im hyperphosphorylierten 

Zustand eine GDP/GTP-Austausch-Aktivität gegenüber RhoA auf (TATSUMOTO et al., 

1999). Außerdem sind für p0071 Phosphorylierungen während der Mitose gezeigt wurden, 
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die im Zusammenhang mit den Funktionen von p0071 während der Zytokinese stehen 

könnten (NOUSIAINEN et al., 2006). Aus diesem Grund wurde die Analyse des GDP/GTP-

Austauschs nicht mit rekombinantem ECT2 und p0071 durchgeführt. Stattdessen wurden 

ECT2 und p0071 als Flag-Fusionsproteine aus HEK293-Zellen in der Zytokinese aufgereinigt. 

Flag-p0071-WT bewirkte etwa den gleichen GDP/GTP-Austausch bei RhoA wie Flag-ECT2-

WT. Dies ist überraschend, da p0071 keine herkömmliche GEF-Domäne besitzt. Die 

Möglichkeit einer ECT2-Kontamination im p0071-Präzipitat ist ebenso wenig auszuschließen, 

wie die Kontamination durch andere Rho-GEF-Proteine und durch an p0071 gebundenes 

RhoA selbst. Ob diese möglichen Kontaminationen jedoch in der Lage sind, zu einer 

GDP/GTP-Austausch-Rate zu führen, die der von überexprimiertem Flag-ECT2-WT, dem 

Hauptaktivator von RhoA, entspricht, bleibt fraglich. Da für das Arm-Protein Smg-GDS eine 

über die Arm-Domäne vermittelte GDP/GTP-Austausch-Aktivität auch für GTPasen der Rho-

Familie gezeigt werden konnte, ist nicht auszuschließen, dass die beobachteten Effekte auf 

eine bisher unbekannte GDP/GTP-Austausch-Aktivität von p0071 gegenüber RhoA 

zurückzuführen sind (MIZUNO et al., 1991). Gegen eine Funktion von p0071 als GEF-

Protein für RhoA spricht allerdings die bevorzugte Interaktion von p0071 mit aktivem RhoA. 

GEF-Proteine interagieren in der Regel mit inaktiven GTPasen (WENNERBERG et al., 2002). 

Da die Frage, ob p0071 tatsächlich eine GEF-Aktivität gegenüber RhoA besitzt nicht 

zweifelsfrei beantwortet werden kann, sollte die GDP/GTP-Austausch-Analyse trotz der 

zuvor genannten Vorbehalte mit rekombinantem p0071 durchgeführt werden. Dabei könnten 

auch p0071-Mutanten zum Einsatz kommen, die eine Phosphorylierung von p0071 an den 

Serinen in dessen Kopf-Domäne vortäuschen, die in einer Untersuchung als ausschließlich in 

der Mitose phosphoryliert identifiziert wurden (NOUSIAINEN et al., 2006). 

Die Analyse des GDP/GTP-Austauschs zeigte außerdem, dass Flag-p0071-WT und 

Flag-ECT2-WT zusammen die höchsten Austausch-Aktivitäten gegenüber RhoA aufwiesen. 

Damit übertrafen Flag-p0071-WT und Flag-ECT2-WT zusammen die GDP/GTP-Austausch-

Aktivität der GEF-Domäne von ECT2 (Flag-ECT2-CT), woraus zu schließen ist, dass ECT2 

nicht ausschließlich negativ über seine N-terminale Domäne reguliert wird (KIM et al., 2005). 

Vielmehr könnte ein durch p0071 induzierter Mechanismus existieren, der die GDP/GTP-

Austausch-Aktivität von ECT2 gegenüber von RhoA weiter verstärkt. Es ist aber auch die 

Möglichkeit eines Komplexes aus p0071 und ECT2 in Betracht zu ziehen, in dem beide 

Proteine eine GDP/GTP-Austausch-Aktivität für RhoA besitzen und gemeinsam RhoA 

entlang der Teilungsfurche zur Assemblierung und Kontraktion des Aktomyosin-Ringes 

aktivieren. Weiterhin kann über eine Rolle von p0071 als Kofaktor für ECT2 spekuliert 
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werden, der nicht die GDP/GTP-Austausch-Aktivität von ECT2 gegenüber RhoA vermittelt, 

sondern aktives RhoA von der ECT2-GEF-Domäne sequestriert. Für diese These spricht 

ebenfalls die bevorzugte Interaktion von p0071 mit aktivem RhoA. ECT2 könnte dann 

schneller für die Aktivierung neuer RhoA-Moleküle zur Verfügung stehen. In diesem Fall 

müsste ein Komplex aus RhoA-GTP und p0071 von ECT2 dissoziieren und „freies“ p0071 

mit ECT2 reassoziieren. Zur Überprüfung dieser Hypothese sollte eine IP durchgeführt 

werden, bei der die Bindung von p0071 und ECT2 an RhoA-DA während der Zytokinese 

untersucht wird oder eine Kompetitionsanalyse, mit der festgestellt werden könnte, ob p0071 

in Gegenwart von RhoA-DA noch immer mit ECT2 assoziiert vorliegt. Es ist möglich, dass 

p0071 den aktiven Zustand von RhoA nicht nur stabilisiert, indem p0071 die Bindung RhoA-

deaktivierender GAP-Proteine behindert, sondern auch indem p0071 die intrinsische GTPase-

Aktivität von RhoA selbst inhibiert. Das bei der durchgeführten GDP/GTP-Austausch-

Analyse verwendete mant-GTP kann zwar hydrolysiert werden, bleibt allerdings an die 

GTPase gebunden und kann aufgrund der unveränderten Fluoreszenzintensität nicht von 

gebundenem mant-GTP unterschieden werden (JOHN et al., 1990; LEONARD et al., 1994). 

Deshalb kann die mögliche Stabilisierung von aktivem RhoA durch p0071 nicht mit diesem 

Testsystem beobachtet werden. Mit einem GTPase-Aktivitätstest, durch den der Umsatz von 

GTP zu GDP zum Beispiel über den kolorimetrischen Nachweis von freiwerdendem Phosphat 

bestimmt werden kann, könnte eine GTPase-inhibierende Funktion von p0071 untersucht 

werden. 

Auch wenn der Mechanismus, über den p0071 RhoA aktiviert nicht bis ins Detail 

aufgeklärt werden konnte, kann anhand der in Abs. 3.1 vorgestellten Ergebnisse folgendes 

Modell postuliert werden, dass eine Funktion für p0071 bei der räumlichen und zeitlichen 

Koordination der RhoA-Aktivierung beschreibt (Abb. 4-1): (A) Der gemeinsame Transport 

von ECT2 und MgcRacGAP zur zentralen Spindelregion stellt über wiederholte Zyklen von 

RhoA-Aktivierung (ECT2) und RhoA-Inaktivierung sicher, dass aktives RhoA nicht schon 

beim Transport von ECT2 am falschen Ort akkumuliert. (B) ECT2 akkumuliert vor p0071 

entlang der Äquatorialebene der Zelle und könnte p0071 dort verankern. Ob MgcRacGAP in 

einem Komplex mit ECT2 und p0071 bleibt oder durch p0071 verdrängt wird, bleibt ebenso 

ungeklärt wie der mögliche Einfluss anderer regulatorischer Proteine. In einem hypo-

thetischen Komplex aus ECT2, MgcRacGAP und p0071 bindet p0071 durch ECT2 aktiviertes 

RhoA, verhindert so die sofortige Inaktivierung durch MgcRacGAP und verschiebt das 

Gleichgewicht zwischen RhoA-Aktivierung und RhoA-Inaktivierung in Richtung der RhoA-

Aktivierung. (C) Ein Komplex aus aktivem RhoA und p0071 dissoziiert von ECT2 und 
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„freies“ p0071 bindet an ECT2. Auf diese Weise kommt es zur Akkumulation von aktivem 

RhoA entlang der Teilungsfurche. Spekulativ bleibt auch die möglicherweise durch p0071 

geförderte Rekrutierung von RhoA-Effektoren, die schließlich die Assemblierung und 

Kontraktion des Aktomyosin-Ringes bewirken. Ob an aktives RhoA gebundenes p0071 im 

Komplex mit ECT2 bleibt oder als Gerüstprotein auch Interaktionen mit RhoA-Effektoren 

(ROK, Citron, mDia2) eingeht, ist in Zukunft aufzuklären. Denkbar wäre in diesem Zusam-

menhang die Nutzung eines Konformations-spezifischen Ak, der aktives RhoA aus 

Zelllysaten präzipitieren kann (NewEastBioscience, USA) und die Analyse der dabei 

kopräzipitierten Komplexe. 
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Abb. 4-1: Modell zur Rolle von p0071 bei der Aktomyosin-basierten Einschnürung 
(A) ECT2 wird im Komplex mit MgcRacGAP über MKLP1 (nicht gezeigt) zur zentralen 
Spindelregion transportiert. Durch die ECT2-vermittelte RhoA-Aktivierung und die MgcRacGAP-
vermittelte RhoA-Inaktivierung kann aktives RhoA (grün) während des Transportes nicht akku-
mulieren. (B) Entlang der Teilungsfurche bindet ECT2 p0071, das durch die Bindung von aktivem 
RhoA dessen Inaktivierung über MgcRacGAP verhindert. (C) Durch die Dissoziation eines 
Komplexes aus aktivem RhoA und p0071, anschließender Bindung von „freiem“ p0071 an ECT2 und 
dessen Assoziation mit durch ECT2 aktiviertem RhoA kommt es zur Akkumulation von aktivem 
RhoA. Spekulativ ist ein Einfluss von p0071 auf die Rekrutierung von RhoA-Effektoren (mDia2, 
ROK und Citron), die für Assemblierung und Kontraktion des Aktomyosin-Ringes verantwortlich sind. 
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Untersuchungen mit konstitutiv aktivem RhoA und MgcRacGAP lassen auf eine 

Inaktivierung von RhoA am Ende der Zytokinese schließen (MINOSHIMA et al., 2003; 

WOLF et al., 2006; MORIN et al., 2009). Auch bei diesem Aspekt ist ein Einfluss von p0071 

denkbar. Über einen bisher unbekannten Rückkopplungsmechanismus könnte p0071 bei zu 

hoher lokaler RhoA-Aktivität aus dem ECT2-MgcRacGAP-Komplex verdrängt werden, so 

dass sich erneut ein Gleichgewicht aus RhoA-Aktivierung und -Inaktivierung einstellt 

(Abb. 4-1 A). Die Inaktivierung des durch p0071 akkumulierten RhoA könnte durch das 

ebenfalls für die Zytokinese essentielle p190RhoGAP erfolgen (SU et al., 2009). 

4.2 Funktionen von p0071, ECT2 und Snapin bei der Fusion 

von Rab11-Vesikeln 

Nach der Aktomyosin-basierten Einschnürung bleiben die Tochterzellen über eine 

dünne zytoplasmatische Brücke miteinander verbunden. Zur physikalische Trennung der 

Tochterzellen führt am Ende der Zytokinese ein Prozess, der als Abschnürung bezeichnet 

wird. Der Transport von Vesikeln zum Zentralkörper, der sich in der Mitte der zyto-

plasmatischen Brücke befindet und die anschließende Fusion dieser mit der PM scheinen 

essentiell für die Abschnürung zu sein (MONTAGNAC und CHAVRIER, 2008). Der 

Zentralkörper dient dann als strukturelle Plattform, um Vesikel für die Fusion mit der PM zu 

verankern. Für diese These spricht, dass für die Abschnürung essentielle Proteine, wie zum 

Beispiel Centriolin und Komponenten des Exozyst-Komplexes, am Zentralkörper 

akkumulieren (GROMLEY et al., 2003). Auch für p0071 konnte eine Assoziation mit dem 

Zentralkörper gezeigt werden (Abb. 3-1). Außerdem wurden vor Beginn dieser Arbeit Rab11 

und Snapin als potentielle Interaktionspartner für p0071 identifiziert, für die Funktionen 

während der Zytokinese beim Transport von Vesikeln und deren Fusion beschrieben sind 

(GROMLEY et al., 2005; WILSON et al., 2005). Aufgrund dieser Befunde erschien eine 

Rolle von p0071 bei der Vesikel-basierten Abschnürung denkbar. 

Während der Zytokinese lokalisiert Rab11 entlang der zytoplasmatischen Brücke, die 

die Tochterzellen verbindet. Obwohl p0071 und Rab11 in diesen immunzytologischen Ana-

lysen nur partiell kolokalisierten (Abb. 3-12), implizieren BiFC-Analysen und IP-Experi-

mente, dass beide Proteine während der Abschnürung einen Komplex bilden (Abb. 3-15). 

GST-PD-Analysen zeigten zudem, dass p0071 und Rab11 direkt miteinander interagieren und 

dass diese Interaktion über die Arm-Domäne von p0071 vermittelt wird (Abb. 3-13). Ähnlich 

wie für RhoA, scheint die Arm-Domäne von p0071 bevorzugt aktives Rab11 zu binden 

(Abb. 3-14). Ob beide GTPasen um die Bindung an p0071 kompetitieren oder an unterschied-



4 Diskussion  102 

lichen Bereichen in der Arm-Domäne von p0071 binden, könnte Gegenstand weiterer Studien 

sein, um die Regulation dieser Interaktionen während der Zytokinese verstehen zu können. 

Denkbar wäre auch, dass p0071 nach der Bindung an RhoA von einem RhoA-Effektor so 

modifiziert wird, dass RhoA dissoziiert und anschließend Rab11 binden kann. Da bisher keine 

Interaktions-Analysen zwischen der Kopf- sowie der Schwanz-Domäne von p0071 und den 

beiden GTPasen vorliegen, ist nicht auszuschließen, dass beide Domänen von p0071 an der 

Regulation dieser Interaktionen beteiligt sind.  

Fehlen Proteine an der Zielmembran, die für die Fusion von Vesikeln nötig sind, 

werden die Vesikel weiter zum Ort der Vesikelfusion transportiert und akkumulieren dort. 

Dies konnte unter anderem für Untereinheiten des Exozyst-Komplexes und für Snapin gezeigt 

werden (GROMLEY et al., 2005; MUNSON und NOVICK, 2006). Die Verringerung der 

p0071-Expression ging in HeLa-Zellen mit der Akkumulation von endogenem Rab11 und 

exogenem RFP-Rab11 am Zentralkörper einher (Abb. 3-16). Dies impliziert, dass p0071 nicht 

für den Transport von Rab11 während der Zytokinese benötigt wird, sondern vielmehr an der 

Fusion der Rab11-positiven Vesikel mit der PM beteiligt ist. p0071 hätte in diesem Fall eine 

Funktion als tether, das Rab11-Vesikel an der Zielmembran verankert. Es kann jedoch nicht 

ausgeschlossen werden, dass es sich bei dieser Beobachtung auch um einen Nebeneffekt der 

durch die p0071-siRNA-Transfektion induzierten Störungen im RhoA-Signalweg und/oder im 

Aktin-Zytoskelett handelt. Studien in D. melanogaster zeigen, dass Rab11 Funktionen bei der 

Reorganisation des Aktin-Zytoskeletts während der Zellularisierung von Embryonen und der 

meiotischen Zytokinese von Spermatocyten haben könnte, die auch für Vesikeltransport 

und -fusion essentiell erscheinen (PELISSIER et al., 2003; RIGGS et al., 2003; GIANSANTI 

et al., 2007). Außerdem deuten Untersuchungen von Cao und Mitarbeitern (CAO et al., 2008) 

auf eine gemeinsame Funktion von Rab11 und Rho1 bei der Regulation der Aktin-Dynamiken 

entlang der Teilungsfurche in D. melanogaster hin. Hinweise, dass Rab11 bei der Zytokinese 

von Säugerzellen ebenfalls an der Aktomyosin-basierten Einschnürung beteiligt ist, gibt es bis 

heute allerdings nicht. Dennoch ist eine enge Verknüpfung zwischen RhoA-vermittelter 

Einschnürung und Rab11-basiertem Vesikeltransport bzw. Rab11-basierter Vesikelfusion bei 

der Zytokinese von Säugerzellen denkbar. Auf diese Weise könnte zeitlich koordiniert werden, 

dass Vesikeltransport und Vesikelfusion erst nach der Bildung des Aktomyosin-Ringes 

erfolgen. In diesem Fall wären die möglichen Funktionen von p0071 bei der Fusion von 

Rab11-Vesikeln nur sehr schwer zu analysieren. Gelingen könnte dies mit einer p0071-

Mutante, die nicht in der Lage ist, mit Rab11 zu interagieren, aber die Funktionen von p0071 

im RhoA-Signalweg wahrnehmen kann. Diese Mutante müsste in Zellen mit verringerter oder 
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ausgeschalteter p0071-Expression in ungefähr der Menge wie endogenes p0071 exprimiert 

werden.  

Für eine Rolle von p0071 als tether für Rab11-Vesikel spricht die Interaktion zwi-

schen p0071 und dem t-SNARE-assoziierten Protein Snapin. Snapin und p0071 koloka-

lisieren am Zentralkörper (Abb. 3-18) und bilden in vivo einen Komplex, dessen Bildung 

vermutlich über eine direkte Interaktion der p0071-Arm-Domäne mit der C-terminalen 

Domäne von Snapin vermittelt wird (Abb. 3-36 A und B). Für Snapin konnte in keine direkte 

Interaktion mit Rab11 im Hefe-System gezeigt werden, obwohl beide Proteine in vivo einen 

Komplex bilden (Abb. 3-36 C und D). Ob diese Komplexbildung wirklich von p0071 ver-

mittelt wird, sollte mit IP-Experimenten in p0071-depletierten Zellen untersucht werden. Da 

die Verringerung der Snapin-Expression mittels siRNA, wie die Depletion von p0071 eine 

Akkumulation von Rab11 um den Zentralkörper zur Folge hatte, kann eine gemeinsame 

Funktion von p0071 und Snapin bei der Fusion von Rab11-Vesikeln postuliert werden. 

Verschiedene Untersuchungen stützen die These, dass p0071, Snapin und Rab11 

gemeinsam die Fusion von Vesikeln in der Zytokinese vermitteln. In D. melanogaster 

interagieren Rab11 und das p0071-verwandte Protein Armadillo mit Komponenten des 

Exozyst-Komplexes und sind darüber an der Fusion von DE-Cadherin-transportierenden-

Vesikeln mit der PM beteiligt (LANGEVIN et al., 2005). Da Rab11 auch in Säugerzellen am 

Recycling von Cadherinen beteiligt ist (LOCK und STOW, 2005) und deren Stabilität bzw. 

Verbleiben auf der Zelloberfläche unter anderem von p120ctn reguliert wird (Abs. 1-1 bis 1-3), 

könnten Arm-Proteine neben ihren Funktionen im RhoA-Signalweg auch in Rab-GTPase-

vermittelte Vesikelfusionsprozesse involviert sein. Für diese Theorie sprechen Studien, die 

eine Funktion als tether bei der Fusion von Vesikeln in Hefen und Säugerzellen für die Arm-

Proteine Vac8p (WANG et al., 1998) und p115 (AN et al., 2009) nahe legen. Für Snapin 

wurde ursprünglich eine Rolle bei der Fusion synaptischer Vesikel zur Neurotransmitter-

freisetzung gezeigt (ILARDI et al., 1999). Aufgrund der Interaktionen mit dem ubiquitär 

exprimierten SNARE-assoziierten Protein SNAP23 und dem t-SNARE VAMP2 wurde eine 

generelle Funktion von Snapin bei der Assemblierung von SNARE-Komplexen postuliert 

(BUXTON et al., 2003). Wie für Rab11 und Armadillo konnte auch für Snapin eine 

Interaktion mit einer Untereinheit des Exozyst-Komplexes (Exo70) beobachtet werden (BAO 

et al., 2008). Die damit verbundene Rolle von Snapin beim Insulin-regulierten GLUT4-

Transport impliziert eine direkte Verbindung zu Rab11, das ebenfalls am GLUT4-Transport 

beteiligt ist (KESSLER et al., 2000).  
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Wie die Prozesse von Vesikeltransport und Vesikelfusion während der Zytokinese re-

guliert werden, ist bisher weitgehend unbekannt. Vereinfacht dargestellt, müssen die Vesikel 

über sogenannte tether (Verbindungsproteine) an der Zielmembran verankert werden. Die 

tether sorgen dafür, dass die v-SNAREs auf den Vesikeln mit den t-SNAREs auf der Ziel-

membran einen Komplex bilden, der die Fusion der Vesikel mit entsprechenden Membranen 

katalysiert. Die Rab-GTPasen sorgen durch ihre spezifische Lokalisation auf bestimmten 

Membranen sowie durch ihre Interaktion mit bestimmten Effektoren, Motorproteinen und 

tether-Proteinen dafür, dass die Vesikel ihr Ziel erreichen (STENMARK, 2009). Zusammen 

mit den in Abs. 3.2.1 dargelegten Ergebnissen ist deshalb folgendes Modell für die Fusion 

von Rab11-Vesiklen mit der PM am Zentralkörper vorstellbar (Abb. 4-2): (A) An der PM 

liegen p0071 und Snapin im Komplex vor. (B) p0071 dient über die Interaktion mit Snapin 

und Rab11 als tether für die Rab11-Vesikel und bindet diese an der Zielmembran. Vermutlich 

liegt Rab11 bei dieser Prozess GTP-gebunden vor, da p0071 bevorzugt mit aktivem Rab11 

assoziiert. (C) p0071 katalysiert die Fusion der Rab11-Vesikel mit der PM, indem p0071 als 

tether t-SNAREs (Membran) und v-SNAREs (Vesikel) in räumliche Nähe bringt. 
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Abb. 4-2: Modell zur Funktion von p0071 bei der Fusion von Rab11-Vesikeln 
(A) An der PM im Komplex mit Snapin und vermutlich t-SNAREs vorliegendes p0071 fungiert als 
tether für Rab11-Vesikel. (B) p0071 bringt über die Interaktion mit vermutlich aktivem Rab11 (grün) 
die v-SNAREs des Vesikels in räumliche Nähe der PM-assoziierten t-SNAREs. (C) Komplexe aus t- 
und v-SNAREs katalysieren die Fusion des Vesikels mit der Membran, wobei es zur Inaktivierung 
von Rab11 (rot) und dessen Dissoziation von der Membran kommen könnte. 

Die These, dass für die Fusion von Rab11-Vesikeln mit der PM am Zentralkörper 

Rab11 im aktiven Zustand vorliegt, wird von der Beobachtung gestützt, dass die 

Überexpression von Rab11-DN die Bildung mehrkerniger Zellen induziert. Rab11 muss 

demzufolge während der Mitose aktiviert werden, um seine Funktionen auszuüben (WILSON 

et al., 2005). Über die Regulation der Rab11-Aktivität ist im allgemeinen nicht viel bekannt. 

Es wurden zwei GDIs (GDI-1 und GDI-2) beschrieben, die an der negativen Regulation der 

Rab11-Aktivität beteiligt sind. Die Überexpression dieser GDIs unterbindet wie die 
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Überexpression von Rab11-DN den Rab11-abhängigen Transport von Proteinen zur PM 

(CHEN et al., 1998). Das für die Entwicklung der neurodegenerativen Krankheit Chorea 

Huntington verantwortliche Protein Huntingtin zeigt eine GDP/GTP-Austauch-Aktivität für 

Rab11. Interessanterweise kann diese Funktion vom mutierten Huntingtin in Fibroblasten von 

an Chorea Huntington erkrankten Personen nicht mehr ausgeübt werden. In diesem 

Zusammenhang konnte auch gezeigt werden, dass die Überexpression von Rab11-DN in der 

Großhirnrinde von Mäusen motorische Dysfunktionen induzierte, die eine Eigenschaft der 

Chorea Huntington sind (LI et al., 2008; LI et al., 2009a; LI et al., 2009b). Wie und wann die 

Aktivierung von Rab11 während der Zytokinese erfolgt, ist allerdings nach wie vor ungeklärt. 

Die Beobachtungen, dass Rab11 und p0071 vorrangig in der Zytokinese miteinander 

interagieren und p0071 zu aktivem Rab11 eine höhere Affinität aufweist als zu inaktivem 

Rab11 (Abb. 3-14 und Abb. 3-15), sprechen dafür, dass Rab11 während der Zytokinese im 

aktiven Zustand vorliegt. Unter diesem Aspekt erschein es möglich, dass p0071 eine Rolle bei 

der Aktivierung von Rab11 am Zentralkörper spielt. p0071 könnte wie bei RhoA (Abb. 4-1) 

die Aktivität eines Rab11-GEFs unterstützen und darüber die Fusion von Rab11-Vesikel 

initiieren. Eine weitere Möglichkeit war, dass p0071, wie bereits diskutiert, als tether für 

Vesikel mit aktivem Rab11 dient und die Aktivierung von Rab11 p0071-unabhängig erfolgt. 

Da kein Testsystem existierte, um die Aktivität von Rab11 in der Zelle zu 

quantifizieren, wurde in Analogie zu den kommerziell erhältlichen Testsystemen zur 

Bestimmung der Aktivität von Rho-GTPasen die Eigenschaft von Rab11 genutzt, nur im 

aktiven Zustand mit seinen Effektoren FIP3 und FIP4 zu interagieren (WILSON et al., 2005). 

In einem GST-PD wurde die Rab11-Bindedomäne von FIP4 (As 592-637) als GST-

Fusionsprotein an Glutathion-Sepharose immobilisiert, um aktives Rab11 aus Zelllysaten zu 

präzipitieren (Abb. 3-20). Mit diesem Rab11-Aktivitätstest wurde die Aktivierung von Rab11 

während der Mitose beobachtet. Im Gegensatz zu RhoA, dessen Aktivität zwischen Anaphase 

und Telophase ihr Maximum erreicht (KIMURA et al., 2000), nimmt die Menge an aktivem 

Rab11 im Verlauf der Mitose ab (Abb. 3-40). Da es während der Mitose, im besonderen 

während der Zytokinese zu Vesikelfusionsprozessen kommt (Abs. 1.5.5), erlauben diese 

Ergebnisse den Schluss, dass Rab11 für die Fusion von Vesikeln im aktiven Zustand 

vorliegen muss und es während der Vesikelfusion oder nach erfolgter Vesikelfusion zur 

Inaktivierung von Rab11 kommt. Das inaktivierte Rab11 wird in diesem Zusammenhang 

wahrscheinlich nicht sofort wieder aktiviert, woraus ein Absinken der affinitätsaufgereinigten 

Rab11-GTP-Mengen resultierte. Aus diesem Grund ist es wahrscheinlicher, dass p0071 als 

tether für Rab11-Vesikel dient und Rab11 nicht selbst aktiviert. Bekräftigt wurde dies durch 
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die Beobachtung, dass p0071-depletierte Zellen keine Verringerung der Rab11-Aktivität auf-

wiesen (Abb. 3-22). Interessanterweise führte die Verringerung der ECT2-Expression zu 

signifikant reduzierten Mengen an aktivem Rab11 sowohl in Interphase-Zellen als auch in 

Prometaphase-arretierten Zellen (Abb. 3-22 und Abb. 3-23). Mit dem Ergebnis, dass Rab11 

und ECT2 während der Prometaphase einen Komplex bilden, der weder zum Zeitpunkt der 

Zytokinese noch in der G1-Phase nachgewiesen werden konnte (Abb. 3-24), lässt sich eine 

GDP/GTP-Austausch-Aktivität von ECT2 gegenüber Rab11 postulieren. Ob diese Aktivität 

wirklich vorhanden ist oder nur ein denkbarer Nebeneffekt der durch die ECT2-siRNA-

Behandlung induzierten RhoA-Inaktivierung, lässt sich nur eindeutig in vitro mit einer 

GDP/GTP-Austausch-Analyse feststellen. Da aber verschiedenste Phosphorylierungen von 

ECT2 im Verlauf der Mitose gezeigt wurden, ist in Betracht zu ziehen, dass diese die 

Spezifität von ECT2 gegenüber verschiedenen GTPasen verändern können. 

Da verschiedene Studien postulieren, dass Rab11 im aktiven Zustand transportiert und 

bei der Bildung von Vesikeln aktiviert wird (FIELDING et al., 2005; WILSON et al., 2005; 

SCHONTEICH et al., 2008), könnte ECT2 zum Beginn der Mitose Rab11 aktivieren und so 

zur Bildung von Vesikeln beitragen, die aktives Rab11 auf ihrer Oberfläche tragen. Über die 

Interaktion von Rab11-GTP mit einem Mikrotubuli-assoziiertem Motorprotein würden die 

Vesikel zur Teilungsfurche transportiert und mit der Zielmembran fusionieren, wenn dort die 

entsprechenden Faktoren (Rab11-Effektoren, p0071 als tether, SNAREs und SNARE-

assoziierte Proteine wie Snapin) akkumulieren (Abb. 4 -2). 

4.3 Der Transport von p0071 zum Zentralkörper erfolgt 

KIF3b-abhängig 

Von immenser Bedeutung für die Koordinierung der Zytokinese ist die Lokalisation 

der beteiligten Proteine zur richtigen Zeit am richtigen Ort. Aus diesem Grund wurde der 

Transport von p0071 während der Zytokinese genauer untersucht. Da ECT2 und p0071 

miteinander interagieren, erschien ein gemeinsamer Transport beider Proteine möglich. Der 

Transport von ECT2 zur zentralen Spindel erfolgt gebunden an MgcRacGAP über das 

Mikrotubuli-assoziierte Motorprotein MKLP1 (MISHIMA et al., 2002; YUCE et al., 2005). 

Immunzytologische Analysen von ECT2 und p0071 während der Mitose zeigten, dass ECT2 

in HeLa-Zellen früher als p0071 an der zentralen Spindel nachzuweisen war (Abb. 3-25). In 

MCF-7-Zellen ist p0071 zu dem Zeitpunkt (Abb. 3-1; Anaphase), zu dem ECT2 an die 

zentrale Spindel rekrutiert wird (WOLF et al., 2006), noch mit den Spindelpolen assoziiert, so 
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dass der gemeinsame Transport beider Proteine über den Zentralspindlin-Komplex nahezu 

ausgeschlossen werden kann. 

Nicht auszuschließen ist dagegen eine Abhängigkeit der p0071-Lokalisation von 

ECT2. Die Verringerung der ECT2-Expression mittels siRNA führte in HeLa-Zellen ebenso 

wie die Depletion von MKLP1, dem Motorprotein des Zentralspindlin-Komplexes, zu einem 

deutlichen Rückgang der am Zentralkörper detektierten p0071-Menge. Dies korrelierte mit 

der Verringerung der Assoziation von ECT2 am Zentralkörper (Abb. 3-26). Da p0071 nicht 

mit ECT2 gemeinsam transportiert wird, könnte ECT2 am Zentralkörper für die Verankerung 

von p0071 verantwortlich sein. In den wenigen ECT2- bzw. MKLP1-siRNA-behandelten 

Zellen die überhaupt einen Zentralkörper (ca. 10%) bildeten, wurde dies vermutlich über die 

noch vorhandenen Mengen an ECT2 vermittelt. Neben dem Transport von ECT2 werden 

MKLP1 und der Zentralspindlin-Komplex für die Bildung stabiler Mikrotubuli benötigt, so 

dass die MKLP1-siRNA-Behandlung über die Destabilisierung von Mikrotubuli den p0071-

Transport allerdings auch indirekt beeinflussen könnte (MISHIMA et al., 2002).  

In einer Hefe-Dihybrid-Analyse vor Beginn dieser Arbeit konnte eine Untereinheit des 

zur Kinesin-2-Familie gehörenden, Transportkomplexes KIF3 als putativer Interaktions-

partner für p0071 identifiziert werden. Die identifizierte Untereinheit KIF3b bildet mit KIF3a 

ein Heterodimer, das den zum Plus-Ende der Mikrotubuli gerichteten Transport von Proteinen 

oder Organellen vermittelt. Der KIF3a/KIF3b-Komplex interagiert über die C-terminalen 

Domänen seiner Untereinheiten mit den zu transportierenden Molekülen (YAMAZAKI et al., 

1995; YAMAZAKI  et al., 1996). Im humanen Genom existieren 41 verschiedene Kinesine, 

die in 14 Familien eingeteilt sind (MIKI et al., 2005). Viele von diesen haben eine Rolle in 

der Zytokinese, um die korrekte Lokalisation kritischer Regulatoren sicherzustellen 

(Abs. 1.5.1.2). Auch für den KIF3-Komplex war eine Rolle in der Zytokinese beschrieben, 

wobei die molekularen Mechanismen und die transportierten Proteine weitgehend unbekannt 

blieben (FAN und BECK, 2004; HARAGUCHI et al., 2006). 

Mittels Hefe-Dihybrid-Analysen und IP-Experimenten konnte gezeigt werden, dass 

p0071 und KIF3b in vivo und in vitro einen Komplex bilden und dass die Komplexbildung 

von der direkten Interaktion der ersten Arm-Wiederholung von p0071 mit der C-terminalen 

Domäne von KIF3b abhängig ist (Abb. 3-27 bis Abb. 3-29). p0071 wäre damit nicht das erste 

Arm-Protein von dem eine direkte Interaktion mit dem KIF3-Komplex gezeigt werden konnte. 

KAP3 interagiert mit den C-terminalen Domänen von KIF3a und KIF3b ebenfalls über seine 

Arm-Domäne (YAMAZAKI et al., 1996). Strukturelle Gemeinsamkeiten in den Arm-

Domänen von KAP3 und p0071 könnten erklären, warum beide Proteine mit KIF3b inter-
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agieren können. Trotz der in vitro festgestellten direkten Interaktion zwischen KIF3b und 

p0071 kann in vivo eine Rolle von KAP3 beim Transport von p0071 nicht ausgeschlossen 

werden. IP-Experimente mit Zellen, in denen die Expression von KAP3 mittels siRNAs 

verringert ist, könnten helfen diese Frage zu klären. Ungeklärt bleibt an dieser Stelle auch, ob 

KIF3a ebenfalls direkt mit p0071 interagieren kann. Für den möglichen Transport von p0071 

über KIF3 ist diese Frage allerdings unerheblich, da KIF3a und KIF3b einen Motorkomplex 

bilden. Auffällig bei der IP von in HEK293-exprimiertem p0071 und KIF3b war, dass trotz 

hoher HA-p0071-WT-Expression nur geringe Mengen davon präzipitiert werden konnten 

(Abb. 3-29). Eine Erklärung für diese Beobachtung geben immunzytologische 

Untersuchungen, die zeigten, dass nur ein Teil der zytoplasmatischen Fraktion von p0071 mit 

KIF3b am Zentrosom kolokalisierte, während p0071 in Interphase-Zellen hauptsächlich 

Membran-assoziiert vorlag. (Abb. 3-30). Vermutlich liegt p0071 wie β-Catenin und p120ctn 

nur dann zytoplasmatisch vor, wenn es nicht über die Interaktion mit Cadherinen sequestriert 

wird. Bisher unbekannte posttranslationelle Modifikationen könnten dazu führen, dass ein 

Teil von p0071 im Zytoplasma auch Zentrosomen-assoziiert vorliegt. 

Während der Zytokinese von HeLa-Zellen liegt p0071 konzentriert am Zentralkörper 

vor, während KIF3b am zentralen Mikrotubuli-Bündel lokalisiert. Aufgrund der gezeigten 

Interaktion zwischen p0071 und KIF3b ist es denkbar, dass p0071 durch KIF3b vom 

Zentrosom bzw. von den Spindelpolen zum Zentralkörper transportiert wird sobald die 

Zytokinese beginnt. In diesem Zusammenhang könnten Zellzyklus-abhängige Phospho-

rylierung bzw. Dephosphorylierung von p0071 und/oder KIF3b die Affinität beider Proteine 

zueinander verändern, wodurch der Zeitpunkt des p0071-Transportes reguliert würde. Die 

Tatsache, dass p0071 nicht mit KIF3b entlang der Mikrotubuli kolokalisierte, steht dabei nicht 

im Widerspruch zur These einer KIF3b-abhängigen Translokation von p0071. Eine wichtige 

Funktion von Kinesinen in der Mitose und Zytokinese scheint die lokale Konzentrations-

erhöhung von regulatorischen Proteinen wie zum Beispiel PRC1, Citron und ECT2 zu sein. 

Wie p0071 sind diese Proteine gar nicht oder nur sehr schwach entlang von Mikrotubuli 

nachzuweisen (MISHIMA et al., 2002; ZHU und JIANG, 2005; GRUNEBERG et al., 2006). 

Daher ist anzunehmen, dass die Menge von p0071 entlang der Mikrotubuli nicht ausreichend 

für eine immunzytologische Ak-Detektion ist. 

Um zu untersuchen, ob p0071 während der Mitose von KIF3b transportiert wird, 

kamen dominant negative KIF3b-Mutanten (FAN und BECK, 2004; HARAGUCHI et al., 

2006) und KIF3b-siRNAs zum Einsatz. Die Assoziation von p0071 mit dem Zentralkörper 

wurde dabei immunzytologisch untersucht (Abb. 3-31 und Abb. 3-32). Die Überexpression 
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beider KIF3b-Mutanten (RFP-KIF3b-NT; -CT) verminderte deutlich die Akkumulation von 

p0071 am Zentralkörper. Da RFP-KIF3b-NT stark Mikrotubuli-assoziiert vorlag, ist der 

Grund der verringerten Assoziation von p0071 am Zentralkörper vermutlich in einer Ab-

sättigung der KIF3b-Bindestellen auf den Mikrotubuli zu suchen, wodurch endogenes KIF3b 

am Transport von p0071 gehindert würde. Die C-terminale Domäne von KIF3b interagiert 

direkt mit p0071, weshalb vermutlich RFP-KIF3b-CT mit endogenem KIF3b um die Bindung 

an p0071 konkurriert und so die Menge an transportiertem p0071 verringerte. Da unspezi-

fische Nebeneffekte durch die Überexpression der KIF3b-Mutanten nicht ausgeschlossen 

werden konnten, wurde die p0071-Zentralkörper-Assoziation auch in KIF3b-siRNA behan-

delten Zellen analysiert. Die Quantifizierung der p0071-Fluoreszenzintensität am Zentral-

körper zeigte, dass diese in Zellen mit verringerter KIF3b-Expression deutlich verringerte war. 

Da die Fluoreszenzintensität von p0071 am Zentralkörper in den Kontrollzellen teilweise 

übersättigt war, könnte der Effekt der KIF3b-siRNA-Behandlung unterschätzt worden sein. 

Aus diesem Grund wurden mitotische Mikrotubuli und damit assoziierte Proteine isoliert. 

Dabei konnte eine signifikante Reduktion von Mikrotubuli-assoziiertem p0071 in KIF3b-

siRNA-behandelten Zellen beobachtet werden (Abb. 3-34). Die Möglichkeit, dass die 

Verringerung der Assoziation von p0071 am Zentralkörper in KIF3b-siRNA-transfizierten 

Zellen über RhoA und/oder ECT2 vermittelt wird, konnte ausgeschlossen werden, da KIF3b 

die Lokalisation beider Proteine an der Teilungsfurche nicht beeinflusst (Abb. 3-33). 

Die These des KIF3b-abhängigen Transports von p0071 zum Zentralkörper wird von 

der Beobachtung unterstützt, dass eine p0071-Mutante, bei der die Arm-Wiederholung 

deletiert wurde, die für die Interaktion mit KIF3b essentiell scheint, nicht mehr am 

Zentralkörper akkumulierte (p0071-∆rep1; Abb. 3-27 und Abb. 3-35). Diese Mutante konnte 

in Interphase-Zellen mit Zell-Zell-Kontakten assoziieren, wodurch ein völliger Funktions-

verlust des Proteins ausgeschlossen werden konnte. Die Verifizierung, dass diese Mutante in 

vivo keinen Komplex mit KIF3b bilden kann, steht allerdings noch aus. 

Sollte p0071 von KIF3b transportiert werden, müsste die Verringerung der KIF3b-

Expression mittels siRNA den RhoA-Signalweg auf ähnliche Art und Weise beeinflussen wie 

die p0071-Depletion. KIF3b-siRNA-behandelte Zellen zeigten wie p0071-siRNA-behandelte 

Störungen bei der Assemblierung des Aktomyosin-Ringes, die über die Reduktion von 

F-Aktin und p-MRLC entlang der Teilungsfurche gezeigt werden konnten (Abb. 3-37). Dieser 

Effekt konnte auf eine reduzierte Aktivierung von RhoA während der Zytokinese zurück-

geführt werden, die außerdem mit der verringerten Akkumulation von p-MRLC in diesen 

Zellen einher ging (Abb. 3-38). Da KIF3b weder den Transport von ECT2 noch den Transport 
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von RhoA zur Teilungsfurche vermittelte (Abb. 3-33), geht der KIF3b-siRNA-vermittelte 

Zytokinesedefekt (Abb. 3-36) wahrscheinlich auf den gestörten Transport von p0071 zur 

Teilungsfurche zurück. Dies bestätigen ebenfalls die Analysen mit einem Fusionsprotein aus 

p0071 und der Motordomäne von MKLP1 (MKLP1-p0071-DsRed; Abb. 3-39). Dieses 

Fusionsprotein lokalisiert an den Plus-Enden der überlappenden Mikrotubuli der zentralen 

Spindel zum Beginn der Anaphase. Weder endogenes noch exogenes p0071 zeigte in HeLa-

Zellen im Gegensatz zu MKLP1 diese Assoziation mit der zentralen Spindel, weshalb davon 

auszugehen ist, dass die fusionierte Motordomäne von MKLP1 funktionell ist. Das MKLP1-

p0071-DsRed-Fusionsprotein akkumulierte anders als p0071-WT-DsRed auch unabhängig 

von KIF3b entlang der Teilungsfurche und konnte die KIF3b-siRNA-induzierte Verringerung 

der Myosin-II-Aktivierung während der Zytokinese von HeLa-Zellen verhindern. p0071-WT-

DsRed und p0071-∆rep1-DsRed waren dazu nicht in der Lage (Abb. 3-40 und Abb. 3-41).  

Anhand der im Abs. 3.3 vorgestellten Ergebnisse kann für den Transport von p0071 

postuliert werden, dass KIF3b und p0071 gemeinsam am Zentrosom vorliegen und 

möglicherweise auch interagieren. Mit Beginn der Mitose könnten p0071 und/oder KIF3b 

posttranslationell so modifiziert werden, dass beide Proteine eine höhere Affinität zueinander 

aufweisen. Auf diese Weise würde der Transport von p0071 durch den KIF3-Komplex in 

Richtung der Teilungsfurche zeitlich reguliert werden können. An dieser Stelle ist anzu-

merken, dass der Austausch von drei Serinen in der Arm-Domäne von p120ctn eine 

Assoziation dieser Mutante mit den Spindelpolen während der Mitose zur Folge hatte. Da 

auch endogenes p120 während der Mitose Spindelpol-assoziiert vorlag, kann spekuliert 

werden, dass eine Dephosphorylierung dieser Serine zu Beginn der Mitose zur Lokalisation 

von p120ctn an den Spindelpolen führte (FRANZ und RIDLEY, 2004). Da die entsprechenden 

Serine in der Arm-Domäne der p120-Catenine konserviert sind, könnte eine Phosphorylierung 

dieser den Mikrotubuli-assoziierten Transport von p0071 beeinflussen. 

Nach dem KIF3b-abhängigen Transport von p0071 zur Teilungsfurche könnte dort 

vorhandenes ECT2 p0071 verankern und somit für dessen Akkumulation am Zentralkörper 

sorgen. Wie die in Abschnitt 3.1 vorgestellten Ergebnisse nahe legen, vermittelt die 

Akkumulation von p0071 entlang der Teilungsfurche zusammen mit ECT2 die Aktivierung 

von RhoA, die wiederum essentiell für Assemblierung und Kontraktion des Aktomyosin-

Ringes ist. Außerdem scheint p0071 im Komplex mit Snapin an der Fusion von Rab11-

Vesikeln mit der PM zur Abschürung der Tochterzellen beteiligt sein (Abs. 3.2). p0071 

könnte somit die Aktomyosin-basierte Einschnürung und die Vesikel-basierte Abschnürung 

während der Zytokinese koordinieren helfen.  
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4.4 p0071 als Bindeglied zwischen Aktomyosin-basierter 

Einschnürung und Vesikel-basierter Abschnürung 

Für das Verständnis der Zytokinese ist es essentiell die räumliche und zeitliche 

Koordination der stattfindenden Teilprozesse zu entschlüsseln. Die Relevanz dieser Thematik 

wird durch die Hypothese unterstrichen, dass fehlerhafte Zellteilungen zur Entstehung von 

genetisch instabilen tetraploiden Zellen beitragen, die bei der Entstehung diverser Tumoren 

eine Rolle spielen können (FUJIWARA et al., 2005; BOVERI, 2008). Obwohl große 

Fortschritte bei der Aufklärung der Aktomyosin-basierten Einschnürung und der Vesikel-

basierten Abschnürung gemacht wurden, sind über das Zusammenspiel beider Vorgänge nur 

wenige Informationen vorhanden. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit implizieren, dass  

während der Zytokinese humaner Zellen das von KIF3b zur Teilungsfurche transportierte 

p0071 sowohl über die Modulation der RhoA-Aktivität an Aufbau und Kontraktion des 

Aktomyosin-Ringes als auch über die Interaktion mit Snapin und Rab11 an der Fusion von 

Vesikeln mit der PM um den Zentralkörper beteiligt ist. Aufgrund dieser Befunde ist es 

möglich, dass p0071 als Bindeglied zwischen beiden Vorgängen fungiert. Diese These wird 

durch die Tatsache unterstützt, dass Arm-Proteine über eine Vielzahl von Interaktionspartnern 

in verschiedenste Signalwege involviert sind (Abs. 1.1 bis Abs. 1-3). Aufgrund dieser 

Erkenntnisse erscheint es möglich, dass p0071 als Gerüstprotein in der Zytokinese dafür sorgt: 

(1) dass RhoA mit seinem Regulator (ECT2) und seinen Effektoren (ROK, Citron und 

Formine) interagieren kann und (2) dass im Anschluss p0071 über die Assoziation mit Snapin 

und Rab11 Faktoren für die Fusion von Vesikeln rekrutiert (Abb. 4-3). Ausgehend von den 

Ergebnissen der vorliegenden Arbeit sollte in zukünftigen Untersuchungen geklärt werden, 

wie p0071 das Zusammenspiel von Einschnürung und Abschnürung reguliert. Denkbar wären 

in diesem Zusammenhang über RhoA-Effektoren induzierte Modifikationen, die p0071 die 

Assoziation mit Snapin und Rab11 ermöglichen.  
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Abb. 4-3: Modell zur Rolle von p0071 bei der Reorganisation des Aktin-Zytoskeletts und der 
Fusion von Rab11-Vesikeln während der Zytokinese humaner Zellen 
(A) Während der Zytokinese wird p0071 über KIF3 (Heterodimer aus KIF3a und KIF3b) zur 
Teilungsfurche transportiert. (B) Dort akkumuliertes ECT2 dient p0071 als Anker. p0071 
führt zusammen mit ECT2 zur Anreicherung von aktivem RhoA entlang der Teilungsfurche 
und induziert im Komplex mit den RhoA-Effektoren ROK, Citron und mDia2 die 
Assemblierung und Kontraktion des Aktomyosin-Ringes. (C) Durch Phosphorylierung oder 
Dephosphorylierung modifiziertes p0071 interagiert mit dem SNARE-assoziierten Protein 
Snapin, bindet Rab11-Vesikel und vermittelt darüber die Fusion dieser Vesikel mit der 
Plasmamembran. (D) Diese Fusionsprozesse, bei denen es zur Inaktivierung von Rab11 
kommt, führen zur physikalischen Trennung der Tochterzellen. 
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5 Zusammenfassung 

p0071 gehört zur Arm-Protein-Familie der p120-Catenine, die als Regulatoren der 

Zell-Zelladhäsion in adherens junctions und in Desmosomen beschrieben worden. Neben 

einer Assoziation mit Zell-Zell-Kontakten sind die p120-Catenine auch im Zytoplasma und 

im Zellkern zu finden, woraus auf zusätzliche Funktionen in verschiedenen zellulären 

Signalwegen geschlossen wurde. Arbeiten zu p120ctn und δ-Catenin legen eine gemeinsame 

Funktion der p120-Catenine bei der Regulation der Aktivität von GTPasen der Rho-Familie 

nahe. Ausgehend von Voruntersuchungen die eine Assoziation von p0071 entlang der 

Teilungsfurche und am Zentralkörper während der Mitose zeigten wurde die Rolle von p0071 

bei der Teilung humaner Zelllinien untersucht. 

Für p0071 konnte eine bisher unbekannte Funktion bei der Aktomyosin-vermittelten 

Einschnürung sich teilender Zellen gezeigt werden. In diesem Zusammenhang ist p0071 an 

der lokalisierten Aktivierung von RhoA beteiligt, die zur Assemblierung und Kontraktion des 

Aktomyosin-Ringes führt. An der Kontrolle der RhoA-Aktivität ist p0071 vermutlich auf 

zwei eng verknüpften Wegen beteiligt: 1) Durch die Interaktion mit dem RhoA-GEF ECT2 

wird ein Komplex gebildet, der den GDP/GTP-Austausch zur Aktivierung von RhoA effizient 

katalysiert. 2) p0071 interagiert bevorzugt mit aktivem RhoA und könnte es in diesem 

Zustand stabilisieren und/oder als Gerüstprotein die Interaktion von RhoA mit Effektor-

Proteinen begünstigen. 

Um die Tochterzellen nach der Aktomyosin-basierten Einschnürung physikalisch 

voneinander zu trennen sind Vesikeltransport- und Vesikelfusionsprozesse essentiell. Die in 

dieser Arbeit vorgestellten Ergebnisse geben Anlass zu der Vermutung, dass p0071 ebenfalls 

an der Fusion von Rab11-Vesikeln mit der Plasmamembran am Zentralkörper beteiligt ist. 

p0071 interagiert sowohl mit Rab11 als auch dem t-SNARE-assoziierten Protein Snapin, 

dessen verringerte Expression wie die verringerte p0071-Expression die Akkumulation von 

Rab11 um den Zentralkörper verursacht. In diesem Zusammenhang konnte gezeigt werden, 

dass Rab11 für die Fusion von Vesikeln sehr wahrscheinlich im aktiven Zustand vorliegen 

muss und ECT2 eine Rolle bei der Aktivierung von Rab11 spielen könnte. Dabei ist allerdings 

zu beachten, dass einige der beobachteten Effekte auch indirekte Folgen der gestörten RhoA-

Aktivierung sein könnten. 

Für den Verlauf der Zytokinese ist die räumliche und zeitliche Koordination der 

einzelnen Schritte essentiell. Oftmals sind es Mikrotubuli-assoziierte Motorproteine der 

Kinesin-Familie, die wichtige Regulatoren zu bestimmten Zeiten an bestimmten Orten in der 
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Zelle lokalisieren. KIF3b, eine Untereinheit des KIF3-Komplexes, interagiert mit p0071 in 

vitro und in vivo. Die Verringerung der KIF3b-Expression ging mit einer signifikant 

verringerten Assoziation von p0071 am Zentralkörper und einer gestörten Regulation der 

RhoA-Aktivität einher, die wie bei der Depletion von p0071 die Assemblierung des 

Aktomyosin-Ringes behinderte. KIF3b scheint somit essentiell für den Transport von p0071 

zur Teilungsfurche und die p0071-vermittelte Modulation der RhoA-Aktivität 
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7.1 Ergänzende Ergebnisse 
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Abb. 7-1: ECT2 und MKLP1 depletierte HeLa-Zellen zeigen schwere Zytokinese-Defekte 
Mit Kontroll-, ECT2- bzw. MKLP1-siRNA transfizierte Zellen wurden in der Prometaphase arretiert 
und 90 Minuten nach dem Entfernen des S-Mediums in 4% FA fixiert. Anschließend wurde der 
Verlauf der Zytokinese dieser Zellen analysiert. (A, B) WB-Analysen der ECT2- und MKLP1-Ex-
pression der transfizierten und synchronisierten HeLa-Zellen. α-Tubulin diente zur Normalisierung. 
Die relativen ECT2- und MKLP1-Proteinmengen sind im Diagramm ± STABW aufgetragen. (C) Zur 
Quantifizierung des Zytokineseverlaufs wurden die verzögerten/gestörten Zytokinesen gezählt und 
durch die Anzahl aller beobachteter Zytokinesen geteilt. Im Diagramm ist der Prozentsatz gestörter 
Zytokinesen ± STABW aus drei unabhängigen Experimenten dargestellt, bei denen jeweils mindestens 
100 Zytokinesen gezählt wurden. (* p ≤ 0,05) 
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RhoA - aktiv

RhoA - gesamt

p0071

Kontrolle p0071pcDNA4

RhoA - aktiv

RhoA - gesamt

p0071

Kontrolle p0071pcDNA4

 

Abb. 7-2: Die Überexpression von p0071 induziert die Aktivierung von RhoA 
HEK293-Zellen wurden 48 Stunden nach der Transfektion von pcDNA4 (Kontrolle) bzw. Flag-p0071-
WT-pcDNA4 lysiert. Die entsprechenden Lysate wurde mit Rhotekin-Sepharose inkubiert und die 
Eluate auf Anwesenheit von RhoA mittels WB analysiert. Die Menge an aktivem, präzipitiertem 
RhoA wurde auf die eingesetzte Gesamtmenge RhoA abgeglichen. Die Analyse der p0071-Expression 
erfolgte im WB mit Hilfe eines spezifischen Ak gegen p0071.  

7.2 Pufferlösungen 

Die verwendeten Chemikalien wurden soweit nicht anders vermerkt 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/HCl (pH 6,8); 8% SDS (v/v); 
10% (v/v) β−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) Sulfosalizylsäure 

10x RNA-Ladepuffer 0,25% (w/v) Bromphenolblau; 30% (v/v) Glyzerin; 
1  mM EDTA; 20 mM Natriumacetat; 40 mM Tris/HCl 
(pH 7,8) 

  Blotpuffer 1 0,3 M Tris/HCl (pH 10,4); 20% (v/v) Methanol 

  Blotpuffer 2 25 mM Tris/HCl (pH 10,4); 20% (v/v) Methanol 

  Blotpuffer 3 25 mM Tris/HCl (pH 9,4); 40 mM ε-Aminocapronsäure; 
20% (v/v) Methanol 

  Chemiluminenszenz-Lösung1 100 mM Tris/HCl (pH 8,5); 25 mM Luminol; 
0,4 mM Coumarinsäure 

  Chemiluminenszenz-Lösung2 100 mM Tris/HCl (pH 8,5); 0,02% (v/v) H2O2 

  Coomassie-Entfärbelösung 7,5% (v/v) Essigsäure; 5% (v/v) Methanol 
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  Coomassie-Färbelösung 0,25% (w/v) Coomassie brilliant blau R250; 
9,2% (v/v) Essigsäure; 45% (v/v) Methanol 

DNA-Präzipitationspuffer 280 mM NaCl; 10 mM KCl; 12 mM Glukose; 
50 mM 2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-
ethansulfonsäure (HEPES); 1,5 mM Na2HPO4; pH 7,05 

  GET-Puffer 25 mM Tris/HCl (pH 8,0); 50 mM Glukose; 
10 mM Ethylendiamintetraacetat (EDTA) 

  Glyzerin-Puffer 50% (v/v) DNA-Präzipitationspuffer; 15% (v/v) Glyzerin 

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

  GTC-Reagenz  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 

  IP-Puffer  20 mM Tris/HCl (pH 8); 137 mM NaCl; 
1% (v/v) Igepal CA-630; 10% (v/v) Glyzerin; 
2 mM EDTA 

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

  LB-Medium    10 g/l NaCl; 10 g/l Trypton; 5 g/l Hefe-Extrakt; pH 7,0 

  MLB-Puffer     50 mM Tris/HCl (pH 7,5); 100 mM NaCl; 5 mM MgCl2; 

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

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

  MT-Isolationspuffer1 100 mM Piperazin-N,N'-bis-2-ethansulfonsäure (Pipes; 
pH 6,9); 1 mM MgSO4; 2 mM Ethylenglykoltetraacetat 
(EGTA); 0,5% (v/v) Igepal CA-630; 5 µg/ml Taxol; 
2 µg/ml Latrunculin B; 200 µg/ml DNase I; 
10 µg/ml Rnase A; 1 U/ml Mikrokokkus-Nuklease; 
20 U/ml Benzonase 

  MT-Isolationspuffer2  1 mM Pipes; 5 µg/ml Taxol   

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

  PBS      135 mM NaCl; 2,5 mM KCl; 10 mM Na2HPO4;  

1 mM KH2PO4; pH 7,4 

  PBSE    135 mM NaCl; 2,5 mM KCl; 10 mM Na2HPO4;  

1 mM KH2PO4; 0,5 mM EDTA; pH 7,4 

  SD-Agar 6,6 g/l Yeast Nitrogen Base (ohne As); 
2% (v/v) Glukose; 20 g/l Agar  

  Stripping-Puffer    0,2 M Glyzin/HCl (pH 2,5); 0,05% (v/v) Tween20 

  TBE-Puffer     44,5 mM Tris/HCl; 44,5 mM Borsäure; 1 mM EDTA 

  TBS      10 mM Tris/HCl (pH 7,6); 100 mM NaCl 
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  TBST  10 mM Tris/HCl (pH 7,6) ; 100 mM NaCl;                     
0,1% (v/v) Tween20  

  TFB-I-Puffer 30 mM Kaliumacetat (pH 5,8); 50 mM MgCl2;                  
100 mM KCl; 15% (v/v) Glyzerin 

  TFB-II-Puffer 10 mM 3-(N-Morpholino)-Propansulfonsäure (MOPS;     
pH 7,0); 10 mM KCl; 75 mM CaCl2; 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) Glukose 

7.3 Verwendete Geräte 

CO2-Inkubatoren     Heraeus Instruments; Bad Grund 

Durchflusszytometer FACScan  BD Bioscience  

Konfokalmikroskopsystem TCS-SP2 Leica Microsystems 

Kühlzentrifuge Sigma 2-16PK Fisher Bioblock Scientific; Illkirch Graffenstaden, 
Frankreich 

Mikroskop-System "Cell Observer"  Carl Zeiss 

Mikroskopsystem Nikon Eclipse E600 Nikon 

PerfectBlue Semi-Dry Elektroblotter  Peqlab; Erlangen 

Photometer Genequant 1300   GE Healthcare; München 

Schüttel-Inkubatoren    GFL; Burgwedel  

SDS-PAGE-System Mini-Protean  Biorad; München 

Sterilbank     Kendro; Langenselbold 

Thermocycler T3    Biometra  

Thermomixer     Eppendorf; Hamburg 

Tischzentrifuge Biofuge pico   Heraeus Instruments 

 

 

7.4 Verwendete DNA-Oligonukleotide 

Tabelle 7-1: DNA-Oligonukleotide zur Klonierung 
Die unterstrichenen Sequenzen markieren die Erkennungssequenz der jeweiligen Restriktionsendo-
nuklease. Hervorgehoben ist die zur Optimierung der Translation in einigen Oligonukleotiden ent-
haltene Kozack-Sequenz (GCC ACC). Die Sequenz des zu klonierenden Genprodukts ist kursiv 
dargestellt. 

Name Seqenz 5´ ���� 3´ 

3+Mun I p0071 F AAT CAA TTG GCC ACC ATG CCA GCT CCT GAG CAG GCC 

3+BamH I +S  p0071 R TAA GGA TCC TTA CAC CCA TGA GTC TGG GGA CCC 

3+Mun I KIF3b F 
TAA CAA TTG GCC ACC ATG TCA AAG TTG AAA AGC TCA 

GAG TCA G 
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Name Seqenz 5´ ���� 3´ 

3+MunI KIF3b As346 F AAT CAA TTG GTC AAT GAG GAC CCC AAG GAT G 

3+SalI KIF3b As345 +S R 
TAA GTC GAC TTA CCT TGG TTT GTT CTT AAT GTT TTT GGC 

AC 

3+Sal I KIF3b +S R AAG GTC GAC TTA CTT TGG AAC CAG CCC CCG AGA CTG 

3+EcoR I RhoA F AAT GAA TTC GCC ACC ATG GCT GCC ATC CGG AAG 

3+Sal I RhoA +S R AAT GTC GAC TCA CAA GAC AAG GCA CCC AGA TTT TTT C 

3+KpnI Histon2B F 
ACG GGT ACC GCC ACC ATG CCA GAG CCA GCG AAG TCT 

GCT 

3+BamH I Histon2B R ACG GGA TCC GCG CTG GTG TAC TTG GTG AC 

3+EcoR I FIP4 As592 F 
AAA GAA TTC GCC ACC ATG ATA GAC ACC GCC TCG CGC 

GAT GAG C 

3+Sal I FIP4 +S R TAA GTC GAC TTA GTG TTT GAT CTC GAG GAT GGA G 

3+EcoR I Rab11 F 
TTC GAA TTC GCC ACC ATG GCG GGG GCT GGT TCC GCC 

GCT GTA TC 

3+Sal I Rab11 +S R 
AAT GTC GAC TTA GAT GTT CTG ACA GCA CTG CAC CTT TGG 

CTT G 

3+EcoR I Snapin F 
TTC GAA TTC GCC ACC ATG GCG GGG GCT GGT TCC GCC 

GCT GTA TC 

3+EcoR I Snapin As79 F AAA GAA TTC GAC CCC TAT GTT AAG AAG CTA CTT AAT GCC 

3+Sal I Snapin As78 +S R AAA GTC GAC TCA AAG ATC CAG GGC CAC CTT CTG ATC C 

3+Sal I Snapin +S R AAA GTC GAC TTA TTT GCC TGG GGA GCC AGG G 

3+BamH I MKLP1 F 
TTT GGA TTC GCC ACC ATG AAG TCA GCG AGA GCT AAG 

ACA CCC 

3+Sac I Mun I MKLP1 

As617 R 

TTT GAG CTC CAA TTG TTC ATG CCT TGC AAC CTG GCT TCT 

AAT CTG 

Tabelle 7-2: DNA-Oligonukleotide zur Mutagenese 
Das von der Mutagenese betroffene Codon ist hervorgehoben und die ausgetauschten Nukleotide des 
Codons zusätzlich unterstrichen. 

Name Seqenz 5´ ���� 3´ 

Rab11-DA (Q70L) F TGG GAC ACA GCA GGG CTA GAG CGA TAT CGA GCT ATA 

Rab11-DA (Q70L) R TAT AGC TCG ATA TCG CTC TAG CCC TGC TGT GTC CCA 

Rab11-DN (S25N) F CT GGT GTT GGA AAG AAT AAT CTC CTG TCT C 

Rab11-DN (S25N) R G AGA CAG GAG ATT ATT CTT TCC AAC ACC AG 

RhoA-DA (Q63L) F G GAC ACA GCT GGG CTG GAA GAT TAT GAT CGC C 

RhoA-DA (Q63L) R G GCG ATC ATA ATC TTC CAG CCC AGC TGT GTC C 

RhoA-DN (T19N) F GT GAT GGA GCC TGT GGA AAG AAC TGC TTG CTC ATA GTC 

RhoA-DN (T19N) R GAC TAT GAG CAA GCA GTT CTT TCC ACA GGC TCC ATC AC 
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7.5 Verwendete siRNAs und Plasmide 

Tabelle 7-3: Übersicht der eingesetzten siRNAs 
Sind zwei verschiedene siRNA für eine mRNA angegeben, so wurde für deren Repression ein Mix aus 
beiden siRNAs transfiziert. 

Name der 

siRNA 

reprimiertes 

Genprodukt 
siRNA-Sequenz 5�́��� 3´ 

p0071-siMAX p0071 UGGAUAACGAUAGAGUUGUUUCUUCCGdTdT 

KIF3b-siRNA#1 KIF3b CCAACUUAAUCUGGUUGAAdTdT 

KIF3b-siRNA#2 KIF3b GAAUAGCUGUGUGAUUGAAdTdT 

ECT2-siRNA ECT2 CAAGAGUGAUAUUGGUUCAdTdT 

MKLP1-siRNA#1 MKLP1 CGACAUAACUUACGACAAAUUdTdT 

MKLP1-siRNA#2 MKLP1 UUACGUGAAGCUGGUAAUAdTdT 

Snapin-siRNA Snapin GACGCGUUGUCUUGGUUAACAdTdT 

Kontroll-siRNA ----- UGCGCUAGGCCUCGGUUGCUUdTdT 

Tabelle 7-4: Übersicht der verwendeten shRNA-Vektoren 
Zur Generierung der aufgeführten shRNA-Vektoren wurde das BLOCK-iT™ Inducible H1 RNAi Entry 
Vector Kit (Invitrogen) nach Angaben des Herstellers verwendet. Die hervorgehobene Sequenz 
entspricht der Loop-Sequenz. Die unterstrichenen Sequenzen sind revers komplementär zur 
Ausbildung doppelsträngiger RNA. 

Vektorname 
reprimiertes 

Genprodukt 
shRNA-Sequenz 5�́��� 3´ 

p0071-sh#4-

pENTR/H1/TO 
p0071 

GCACAUUACUCCUAUAUAUGACGAAUCAUAU

AUAGGAGUAAUGUGC 

p0071-sh#6- 

pENTR/H1/TO 
p0071 

GAUAACGAUAGAGUUGUUUCUCGAAAGAAAC

AACUCUAUCGUUAUC 

Kontroll-sh-

pENTR/H1/TO 
----- 

AAATCGCTGATTTGTGTAGTCGGAGACGACTA

CACAAATCAGCGA 

Tabelle 7-5: Übersicht der verwendeten Vektoren für die Hefe-Dihybrid-Analysen 
Die aufgelisteten Plasmide wurden für Interaktionsstudien in YRG2-Hefezellen verwendet. Die 
Herkunft von Plasmiden, die nicht im Rahmen der vorliegenden Arbeit konstruiert wurden ist in 
Klammern angegeben. 

Plasmidname exprimiertes Protein Ausgangsvektor 
Restriktions-

endonukleasen 

p0071-Arm-pGBKT7                    

(M. Hatzfeld) 

GAL4-DNA-BD-p0071-Arm 

(As 510-988) 

pGBKT7 

(Clontech) 
EcoR I/Sal I 

p0071-Arm-∆rep4-9 

(M. Hatzfeld) 

GAL4-DNA-BD-p0071-Arm 

(∆As 639-988) 

pGBKT7 

(Clontech) 
EcoR I/Sal I 
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Plasmidname exprimiertes Protein Ausgangsvektor 
Restriktions-

endonukleasen 

p0071-Arm-∆rep1  

(M. Hatzfeld) 

GAL4-DNA-BD-p0071-Arm 

(∆As 510-552) 

pGBKT7 

(Clontech) 

Eco RI/                         

Xho I �Sal I 

KIF3b-WT-pGADT7 GAL4-AD-KIF3b-WT 
pGADT7 

(Clontech) 

Mun I � EcoR I/ 

Sal I � Xho I 

KIF3b-NT-pGADT7 
GAL4-AD-KIF3b-NT              

(As 1-345) 

pGADT7 

(Clontech) 

Mun I � EcoR I/ 

Sal I 

KIF3b-CT-pGADT7 
GAL4-AD-KIF3b-CT                 

(As 346-747) 

pGADT7 

(Clontech) 
EcoR I/Sal I 

Rab11-WT-pGBKT7 GAL4-DNA-BD-Rab11-WT 
pGBKT7 

(Clontech) 
EcoR I/Sal I 

Snapin-WT-pGADT7 GAL4-AD-Snapin-WT 
pGADT7 

(Clontech) 
EcoR I/Sal I 

Snapin-NT-pGADT7 
GAL4-AD-Snapin-NT        

(As 1-78) 

pGADT7 

(Clontech) 
EcoR I/Sal I 

Snapin-CT-pGADT7 
GAL4-AD-Snapin-CT         

(As 79-136) 

pGADT7 

(Clontech) 
EcoR I/Sal I 

Tabelle 7-6: Übersicht der verwendeten Vektoren für die bakterielle Expression von Proteinen 
Die aufgelisteten Plasmide wurden zur Expression der angegebenen Fusionsproteine in den E. coli-
Stamm BL21 DE3 transformiert. Die Herkunft von Plasmiden, die nicht im Rahmen der vorliegenden 
Arbeit konstruiert wurden ist in Klammern angegeben. 

Plasmidname exprimiertes Protein Ausgangsvektor 
Restriktions-

endonukleasen 

p0071-Arm-        

pGex-5x-1 

GST-p0071-Arm               

(As 510-993) 

pGex-5x-1                

(Amersham) 

EcoR I/Sal I 

p0071-Arm-pRSETA 

(M. Hatzfeld) 

His6-p0071-Arm                       

(As 510-993) 

pRSETA  

(Invitrogen) 

EcoR I/            

Sal I � Xho I 

Rab11-WT-            

pGex-5x-1 

GST-Rab11-WT pGex-5x-1                

(Amersham) 

EcoR I/Sal I 

Rab11-DA-                

pGex-5x-1 

GST-Rab11-DA (Q70L) pGex-5x-1                

(Amersham) 

EcoR I/Sal I 

Rab11-DN-                

pGex-5x-1 

GST-Rab11-DN (S25N) pGex-5x-1                

(Amersham) 

EcoR I/Sal I 

FIP4 (As 592-637)-

pGex5x-1 

GST-FIP4 (As 592-637) pGex-5x-1                

(Amersham) 

EcoR I/Sal I 
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Tabelle 7-7: Übersicht der verwendeten Vektoren für die Expression in humanen Zelllinien 
Die aufgelisteten Plasmide wurden je nach Versuchsvorgaben mittels Kalziumphosphat-Kopräzi-
pitation bzw. Lipofektion in humane Zelllinien transfiziert. Die Herkunft von Plasmiden, die nicht im 
Rahmen der vorliegenden Arbeit konstruiert wurden ist in Klammern angegeben. 

Plasmidname exprimiertes Protein Vektor 
Restriktions-

endonukleasen 

pRaichu1026                

(M. Matsuda) 

Rac1-Biosensor ----- ----- 

pRaichu1069             

(M. Matsuda) 
Cdc42-Biosensor ----- ----- 

pRaichu1298                         

(M. Matsuda) 
RhoA-Biosensor ----- ----- 

pHA-C2 HA-Tag pEGFP-C2 (Clontech) Nhe I/EcoR I 

pRFP-C2 RFP pEGFP-C2 (Clontech) Nhe I/Bgl II 

p0071-WT-pHA-C2 HA-p0071-WT pHA-C2 Mun I � EcoRI/ 

BamH I 

p0071-WT-pcDNA3-

Flag (S. Hüttelmaier) 

Flag-p0071-WT pcDNA3-Flag         

(S. Hüttelmaier) 
----- 

p0071-WT-                   

pV1-Flag-C2 

V1-Flag-p0071-WT pV1-Flag-C2              

(S. Hüttelmaier) 

Mun I � EcoRI/ 

BamH I 

p0071-WT-pEGFP-C2 

(M. Hatzfeld) 

EGFP-p0071-WT pEGFP-C1 (Clontech) BamH I/EcoR I 

p0071-WT-pcDNA4 

(M. Hatzfeld) 

Myc-His6-p0071-WT pcDNA4/TO/Myc-

His (Invitrogen) 

BamH I/Xho I 

p0071-WT-pDsRed-

N1 (M. Hatzfeld) 

p0071-WT-DsRed pDsRed-N1 

(Clontech) 

BamH I � Bgl II/ 

Xho I � Sal I 

p0071-∆rep1- 

pDsRed-N1             

(M. Hatzfeld) 

p0071-∆rep1 (∆As 510-552) 

DsRed  

pDsRed-N1 

(Clontech) 

---- 

MKLP1-NT-              

pDsRed-N1 

MKLP1-(As 1-617) DsRed pDsRed-N1 BamH I � Bgl II/ 

Sac I 

MKLP1-p0071-WT-

pDsRed-N1 

MKLP1 (As 1-617)-p0071-

WT-DsRed 

MKLP1-NT-pDsRed-

N1 

Mun I � EcoRI/ 

BamH I 

p0071-Arm-                   

pV1-Flag-C2 

V1-Flag-p0071-Arm                     

(As 510-993) 

pV1-Flag-C2            

(S. Hüttelmaier) 

EcoR I/Sal I 

p0071-Arm-              

pEGFP-C2 

EGFP-p0071-Arm                      

(As 510-993) 

pEGFP-C2 (Clontech) EcoR I/Sal I 

RhoA-WT-                        

pV2-HA-C2 

V2-HA-RhoA-WT pV2-HA-C2          (S. 

Hüttelmaier) 
EcoR I/Sal I 
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Plasmidname exprimiertes Protein Vektor 
Restriktions-

endonukleasen 

RhoA-WT-               

pEGFP-C2 

EGFP-RhoA-WT pEGFP-C2 (Clontech) EcoR I/Sal I 

RhoA-DA-                      

pV2-HA-C2 

V2-HA-RhoA-DA (Q63L) pV2-HA-C2           (S. 

Hüttelmaier) 

EcoR I/Sal I 

RhoA-DA-pEGFP-C2 EGFP-RhoA-DA (Q63L) pEGFP-C2 (Clontech) EcoR I/Sal I 

RhoA-DN-                 

pV2-HA-C2 

V2-HA-RhoA-DN (T19N) pV2-HA-C2          (S. 

Hüttelmaier) 

EcoR I/Sal I 

RhoA-DN-pEGFP-C2 EGFP-RhoA-DN (T19N) pEGFP-C2 (Clontech) EcoR I/Sal I 

ECT2-WT-                        

pV2-HA-C2 

V2-HA-ECT2-WT pVen2-HA-C2      (S. 

Hüttelmaier) 

EcoR I/Xho I � 

Sal I 

ECT2-WT-pEGFP-C2 EGFP-ECT2-WT pEGFP-C2 (Clontech) EcoR I/Xho I � 

Sal I 

ECT2-WT-                

pcDNA3-Flag 

Flag-ECT2-WT pcDNA3-Flag       (S. 

Hüttelmaier) 

EcoR I/Xho I 

ECT2-NT-                        

pV2-HA-C2 

V2-HA-ECT2-NT              

(As 1-333) 

pV2-HA-C2         (S. 

Hüttelmaier) 

EcoR I/Xho I � 

Sal I 

ECT2-CT-                        

pV2-HA-C2 

V2-HA-ECT2-CT              

(As 415-883) 

pV2-HA-C2         (S. 

Hüttelmaier) 

EcoR I/Xho I � 

Sal I 

ECT2-CT-                                

pcDNA3-Flag 

Flag-ECT2-CT                                       

(As 415-883)         

pcDNA3-Flag       (S. 

Hüttelmaier) 

EcoR I/Xho I 

KIF3b-WT-               

pcDNA3-Flag 

Flag-KIF3b-WT pcDNA3-Flag       (S. 

Hüttelmaier) 

Mun I � EcoR I/ 

Sal I � Xho I 

KIF3b-NT-pRFP-C2 RFP-KIF3b-NT                             

(As 1-345) 

pRFP-C2 Mun I � EcoR I/ 

Sal I 

KIF3b-CT-pRFP-C2 RFP-KIF3b-CT                        

(As 346-747) 

pRFP-C2 EcoR I/Sal I 

Rab11-WT-                        

pV2-HA-C2 

V2-HA-Rab11-WT pV2-HA-C2            

(S. Hüttelmaier) 

EcoR I/Sal I 

Rab11-WT-               

pcDNA3-Flag 

Flag-Rab11-WT pcDNA3-Flag          

(S. Hüttelmaier) 

EcoR I/               

Sal I � Xho I 

Rab11-WT-pRFP-C2 RFP-Rab11-WT pRFP-C2 EcoR I/Sal I 

Rab11-DA-                      

pV2-HA-C2 

V2-HA -Rab11-DA (Q70L) pV2-HA-C2           

(S. Hüttelmaier) 

EcoR I/Sal I 

Rab11-DA-pRFP-C2 RFP-Rab11-DA (Q70L) pRFP-C2 EcoR I/Sal I 

Rab11-DN-                            

pV2-HA-C2 

V2-HA -Rab11-DN (S25N) pV2-HA-C2           

(S. Hüttelmaier) 

EcoR I/Sal I 

Rab11-DN-pRFP-C2 RFP-Rab11-DN (S25N) pRFP-C2 EcoR I/Sal I 
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Plasmidname exprimiertes Protein Vektor 
Restriktions-

endonukleasen 

Snapin-WT-                  

pcDNA3-Flag 

Flag-Snapin-WT pcDNA3-Flag          

(S. Hüttelmaier) 

EcoR I/                        

Sal I � Xho I 

7.6 Verwendete Bakterien- und Hefestämme 

Tabelle 7-8: Verwendete E. coli-Stämme 
Der E. coli-Stamm JM109 wurde für Klonierungsarbeiten und der Stamm BL21 DE3 für die 
Expression von Proteinen verwendet. 

Stamm Genotyp 

BL21 DE3  F- ompT, hsdSB (rB
-,mB

-), gal(λcIts857 ind1,Sam7, nin5, lacUV5-T7gene1), dcm (DE3) 

JM109 e14–(McrA–) recA1 endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 (rK
– mK

+) supE44 relA1 ∆(lac-proAB) 

[F´ traD36 proAB lacIqZ∆M15] 

Tabelle 7-9: Genotyp des verwendeten Hefestammes YRG2 

Stamm Genotyp 

YRG2 MATα,ura3-52, his3-200, ade2-101, lys2-801, trp1-901, leu2-3, 112, gal4-542, 

gal80-538, LYS2::UASGAL1-TATA-GAL1-HIS3, URA::UASGal4 17mers(x3)-TATAcyc1-

lacZ 

7.7 Verwendete Zelllinien 

Tabelle 7-10: Verwendete Zelllinien 

Zelllinie Beschreibung Referenz 

HEK293 humane embryonale Nierenzellen (GRAHAM et al., 1977) 

HeLa SS6 humane epitheliale Zervix-Kazinom-Zelllinie (GEY, 1952) 

MCF-7 humane Mamma-Adenokarzinom-Zelllinie (SOULE et al., 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 Antikörper 

Tabelle 7-12: Eingesetzte Primär-Antikörper 
Die aufgelisteten Ak wurden wie angegeben für die Immunzytologie (IC), Western Blots (WB) und 
Immunpräzipitationen (IP) eingesetzt.  

Name Typ / Spezies Verdünnungen Herkunft 

Anti-alpha-Tubulin mAk / Maus 1:1500 IC; 1:3000 WB Sigma 

Anti-p0071-tail#10 pAk / Meerscheinchen 1:10.000 IC; 1:10.000 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 Cruz (Santa 

Cruz; USA) 

Anti-Flag-M2 mAk / Maus 1:1000 IC; 1:2000 WB Sigma 

Anti-HA pAk / Kaninchen 1:500 IC; 1:1000 WB Rockland 

(Gilbertsville; USA) 

Anti-GFP pAk / Kaninchen 1:2500 WB; 1:250 IP Invitrogen 

Anti-Ect2 pAk / Kaninchen 1:500 IC; 1:1000 WB Santa Cruz 

Anti-Myc mAk / Maus 1:2000 WB; 1:200 IP Sigma 

Anti-KIF3b pAk / Kaninchen 1:100 IC; 1:500 WB Santa Cruz 

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 1:100 IC Synaptic Systems 

(Göttingen) 

Anti-MKLP1 mAk / Maus 1:1000 WB BD Bioscience 

Maus-Kontroll-IgG mAk / Maus 1:50 IP Abcam 

Tabelle 7-13: Eingesetzte Sekundär-Antikörper 
Die Sekundär-Ak für die Immunzytologie (IC) waren wie angegeben mit verschiedenen Fluoreszenz-
farbstoffen und die Sekundär-Ak für Western Blot-Analysen (WB) mit der Meerrettich-Peroxidase 
(HRP) konjugiert.  

Name Typ / Spezies Verdünnungen Herkunft 

Anti-Maus Alexa Fluor 350 pAk / Esel 1:200 IC Invitrogen 
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Name Typ / Spezies Verdünnungen Herkunft 

Anti-Maus Alexa Fluor 488 pAk / Ziege 1:400 IC Invitrogen 

Anti-Maus Cy3 pAk / Esel 1:500 IC Dianova 

(Hamburg) 

Anti-Meerschweinchen Alexa Fluor 488 pAk / Ziege 1:400 IC Invitrogen 

Anti-Meerschweinchen Alexa Fluor 594 pAk / Ziege 1:400 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 Dianova 

Anti-Maus HRP pAk / Esel 1:20000 WB Dianova 

Anti-Kaninchen HRP pAk / Esel 1:40000 WB Dianova 

7.10 Abkürzungsverzeichnis 

A     Alanin 

Abb.     Abbildung 

Abs.     Abschnitt 

AD     Aktivierungsdomäne 

AJs     adherens junctions 

Ak     Antikörper 

APC     adenomatous polyposis coli 

APC/C     Anaphase promoting complex/cyclosome 

Arf     ADP-Ribosylierungs-Faktor  

Arm     Armadillo 

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

As      Aminosäure 

ATP     Adenosintriphosphat 

BCA     bicinchoninic acid 

BD     Bindedomäne 

BFP     blue-fluorescent-protein 

BIFC     Bimolecular fluorescence complementation  

BRCT     breast cancer 1 C-terminal 

BSA     bovines Serumalbumin 

bzw.     beziehungsweise 

ca.     cirka 

CBD     Catenin-Bindedomäne 

Cdc42     cell division cycle 42 

Cdk     Cyclin dependent kinases 

cDNA     komplementäre DNA 
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CFP     cyan-fluorescent-protein 

CK1     Casein-Kinase 1 

CL     Chemilumineszenz 

CMB     cadherin major branch 

CPC     chromosomal-passenger-complex 

CT     C-terminal 

DA     dominant aktiv 

DABCO    1,4-Diazabicyclo[2.2.2]octan 

DAPI     4',6-Diamidino-2-Phenylindol 

Dbl     Diffuses B-Zell Lymphom 

dCTP     Desoxycytidintriphosphat 

DG     Deckgläschen 

DH     Dbl-homolog 

DIC     Differentieller Interferenz Kontrast 

DMEM     Dulbecco`s modified Eagel`s medium 

DMSO     Dimethylsulfoxid 

DN     dominant negativ 

DNA     Desoxyribonukleinsäure 

DNase     Desoxyribonuklease 

dNTP     Desoxyribonukleotidtriphosphat 

DTT      Dithiothreitol 

ECT2 Epithelial Cell Transforming Gene2  

EDTA     Ethylendiamintetraacetat 

EGFP     enhanced green-fluorescent-protein 

EGTA     Ethylenglykoltetraacetat 

et al.     et altera 

FA     Formaldehyd 

F-Aktin     filamentöses Aktin 

FBS      fetal bovine serum 

FH     Formin-homolog 

FIP     Rab11-family-interacting proteins 

FRET     Fluorescence resonance energy transfer 

GAP     GTPase-aktivierendes Protein 

GDI     GDP-Dissoziationsinhibitor 

GDP     Guanosindiphosphat 

GEF     Guanosinnukleotid-Austauschfaktor 

GET     Glukose-EDTA-Tris 

GFP     green-fluorescent-protein 

GLUT     Glukose-Transporter 

GM1     Monosialotetrahexosylgangliosid1 

GSK3-β    Glykogen-Synthase-Kinase3-β 
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GST     Glutathion S-Transferase 

GTC     Guanidiniumthiocyanat 

GTP     Guanosintriphosphat 

GTPase     Guanosintriphosphatase 

H     Histidin 

HA     Hämagglutinin Epitop 

HEK293    Human Embryonic Kidney 293 

HeLa     Henrietta Lacks 

HEPES 2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-
ethansulfonsäure 

His     Histidin 

HRP      Meerrettich-Peroxidase 

Ig     Immunglobulin  

INCENP    Inner centromere protein antigens 135/155kDa 

IP     Immunpräzipitation 

IPTG     Isopropyl-β-D-thiogalactopyranosid 

KAP     Kinesin associated protein 

KIF     Kinesin superfamily protein 

L     Leucin 

LB     Luria Bertani 

LEF     lymphoid enhancer factor 

mAk     monoklonaler Antikörper 

mant     N-methylanthraniloyl 

MCF-7      Michigan Cancer Foundation  

MELC     myosin-II essential light chain 

MgcRacGAP    male-germ-cell Rac GTPase-activating protein 

MHC     myosin-II heavy chain 

MKLP1    mitotic kinesin-like protein 1 

MLB     Magnesium-Lysepuffer 

MOPS     3-(N-Morpholino)-Propansulfonsäure 

MRLC     myosin-II regulatory light chain 

MT     Mikrotubuli 

N     Asparagin 

NaOH     Natriumhydroxid 

NKκB     nuclear factor kappa B 

 NT     N-terminal 

 Nuf     nuclear fallout 

PAGE     Polyacrylamid-Gelelektrophorese 

pAk     polyklonaler Antikörper 

PAK1     p21-Activated Kinase1 

PAPIN plakophilin related armadillo repeat protein-
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interacting PDZ protein 

PBD Polo-Box-Domäne 

PBS      phosphate buffered saline 

PBSE     phosphate buffered saline- EDTA 

PCR     Polymerase-Kettenreaktion 

PD     pulldown 

PDZ     PSD-95/Dlg-A/Zo-1 

PH     Pleckstrin-homolog 

Pipes     Piperazin-N,N'-bis-2-ethansulfonsäure 

PKN     Protein Kinase N 

Plk1     Polo-like-kinase1 

PRC1     protein regulator of cytokinesis1 

PT     Phosphatase 

Q     Glutamin 

Rab     Ras-related in brain 

Rac1     Ras-related C3 botulinum toxin substrate1 

Ras     Rat Sarcoma 

RBD     RhoA-Bindedomäne  

RFP     red-fluorescent-protein  

Rho     ras homolog gene family 

RIPA      radio-immuno-precipitation-assay 

RNA     Ribonukleinsäure 

RNase     Ribonuklease 

ROK     Rho Kinase 

rRNA     ribosomale RNA 

RT     Raumtemperatur 

S     Serin 

SD     minimal synthetic defined 

SDS     Natrium-Dodecylsulfat 

siRNA      small interfering RNA 

shRNA     small hairpin RNA 

S-Medium    Nocodazol-haltiges Synchronisationsmedium 

SNARE soluble N-ethylmaleimide-sensitive-factor attachment 
receptor 

STABW    Standardabweichung 

Syne1     synaptic nuclear envelope protein1 

T     Threonin 

Tab.     Tabelle 

TBE     Tris-Borat-EDTA 

TBS     tris buffered saline 

TBST     tris buffered saline-Tween20 
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TCA     Trichloressigsäure 

TCF     T-cell factor 

TGN     Trans-Golgi-Netzwerk 

t-SNARE    target-SNARE 

Tris     Tri(hydroxymethyl)-aminomethan 

Tween20     Polyoxyethylensorbitan-Monolaurylsäure 

u. a.     unter anderem 

UV     Ultraviolett  

 V1 bzw. V2    Venus1 bzw. Venus2 

 VAMP     Vesicle-associated membrane protein 

 v-SNARE    vesicle-SNARE 

W     Tryptophan 

WB     Western Blot 

WT     Wildtyp 

YFP     yellow-fluorescent-protein 

YPD     Hefeextrakt-Pepton-Dextrose 

 YT     Hefeextrakt-Trypton 

 β-TrCP     β-Transducin repeat containing protein 
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