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Zusammenfassung

Das Centrosom ist ein Zellkern-assoziiertes Organell, das nicht von einer
Membran umschlossen ist. Es spielt eine wichtige Rolle in vielen Mikrotubuli-
abhéngigen Prozessen wie Organellenpositionierung, Zellpolaritit oder die
Organisation der mitotischen Spindel. Das Centrosom von Dictyostelium besteht
aus einer dreischichtigen Core-Struktur umgeben von einer Corona, die
Mikrotubuli-nukleierende Komplexe enthilt. Die Verdoppelung des Centrosoms
in Dictyostelium findet zu Beginn der Mitose statt. In der Prophase vergrofert sich
die geschichtete Core-Struktur und die Corona 16st sich auf. AnschlieBend trennen
sich die beiden duBeren Lagen der Core-Struktur und bilden in der Metaphase die
beiden Spindelpole, die in der Telophase zu zwei vollstindigen Centrosomen
heranreifen. Das durch eine Proteom-Analyse identifizierte Protein CP75
lokalisiert am Centrosom abhingig von den Mitosephasen. Es dissoziiert von der
Core-Struktur in der Prometaphase und erscheint an den Spindelpolen in der
Telophase wieder. Dieses Verhalten korreliert mit dem Verhalten der mittleren
Lage der Core-Struktur in der Mitose, was darauf hinweist, dass CP75 eine
Komponente dieser Schicht sein kdnnte. Die FRAP-Experimente am Interphase-
Centrosom zeigen, dass GFP-CP75 dort nicht mobil ist. Das deutet darauf hin,
dass das Protein wichtige Funktionen im Strukturerhalt der centrosomalen Core-
Struktur {ibernehmen konnte. Sowohl die C- als auch die N-terminale Doméne
von CP75 enthalten centrosomale Targeting-Doméne. Als GFP-Fusionsproteine
(GFP-CP75-N und -C) lokalisieren die beiden Fragmente am Centrosom in der
Interphase. Wihrend GFP-CP75-C in der Mitose am Centrosom verbleibt,
verschwindet GFP-CP75-N in der Metaphase und kehrt erst in der spiten
Telophase zuriick. GFP-CP75-C und GFP-CP750/E kolokalisieren mit F-Aktin
am Zellcortex, zeigen aber keine Interaktion mit Aktin mit der BiolD-Methode.
Die N-terminale Domine von CP75 enthdlt eine potentielle Plkl-
Phosphorylierungssequenz. Die Uberexpression der nichtphosphorylierbaren
Punktmutante (GFP-CP75-Plk-S143A) ruft verschiedene Phinotypen wie
verlangerte oder iiberzdhlige Centrosomen, vergroflerte Zellkerne und
Anreicherung von detyrosinierten Mikrotubuli hervor. Die &hnlichen Phidnotypen
konnten auch bei GFP-CP75-N und CP75-RNAi beobachtet werden. Der

Phénotyp der detyrosinierten Mikrotubuli bringt erstmals den Beweis dafiir, dass
I



in  Dictyostelium posttranslationale Modifikation an Tubulinen stattfindet.
AuBerdem zeigten CP75-RNAi-Zellen Defekte in der Organisation der
mitotischen  Spindel. Mittels BiolD-Methode konnten drei potentielle
Interaktionspartner von CP75 identifiziert werden. Diese drei Proteine CP39,

CP91 und Cep192 sind ebenfalls Bestandteile des Centrosoms.

II



Summary

The centrosome is a nonmembranous, nucleus-associated organelle. It plays
crucial roles in a variety of mucrotubule-dependent processes, such as organelle
positioning, cell polarization and mitotic spindle organization. The Dictyostelium
centrosome consists of a core structure with three major layers, surrounded by a
corona containing micrutubule-nucleation complexes. Dictyostelium centrosome
replication starts at the onset of mitosis. In prophase, the core structure enlarges
and the corona disappears. Afterwards, the core structure splits and the outer
layers form two spindle poles maturating to two new, complete centrosomes in
telophase. CP75 is one of nine novel proteins identified in a centrosomal
proteome analysis. Endogenous CP75 localizes to the centrosome in a cell cycle-
dependent manner. It dissociates from the core structure in early prometaphase
and reappears at spindle poles in telophase. Since this pattern fits to the
disappearance and reappearance of the central layer of the core structure, this
indicates that CP75 is a constituent of this layer. During interphase FRAP
experiments reveal that GFP-CP75 exhibits no mobility at the centrosome. This
indicates a role in structural maintenance of the centrosomal core. Both the C- and
N-terminal domains of CP75 contain a centrosomal targeting domain. Fused to
GFP (GFP-CP75-N and -C) both fragments localized to the centrosome in
interphase, but only GFP-CP75-N disappears from the centrosome during mitosis.
GFP-CP75-C and GFP-CP750/E also colocalized with F-actin at the cell cortex.
But it shows no direct interaction with actin in BioID. The N-terminal domain of
CP75 contains Plkl phosphorylation sites. Overexpression of phosphorylation
site-defficient mutant of GFP-CP75 (GFP-CP75-Plk-S143A) causes different
phenotypes like enlarged and disrupted nuclei, enlarged and supernumerary
centrosomes and detyrosinated microtubules. A very similar phenotype was
observed upon overexpression of GFP-CP75-N and upon knockdown of CP75
expression by RNAi. The phenotype of detyrosinated microtubules for the first
time shows that posttranslational modification of Tubulin takes place in
Dictyostelium. Live cell imaging showed that lack of CP75 caused defect in
spindle formation. CP75 interacts in BioID with CP39, CP91 and Cep192, three

other components of the centrosome.

III






Einleitung

1 Einleitung

1.1 Der Modellorganismus Dictyostelium discoideum

Dictyostelium discoideum ist ein Vertreter der Amoebozoa und wurde 1935 durch
den US-amerikanischen Biologen Kenneth Bryan Raper entdeckt und isoliert
(Raper, 1935). Das natiirliche Habitat der 10-20 pm grolen Amodbe ist der
Waldboden, wo sie sich von Bakterien erndhrt. Im vegetativen Zustand ist D.
discoideum ein Einzeller, der sich durch mitotische Zellteilung vermehrt. Durch
Nahrungsmangel wird cAMP gesteuerte Aggregation und Zelldifferenzierung des
amdboiden Einzellers ausgeldst. Die Zellaggregate von bis zu 10° Amében bilden
sogenannte s/ugs, die sich kriechend fortbewegen konnen (Eichinger and Rivero,
2006). Ein slug entwickelt sich durch Zelldifferenzierung zu einem Fruchtkorper,
der aus keimungsfihigen Sporenzellen und Stielzellen besteht. Diese Zellen
sterben nach der vollstdndigen Bildung des Fruchtkorpers ab. Die Tatsache, dass
die einzellige Amdbe in der Lage ist sich zu einem multizelluldren Organismus zu
entwickeln und dabei etwa 20% der Zellen fiir die Ausbildung des Stiels opfert,
gab D. discoideum die Bezeichnung ,,soziale Amobe* (Fortunato et al., 2003).

Der Modellorganismus D. discoideum eignet sich gut fiir die Erforschung
grundlegender  zelluldrer =~ Prozesse @ wie  Chemotaxis,  Cytokinese,
Signaltransduktion, Zellbewegung und Zelldifferenzierung (Chisholm and Firtel,
2004; King and Insall, 2009; Robinson and Spudich, 2004; Weijer, 2009). Von
grolem Vorteil ist seine einfache Kultivierung. Die Zellen wachsen axenisch in
einem einfachen und giinstigen Medium in Schiittelkultur, Zellkulturflaschen oder
in Anwesenheit von Bakterien auf Agar-Platten. Die Generationszeit in
axenischem Flissigmedium betrdgt ca. 10 Stunden, auf Agar-Platten mit
Bakterien ca. 4Stunden (Eichinger, 2003). Es stehen viele biologische Techniken
zur Verfiigung, die in D. discoideum erfolgreich etabliert wurden. Dazu gehoren
unter anderem Uberexpression, Verminderung der Expression durch RNAi und
Ausschalten von Genen durch das Knockout-Verfahren. AuBlerdem gibt es eine
groBe Auswahl an verschieden Tags, die fiir Proteinexpressionen, Protein-
Interaktionsstudien und fluoreszierende Fusionsproteine genutzt werden
(Eichinger and Rivero, 2006). Mit der Sequenzierung des haploiden und aus sechs

Chromosomen bestehenden Genoms von D. discoideum wurde eine solide
1
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Grundlage fiir proteomische Analysen geschaffen (Eichinger et al., 2005). Viele
Proteine von D. discoideum weisen Homologien zu tierischen Proteinen auf,
darunter zahlreiche, die mit humanen Krankheiten in Verbindung gebracht
werden. Aus diesem Grund wurde D. discoideum bei der Untersuchung humaner
Krankheiten, wie zum Beispiel Lisenzephalie oder Erkrankungen der weillen
Blutkorperchen, eingesetzt (Rehberg et al., 2005; Williams et al., 2006). Auch fiir
die Centrosomenforschung erlangte der Modellorganismus an Bedeutung,
nachdem eine Methode zur Centrosomenisolation etabliert werden konnte (Graf et
al., 1998; Schulz et al., 2006). Durch umfangreiche Proteomanalysen konnten
viele Proteine des Dictyostelium-Centrosoms identifiziert werden, was eine gute

Grundlage fiir die weitere Centrosomenforschung darstellt (Reinders et al., 2006).

1.2 Centrosomen und Spindelbildung

Das Centrosom fungiert als Mikrotubuli-Organisationszentrum (MTOC) bei
Eukaryoten und ist in viele zelluldre Prozesse wie Organisation der
Kernteilungsspindel, Organellenpositionierung und Zellpolaritit involviert. Das
Centrosom ist ein membranfreies Organell, das sich in vegetativen Zellen ein Mal
pro Zellzyklus verdoppelt. Es ist mit dem Zellkern assoziiert und befindet sich
normalerweise in der Mitte der Zelle (Azimzadeh, 2014). Die Evolution brachte
unterschiedliche Centrosomen-Typen hervor, die sich in Form und Grofle
unterscheiden (s. Abb.l A). Der meist verbreitete Typ findet sich sowohl in
tierischen Zellen als auch in begeilelten Algen und ist durch Centriolen
gekennzeichnet, die in eine pericentrioldre Matrix (PCM) eingebettet sind. Die
PCM enthédlt eine Vielzahl von Geriistproteinen, die Mikrotubuli-
Nukleationskomplexe binden. Bei Wirbeltieren bestehen Centriolen aus jeweils
neun Mikrotubuli Triplets, die sich zylindrisch anordnen. In der G1-Phase besitzt
das centrioldre Centrosom zwei Centriolen. In der S-Phase verdoppelt sich jedes

Centriol und bildet damit ein Centriolen-Paar (Nigg and Stearns, 2011).

Demgegeniiber stehen acentrioldre Centrosomen, wie man sie bei Pilzen und
vielen Vertretern der Amoebozoa findet. Solche Centrosomen sind in der
Evolution moglicherweise mehrfach unabhingig entstanden. Sie enthalten keine
Centriolen dafiir aber eine geschichtete Plaque-dhnliche Struktur (Gréf et al.,

2015). Das am besten untersuchte acentrioldre Centrosom ist der Spindelpolkorper
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von Saccharomyces cerevisiae. Es besteht im Wesentlichen aus drei aufeinander
gestapelten Plaques und ist permanent in die Zellkernmembran integriert. Der
Spindelpolkdrper organisiert sehr einfaches intranukledres und extranukleéres
Mikrotubuli Cytoskelett und ist damit fiir Zellkernpositionierung und
Chromosomensegregation wihrend der Mitose verantwortlich (Elserafy et al.,
2014). Das Centrosom von D. discoideum enthdlt ebenfalls eine geschichtete
Core-Struktur, die aber zusitzlich von Corona umgeben ist. Corona stellt ein
amorphes elektronendichtes Material dar und ist ein Aquivalent zu PCM. Anders
als bei S. cerevisiae aber dhnlich wie bei S. pombe befindet sich das Centrosom
von D. discoideum wihrend der Interphase im Cytosol und wird in der Mitose in
die Zellkernmembran integriert (Ding et al., 1997; Grif et al., 2015). Mit der
fortschreitenden Erforschung des Dictyostelium-Centrosoms wurden schon einige
centrosomale Proteine identifiziert und ndher charakterisiert. Darunter sind die
Corona-Komponenten Centrin A, Lisl, EB1, TACC, CP224, CP248/250, CP148
und Proteine des yTubulin Komplexe (Blau-Wasser et al., 2009; Daunderer and
Grif, 2002; Daunderer et al., 2001; Euteneuer et al., 1998; Grif et al., 2000;
Kuhnert et al., 2012b; Mana-Capelli et al., 2010; Rehberg and Grif, 2002;
Rehberg et al., 2005; Samereier et al., 2010a). Zu den bekannten Proteinen der
Core-Region gehoren DdNek2(Grif, 2002), CP55 (Kuhnert et al., 2012a), CP44,
CP91, CP39 (Putzler et al., 2016; Schulz et al., 2009b) und CP75, das mit dieser

Arbeit charakterisiert werden konnte.

Der  Centrosomen-Zyklus  von D.  discoideum  wurde  detailliert
elektronenmikroskopisch analysiert (Ueda et al., 1999). Die Verdopplung des
Centrosoms in D. discoideum ist nicht wie in tierischen Zellen oder in Béckerhefe
mit der DNA Synthese synchronisiert. Die ersten Hinweise auf die Duplikation
findet man am Ubergang von der G2- zur M-Phase (s. Abb. 1 B). In der Prophase
vergroBert sich die Core-Struktur, und die Corona, mit ihren Mikrotubuli-
Nukleationskomplexen und den Interphase-Mikrotubuli, verschwindet. In der
Prometaphase kommt es zum Aufldsen der zentralen Schicht der Core-Struktur.
Dabei trennen sich die beiden duBleren Lagen und lagern sich in die Kernhiille ein.
D. discoideum weist eine eher geschlossene Form der Mitose mit weitgehend
intakter Kernhiille auf (O'Day and Budniak, 2015). Die beiden dueren Lagen, die
in die Kernhiille integriert sind, bilden die Spindelpole. Von den Spindelpolen
3
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ausgehend werden Spindelmikrotubuli gebildet. Der Abstand zwischen den
Spindelpolen vergroBert sich bis sie sich schlieBlich in der Metaphase an den
gegeniiberliegenden Polen des Zellkerns einfinden. Mit der fortschreitenden
Mitose beginnt der Faltungsprozess der Spindelpole, worauthin die cytosolische
Seite der Spindelpole innen liegt. Der Faltungsprozess ist in der Telophase
abgeschlossen. Die Ausbildung der inneren Lage der Core-Struktur und der
Corona vervollstindigen das neue Centrosom. Somit erfolgt die Verdopplung des
Dictyostelium-Centrosoms genauso wie bei centrioliren Centrosomen der
tierischen Zellen auf semikonservative Weise. Das bedeutet, dass beide Tochter-

Centrosomen ein Teil des Mutter-Centrosoms enthalten (Gréaf ez al., 2000).

Sauger Centrosom
l‘w M

| | 2

k"% i\*ull!‘!‘!s“/’;’ip Telophase

;\Qo—nc\\_

/ JI \Q\\-\ P

Prometaphase
View from
top onto
nuclear surface

Hefe Spindelpolkorper

Dictyostelium Centrosom

Anaphase Metaphase

Abbildung 1: Die unterschiedlichen Centrosomen-Typen (A) und der
Centrosomen-Zyklus von Dictyostelium discoideum (B). Abbildung modifiziert
(Daunderer et al., 1999; Graf, 2009)

1.3 Mikrotubuli

Mikrotubuli gehdren neben Aktin und Intermediédrfilamenten zu den wichtigsten
Komponenten des Cytoskeletts. Cytosolische Mikrotubuli sind an vielen
zelluldren Prozessen wie Organellenpositionierung, Formgebung der Zelle und
der Zellbewegung beteiligt. AuBlerdem sind sie Bestandteile der komplexen
zelluldren Strukturen wie Centrosomen, Cilien und Flagellen. Eine wichtige
Funktion der Mikrotubuli ist die Bildung der mitotischen Spindel und des
Midbodys.  Mikrotubuli ~ sind  rohrenformige  Strukturen mit einem
AuBlendurchmesser von 25 nm. Ein einzelner Mikrotubulus ist in der Regel aus 13

Protofilamenten aufgebaut, die zusammen die Rohrenstruktur bilden. Die
4
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Protofilamente bestehen aus Tubulin-Heteredimeren, die sich wiederum aus o—
und B-Tubulin zusammensetzen (Linck and Stephens, 2007). Die Hauptrolle bei
der Mikrotubuli-Nukleation spielt die ubiquitdre Tubulin-Isoform vy-Tubulin.
Diese befindet sich am Minus-Ende jedes Mikrotubulus und bildet dort zusammen
mit anderen Proteinen y-Tubulin-Komplexe. Es sind zwei Typen dieser Komplexe
bekannt: y-TuRC und y-TuSC. Der erste der beiden ist ein groBer ringformiger
Komplex, der aus acht verschiedenen Proteinen (y-Tubulin, GCP2, GCP3, GCP4,
GCP5 GCP6, GCP7 und GCPS8) besteht (Teixido-Travesa et al, 2010). Der
zweite ist ein kleiner Komplex bestehend aus y-Tubulin, GCP2 und GCP3. Man
findet beide y-Tubulin-Komplexe sowohl in tierischen als auch in pflanzlichen
Zellen. In Hefen und in Dictyostelium ist dagegen nur y-TuSC vertreten

(Daunderer and Gréf, 2002; Kollman et al., 2011).

Mikrotubuli sind sehr heterogen beziiglich ihrer Lénge und weisen eine hohe
Dynamik auf, in dem sie einen stindigen Prozess der Polymerisation und
Depolymerisation durchlaufen, der an GTP-Hydrolyse gekoppelt ist. Diese
Eigenschaft, die eine grole Vielfalt an Mikrotubuli Funktionen ermdéglicht, wird
durch Interaktion von Mikrotubuli mit anderen Proteinen beeinflusst. Dabei sind
Kontrollmechanismen erforderlich, die durch posttranslationale Modifikationen
geschaffen werden, wie z. Bsp. Acetylierung/Deacetylierung, Polyglutamylierung,
Polyglycylierung, = Detyrosinierung/Tyrosinierung,  Palmitoylierung  und
Phosphorylierung. Diese Prozesse wurden ausfiihrlich in tierischen Zellen
untersucht und beschrieben (Janke and Bulinski, 2011). In Dictyostelium gab es
bisher noch keine Untersuchungen dariiber, ob Tubuline posttranslational
modifiziert werden. Die vorliegende Arbeit gibt erste Hinweise darauf, dass auch
in Dictyostelium posttranslationale Modifikationen an Tubulinen stattfinden

konnten.

1.3.1 Detyrosinierung/Tyrosinierung von Tubulin

Der Detyrosinierungs-/Tyrosinierungszyklus gehort zu den am besten
beschriebenen posttranslationalen Modifikationen von Mikrotubuli (Janke and
Bulinski, 2011). Das Anhdngen des C-terminalen Tyrosinrestes ans a-Tubulin
wird durch das Enzym Tubulin-Tyrosin-Ligase (TTL) ATP- und
Magnesiumionen-abhédngig katalysiert (Raybin and Flavin, 1977). Die
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Detyrosinierung wird durch eine immer noch unerforschte Carboxypeptidase
katalysiert. Darauthin kann das detyrosinierte Tubulin durch eine Deglutamylase
zum A2-Tubulin umgewandelt werden. Diese Form der Modifikation ist
irreversibel und damit scheidet das A2-Tubulin aus dem Detyrosinierungs-

/Tyrosinierungszyklus aus (Paturle-Lafanechere et al., 1991).

Im Allgemeinen haben posttranslationale Modifikationen eine erhebliche
Auswirkung auf die Stabilitdt und Langlebigkeit von Mikrotubuli. Auch wenn die
Detyrosinierung selbst nicht direkt stabilisierend auf Mikrotubuli wirkt, ist sie
charakteristisch fiir langlebige stabile Mikrotubuli in vielen Zelltypen, weil die
depolymerisierende Enzyme, in diesem Fall Kinesine der Kinesin-13-Gruppe,
vorrangig tyrosinierte Mikrotubuli abbauen (Khawaja et al., 1988; Peris et al.,
2009; Webster et al., 1987). Auch die Rekrutierung von +TIPs (Mikrotubuli-Plus-
Ende bindende Proteine) erfolgt vorranging an tyrosinierten Tubulinen (Peris et
al., 2006). So fungiert das C-terminale Tyrosin an o—Tubulinen als eine Art
ON/OFF-Signal fiir verschiedene Mikrotubuliregulatoren (Garnham and Roll-
Mecak, 2012).

1.4 Aktin-Cytoskelett

Aktin ist ein hochkonserviertes globuldres Protein, das durch Polymerisation
ATP-abhéngig polare Aktinfilamente (F-Aktin) bildet. Das Aktin-Cytoskelett, das
aus Aktin, seinen assoziierten Proteinen und Motorproteinen besteht, ist fiir die
dullere Form der Zelle, Zellbewegung, intrazelluldre Transportprozesse und vieles
mehr verantwortlich (Pollard and Cooper, 2009). Diese Vielzahl an Funktionen
kommt durch eine hochdynamische Interaktion zwischen den Komponenten des
Aktin-Cytoskeletts sowie seine stdndige Reorganisation zustande. Die Anzahl der
Aktingene variiert drastisch innerhalb der Eukaryoten. Wahrend Saccharamyces
cerevisiae nur ein Aktingen besitzt, sind es bei der Maus 35 und bei Arabidopsis
thaliana 10 Aktingene. D. discoideum besitzt 17 Aktingene, die identisches
Protein kodieren (Joseph et al., 2008; McKinney and Meagher, 1998). Es ist
schon viel liber das Aktin-Cytoskelett von D. discoideum bekannt. Eine Vielzahl
der Aktin-assoziierten Proteine wurde identifiziert und ndher charakterisiert.
Darunter sind der Arp2/3-Komplex und die WASP-related Proteine, die in die

Aktin-Polymerisation und -Nukleation involviert sind, sowie DdLim, das unter
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anderem eine wichtige Rolle bei der Cytokinese spielt, und einige Motorproteine,
wie z.B. Myosin, die mit Aktin interagieren und in viele zelluldre Prozesse

involviert sind (Noegel and Schleicher, 2000).

1.5 Ziele der Arbeit

Das Centrosom ist der grofite Proteinkomplex der Zelle und ist in allen
Organismengruppen, aufler in héheren Pflanzen und Bakterien, vertreten. Obwohl
sich die Morphologie des Centrosoms in verschiedenen Organismen erheblich
unterscheidet, so sind seine Funktionen jedoch universal. Mit der Entdeckung von
Dictyostelium als Modellorganismus hat sich der Einzeller neben Hefen und
tierischen Zellen zum alternativen Modell in der Centrosomenforschung
entwickelt. In einer groBen Proteomstudie wurden viele potentielle centrosomale
oder Centrosom-assoziierte Komponenten identifiziert (Reinders et al., 2006).
Neun dieser Proteine wurden bereits als echte centrosomalen Proteine verifiziert.
CP75 ist eines davon. Seine centrosomale Lokalisation wurde mit Hilfe eines
GFP-Fusionsproteins nachgewiesen (Schulz et al., 2009b). In der vorliegenden
Arbeit erfolgte eine Charakterisierung des endogenen Proteins in Bezug auf seine
subzelluldre Lokalisation und sein Verhalten wihrend der Mitose. Auflerdem
wurden verschiedene Mutanten generiert, die Aufschluss iiber die mdglichen
Funktionen von CP75 geben sollten. Die Untersuchung der Funktionen des
Proteins sowie die Identifikation seiner potentiellen Interaktionspartner mittels
BioID-Methode sollten zum besseren Verstandnis des Aufbaus der centrosomalen

Core-Struktur beitragen
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2 Ergebnisse

2.1 Struktur und Sequenzanalyse von CP75

Im Rahmen der Proteomanalyse an isolierten Centrosomen von Dictyostelium
wurden 34 neuen Kandidaten fiir centrosomale Proteine identifiziert (Reinders et
al., 2006). Neun von diesen Proteinen, unter anderem auch CP75, wurden durch

Lokalisationsstudien néher untersucht (Schulz et al., 2009b).

CP75 (DictyBase ID DDB G0283111) ist 75,7 kDa gro8 und besteht aus 652
Aminosduren. Durch die Analyse der Proteinsequenz mit dem Programm COILS
(Lupas et al., 1991) wurde eine coiled-coil-Doméine am C-terminalen Ende des
CP75 an AS-Position 508-535 vorhergesagt (s. Abb. 2 A). AuBBerdem wurde eine
Konsensussequenz fiir die Polo-like-Proteinkinase (Plk) am N-terminalen Ende
mittels des Programms ELM (Dinkel et al., 2015)vorhergesagt, die sich an AS-
Position 140-146 befindet. Serin143 soll dabei spezifisch durch Plk phosphoryliert
werden (s. Abb. 2 B). Der Vergleich der Aminosdurensequenzen mit dem
Programm BLASTp ergab keine Homologien zu Proteinen anderer
Organismengruppen. Innerhalb der Dictyostelidae weisen vier weitere
Dictyostelium-Arten  Dictyostelium  purpureum, Acytostelium subglobosum,
Polysphondylium pallidum und Dictyostelium fasciculatum Homologien zu CP75

auf.

2.2  Untersuchung der subzelluliren Lokalisation von CP75 mit Hilfe des
polyklonalen Antikorpers
Fiir die weiteren Untersuchungen des endogenen CP75 wurde ein polyklonaler
Antikorper gegen das Protein generiert. Als Antigen fiir die Immunisierung
zweier Kaninchen fungierte das N-terminale Fragment von CP75, bestehend aus
312 AS und fusioniert ans MBP (s. Abb. 3 A) (Anne Kriiger, unverdftentlicht).
Die Expression eines intakten, nicht degradierten Volllingenproteins in
ausreichender Menge erwies sich als nicht moglich. Ach bei der Expression von
MBP-CP75-N konnte Degradation des rekombinanten Proteins beobachtet
werden, was aus der Gelfarbung ersichtlich ist (s. Abb. 3 A). Es konnte aber eine

ausreichende Menge an Antigen fiir die Immunisierung aufgereinigt werden.
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Das erhaltene Serum wurde {iber eine Affinitdtschromatografie-Sdule mit
immobilisiertem MBP-CP75-N aufgereinigt und mittels Western Blot analysiert.
Die dabei mit aufgereinigten anti-MBP-Antikorper stéren bei Anwendungen im
Dictyostelium-System  allen  Erfahrungen nach nicht (Ralph  Grif,
unverdffentlicht). Der aufgereinigte Antikdrper markierte im Western Blot eines
Zelllysats das GFP-Fusionsprotein, das endogene jedoch nicht (s. Abb. 3 B und
C). Mit isolierten Centrosomen als Probe konnte jedoch im Western Blot eine
klare Bande bei ca. 95 kDa detektiert werden, die endogenes CP75 reprisentiert
(s. Abb. 3 C). Das Ergebnis weicht zwar vom errechneten Molekulargewicht des
Proteins von ca. 76 kDa ab, das Phidnomen ist aber nicht ungew6hnlich und fiir
solche coiled-coil reiche Proteinen wie Dynein und Tropomyosin bereits

beschrieben worden (Dilbeck et al., 1999).

A | [ 1
B.4 | ‘ m
_ L |
B
i e—
I, \\\
Il \\
FESSIS
Pilk1
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Abbildung 2: Strukturelle Eigenschaften von CP75

(A) Vorhersage moglicher coiled-coil-Domine von CP75 basierend auf der
Aminosduresequenz. Die Ermittlung erfolgte durch das Programm COILS
(www.ch.embnet.org) mit einer FenstergroBe von 28 AS. Die X-Achse zeigt die
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Anzahl der Aminosauren, die Y-Achse stellt die Wahrscheinlichkeit einer coiled-
coil-Doméne dar. Wahrscheinlichkeit von 1 deutet auf eine coiled-coil-Doméne
hin. (B) Schematische Darstellung von CP75. Die Untersuchung der
Proteinsequenz  mittels des Programms ELM ergab eine mogliche
Konsensussequenz fiir die Polo-like-Proteinkinase (Plk1) an AS-Position 140-146.
Serin143 (rot) soll dabei spezifisch phosphoryliert werden.

A B
kDa kDa anti-CP75
200 130
95
150 72
100 55
MBP-CP75-N -> - a
35
50
40
AX2-Zelllysat
C kD
aGFP aCP75 a a CP75
GFP-CP75-> s — 130
— 05 <-endogenes
CP75
— )
GFP-CP75 AX2
Zelllysat isolierte Centrosomen

Abbildung 3: (A) Expression des N-terminalen Fragments von CP75 als MBP-
Fusionsprotein. MBP-CP75-N wurde aufgereinigt und in SDS-PAGE analysiert.
Die Farbung erfolgte mit Coomassie. (B, C) Western Blot Analyse der Spezifitit
von anti-CP75. (B) Der aufgereinigte Antikorper zeigte im AX2-Zelllysat keine
spezifische Markierung. (C) Im GFP-CP75-Zelllysat markierte der anti-CP75
Antikorper GFP-CP75. Das endogene CP75 wurde erst bei isolierten
Centrosomen sichtbar. Die Western Blot Féarbungen erfolgten mit anti-CP75
(1:1000) und sekundédren CIP-konjugierten Antikorper (calf intestine alkaline
phosphatase von Sigma) (1:10000). Durch Nitroblau-Tetrazoliumchloride (NBT)
und 5-Brom-4-chlor-3-indoxylphosphat (BCIP) wurden die Banden visualisiert.

10



Ergebnisse

2.2.1 Die Lokalisation des endogenen CP75 ist abhingig von den
Mitosephasen

Das Verhalten des endogenen CP75 wiéhrend der Mitose wurde mittels
Immunfluoreszenzmikroskopie mit anti-CP75 untersucht. Das endogene Protein
zeigte ein Zellzyklus-reguliertes Verhalten. Wihrend der Interphase und Prophase
war ein klares Signal am Centrosom zu beobachten. In der Prometaphase spaltete
sich das punktférmige Signal und es waren zwei dicht aneinander liegende Punkte
zu sehen. Wihrend der Metaphase und Anaphase konnte kein Signal an den
Spindelpolen detektiert werden. Erst in der Telophase erschien es wieder (s. Abb.
4).

11
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Abbildung 4: Das endogene CP75 lokalisiert am Centrosom abhéngig von den
Mitosephasen. AX2-Zellen wurden mit Methanol fixiert und mit anti-CP75 (griin)
und anti Tubulin (MT, rot) markiert. DNA wurde mit DAPI (blau) gefarbt.
Balken: 2 um.

Telophase

2.2.2 CP75 st ein centrosomales Protein der Core-Region
Um die genaue centrosomale Lokalisation vom endogenen CP75 zu untersuchen,
wurde Immunfluoreszenzmarkierung an isolierten Centrosomen durchgefiihrt. In

Abbildung 5 ist ein punktformiges Signal vom endogenen CP75 zu erkennen, das

12
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vom ringformigen Signal des Corona-Markers CP224 umgeben ist. Zusitzlich
erfolgte die Analyse des CP75-Spots mit der Plot-Profile-Funktion von Image J.
Im Diagramm ist das Signal fiir CP75 in griin dargestellt und zeigt ein Maximum
entlang der Querschnittslinie durch das Centrosom. Das CP224-Signal ist in rot
dargestellt und zeigt im Kurvenverlauf zwei Maxima, welche das CP75-
Maximum begrenzen. Das Ergebnis deutet darauf hin, dass CP75 in der in die

Corona eingebetteten centrosomalen Core-Region lokalisiert.

anti-CP75 anti-CP224 merged

O [

—>
500nm

Abbildung 5 CP75 lokalisiert in der centrosomalen Core-Region. Isolierte
Centrosomen wurden mit Methanol fixiert und mit anti-CP75 in griin und anti-
CP224 in rot markiert. Das Plot rechts zeigt die Verteilung der
Fluoreszenzintensitit entlang des Centrosomenquerschnitts.

2.3 Untersuchung von GFP-CP75

2.3.1 Uberexpression von GFP-CP75 hemmt die Expression des endogenen
CP75

Bei der Erforschung von Funktionen eines zu untersuchenden Proteins konnen

verschiedene Ansitze behilflich sein, unter anderem die Uberexpression des

Proteins in der Zelle. Diese gibt Hinweise auf die moglichen Funktionen des

Proteins in der Zelle.

In dieser Arbeit wurden zwei Plasmide pIS76 und pIS77 zur Expression des GFP-
CP75 genutzt (Schulz et al., 2009b). Das Plasmid pIS76 ermdglicht Blasticidin-
Selektion, die in der Regel zur einmaligen Integration des Plasmids im Genom
fiihrt. Dagegen wird bei Selektion mit G418 (pIS77) auf multiple, konkatemere

Plasmid-Integration hin selektiert, da der Resistenzfaktor sonst nicht in

13



Ergebnisse

ausreichendem Mal} exprimiert wird, was damit gleichzeitig flir eine stéirkere
Uberexpression des Proteins von Interesse sorgt (Barth et al., 1998). Dieser

Stamm wurde als GFP-CP750/E bezeichnet.

Das Expressionslevel von GFP-CP750/E im Vergleich zum endogenen CP75 im
AX2-Stamm wurde densitometrisch im Western Blot bestimmt (s. Abb. 6). Fiir
diese Bestimmung wurden Centrosomen isoliert, da das endogene CP75 im
gesamten Zelllysat nicht nachweisbar ist (s. Abb. 3 B). Somit bezieht sich die
Expressionsstirke auf isolierte Centrosomen, die gegeniiber einem Gesamtextrakt
ca. 1500-fach angereichert sind (Graf et al, 1998). Das Fusionsprotein ist
gegeniiber dem endogenen CP75 in Kontrollzellen 2,3-fach stidrker konzentriert.
AuBerdem ist bei GFP-CP750/E kaum endogenes CP75 im Centrosomenpréparat
nachweisbar. Das spricht dafiir, dass die Uberexpression des GFP-Fusionsproteins
die Expression des endogenen CP75 hemmt. Das bestimmte Mengenverhéltnis

gilt fiir die gesamte Zellpopulation und kann fiir jede einzelne Zelle abweichen.

N/
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Abbildung 6: Uberexpression von GFP-CP75 hemmt die Expression des
endogenen CP75. Aus AX2- und GFP-CP750/E-Zellen wurden Centrosomen
isoliert. Nach der Proteinbestimmung mittels des Amidoschwarz-Tests wurde die
gleiche Proteinmenge, je 3 pg pro Probe, auf SDS-Gel aufgetragen. Die Western
Blot Markierungen erfolgten mit anti CP75 (1:500) und sekunddren CIP-
konjugierten Antikorper. GFP-CP750/E wurde 2,3 fach stirker als das endogene
CP75 in AX2 exprimiert (densitometrische Bestimmung mit Image J)
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2.3.2 Uberexpression von GFP-CP75 fiihrt zum Verbleiben von GFP-CP75
am Centrosom wihrend der Mitose und zur Kolokalisation mit F-
Aktin
Die ersten Untersuchungen von GFP-CP75 Zellen, die mit Blasticidin selektiert
wurden, haben gezeigt, dass das Protein in der Interphase am Centrosom
lokalisierte, wiahrend in der Metaphase kein Signal an den Spindelpolen detektiert
werden konnte (Schulz et al., 2009b). Die Untersuchungen der anderen
Mitosestadien in der vorliegenden Arbeit haben ergeben, dass GFP-CP75 in
diesen Zellen insgesamt die gleiche Lokalisation wie endogenes CP75 aufwies
(Vergl. Abb. 4 und Abb.7). In der Prometaphase war das GFP-Signal als
Doppelpunkt zu sehen. In der Meta- und der Anaphase verschwand das Signal
und kam in der Telophase an den Spindelpolen wieder zuriick (s. Abb. 7).

Interphase Prometaphase Metaphase Anaphase Telophase

GFP-CP75
(Blasticidin selektiert)

MT

DAPI

e -- - . -

Abbildung 7: GFP-CP75 (griin) lokalisiert am Centrosom abhédngig von den
Mitosephasen. GFP-CP75 Zellen wurden mit Glutaraldehyd fixiert und mit anti-
Tubulin (MT, rot) in markiert. DNA wurde mit DAPI (blau) geférbt.

Im Gegensatz dazu fiihrte die Uberexpression von GFP-CP75 zum Verweilen des
GFP-Signals an den Spindelpolen wihrend der gesamten Mitose (s. Abb. 8). In
Bezug auf Centrosomenzahl, ZellgroBe und Wachstum zeigten die Zellen keine

Auffilligkeiten.

Der zweite auffillige Phénotyp des iiberexprimierenden Stammes ist die

Lokalisation des GFP-CP75 am Zellcortex (s. Abb. 9 Pfeil). Um das Aktin-
15
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Netzwerk am Zellcortex zu markieren, wurde an den Fluoreszenzfarbstoff
AlexaFluor 568 gekoppeltes Phalloidin benutzt. Phalloidin ist ein Phallotoxin des
griinen Knollenblatterpilzes Amanita phalloides. Das Cyclopeptid hat eine hohe
Affinitdt zu Aktin, die man sich in der Fluoreszenzmikroskopie zunutze macht
(Wulf et al., 1979). Die Verteilung des GFP-CP75-0O/E-Signals korrelierte mit der
Verteilung von F-Aktin. Die, mit Blasticidin selektierten GFP-CP75-Zellen
(s.Abb. 9) oder mit anti-CP75 markierten AX2-Zellen (s. Abb. 4) zeigten dagegen

kein Signal am Zellcortex und somit auch keine Kolokalisation mit F-Aktin.

Interphase Prometaphase  Metaphase Anaphase Telophase

GFP-CP75
(G418 selektiert)

MT

Abbildung 8: GFP-CP750/E (griin) verbleibt am Centrosom wihrend der ganzen
Mitose. GFP-CP75-Zellen wurden mit Glutaraldehyd fixiert und mit anti-Tubulin
(MT, rot) markiert. DNA wurde mit DAPI (blau) gefarbt.
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merged DAPI GFP-CP75 Phalloidin

GFP-CP75
(Blasticidin selektiert

GFP-CP75 O/E
(G418 selektiert)

Abbildung 9: GFP-CP75 (griin) zeigt Kolokalisation mit F-Aktin am Zellcortex.
Die mit Blasticidin und G418 selektierten GFP-CP75-Zellen wurden mit
Formaldehyd fixiert und mit Phalloidin-Alexa568-Konjugat (rot) markiert. DNA
wurde mit DAPI (blau) gefiarbt. GFP-CP75 {iberexprimierenden Zellen (GFP-
CP750/E) zeigen Kolokalisation mit F-Aktin, welches mit Phalloidin markiert
wurde. Die Kontrollzellen (Blasticidin selektierte GFP-CP75-Zellen) zeigen nur
ein punktformiges GFP-Signal am Centrosom und keine Lokalisation am
Zellcortex.

Um den Aspekt der Kolokalisation von GFP-CP75 mit Aktin am Zellkortex der
GFP-CP75 {iberexprimierenden Zellen weiter zu untersuchen, wurde eine
Lebendaufnahme am konfokalen Spinning-Disk-Mikroskop durchgefiihrt. Dabei
wurde den GFP-CP75 exprimierenden Zellen wihrend der Aufnahme
Cytochalasin A appliziert. Dieses ist ein Stoffwechselprodukt aus den Pilzen, das
in der Lage ist an das Plus-Ende der Aktinfilamente zu binden und damit die
Aktinpolymerisation zu hemmen (Cooper, 1987). Dadurch wird das
Aktinnetzwerk zerstort, was sich auf die Integritét der Zelle auswirkt (Schliwa,
1982). Der Zweck des Experimentes besteht darin, die Wirkung des Cytochalasins
A auf die Lokalisation des GFP-CP75 am Zellcortex zu beobachten und mit der,
eines F-Aktin-bindenden Proteins zu vergleichen. In dem Falle ist es das Protein
DdLim, das als wichtiger Regulator des Aktin—Cytoskeletts fungiert und eine
dhnliche Lokalisation am Zellcortex aufweist wie GFP-CP75 (Prassler et al.,
1998). Fiir das Experiment wurde der GFP-DdlimAcoil Stamm verwendet,
freundlicherweise zur Verfligung gestellt von Dr. Annette Miiller-Taubenberger
(LMU Miinchen). Bei GFP-DdlimAcoil handelt es sich um ein Fusionsprotein mit
der Aktin-bindenden Domaéne, das sich in Bezug auf die Lokalisation genauso

wie das Vollldngenprotein verhdlt (Schneider et al., 2003). Abbildung 10 A und
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Film 1 (Zusatzmaterial auf der CD) zeigen eine GFP-DdlimAcoil-Zelle, die sich
zunichst ganz normal bewegt und die fiir Aktindynamik typische Wellen in Form
des GFP-Signals zeigt. Etwa 400 s nach der Zugabe von Cytochalasin A rundeten
sich die Zellen ab und die Wellen verschwanden. Das gleiche Verhalten zeigten
auch die GFP-CP75-Zellen (s. Abb. 10 B; Film 2). Dieses Ergebnis zeigt deutlich,
dass die Umverteilung von GFP-CP75 unter Cytochalasin-Behandlung mit der
Depolymerisierug von F-Aktin zusammenhéngt. Das deutet darauf hin, dass eine

Interaktion von CP75 mit dem Aktin-Cytoskelett besteht.

A GFP-dDlimAcaoil

B GFP-CP75-O/E

Abbildung 10: Umverteilung des GFP-DdlimAcoil (A)- und GFP-CP750/E (B)-
Signals (A) nach der Zugabe der Aktin depolymerisierenden Substanz
Cytochalasin A (20 uM). Die Aufnahme erfolgte mit konfokalem Spinning-Disk—
Mikroskop mit einer Bildrate von 10 fr/s und einem Zeitraffer von 10 s. Gezeigt
ist maximale Intensitétsprojektion von 7 Ebenen pro Bildstapel.
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2.3.3 GFP-CP75 zeigt keine signifikante Mobilitit am Centrosom

Die Untersuchung der Mobilitét eines Proteins kann darauf hindeuten, ob es
strukturelle Funktionen an seinem Lokalisationsort erfiillt. Strukturell wichtige
Proteine zeigen eine geringe bzw. keine Mobilitit. Um die Mobilitdt von CP75 am
Centrosom zu untersuchen, wurde eine FRAP-Analyse (fluorescence recovery
after fotobleaching) durchgefiihrt. Abbildung 11 zeigt keine signifikante
Regeneration des Fluoreszenz-Signals nach dem Ausbleichen des GFP-CP75
Signals am Centrosom. Dieses Verhalten deutet auf die strukturellen Aufgaben

von CP75 am Centrosom.
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Abbildung 11: GFP-CP75 zeigt nahezu keine Regeneration des GFP-Signals in
FRAP. (A) Ausgewihlte Zeitpunkte eines reprasentativen FRAP-Experiments mit
GFP75/mCherry-H2B-Zellen. Das griine GFP-CP75-Signal der Zelle a wurde
zum Zeitpunkt 20 s mit 473 nm Laser ausgeblichen. Die Kontrollzelle b ist vom
Laserpuls unbeeinflusst. Die Aufnahme erfolgte mit konfokalem Spinning-Disk—
Mikroskop mit einer Bildrate von 10 fr/s und einem Zeitraffer von 10 s. Gezeigt
ist die maximale Intensititsprojektion von 7 Ebenen pro Bildstappel. (B)
Durchschnittliche Fluoreszenz-Intensitit (+SD, n=5) des GFP-CP75-Signals aus
sechs FRAP-Experimenten

2.4 Untersuchung von GFP-CP75 Deletionsmutanten
Fiir die weiteren Untersuchungen der Lokalisation und Aufklarung der Funktion
von CP75 wurden zwei Deletionsmutanten erzeugt. Die erste umfasst das N-

terminale Fragment von 370 Aminoséduren und enthilt eine durch ELM (Dinkel ef
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al., 2015) vorhergesagte Plk-Konsensussequenz (s. Abb. 12 A). Die zweite
Mutante besteht aus dem C-terminalen Fragment, das die restlichen Aminosiuren
(371-655) und eine vorhergesagte coiled-coil-Doméne umfasst (s. Abb.12 B).
Beide Fragmente wurden als N-terminale GFP-Fusionsproteine in D. dicoideum
exprimiert. GFP-CP75-C wurde in pIS76 exprimiert und auf Blasticidin selektiert.
GFP-CP75-N wurde in pIS77 exprimiert und auf G418 selektiert. Die Expression
der beiden Fragmente in jeweils gleichen Vektoren erwies sich als schwierig und

fiir die Analysen unbrauchbar.

A B
1-370 AS 371-655 AS
N-GFP- GFP--C
Plk1
140-146AS

Abbildung 12: Schematische Darstellung der GFP-CP75 Deletionsmutanten. (A)
Das N-terminale Fragment, bestehend aus 370 AS, enthélt die vorhergesagte Plk1-
Phosphorylierungsstelle und ist N-terminal an GFP fusioniert. (B) Das C-
terminale Fragment umfasst die Region von AS 371 bis AS 655 und die
vorhergesagte coiled-coil-Doméane. Das Fragment wurde ebenfalls als N-
terminales Fusionsprotein exprimiert.

2.4.1 GFP-CP75-C lokalisiert wihrend des ganzen Zellzyklus am
Centrosom und am Zellcortex

Die Deletionsmutante GFP-CP75-C lokalisiert wie das iiberexprimierende GFP-

CP75 wihrend der gesamten Mitose und in der Interphase am Centrosom (s. Abb.

13). AuBerdem ist auch hier ein deutliches Signal am Zellcortex zu sehen (s.

Abb.13 Pfeil). Das Ergebnis deutet darauf hin, dass fiir die Lokalisation von CP75

am Zellcortex und somit fiir die Interaktion mit Aktin die C-terminale Doméne

des Proteins notwendig ist.

20



Ergebnisse

Interphase = Metaphase Telophase

GFP-CP75-C

anti-Tubulin

Abbildung 13: GFP-CP75-C (griin) lokalisiert am Centrosom wihrend der
gesamten Mitose und am Zellcortex. GFP-CP75-C-Zellen wurden mit
Glutaraldehyd fixiert und mit anti-Tubulin (rot) markiert. DNA wurde mit DAPI
(blau) gefirbt.

2.4.2 Die centrosomale Lokalisation von GFP-CP75-N ist abhiingig von den
Mitosephasen
GFP-CP75-N lokalisiert in der Interphase am Centrosom und zeigt kein Signal am
Zellcortex (s. Abb. 14). Mit fortschreitender Mitose verschwindet das GFP-Signal
an den Spindelpolen. Auch wéhrend der Telophase kehrt das GFP-CP75-N-
Signal, anders als beim endogenen CP75, nicht zurlick. Erst mit der
fortschreitenden Cytokinese lokalisierte GFP-CP75-N wieder am Centrosom und
zeigte dann jedoch interessanterweise eine ungleiche Verteilung in den beiden

Tochterzellen.
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Abbildung 14: GFP-CP75-N (griin) lokalisiert am Centrosom abhingig von den
Mitosephasen. GFP-CP75-N-Zellen wurden mit Glutaraldehyd fixiert und mit
anti-Tubulin (rot) markiert. DNA wurde mit DAPI (blau) gefarbt.

2.43 Expression von GFP-CP75-N fiihrt zur Bildung verlingerter
Centrosomen

Durch Western Blot Analyse von GFP-CP75-N exprimierenden Zellen war

ersichtlich, dass die Expression vom endogenen CP75 in diesem Stamm gehemmt

wurde. Abbildung 15 zeigt an isolierten Centrosomen ein um 4 fach verringertes

Proteinlevel vom endogenen CP75 im GFP-CP75-N-Stamm im Vergleich zu

AX2.
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Abbildung 15: Uberexpression von GFP-CP75-N hemmt die Expression des
endogenen CP75. Aus AX2- und GFP-CP75-N-Zellen wurden Centrosomen
isolier. Nach der Proteinbestimmung mitttels des Amidoschwarz-Tests wurde die
gleiche Proteinmenge, je 3ug pro Probe, auf SDS-Gel aufgetragen. Die Western
Blot Markierungen erfolgten mit anti-CP75(1:500) und sekundéren CIP-
konjugierten Antikorper. Das Proteinlevel vom endogenen CP75 im GFP-CP75-
N-Stamm ist im Vergleich zu AX2 4 fach geringer (densitometrische Bestimmung
mit Image J)

63% (n=86) der GFP-CP75-N-Zellen wiesen verldngerte, oft sichelformige
Centrosomen auf (s. Abb. 16). Im Wildtypstamm sowie bei GFP-CP75
exprimierenden Stimmen konnte dieses Phdnomen nicht beobachtet werden.
Dieser dominant-negativer Effekt von GFP-CP75-N kommt wahrscheinlich durch

die verminderte Expression des endogenen CP75 in diesem Stamm (s. Abb. 15).

Um herauszufinden, ob auch die anderen bekannten centrosomalen Proteine von
diesem Phinotyp betroffen waren, wurden diese im GFP-CP75-N-Stamm mittels
Immunfluoreszenzmikroskopie analysiert. Abbildung 17 zeigt, dass die
Uberexpression von GFP-CP75-N die Elongation der Core-Struktur, die mit anti-
CP39, anti-CP55 und anti CP91markiert wurde, sowie der Corona, die mit anti-
CP148 markiert wurde, bewirkt. Dieses Ergebnis deutet darauf hin, dass nicht
CP75 allein die elongierte Struktur ausbildet, sondern das Centrosom als ganzes
elongiert ist. AuBlerdem konnte es ein Indiz dafiir sein, dass CP75 bei der

Regulation der Centrosomen-Grdfie eine Rolle spielen konnte.
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GFP-CP75-N

anti-CP39

Abbildung 16: GFP-CP75-N-Zellen zeigen verlidngerte, sichelformige
Centrosomen. GFP-CP75-N-Zellen wurden mit Glutaraldehyd fixiert und mit

anti-CP39 in rot markiert. DNA wurde mit DAPI in blau geférbt. GFP-CP75-N ist
in griin dargestellt

merged mit DAPI

GFP-CP75-N

Abbildung 17: Verteilung der centrosomalen Markerproteine in GFP-CP75-N
iiberexprimierenden Zellen. GFP-CP75-N-Zellen wurden mit Methanol fixiert und
mit anti-CP39 (A), anti-CP55 (B), anti-CP91 (C) und anti-CP148 (D) in rot
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markiert. DNA wurde mit DAPI (blau) gefarbt. GFP-CP75-N ist in griin
dargestellt.

2.44 Expression von GFP-CP75-N fithrt zur Bildung iiberzihliger
Centrosomen

Ein weiterer Phénotyp, der bei der Uberexpression von GFP-CP75-N beobachtet

wurde ist die Bildung von iiberzédhligen Centrosomen. 15% der GFP-CP75-N-

Zellen wiesen mehr als ein Centrosom pro Zellkern auf (s. Abb. 18). Der AX2-

Stamm weist diesen Phanotyp nicht auf(Gréf et al., 2003).

merged mit DAPI GFP-CP75-N

Zellen mit liberzahligen
Centrosomen

GFP-CP75-N  15%
(n=128)

AX2 keine (Gréaf et al., 2003)

anti-Tubulin

Abbildung 18: Uberexpression von GFP-CP75-N (griin) fiihrt zur Bildung
iiberzéhliger Centrosomen. GFP-CP75-N Zellen wurden mit Glutaraldehyd fixiert
und mit anti-Tubulin (rot) markiert. DNA wurde mit DAPI (blau) geférbt.

2.5 Funktionelle Untersuchung von CP75

Um einen weiteren Einblick in die Funktionen von CP75 zu bekommen wurden
Knockdown-Experimente durchgefiihrt. Dafiir wurde eine fiir D. discoideum
adaptierte Methode verwendet (Martens et al, 2002). Bei dieser werden
Dictyostelium-Zellen mit einem Plasmid transformiert, das ein Inverted-repeat-
Konstrukt der Zielsequenz enthélt. Dieses integriert sich ins Genom, wodurch eine
stabile Expression des Inverted-repeat-Konstrukts gewahrleistet wird. Durch die
Bildung der doppelstringigen RNA, die iiber Dicer in siRNA gespalten wird, wird
Knockdown des Zielproteins hervorgerufen. Die densitometrische Auswertung
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des Western Blots mit isolierten Centrosomen in Abbildung 19 zeigt eine 6,3
fache Verminderung des Proteinexpressionslevels vom endogenen CP75 im
Vergleich zum AX2-Stamm. Abbildung 20 zeigt den mikroskopischen Nachweis
des CP75-Knockdowns. Dafiir wurden AX2- und CP75-RNAi-Zellen mit anti-
CP75 markiert und mittels Immunfluorszenzmikroskopie untersucht. Die
phénotypisch stark auffidlligen CP75-RNAi-Zellen zeigten keine centrosomale

Markierung wenn sie mit anti-CP75 gefarbt wurden.
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Abbildung 19: Biochemischer Nachweis des CP75 Knockdowns. Aus AX2-und
CP75-RNAi-Zellen wurden Centrosomen isoliert. Nach der Proteinbestimmung
mittels Amidoschwarz-Tests wurde die gleiche Proteinmenge, je 7 ug pro Probe,
auf SDS-Gel aufgetragen. Die Western Blot Markierungen erfolgten mit anti-
CP75 (1:500) und sekundidrem CIP-konjugierten  Antikdrper. Das
Expressionslevel wurde densitometrisch bestimmt.
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merged anti-CP75 anti-Tubulin

Abbildung 20: Mikroskopischer Nachweis des CP75 Knockdowns im Vergleich
von AX2- und CP75-RNAi-Zellen. Zellen beider Stimme wurden mit Methanol
fixiert und mit anti-CP75 in griin und anti-Tubulin in rot markiert. DNA wurde
mit DAPI (blau) gefarbt.

2.5.1 CP75-RNAI fiithrt zur Bildung iiberzihliger Centrosomen

CP75-RNAi-Zellen zeichneten sich durch phinotypische Heterogenitit aus. Die
Zellkerne waren im Vergleich zum Wildtyp vergroBert. Die Zellkerne der AX2-
Zellen waren stets 2 pm im Durchmesser grof3. Bei CP75-RNAi-Zellen betrug der
Durchmesser der 38 von 94 Zellkernen 3 pm und 11 Zellkerne hatten einen
Durchmesser von mehr als 3 pm (s. Abb. 21). Sie wiesen zudem stark vergroferte

und verldngerte MTOCs auf, die die Corona-Komponente CP148 enthielten (s.
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Abb. 22). AuBlerdem fiihrte die verminderte CP75-Expression zur Bildung
tiberzdhliger MTOCs. Etwa 19% der CP75-RNAi-Zellen hatten mehr als ein
MTOC pro Zellkern (s. Abb. 23 A). Beim AX2-Stamm kommt der Phénotyp nicht
vor (Grif et al., 2003). Die Immunfluoreszenz-Fiarbungen mit den Corona- und
Core-Markerproteinen CP224 und CP55 belegen, dass es sich bei iiberzihligen
MTOCs wahrscheinlich um echte Centrosomen handelt, da die Komponenten der

Core-Region und der Corona an den Centrosomen nachgewiesen werden konnten

(s. Abb. 23 B).

Zellkerne Zellkerne Zellkerne
O=2pm O=3pm O>3pm

CP75-RNAi (n=94) 45 38 11
AX2 (n=15) 14 0 0

Abbildung 21: Auswertung der vergroflerten Zellkerne bei CP75-RNAi im
Vergleich zu AX2. Fiir die Messung wurden CP75-RNAi- und AX2-Zellen mit
Methanol fixiert und mit DAPI gefirbt. Die maximale Intensititsprojektion der
immunfluoreszenzmikroskopischen =~ Aufnahmen  wurde mittels Imagel
ausgewertet. Es wurde Durchmesser ((D) der Zellkerne gemessen.

merged mit DAPI anti-CP148 anti-Tubulin

Abbildung 22: CP75-RNAi Phinotyp mit stark vergroferten Centrosomen. CP75-
RNAi-Zellen wurden mit Glutaraldehyd fixiert und mit anti-CP148 (griin) und mit
anti-Tubulin (rot) und markiert. DNA wurde mit DAPI (blau) geférbt.

28



Ergebnisse

A
Zellen mit liberzdhlingen Centrosomen
CP75-RNAi (n=640) 19%
AX2 keine (Grif et al., 2003)
B
merged
anti-Tubulin

anti-CP224 . . anti-CP55

Abbildung 23: CP75-RNAi fiihrt zur Bildung iiberzdhliger Centrosomen. (A)
Auswertung der iiberzdhligen Centrosomen bei CP75-RNAi. (B) CP75-RNAi-
Zellen wurden mit Glutaraldehyd fixiert und mit anti-Tubulin in rot und mit anti-
CP224 und anti-CP55 in griin markiert. DNA wurde mit DAPI (blau) gefarbt.

2.5.2 CP75-Knockdown fithrt zur Akkumulation detyrosinierter
Mikrotubuli

Bei der Analyse der Immunfluoreszenz-Priparate war ein weiterer Phédnotyp

auffillig. Bei der Farbung der CP75-RNAi Zellen mit dem gegen a-Tubulin

gerichteten monoklonalen Antikérper YL1/2 (Wehland and Willingham, 1983),

war es sehr auffillig, dass etwa 25% der Zellen keine bzw. eine sehr schwache

Mikrotubulifirbung aufwiesen (s. Abb. 24 C). Da aber eine intakte Corona, die
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normalerweise Mikrotubuli nukleiert, vorhanden war, war nicht davon
auszugehen, dass Mikrotubuli tatsdchlich fehlen (s. Abb. 24 A). Daher lag die
Vermutung nahe, dass in diesen Zellen die YL1/2-Markierung im Vergleich zum
AX2-Stamm nicht funktioniert hat. Wehland und Willingham beschrieben, dass
der YL1/2-Antikorper spezifisch mit der tyrosinierten Form von a-Tubulin
reagiert (Wehland and Willingham, 1983). Deswegen ist davon auszugehen, dass
das a-Tubulin der Mikrotubuli in den CP75-RNAi-Zellen, die keine YL1/2-
Farbung aufwiesen, weitgehend detyrosiniert war. Um diesen Aspekt ndher zu
untersuchen, wurde ein CP75-RNAi/GFP-Tubulin-Stamm generiert. Dabei
handelte es sich um Zellen, die sowohl CP75-RNAi als auch GFP-markiertes
Tubulin aufwiesen. Damit sollte gezeigt werden, dass in diesen Zellen
Mikrotubuli zwar vorhanden war (GFP-Tubulin), die aber mit YL1/2 kaum
gefarbt wurden. Abbildung 24 A zeigt CP75-RNA1/GFP-Tubulin-Zellen gemischt
mit AX2, die mit YL1/2 markiert wurden. Die AX2-Zellen wiesen eine normale
Mikrotubuli-Markierung durch YL1/2 auf, was die Funktionalitit des YL1/2-
Antikorpers belegt. Im Gegensatz dazu, ist bei der CP75-RNA1/GFP-Tubulin-
Zelle die YL1/2-Markierung im Vergleich zur GFP-Tubulin-Markierung sehr
schwach. Das Mikrotubuli-Netzwerk ist nicht zu erkennen. Um auszuschlieflen,
dass die Expression von GFP-Tubulin in Dictyostelium-Zellen zur Akkumulation
von detyrosiniertem a-Tubulin fiihrt, wurden GFP-Tubulin-Zellen mit YL1/2
markiert. Abbildung 24 B zeigt, dass die GFP-Tubulin-Markierung mit der
YL1/2-Féarbung korreliert.
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A GFP-Tubulin anti-Tubulin (YL %) DAPI merged
B GFP-Tubulin anti-Tubulin (YL %) DAPI merged
(o]
CP75-RNAi AX2
(n=60) (n=105)
Detyrosiniete MT  25% 0%

Abbildung 24: CP75-Knockdown fiihrt zur Akkumulation der detyrosinierten
Mikrotubuli. (A) CP75-RNAi/GFP-Tubulin-Zellen wurden mit AX2-Zellen im
Verhéltnis 1:1 gemischt, mit Glutaraldehyd fixiert und mit anti-Tubulin (YL ',
rot) markiert. GFP-Tubulin-Signal ist in griin dargestellt. DNA wurde mit DAPI
(blau) gefarbt. (B) GFP-Tubulin-Zellen wurden mit Glutaraldehyd fixiert und mit
anti-Tubulin (YL ', rot) markiert. GFP-Tubulin-Signal ist in griin dargestellt.
DNA wurde mit DAPI (blau) gefiarbt. (C) Prozentuale Héaufigkeit der CP75-
RNAi/GFP-Tubulin-Zellen mit detyrosinierten Mikrotubuli.

2.5.3 Detyrosinierte Mikrotubuli sind resistent gegen Thiabendazol (TBZ)

Um festzustellen, ob die fehlende YL1/2-Markierung von Mikrotubuli tatséchlich
auf die detyrosinierte und damit stabile Mikrotubuli zuriickzufiihren ist, wurden
die CP75-RNA1/GFP-Tubulin-Zellen fiir 3 h mit 200 uM Thiabendazol (TBZ)
behandelt und anschlieBend mittels Immunfluoreszenz analysiert. TBZ ist eine
Substanz, die sich an Tubulin-Dimere bindet und damit die Tubulin-

Polymerisation hemmt. Demzufolge sollte eine TBZ-Behandlung keinen Einfluss
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auf stabile Mikrotubuli haben, wihrend dynamische Mikrotubuli verkiirzt werden
sollten. Abbildung 25 zeigt CP75-RNAi1/GFP-Tubulin- und GFP-Tubulin-Zellen,
die mit YL1/2 markiert wurden. GFP-Tubulin-Zellen, die mit TBZ behandelt
waren (s. Abb. 25 b), zeigten im Vergleich zur Kontrolle (s. Abb.25 a) deutlich
verkiirzte Mikrotubuli. Die behandelten RNA1/GFP-Tubulin-Zellen (s. Abb.25 d)
wiesen etwas verkiirzte Mikrotubuli auf als die unbehandelten RNAi/GFP-
Tubulin-Zellen (s. Abb.25 c¢). Der Effekt war aber deutlich schwécher als bei
GFP-Tubulin-Zellen. Das Ergebnis gibt den weiteren Hinweis darauf, dass die
verminderte Expression von CP75 zur Akkumulation von detyrosinierten

Mikrotubuli fiihrt.

- | i CP75-RNAI/
GFP-Tub GFP-Tub CP75-RNAi/ GFP-Tub

+ TBZ

+TBZ GFP-Tub

merged

GFP-Tubulin

anti-Tubulin
(YL %)

Abbildung 25: Detyrosinierte Mikrotubuli sind resistent gegen Thiabendazol
(TBZ). GFP-Tubulin- und CP75-RNAi/GFP-Tubulin-Zellen wurden 3 h mit 200
uM TBZ inkubiert und anschliefend mit Glutaraldehyd fixiert. Das GFP-Tubulin
Signal ist in griin und anti-Tubulin (YL '2) in rot dargestellt. (a) und (c) GFP-
Tubulin- bzw. CP75-RNAi/GFP-Tubulin-Zellen ohne TBZ. (b) und (d) GFP-
Tubulin- bzw. CP75-RNAi/GFP-Tubulin-Zellen mit TBZ.

2.5.4 CP75-RNAi-Zellen haben Probleme bei der Spindelbildung
Fiir die weitere Auftkldrung der Funktionen von CP75 wurde das Verhalten von

CP75-RNAi-Zellen wihrend der Mitose untersucht. Dafiir wurden lebende CP75-
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RNAi/GFP-Tubulin-Zellen mit Hilfe der konfokalen Spinning-Disk-Mikroskopie
eine Zeitlang beobachtet. Abbildung 26 und der Film 3 zeigen eine CP75-
RNAi/GFP-Tubulin-Zelle, die sich zum Zeitpunkt O in der Prophase befindet.
Nach etwa 8 Minuten (Zeitpunkt 550 s) waren zwei Punkte zu sehen (Pfeil), was
den Beginn der Prometaphase anzeigt. Der Abstand zwischen den beiden Polen
vergroferte sich, jedoch fehlte die zentrale Spindel zwischen den beiden
Spindelpolen. Nach etwa 13 Minuten (Zeitpunkt 800 s) wurde das GFP-Signal
schwicher, die beiden Punkte schienen weiter auseinander zu wandern.
Gleichzeitig bildeten sich Mikrotubuli. Nach etwa 20 Minuten (Zeitpunkt 1150 s)
begann der Prozess der Cytokinese. Der Pfeil deutet auf die Teilungsfurche hin.
Es entstanden eine kleinere Zelle, die zwei dicht nebeneinander liegende MTOCs
aufwies, und eine grofere Zelle mit vier MTOCs, die paarweise dicht
nebeneinander lagen. CP75-RNAi/GFP-Tubulin-Zellen hatten offensichtlich
Probleme bei der Ausbildung der zentralen Spindel, was sich aber nicht auf die
Separation der beiden Spindelpole auswirkte. Dieses Phdnomen wurde schon von
Tikhonenko et al. beschrieben. Thre Forschungsergebnisse haben gezeigt, dass die
Spindelpolseparation in Dictyostelium nicht von der zentralen Spindel abhéngt,
sondern wahrscheinlich durch Zugkriéfte der astralen Mikrotubuli zustande kommt

(Tikhonenko et al., 2016).
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Abbildung 26: CP75-RNAi-Zellen haben Probleme bei der Ausbildung der
Mitosespindel. Lebendaufnahme der RNAi/GFP-Tubulin-Zellen. Die Aufnahme
erfolgte mit konfokalem Spinning-Disk—Mikroskop mit einer Bildrate von 10 fi/s
und einem Zeitraffer von 10 s. Gezeigt ist maximale die Intensititsprojektion von
7 Ebenen pro Bildstapel.

2.6 Untersuchung einer potentiellen Plk-Phosphorylierungsstelle in CP75

Die Tatsache, dass CP75 eine von den Mitosephasen abhingige Lokalisation
zeigt, deutet darauf hin, dass das Protein einer Regulation durch eine mitotische
Kinase unterliegen konnte. Es ist noch sehr wenig iiber die Regulation der
Centrosom-Biogenese in D. discoideum bekannt. Drei Kinasen bekannt, die in
Sdugetier-Zellen an der Centrosomen-Duplikation beteiligt sind lokalisieren auch
bei Dictyostelium am Centrosom. Diese sind DdAurora (Li et al., 2008), DdNek2
(Graf, 2002) und Polo-like-Kinase Plk1(Schulz et al., 2009b). Durch das ELM-
Programm wurde eine potentielle Konsensussequenz am N-terminalen Ende von
CP75 im AS-Bereich 140-146 (FESSISF) fiir die Plkl vorhergesagt (s. Kapitel
2.1). Dictyostelium besitzt nur einen Vertreter der Polo-like-Kinasen. Deswegen
liegt es nahe, dass diese Kinase an der Regulation von CP75 wihrend der Mitose

beteiligt sein konnte. Um dies zu iiberpriifen, wurde eine Punktmutation in der
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Konsensussequenz erzeugt, in dem das potentiell phosphorylierbare Serin143
gegen Alanin ausgetauscht wurde. Durch die Punktmutation sollte
nichtphosphorylierbares GFP-CP75 erzeugt werden (GFP-CP75-Plk-S143A).
GFP-CP75-Plk-S143A wurde in pIS77 exprimiert und auf G418 selektiert. Die

Expression in pIS76, die auf Blasticidin-Selektion basiert, war nicht erfolgreich.

Die Western Blot Analyse von GFP-CP75-Plk-S143A exprimierenden Zellen
zeigt, dass das Fusionsprotein das endogenen CP75 am Centrosom verdriangt. An
isolierten Centrosomen war das Proteinlevel vom endogenen CP75 im GFP-
CP75-Plk-S143A-Stamm im Vergleich zu AX2 um das 20-fache verringert (s.
Abb.27).
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Abbildung 27: Das Proteinlevel vom endogenen CP75 ist im GFP-CP75-Plk-
S143A Stamm stark verringert. Aus AX2- und GFP-CP75-Plk-S143A-Zellen
wurden Centrosomen isoliert. Nach der Proteinbestimmung mittels
Amidoschwarz-Tests wurde die gleiche Proteinmenge, je 3ug pro Probe, auf SDS-
Gel aufgetragen. Die Western Blot Markierungen erfolgten mit anti-CP75 (1:500)
und sekundidrem CIP-konjugierten Antikorper. Das Proteinlevel vom endogenen
CP75 im GFP-CP75-Plk-S143A-Stamm ist im Vergleich zu AX2 20-fach
geringer (densitometrische Bestimmung mit Image J)
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2.6.1 GFP-CP75-PIk-S143A lokalisiert am Centrosom wihrend der Mitose

Das GFP-CP75-Plk-S143A-Signal war in der Interphase am Centrosom und in
allen Mitosestadien an den Spindelpolen zu sehen (s. Abb. 28). Allerdings traten
héufig noch zusitzliche GFP-Punkte auf, die bei der Untersuchung vom GFP-
CP75 nicht beobachtet wurden. In der Prophase war hiufig das punktformige
GFP-Signal am Centrosom von kleineren Punkten umgeben. In der Metaphase
lokalisierte GFP-CP75-P1k-S143A  nicht nur an den gegeniiberliegenden
Spindelpolen, sondern auch entlang der Spindel, hiufig in Form vieler kleiner
Punkte(s. Abb.29 A, Pfeile). Um zu iiberpriifen, ob diese verdnderte Lokalisation
von GFP-CP75-Plk-S143A wihrend der Metaphase Auswirkungen auf den
Mitosenverlauf hat, wurde die Haufigkeit einzelner Mitosestadien untersucht.
Abbildung 29 B zeigt einen Vergleich der Verteilung der Mitosestadien von AX2-
und GFP-CP75-Plk-S143A-Zellen. Es konnte kein auffallender Unterschied
hinsichtlich der Dauer der jeweiligen Mitosestadien festgestellt werden. Das 1ésst
vermuten, dass die Punktmutante in der Lage ist eine normale Mitose zu
durchlaufen. Allerdings zeigten etwa 9% der mitotischen Zellen die auftillige
Metaphase-Lokalisation im Bereich der zentralen Spindel. Dieser Unterschied
zum nicht punktmutierten GFP-CP75 Stamm deutet darauf hin, dass CP75

tatsdchlich durch Plk1 wihrend der Mitose reguliert werden konnte.
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Abbildung 28: GFP-CP75-Plk-S143A (griin) verbleibt am Centrosom wéhrend
der gesamten Mitose. GFP-CP75-Plk-S143A-Zellen wurden mit Glutaraldehyd
fixiert und mit anti-Tubulin (rot) markiert. DNA wurde mit DAPI (blau) geférbt.
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DAPI, anti-Tubulin

N p

B
Prophase Prometaphase Metaphase Anaphase Telophase Metaphase mit
auffalligem
Phanotyp
GFP-CP75-PIk-S143A 5 13 59 19 1 10
(n=107)
Wildtyp (n=103) 8 16 48 10 21 0

Abbildung 29: (A) Lokalisation von GFP-CP75-Plk-S143A (griin) wihrend der
Metaphase. GFP-CP75-Plk-S143A Zellen wurden mit Glutaraldehyd fixiert und
mit anti-Tubulin (rot) markiert. DNA wurde mit DAPI (blau) gefarbt. (B)
Verteilung der Mitosestadien von GFP-CP75-Plk-S143A- und AX2-Zellen

2.6.2 Nichtphosphorylierbare Punktmutation fiihrt zur Akkumulation von
detyrosinierten Mikrotubuli
Wie bereits bei CP75-Knockdown-Zellen, zeigten auch GFP-CP75-Plk-S143A-
Zellen Auffidlligkeiten bei Mikrotubuli-Markierung mit YL1/2-Antikdrper. Bei
etwa 21% (n=129) der GFP-CP75-Plk-S143A-Zellen war kein Mikrotubuli-
Netzwerk zu erkennen, wenn sie mit YL1/2 markiert wurden. Abbildung 30
veranschaulicht dieses Phdnomen. Die mit einem Pfeil markierten GFP-CP75-Plk-
S143A-Zellen wiesen keine Tubulin-Markierung auf, was darauf hindeutete, dass
die nichtphosphorylierbare Punktmutation zur Anreicherung von detyrosinierten

Mikrotubuli fiihrte, die durch YL1/2 nicht markiert werden konnten.
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Abbildung 30: GFP-CP75-Plk-S143A-Zellen zeigen den Phinotyp der
detyrosinierten Mikrotubuli. Die Zellen wurden mit Glutaraldehyd fixiert und mit
YL1/2 (anti-Tubulin) in rot markiert. DNA wurde mit DAPI (blau) gefarbt. GFP-
CP75-Plk-S143A ist in griin dargestellt.

2.6.3 GFP-CP75-PIk-S143A zeigt iiberzihlige Centrosomen und starke
Defekte in der Cyto- und Karyokinese

Ein weiterer Phianotyp der GFP-CP75-Plk-S143A exprimierenden Zellen ist das

Auftreten iiberzdhliger Centrosomen. Etwa 15% der Zellen (n=134) wiesen mehr

als ein Centrosom pro Zellkern auf. AuBBerdem waren die Zellen stark vergrofBert

und zeigten zudem stark vergroferte deformierte Zellkerne auf (s. Abb. 31). Das

konnte den ersten Hinweis darauf geben, dass die Phosphorylierung von CP75

durch Plk1 eine Rolle bei Cyto- und Karyokinese spielen konnte.

39



Ergebnisse

GFP-CP75-Plk-S143A
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Abbildung 31: GFP-CP75-Plk-S143A-Zellen zeigen den Phénotyp der
iiberzéhligen Centrosomen. Die Zellen wurden mit Glutaraldehyd fixiert und mit
anti-Tubulin in rot markiert. DNA wurde mit DAPI (blau) gefirbt. GFP-CP75-
Plk-S143A ist in griin dargestellt.

2.7 Identifizierung der potentiellen Interaktionspartner von CP75

2.7.1 BiolD-Methode

Die Ergebnisse, die in vorangegangenen Kapiteln beschrieben wurde, verleiten zu
der Annahme, dass CP75 ecin Bestandteil der Core-Struktur ist und dort eine
wichtige strukturelle Funktion iibernimmt. Identifizierung der potentiellen
Interaktionspartner konnten wichtige Hinweise auf die weiteren Protein-
Funktionen geben. Es konnte schon gezeigt werden, dass CP75 mit CP39, einem
weiteren Protein der Core-Struktur (Schulz et al., 2009b), im yeast-two-hybrid-
Assay interagiert (Anne Kriiger, unverdffentlicht). Mit einer weiteren Methode
sollte nun die Interaktion bestitigt und eventuell weitere potentielle

Interaktionspartner identifiziert werden.
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Als eine geeignete Methode erwies sich die BiolD-Methode (proximity dependent
biotin identification), die von Roux und Mitarbeiter entwickelt wurde (Roux ef al.,
2012). Die Grundlage fiir diese Methode stellt die Fusion des zu untersuchenden
Proteins an die R118G-mutierte Version der Biotin-Ligase (BirA-R118G) aus
Escherichia coli dar. Durch diese Punktmutation wird die normalerweise fiir eine
bestimmte Erkennungssequenz hochspezifische BirA  promiskuitiv  und
biotinyliert unspezifisch Lysinreste von Proteinen, die sich in unmittelbarer Nahe
des Fusionsproteins befinden und damit potentielle Interaktionspartner darstellen
(s. Abb. 32). BiolD weist eine Reichweite von ca. 10nm auf, was in etwa der
Reichweite der weit verbreiteten FRET-Methode (fluorescence resonance energy
transfer) entspricht (Kim et al., 2014). Der Uberschuss an Biotin ermdglicht einen
Nachweis einer schwachen oder voriibergehenden Interaktion zwischen Proteinen
in ihrer natiirlichen subzelluldren Umgebung. Die starke und spezifische Bindung
von Biotin an Streptavidin erlaubt relativ einfache Reinigung der markierten
Proteine unter harschen Waschbedingungen, um die unspezifisch gebundenen
Proteine zu entfernen. Die biotinylierten Proteine werden dann mittels Western
Blot analysiert. Diese Methode wurde flir Dictyostelium adaptiert in dem die
BirA-R118G-Sequenz an das AT-reiche Dictyostelium-Codon-Usage (GC-Gehalt
in Exonen betrigt 27%) angepasst wurde (Batsios et al., 2016).

lE Biri 'Fﬂﬂ
Bigting, H“BG R11BG

Abbildung 32: Schematische Darstellung der Funktionsweise der BiolD-Methode
(Batsios et al., 2016).

Als erstes wurde die kodierende Sequenz von CP75 in den Vektor BirA-R118G
eingebaut. Das erhaltene Konstrukt wurde in den AX2-Stamm transformiert und
unter Zugabe von 50 uM Biotin kultiviert. Im nédchsten Schritt wurde iiberpriift,
ob das Fusionsprotein, das sich unter Zugabe von Biotin auch selbst biotinyliert,
die erwartete Lokalisation am Centrosom aufwies. Dafiir wurden Dictyostelium-

Zellen fixiert und mit einem Fluoreszenzfarbstoff-gekoppelten Streptavidin-
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Konjugat markiert. Die Gegenmarkierung erfolgte mit anti-CP75. Als Kontrolle
dienten Zellen, die den leeren Vektor BirA-R118G exprimierten. Abbildung 33
zeigt eine reprisentative Kontroll-Zelle, die eine CP75-Markierung am Centrosom
aufweist, jedoch kein spezifisches Signal mit Streptavidin-Konjugat zeigt. Die
punktformige Hintergrund-Markierung représentiert Mitochondrien, die die
endogen biotinylierte Methylcrotonyl-CoA-Carboxylase enthalten (Batsios et al.,
2016). Beim BirA-R118G-CP75-Stamm ist das biotinylierte Centrosom deutlich
zu erkennen. Das Signal korreliert mit der CP75-Markierung. Dabei kann es
jedoch nicht unterschieden werden, ob es sich um Biotinylierung des
Fusionsproteins, des endogenen CP75 oder der anderen Proteine in der

unmittelbaren Umgebung handelt.

anti-CP75 Strept. Konjugat

’
.

BirA-R118G

BirA-R118G-CP75

Abbildung 33: Mikroskopische Untersuchung der BirA-R118G-CP75
exprimierenden Zellen. BirA-R118G — und BirA-R118G-CP75-Zellen wurden
unter Zugabe von 50 uM Biotin geziichtet, anschlieend mit Glutaraldehyd fixiert
und mit anti-CP75 in rot und mit Fluoreszenzfarbstoff-gekoppelten Streptavidin-
Konjugat in griin markiert. DNA wurde mit DAPI (blau) geférbt.

Um diese Frage zu kliren wurden Centrosomen aus etwa 10° BirA-R118G-CP75-
und BirA-R118G-Zellen, die als Kontrolle dienten, isoliert (Kapitel 4.3.9) und mit
2M Kaliumjodid behandelt. Die Kaliumjodid-Behandlung solubilisiert die meisten
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Centrosom-Proteine aus der dichten Core-Struktur, wihrend die Coronaproteine
in groBen leicht pelletierbaren Proteinkomplexen verbleiben (Irene Meyer,
unverdffentlicht,(Schnackenberg et al., 1998)). Durch Protein-Fillung wurde die
Probe (KI-Uberstand) aufkonzentriert. Die Probe wurde auf eine breite SDS-
PAGE-Tasche geladen und geblottet (Kapitel 4.3.6). Die geblottete Membran
wurde in drei Streifen geschnitten und jeder Streifen wurde individuell markiert.
Diese = Vorgehensweise ermoglichte einen  direkten  Vergleich  der

unterschiedlichen Markierungen.

2.7.2 CP75 interagiert mit drei weiteren Core-Proteinen des Centrosoms

Zuerst sollte die Interaktion von CP75 mit dem Core-Protein CP39 bestitigt
werden. Fiir den BirA-R118G-CP75-Stamm und fiir den Kontrollstamm wurden
jeweils drei Antikdrper-Markierungen durchgefiihrt. Durch die Farbung mit dem
CP75-Antikorper konnte beim BirA-R118G-CP75-Stamm das Fusionsprotein
nachgewiesen werden, das bei etwa 130 kDa lduft (s. Abb. 34 a, Pfeil). Das
endogene CP75, das beim Kontrollstamm bei etwa 100 kDa deutlich nachweisbar
war (s. Abb. 34 d, Pfeil), war hier dagegen nicht vorhanden. Wie auch schon bei
der Uberexpression von GFP-CP75 wurde auch im BirA-R118G-CP75-Stamm
das endogene Protein offenbar durch den Uberschuss an Fusionsprotein am
Centrosom ersetzt (s. Kapitel 2.1). Das Fusionsprotein hat sich biotinyliert, was
durch die Markierung mit Streptavidin-Konjugat gezeigt werden konnte (s. Abb.
34 a und b). Durch die Markierung mit dem CP39-Antikoérper konnte die
Interaktion von CP75 mit CP39 bestitigt werden. CP39 lag beim BirA-R118G-
CP75-Stamm in biotinylierter Form vor (s. Abb. 34 b und c, Pfeil). Beim
Kontrollstamm konnte kein biotinyliertes CP39 nachgewiesen werden (s. Abb. 34

e und f, Pfeil).
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Abbildung 34: Western Blot Analyse der biotinylierten Proteine aus isolierten
Centrosomen. Western Blot Membran wurde in Streifen geschnitten und
individuell mit anti-CP75, anti-CP39 und Streptavidin-CIP-Konjugat markiert.

Im néchsten Schritt wurden die isolierten Centrosomen des BirA-R118G-CP75-
Stamms auf zwei weitere bekannte Proteine der Core-Region CP91 und Cep192
getestet (Putzler et al., 2016; Schulz et al., 2009b). Tatsédchlich lagen die beiden
Proteine im BirA-R118G-CP75-Stamm in biotinylierter Form vor (s. Abb 35 a
und ¢), im Kontrollstamm dagegen nicht (s. Abb. 35 d und f).

Mit der BioID-Methode konnten somit drei potentielle Interaktoren von CP75,
ndmlich CP39, CP91 und Cepl192, identifiziert werden. Alle drei Proteine sowie

CP75 selber gehoren zu der Core-Struktur des Centrosoms.

44



Ergebnisse

isolierte Centrosomen

Y] Y

I N 2 &
& & & g 9
g £ 8 -

s & & § 5 &
o . 250  pm— 250
| St S N 130 X RS s 130

P 100 :] 100
70 70
55 55
£4a b c d e f
BirAR118G-CP75 BirA-R118G (Kontrolle)

Abbildung 35: Western Blot Analyse der biotinylierten Proteine aus isolierten
Centrosomen. Western Blot Membran wurde in Streifen geschnitten und
individuell mit anti-CP91, anti-Cep192 und Streptavidin-CIP-Konjugat markiert.

2.7.3 CP75-Knockdown hat keinen Einfluss auf die centrosomale
Lokalisation seiner Interaktionspartner
Um zu tiberpriifen, ob die verminderte CP75-Expression einen Einfluss auf die
centrosomale Lokalisation der potentiellen Interaktionspartner CP39, CP91 und
Cepl92 hat, wurden immunfluoreszenzmikroskopische Untersuchungen
durchgefiihrt. Dafiir wurden CP75-RNAi/GFP-Tubulin-Zellen mit Methanol
fixiert und mit den Antikdrpern gegen den jeweiligen potentiellen
Interaktionspartner gefarbt (s. Abb. 36). Alle drei Proteine konnten am Centrosom
nachgewiesen werden. Somit ist die centrosomale Lokalisation der drei

potentiellen Interaktoren CP39, CP91 und Cep192 unabhéngig von CP75.
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merged mit DAPI

GFP-Tubulin

Abbildung 36: CP75-Interaktionspartner lokalisieren am Centrosom trotz
verminderter CP75-Expression. CP75-RNAi/GFP-Tubulin-Zellen wurden mit
Methanol fixiert und mit anti-CP39, anti-CP91 und anti-Cep192 in rot markiert.
GFP-Tubulin-Signal ist in griin dargestellt. DNA wurde mit DAPI (blau) gefarbt.

2.7.4 CP75 zeigt keine direkte Interaktion mit Aktin

Im Kapitel 2.3.2 und 2.4.1 wurde beschrieben, dass GFP-CP750/E und GFP-
CP75-C am Zellkortex lokalisieren. Die Lokalisation korreliert mit der
Lokalisation von F-Aktin, was auf eine Interaktion von CP75 mit Aktin hindeutet.
Die Interaktion wurde mittels BiolD-Methode untersucht. Dafiir wurde ein
cytosolisches Extrakt aus BirA-R118G-CP75-C-Zellen hergestellt und das
Fusionsprotein mit den gebundenen Interaktionspartnern mit magnetischen
Streptavidin-Beads aufgereinigt. Die Western Blot Analyse des Eluats ergab, dass
drei unbekannte Proteine als potentielle Interaktoren von GFP-CP75 im
Cytoplasma in Frage kommen. Die GroBe dieser Proteine wurde auf etwa 40 kDa,
22 kDa und 18 kDa geschétzt (s. Abb. 37 A, rote Pfeile). Das Fusionsprotein
BirA-R118G-CP75-C hat ein Molekulargewicht von etwa 70 kDa (s. Abb. 37,
blaue Pfeile). Im nichsten Schritt wurde iiberpriift, ob eines dieser Proteine Aktin
ist. Der direkte Vergleich der Aktin- und Streptavidin-Markierung zeigte, dass

dies nicht der Fall ist. Die Aktin spezifische Bande ist etwas kleiner als die Bande
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des biotinylierten Proteins, die mit Streptavidin-Konjugat gefdarbt wurde. Somit ist
anzunehmen, dass es sich bei der Interaktion von CP75 mit Aktin um eine

indirekte Interaktion handelt.

BirAR118G-CP75-C
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Abbildung 37: Western Blot Analyse der biotinylierten Proteine aus Cytoplasma-
Fraktion. Cytoplasma-Fraktionen aus BirA-R118G-CP75-C- und BirA-R118G-
Zellen wurden mit magnetischen Streptavidin-Beads aufgereinigt und auf 15%
SDS-Gel (A) bzw. 17% SDS-Gel (B) geladen. (A) Western Blot Membran wurde
mit Streptavidin-CIP-Konjugat markiert. (B) Western Blot Membran wurde in
Streifen geschnitten und individuell mit Streptavidin-CIP-Konjugat und anti-
Aktin markiert.
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3 Diskussion

3.1 CP75 ist ein Bestandteil der inneren Lage der Core-Struktur

Die ersten Lokalisationsstudien von GFP-CP75 von Schulz ef al. haben Hinweise
darauf gebracht, dass CP75 ein Bestandteil der Core-Struktur ist (Schulz et al.,
2009b). Dies konnte hier bestitigt werden, da auch das endogene CP75 wie GFP-
CP75 in der Fluoreszenzmikroskopie im zentralen Bereich des Centrosoms
lokalisiert und komplett von der Fluoreszenzmarkierung des Coronamarkers
CP224 umgeben ist. Wihrend der Mitose erfolgt die Centrosomverdoppelung
durch dynamische Prozesse in der Core-Struktur. Dabei 16st sich die mittlere Lage
mit dem Beginn des Verdoppelungsprozesses auf und erscheint erst in der
Telophase wieder. Das Verschwinden des CP75-Signals in der Metaphase und
sein Wiedererscheinen in der Telophase korreliert mit dem Verhalten der
mittleren Lage der Core-Struktur wahrend der Centrosomverdoppelung und stérkt
damit die Annahme, dass CP75 eine Komponente der mittleren Lage der Core-
Struktur ist. Zur weiteren Bestdtigung wéren in Zukunft eingehendere Analysen

mit hochaufldsender Lichtmikroskopie oder Elektronenmikroskopie notig.

3.2 Regulation von CP75

Die Verdoppelung des Centrosoms bedarf strikter Kontrollen, damit es
gewihrleistet wird, dass sie nur ein Mal pro Zellzyklus stattfindet (Nigg and
Stearns, 2011). Dies kann zum einen durch reversible Proteinphosphorylierung
und zum anderen durch irreversible Proteindegradation geschehen. Die
irreversible Proteindegradation erfolgt im Proteasom und wird durch das
Anhidngen eines oder mehrerer Ubiquitin-Molekiile an das abzubauende Protein
induziert. Die Ubiquitinierung der Proteine erfolgt unter anderem durch APC/C
(anaphase-promoting complex/cyclosome) und F-Box-Proteine (Pagan and
Pagano, 2011). Diese zwei Ubiquitin-Ligasen sind an der Regulation einiger
Proteine, darunter dem Cartwheel-Protein SAS-6, beteiligt, die flir die
Centrosomverdoppelung kritisch sind (Strnad et al., 2007).

Die am besten untersuchte Kinase, die centrosomale Proteine durch
Phosphorylierung reguliert, ist die Polo-like-Kinase Plk4 in Drosophila und
Mensch und ihr Homolog ZYG-1 in C. elegans (Andersen et al., 2003; Kleylein-
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Sohn et al., 2007). Bei einer verminderten Plk4-Expression scheitert die
Centriolenverdoppelung, wihrend die Uberexpression der Kinase iiberzihlige
Centriolen verursacht (Bettencourt-Dias et al., 2005; Cunha-Ferreira et al., 2009;
Rodrigues-Martins et al., 2007). Die Assemblierung der Centriolen bedarf noch
zusitzlicher Faktoren. Das sind vor allem die centrosomalen Proteine Cep152 und
Cep192. Diese binden an Plk4 und rekrutieren die Kinase an die Centriolen (Fu et
al., 2015). In Dictyostelium wurden mdgliche Orthologe von Cep192 und Polo-
like-Kinase Plk1 identifiziert. Diese lokalisieren am Interphase-Centrosom und an
den Spindelpolen in der Metaphase und kdnnten bei der Centrosomverdoppelung

in Dictyostelium eine grof3e Rolle spielen (Schulz et al., 2009b).

Mittels der BioID-Methode wurde eine Interaktion von Plk1 mit CP75 gezeigt (s.
Abb. 38; Dr. Irene Meyer, unverdffentlicht), was ein wichtiges Indiz fiir die
regulatorische Funktion von Plk1l bei CP75 darstellt. Die Lokalisationsanalyse
von CP75 in Zellen, die eine Punktmutation in der Konsensussequenz der Plk1
tragen, bestidrkt diese Hypothese. Dabei wurde das Serin 143 gegen Alanin
ausgetauscht, was das Phosphorylieren von CP75 durch Plkl unmoglich machte.
Diese Zellen zeigten permanente Lokalisation von GFP-CP75-Plk-S143A am
Centrosom wihrend der Mitose. Ein moglicher Grund fiir dieses Verhalten, der
weitere Untersuchungen bedarf, konnte die Uberexpression des GFP-
Fusionsproteins sein. Auch GFP-CP750/E lokalisiert in allen Mitosestadien am
Centrosom bzw. an den Spindelpolen. Eine permanente centrosomale Lokalisation
konnte theoretisch allein durch den Uberschuss an GFP-Fusionsprotein im
Cytosol zu Stande kommen. Wihrend der Mitose durchlduft das Centrosom
massive Verdnderungen. Seine kompakte Proteinstruktur lockert sich und nun frei
gewordene CP75-Bindestellen konnten von GFP-CP75, das in groeren Mengen
vorliegt, auch im Falle einer geringeren Affinitdt wahrend der Mitose besetzt
werden. Dieser Aspekt miisste ndher untersucht werden, in dem ein
Dictyostelium-Stamm mit einmaliger Insertion des GFP-CP75-Plk-S143A-Gens
und damit mit keiner bzw. geringerer Uberexpression erzeugt und analysiert wird.
Dies war in dieser Arbeit nicht erfolgreich. Ein anderer moglicher Grund fiir die
permanente Lokalisation der Punktmutante wéhrend der Mitose konnte die
Notwendigkeit der Phosphorylierung der Core-Proteine durch Plk1 sein, um das
Auflosen der mittleren Lage der Core-Struktur in der Mitose zu ermdglichen.

49



Diskussion

Wenn CP75 durch die Punktmutation nicht mehr phosphoryliert werden kann,
dann kann die Dissoziation des Proteins von der Core-Struktur nicht mehr
stattfinden. In dem Fall verbleibt GFP-CP75-Plk-S143A am Centrosom wiahrend
der gesamten Mitose. Den gleichen Phénotyp zeigt auch das C-terminale
Fragment von CP75 (GFP-CP75-C), dem die Erkennungssequenz fiir Plk1 fehlt.
GFP-CP75-C lokalisiert in allen Mitosestadien am Centrosom. Die
Fehllokalisation von GFP-CP75-Plk-S143A in der Metaphase bestirkt die
Annahme, dass Plkl CP75 reguliert. Es wire denkbar, dass CP75 am Ubergang
von der Prometaphase zu Metaphase phosphoryliert wird. Diese Modifikation
konnte nicht nur die Dissoziation von CP75 von der Core-Struktur sondern auch
das Auflosen der kompakten Proteinstruktur begilinstigen. Wenn aber das Protein
nicht mehr phosphoryliert werden kann, verbleibt es in groleren Komplexen und

kann moglicherweise nicht mehr abgebaut bzw. abtransportiert werden.
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Abbildung 38: Western Blot Analyse der
/ biotinylierten Proteine. Aus FLAG-BirA-R118G-
Plk1 wurden Centrosomen isoliert und auf SDS-
—— 100 Gel geladen. Western Blot Membran wurde in
— Streifen geschnitten und mit anti-CP75 und
Streptavidin-CIP-Konjugat markiert. Die Bande
: 70 mit der GroBe 100 kDa (Pfeil) stellt das endogene
CP75 dar, das auch biotinyliert vorliegt
(Streptavidin-Markierung). Die Daten wurden
55 von Dr. Irene Meyer zur Verfiigung gestellt

FLAG- BirAR118G-PIk1 (unverdffentlicht).
Neben Plk1 konnten unter den Kinasen noch zwei weitere mdgliche mitotische
Regulatoren fiir CP75 in Frage kommen. Zum einen die Cyclin-abhidngige Kinase
1 (CDK1) und zum anderen die NIMA-related Kinase (Nek2). Beide sind dafiir

bekannt in hoheren Organismen regulatorische Funktionen am Centrosom zu
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iibernehmen und weisen eine hohe katalytische Aktivitdt in der frithen Mitose auf

(Wang et al., 2014).

Neben seiner Rolle bei der Initiation der M-Phase ist CDK1 beim disengagement
von Mutter- und Tochtercentriolen vor der Centrosomverdoppelung beteiligt
(Wang et al., 2014). In Dictyostelium sind die Funktionen von CDK1 noch wenig
untersucht. Sie reguliert den Eintritt in die Mitose und scheint Funktionen
wihrend des vegetativen Wachstums und in den frithen Stadien der Entwicklung
zu haben (Harry MacWilliams, unverdffentlicht (Huber, 2014)). Fiir CP75 wurden
mittels ELM zwei CDK1-Erkennungssequenzen sowohl am N- als auch am C-
Terminus von CP75 vorhergesagt (Dinkel ef al., 2015). Ob CDKI1 an der
Regulation von CP75 beteiligt ist, miisste in einer zukiinftigen Forschungsarbeit

untersucht werden.

Das humane Nek2 ist bei der Bildung der bipolaren Spindel sowie der
Rekrutierung der Centrosomenproteinen beteiligt (Fry et al., 1998). In Drosophila
soll die Kinase eine regulatorische Rolle in der spiten Mitose spielen (Prigent et
al., 2005). In Dictyostelium wurde ein Homolog der Nek2-Kinase identifiziert.
DdNek2 lokalisiert am Centrosom und scheint in die MTOC-Assemblierung
involviert zu sein (Gréf, 2002). Fiir CP75 wurde durch das ELM (Eukaryotic
Linear Motif resource) zehn mogliche Erkennungssequenzen fiir DdNek2
vorhergesagt (Dinkel et al., 2015). Zur Uberpriifung einer moglichen Regulation
durch DdNek2 miissten die Erkennungssequenzen bei CP75 mutiert und die
resultierenden Auswirkungen auf seine Lokalisation untersucht werden. Dazu
konnte man zuerst iiberpriifen welche der zehn Nek2-Erkennungssequenzen
tatsdchlich in der Mitose phosphoryliert vorliegen. Dafiir miisste man
Dictyostelium-Zellen so synchronisieren, dass hauptsdchlich mitotische Zellen in
der Zellkultur vorliegen. Die Synchronisation der tierischen Zellen ist eine weit
verbreitete Methode und bietet eine Vielfalt von verschiedenen Protokollen an,
bei denen man vor allem mit MT-depolymerisierenden Chemikalien Nocodazol
oder Colchicin arbeitet (Banfalvi, 2011). Diese eignen sich aber nur bedingt fiir
Dictyostelium, weil die Amoebe keinen Spindel-Checkpoint aufweist, weshalb die
Zellen nach der Mitose wieder, nun mit erhohter Ploidie, in die nichste Interphase

gehen und so keine ausreichende Synchronisation erreicht werden kann (Kitanishi
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et al., 1984; Ma et al., 1999). Von Sutherland et al. wurde aber eine erfolgreiche
Synchronisationsmethode durch Kaélteschock fiir Dictyostelium beschrieben
(Sutherland et al., 2001). Diese angewendet, kdnnte aus einer ausreichenden
Anzahl synchronisierter Zellen, die sich in der Mitose befinden, CP75 isoliert und
mittels Massenspektrometrie auf mogliche phosphorylierte Sequenzen untersucht
werden. Im néchsten Schritt kdnnten dann die DdNek2-Erkennungssequenzen, die
eine Phosphorylierung aufweisen, mutiert werden. Die Auswirkungen der
Punktmutation auf die CP75-Lokalisation wiirden Hinweise darauf geben, ob
DdNek2 eine Rolle bei der mitotischen Regulation von CP75 spielen konnte.
Derzeit ist eine Aussage iiber potentielle regulatorische Funktionen von DdNek?2

bei CP75 nicht moglich.

3.3 Lokalisation von CP75 am Zellcortex

Der Phinotyp der GFP-CP75 iiberexprimierenden Zellen sowie GFP-CP75-C
Zellen ist recht ungewdhnlich fiir ein centrosomales Protein der inneren Core-
Struktur. Die Lokalisation am Zellcortex sowie die Kolokalisation mit F-Aktin
weist auf die Interaktion von CP75 mit dem Aktin-Netzwerk hin. Mittels BiolD
konnte nachgewiesen werden, dass es sich dabei nicht um eine direkte Interaktion
mit Aktin handelt. Eines der biotinylierten Proteine, welches als cytosolischer
Interaktionspartner von CP75 in Frage kommt, hat ein geringfligig groBeres
Molekulargewicht als Aktin und konnte eine Rolle als Verbindungsglied zwischen
dem centrosomalen Protein CP75 und Aktin spielen. Dabei konnte es sich
moglicherweise um ein Acti-related protein 1 (Arpl) handeln. Das hoch
konservierte Protein ist etwa 43 kDa grof3 und ist ein Bestandteil des Dynactin-
Komplexes (Schroer, 2004). Es lokalisiert am Centrosom in Sidugerzellen und am
Spindelpolkorper in Hefen (Clark and Meyer, 1992; Gill et al., 1991; Kahana et
al., 1998). AuBlerdem lokalisiert der Protein-Komplex an den Plus-Enden von
Mikrotubuli und am Zellcortex (Fujita et al., 2015; Valetti et al., 1999; Vaughan
et al., 1999). Zusammen mit Dynein ist Dynactin neben vielen anderen
Funktionen an dem gerichteten Transport von Proteinen entlang der Mikrotubuli
und unter anderem an der Rekrutierung von wichtigen regulatorischen Proteinen
an das Centrosom beteiligt (Schroer, 2004). In Dictyostelium lokalisiert Dynein
am Centrosom und am Zellcortex und scheint zusammen mit Dynactin eine
wichtige Rolle bei der Centrosomverdoppelung zu spielen (Hestermann et al.,
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2002; Ma et al., 1999). Das endogene CP75 dissoziiert vom Centrosom in der
Prometaphase ab. In der spidten Anaphase muss das Protein aber wieder an das
Centrosom zuriick rekrutiert werden. Da CP75 aber im Cytosol nur in kaum
nachweisbaren Mengen vorhanden ist, ist der Transport von CP75 bei der Re-
rekrutierung durch einfache Diffusion nur schwer vorstellbar. Wahrscheinlicher
erscheint hier, dass ein schneller gerichteter Transport stattfindet. Mdglicherweise
bindet CP75 an den Dynein/Dynactin-Komplex und wird in der spdten Anaphase
entlang der Mikrotubuli zum Centrosom transportiert. Bei einem Uberschuss an
Protein, der durch Uberexpression zu Stande kommt, bindet CP75 an seinen
moglichen Interaktionspartner Arpl und verbleibt am Zellcortex. Die Lokalisation
von GFP-CP75-C konnte auf die Arpl-Bindestelle am C-Terminus von CP75

hinweisen.

3.4 Funktion von CP75 in der Zelle

Die Lokalisation von CP75 in der Core-Struktur des Centrosoms lédsst vermuten,
dass CP75 eine Rolle bei der Centrosom-Biogenese spielt. Die Ergebnisse der
FRAP-Experimente deuten darauf hin, dass CP75 eine strukturelle Funktion am
Centrosom tiibernimmt, da das Protein dort keine Mobilitdt aufweist. Eine
mogliche Funktion im strukturellen Erhalt des Centrosom konnte die Regulation
der Centrosomengrofle nach der Verdoppelung sein. Sowohl GFP-CP75-N als
auch CP75-RNAi weisen vergroflerte bzw. verlingerte MTOCs auf. Dabei ist es
anzumerken, dass die GFP-CP75-N Zellen genauso wie CP75-RNAi Zellen eine
deutlich verminderte Menge an endogenem CP75 am Centrosom aufweisen.
Demzufolge sind die phéinotypischen Verdnderungen am Centrosom
wahrscheinlich auf den Mangel an endogenem CP75 zuriickzufiihren.
Moglicherweise ist CP75 der limitierende Faktor beim Wachstum der neu
gebildeten Core-Struktur des duplizierten Centrosoms. Wenn das Protein nicht da
bzw. nicht funktionell ist, dehnt sich die kompakte Proteinstruktur in der Core-
Region aus. Diese verldngerte Core-Struktur weist andere bekannte Core-Proteine
auf wie CP39, CP91 und CP55 und ist iiber die gesamte Lange von Corona
umgeben. Das spricht dafiir, dass diese verldngerten MTOCs echte Centrosomen

sind.
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Die Analyse der lebenden CP75-RNAi/GFP-Tubulin-Zellen weist auf eine
wichtige Funktion von CP75 bei der Centrosomverdoppelung in den frithen
Mitosestadien hin. Wie im Kapitel 2.5.4 beschrieben, haben die Zellen Probleme
bei der Bildung der mitotischen Spindel. Es findet zwar eine Verdoppelung der
MTOC:s in der Prometaphase statt, es wird aber keine zentrale Spindel gebildet
und es kommt nur zu einer geringen Trennung der beiden Spindelpole. Da
Dictyostelium keinen Spindel-Checkpoint aufweist (Ma et al., 1999), durchlaufen
die Zellen die ndchsten Zellzyklen ohne Karyo- und Cytokinese. Dies hat stark
vergroBerte oft mehrkernige Zellen zur Folge. Die Zellkerne sind hdufig sehr
grof3, unregelmdfig geformt und mit mehr als einem Centrosom assoziiert. Die
duplizierten Centrosomen zeigen einen Defekt in der Ausbildung der Spindel,
sind aber in der Lage kurze astrale Mikrotubuli zu bilden, die von den
Centrosomen strahlenformig ausgehen. Normalerweise sind die, an den astralen
Mikrotubuli ansetzenden cortikalen Motokréfte bei der Separation der beiden
Spindelpole beteiligt (Tikhonenko et al., 2016). Da aber bei der oben
beschriebenen Mutante die Separation nur geringfiigig stattfindet, wére es

denkbar, dass dieser Prozess durch das fehlende CP75 gestort wird.

Den Phénotyp der grofen Zellen mit iiberzéhligen Centrosomen sowie mit
vergroBerten ungleichméBig geformten Zellkernen weisen auch GFP-CP75-Plk-
S143A-Zellen auf. Auch in diesen Zellen ist die Menge an endogenem CP75 am
Centrosom stark vermindert. Ausgehend von den Zelldefekten wire es denkbar,
dass die Punktmutation zum Verlust der Funktionalitit des Proteins und somit
zum dominant negativen Effekt fithrt. Sowohl der GFP-CP75-Plk-S143A- als
auch der CP75-RNAi-Phédnotyp war in den Zellen am starksten ausgeprigt, die
gleich nach der Transformation und Selektion untersucht wurden. Mit
zunehmender Kultivierungsdauer der Mutanten wurde der Phénotyp,
wahrscheinlich aufgrund eines starken Selektionsdruckes gegen den Defekt,
teilweise kompensiert. Aufgrund der geringen Zellzahl, die nach einer solchen
kurzen Kultivierungsdauer zu Stande kommt, war es nicht moglich alle
vorgesehenen Experimente mit diesen Zellen durchzufiihren. Fiir die meisten

Untersuchungen war es notwendig die Zellen langer zu kultivieren.
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Die Analyse der Lokalisation von CP75 wéhrend der Mitose schlie8t eine direkte
Regulation des CP75 an der Spindelbildung aus, da der Prozess der
Spindelbildung erst in der frithen Metaphase erfolgt wo das endogene CP75 nicht
mehr nachweisbar ist. Allerdings kdnnte das Protein in den friihen Mitosestadien
weitere Proteine regulieren bzw. aktivieren, die bei der Ausbildung der Spindel
eine wichtige Rolle spielen konnten. Der Mechanismus der Spindelbildung in
verschiedenen Organismen ist immer noch nicht vollstindig aufgeklart.
Allerdings wurde schon durch einige Forschungsarbeiten gezeigt, dass zwei
mitotische Serin-Threonin-Kinasen Plkl und AurA und ihre Orthologe in
verschieden Organismengruppen eine Schliisselrolle bei der Rekrutierung von y-
Tubulin und der Ausbildung der bipolaren Spindel spielen (Joukov et al., 2014;
Lane and Nigg, 1996; Meng et al., 2015). AuBerdem wurde in den neuesten
Studien gezeigt, dass Plkl mit dem konservierten centrosomalen Protein Cep192
interagiert und dadurch an das Centrosom rekrutiert wird (Meng et al., 2015). Es
wire denkbar, dass die Regulation der Spindelbildung in Dictyostelium dhnlich
verlauft. Sowohl Cepl192 als auch Plkl lokalisieren in Dictyostelium am
Centrosom bzw. an den Spindelpolen wihrend der gesamten Mitose (Schulz ef al.,
2009b). Mittels BiolD wurde gezeigt, dass CP75 mit den beiden Proteinen
interagiert. Durch diese Interaktion konnte in der frilhen Mitose die
Regulationsmechanismen der Spindelbildung ausgeldst werden. Wenn aber die
Expression von CP75 durch RNAi gehemmt wird, fehlt dem Cepl92 sein
Interaktionspartner, der fiir die Aktivierung von Plkl und somit fiir die
Ausbildung der mitotischen Spindel notwendig sein konnte. Um die Hypothese zu
bestitigen, sollte zukiinftig gezeigt werden, dass CP75 fiir die Rekrutierung von
Plkl notwendig ist. Dafiir miisste eine CP75-RNAi/GFP-Plk1-Doppelmutante
generiert und hinsichtlich der GFP-Plk1-Lokalisation untersucht werden.

3.5 Die Rolle von CP75 bei der posttranslationalen Modifikation von
Tubulin

Die verminderte Expression von CP75 in CP75-RNAi-Zellen sowie die

nichtphosphorylierbare Punktmutation in GFP-CP75 verursachen den Phénotyp

der stabilen detyrosinierten Mikrotubuli. Es ist seit langem bekannt, dass in

Sdugerzellen die meisten a-Tubulin-Isoformen mit dem genetisch codierten C-

terminalen Tyrosin synthetisiert werden (Hallak et al., 1977). Das Tyrosin wird
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im Rahmen einer posttranslationalen Modifikation durch eine Carboxypeptidase
abgespalten, kann aber an in Mikrotubuli eingebundenes a-Tubulin nicht wieder
angehingt werden. Die tyrosinierten Mikrotubuli sind dynamisch und haben eine
kurze Lebensdauer von 3-5 Minuten. Sind Mikrotubuli jedoch z.B. durch Bindung
bestimmter Mikrotubuli-assoziierter Proteine stabilisiert, so hat die recht langsam
arbeitende Carboxypeptidase Zeit zur Detyrosinierung (Webster et al., 1987).
Detyrosinierung ist also eher ein Symptom von stabilen Mikrotubuli als dass sie
selbst stabilisierend wirkt. Detyrosinierte langlebige Mikrotubuli sind stabil gegen
Mikrotubuli-depolymerisierende Substanzen, wie Nocodazol oder Thiabendazol,
die iiber die Bindung an Tubulindimere wirken (Yu et al., 2015). Die Mikrotubuli
in CP75-RNA1/GFP-Tubulin-Zellen, die nicht mit YL1/2 farbbar sind, werden
kaum durch TBZ-Behandlung abgebaut. Dies zeigt, dass die Mikrotubulidynamik
in diesen Zellen tatsdchlich verdndert ist. Die Forschungsergebnisse von
Samereier et al. haben gezeigt, dass die Mikrotubuli in Dictyostelium eine hohe
Dynamik in der Peripherie aufweisen, nicht aber im pericentrosomalen Bereich,
wo sie weitgehend stabil sind (Samereier et al., 2010a). Diese Erkenntnisse
wurden mittels FRAP-Analysen gewonnen. Die stabilen nicht dynamischen
Mikrotubuli zeigten demnach keine Regeneration des GFP-Tubulin-Signals nach
dem Bleichen. Im Gegensatz dazu erholte sich das GFP-Tubulin-Signal an der
Peripherie der Zelle sehr schnell. In zukiinftigen Experimenten soll iiberpriift
werden, ob die CP75-RNA1/GFP-Tubulin-Zellen keine solche
Mikrotubulidynamik an der Zellperipherie aufweisen, was somit bestétigen

wirde, dass es sich tatsdchlich um stabile Mikrotubuli handelt.

Wihrend die Carboxypeptidase, die die Detyrosinierung katalysiert immer noch
unbekannt ist, stellt ihr Antagonist, die Tubulin-Tyrosin-Ligase (TTL), das am
besten untersuchte Tubulin modifizierende Enzym dar (Janke and Bulinski, 2011).
TTL kann a-Tubulin nur in den geldsten Tubulindimeren, nicht aber an
Mikrotubuli tyrosinieren, weshalb der einmal detyrosinierte Zustand an
stabilisierten Mikrotubuli so lange erhalten bleibt, bis diese schlieBlich doch
depolymeriseren und unter Einbau von tyrosinierten Tubulindimeren wieder
aufgebaut werden. Es gibt bis heute keine Untersuchungen dariiber, ob in
Dictyostelium posttranslationale Modifikationen von a-Tubulin stattfinden. Das

vollstdndig sequenzierte Genom von Dictyostelium weist jedoch einen mdglichen
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Kandidaten fiir TTL auf (DDB_GO0281541, dictybase), weshalb auch bei
Dictyostelium ein Detyrosinierungs-/Tyrosinierungszyklus postuliert wurde. Die
Ergebnisse der vorliegenden Arbeit sind die ersten experimentellen Beweise
dafiir, dass diese posttranslationale Modifikation an Tubulinen bei Dictyostelium
tatsdchlich stattfindet. Dabei wirkt CP75 dem Detyrosinierungsprozess entgegen,
da das Fehlen des Proteins die Anreicherung der detyrosinierten Mikrotubuli
begiinstigt. Es wire denkbar, dass CP75 an der Rekrutierung solcher Mikrotubuli-
assoziierten Proteine beteiligt ist, die diese dynamisch halten und somit der
Stabilisierung der  Mikrotubuli entgegenwirken. In zukiinftigen
Forschungsarbeiten soll die subzelluldre Lokalisation von TTL in Dictyostelium
untersucht werden. Dies sollte bei der Aufkliarung der Frage helfen, welche Rolle
das centrosomale Protein CP75 beim Detyrosinierungs-/Tyrosinierungszyklus

spielen konnte.
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4 Material und Methoden

4.1 Material

4.1.1 Chemikalien und Antibiotika
Alle Chemikalien und Reagenzien wurden bei Carl Roth, Sigma-Aldrich,

AppliChem und Biomol mit dem Reinheitsgrad ,,p.a.” kiuflich erworben.
Antibiotika

Blasticidin S

Genecitin (G418)

Penicillin/Streptomycin

Ampicillin

Kanamycin

4.1.2 Antikorper

Primére AntikOrper

Anti-CP75, Kaninchen Antiserum diese Arbeit

Anti-CP39, Kaninchen Antiserum Dr. Irene Meyer, unverdffentlicht
Anti-CP55, Kaninchen Antiserum (Kuhnert et al., 2012a)
Anti-CP91, Kaninchen Antiserum (Putzler et al., 2016)
Anti-CP148, Kaninchen Antiserum (Kuhnert et al., 2012b)
Anti-NES81, Kaninchen Antiserum (Kruger et al., 2012)
Anti-CP224, mAB, 2/165 (Gréaf et al., 1999)

Anti-SUN, Kaninchen Antiserum (Schulz et al., 2009a)
Anti-Tubulin, mAB, YL1/2 Chemicon
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Sekundire Antikérper

Ziege-anti-Kaninchen Alexa Fluor 488 oder 568 Invitrogen
Ziege-anti-Maus Alexa Fluor 488 oder 568 Invitrogen
Ziege-anti-Ratte Alexa Fluor 488 oder 568 Invitrogen
Streptavidin-Konjugat Alexa Fluor 488 Invitrogen
Phalloidin-Konjugat Alexa Fluor 568 Invitrogen
Ziege-anti-Maus alkalische Phosphatase Konjugat Sigma
Ziege-anti-Kaninchen alkalische Phosphatase Konjugat Sigma
Ziege-anti-Maus Meerrettich Peroxidase Konjugat Dianova
Ziege-anti-Kaninchen Meerrettich Peroxidase Konjugat Dianova

4.1.3 Puffer und Losungen
6x Laemmli Probenpuffer fiir SDS-PAGE

300 mM Tris/HCI; pH 6,8; 30% Glycerin; 20% SDS; 0,025% Bromphenolblau;
15% 2-Mercaptoethanol

6x TAE (Ladepuffer fiir Gelelektrophorese)

240 mM Tris; 6 mM EDTA; 0,6% Essigsaure; 1% SDS; 30% Glycerin;
0,025% Bromphenolblau; pH 8,3

50x PC (protease inhibitor cocktail)

50 mM Pefabloc SC; 1,25 mg/ml Leupeptin; 0,5 mg/ml Tosyl-Arginine-
Methylester;

0,5 mg/ml Soybean Trypsin Inhibitor; 50 pg/ml Aprotinin; 50 pg/ml Pepstatin;
100 mM Benzamidine

Harnstoff Probenpuffer fiir SDS-PAGE (LGA)
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10% SDS; 9 M Urea; 5% 2-Mercaptoethanol

Mowiol

120 mg/ml Polyvinyl Alkohol 4-88; 30% Glycerin; 0,2 M Tris-HCI, pH 8,8
PBS

70 mM Na2HPO4; 30 mM KH2PO4; 137 mM NaCl; 2,6 mM KCI; pH 7,4

Phosphatpuffer / Soerensen-Puffer

14,6 mM KH2PO4; 2 mM Na2PO4; pH 6,0

PHEM (Schliwa, 1982)

60 mM PIPES, 25 mM HEPES, 10 mM EGTA, 2 mM MgCI2, pH 6.9

SDS Laufpuffer

100 mM Tris/HCI; pH 8,3; 0,1% SDS; 100 mM Glycin

TAE Laufpuffer (fiir die Gelelektrophorese)

40 mM Tris; 0,1% Essigsdure; 1 mM EDTA; pH 8,3
TBST

20 mM Tris/HCI; 150 mM NacCl; 0,05% Tween-20; pH 7,4
TE-Puffer

10 mM Tris; 1 mM EDTA; pH 8,0

4.1.4 Plasmide

pIS76 (Schulz et al., 2009b)

pIS77 (Schulz et al., 2009b)
GFP-CP750/E Anne Kriiger, unverdffentlicht
cherry-Histon 2B Dr. Annette Miiller-Taubenberger
GFP-dDlimAcoil Dr. Annette Miiller-Taubenberger
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BirA-R118G (Batsios et al., 2016)

4.1.5 Bakterien und Dictyostelium discoideum Stimme

E. coli TOP10 (Invitrogen) wurden fiir Klonierungen verwendet. E.coli KS1000
und Rosetta (New England Biolabs) wurden fiir die bakterielle Proteinexpression
verwendet. Klebsiella aerogenes (Williams and Newell, 1976) wurden zur

Kultivierung von Dictyostelium discoideum verwendet.

Dictyostelium-Stamm AX2-214, ein axenisch wachsendes Derivat des Isolats NC-
1 (Raper, 1935), wurde in dieser Arbeit als Wildtypstamm verwendet und als AX2
bezeichnet. Alle in dieser Arbeit verwendeten Mutanten wurden durch die

Transformation von AX2 generiert.

Dictyostelium-Stimme, die nicht in dieser Arbeit erzeugt wurden:

GFP-a-Tubulin (Rehberg and Grif, 2002)
GFP-CP75 (Schulz et al., 2009b)
MBP-CP75-N (Anne Kriiger, unveroffentlicht)

4.1.6 Software und Online-Datenbanken
Microsoft Office 2007, Adobe Photoshop CS5, ApE plasmid editor 1.13, Biorad
Quantity One 4.0.3, AxioVision 4.8.2, EndNote X3, Mac Biophotonics ImageJ

Dictyostelium Datenbank http://www.dictybase.org/

NCBI Pubmed http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed
ELM motif search http://elm.eu.org/search/

Coiled coil- Vorhersage http://www.ch.embnet.org/

4.2 Molekularbiologische Methoden

4.2.1 Verwendete Oligonukleotide
CP75-RNAi-AfITI-f
TAAATTCTTAAGCAATGATTTCAAATATACAGAAACAAAATC

CP75-RNAi-Bam-r

GCAATGGATCCTTAATGTAATGGTGTAAATGATATACTAC
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CP75-RNAi-Kpn-r
GCAATGGTACCTTAATGTAATGGTGTAAATGATATACTAC

CP75-RNAi-Sal-f
TAAATTGTCGACCAATGATTTCAAATATACAGAAACAAAATC

CP75-C-Sal-for
AAAAAGTCGACTAATTGGAAATAATAATAAAAAGGTTAC

CP75-N-Bam-rev

AAAGGATCCTTAATTTCCAATATTTCCAATATTTCC

CP75-Plk-TA-f

GGATTTTGAAAGTGCTATATCATTTACACC

CP75-Plk-TA-r

GGTGTAAATGATATAGCACTTTCAAAATCC

VP1-18Sal
TAAATTGTCGACTAATGATTTCAAATATACAGAAACAAAATC
VP1-2Bam
TTTGGATCCTTAAAATATATCATTTCTTGTTTTAAAAGGAG

4.2.2 Agarosegelelektrophorese

Die Auftrennung der DNA-Fragmente nach ihrer GroBle erfolgte in 1%-
Agarosegelen im TAE-Puffer. Vor dem Beladen der Gele wurden die DNA-
Proben mit 6xTAE Ladepuffer versetzt. Fiir die Abschédtzung der GroBe und der

Konzentration einzelner DNA-Banden wurde ein 1 kb Standard (GeneRuler™,

Fermentas) verwendet. Die elektrophoretische Auftrennung erfolgte mit 5 V/cm.

Anschliefend wurden die Gele zur Detektion der DNA-Banden in 1 pg/ml
Ethidiumbromid in TAE Laufpuffer fiir 20 min Inkubiert. Die DNA-Banden

wurden mit Hilfe des Gel Doc 2000-Systems (BioRad) analysiert.

62



Materialien und Methoden

4.2.3 DNA Extraktion aus Agarosegelen

Die DNA-Banden wurden auf dem ECX-20-M UV-Strahler (Peqlab)
ausgeschnitten, in ein steriles 1,5ml Gefal} iiberfithrt und gewogen. Die Extraktion
der DNA erfolge mit NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up von Macherey-Nagel

nach dem, vom Hersteller empfohlenen Protokoll.

4.2.4 Mini-Priparation von Plasmid DNA aus E. coli

Eine durch Transformation erhaltene Bakterienkolonie wurde in 3ml LB-Medium
(Formedium) mit dem entsprechenden Antibiotikum iiberfiihrt und iiber Nacht bei
37°C und 230 rpm vermehrt. Nach der Ernte (1 min, max. Geschwindigkeit,
Tischzentrifuge) wurde der Uberstand verworfen und das Pellet in 200 pl Losung
I resuspendiert. Nach der Zugabe von 200 pl Losung II wurden die Proben
vorsichtig invertiert und fiir 2 min bei RT inkubiert. Es folgte die Zugabe von 200
pl  Losung III und eine zehnminiitige Zentrifugation bei maximaler
Geschwindigkeit. Der Uberstand wurde in ein neues Reaktionsgefil3 iiberfiihrt
und mit 350 pl Isopropanol (0,7 Vol%) versetzt. Nach dem Vortexen wurden die
Proben fiir 5 min bei maximaler Geschwindigkeit zentrifugiert. Das Pellet wurde
mit 70% Ethanol gewaschen, bei 50°C getrocknet und anschlieBend in 50 pl
A.dest gelost.

Losung |

50 mM Tris-HCL; 10 mM EDTA; 100 pg/ mL RNase A; pH 8,0

Losung 11

200 mM NaOH; 1% SDS
Losung 11
2.8 M KAc; pH 5,1

4.2.5 Midi-Priparation von Plasmid DNA aus E. coli
Midi-Plasmid Prédparationen erfolgten mit dem Kit Nucleobond PC 100
(Macherey und Nagel) nach Herstellerangaben.
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4.2.6 Praparation genomischer DNA aus Dictyostelium
Die Préparation genomischer DNA aus Dictyostelium-Zellen erfolgte mit dem Kit

NucleoSpin® Tissue von Macherey-Nagel nach dem vom Hersteller empfohlenen

Protokoll.

4.2.7 Bestimmung der DNA Konzentration

Die geloste DNA wurde 1:200 in A. dest verdiinnt und bei 260 nm im Cary 50-
Spektrometer (Varian) gemessen. Eine OD,sy=0,1 entsprach dem DNA-Gehalt
von 1 pg/ul.

4.2.8 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Amplifizierung von DNA-Fragmenten fiir Klonierungen wurde mit Phusion
High-Fidelity DNA Polymerase von Thermo Scientific durchgefiihrt. Die
Zusammensetzung der Reagenzien in ein entsprechendes PCR-Reaktionsgefdf3

erfolgte auf Eis

Fiir 50 ul | Endkonzentration
Wasser Y ul
5xPhusion HF Buffer 10 pl Ix
10 mM dNTPs 1 ul Je 200 uM
Forward primer 1 ul 0,5 uM
Reverse primer 1 ul 0,5 uM
Template DNA Xl 10-50 ng
Phusion DNA Polymerase 0,5 ul 0,02 U/l

Die Reaktionen wurden unter den unten angefiihrten Bedingungen durchgefiihrt.

Denaturierung 98°C 30s

Denaturierung 98°C 10's

Hybridisierung X°C30s 30 Zyklen
Elongation 72°C 30 s/kb

finale Elongation 72°C 5 min
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Die Berechnung der Hybridisierungstemperatur fiir das jeweilige Primerpaar
erfolgte mit dem 7m Calculator (www.thermofisher.com). 5 ul des PCR-Produkts

wurden mittels Agarosegelelektrophorese untersucht.

4.2.9 Overlap-Extension-PCR

Um eine Punktmutation in einem DNA-Abschnitt zu erzeugen, wurde die
Overlap-Extension-PCR angewendet (Horton et al., 1993). Bei dieser Methode
wurden drei aufeinander folgende PCR-Reaktionen durchgefiihrt. Zuerst wurden
zwei DNA-Fragmente jeweils mit einem mutagenen und einem flankierenden
Primer amplifiziert, wobei die mutagenen Primer komplementér zueinander sind.
So entstand bei den beiden DNA-Fragmenten eine Sequenz im Bereich der
mutagenen Primer, die sich iiberlappte. In der zweiten PCR-Reaktion
hybridisierten die beiden DNA-Fragmente im iiberlappenden Bereich. So entstand
ein DNA-Template, das in der dritten PCR-Reaktion durch die DNA-Polymerase
vervielfdltigt wurde. Die erste PCR-Reaktion erfolgte nach dem im Abschnitt
4.2.8 beschriebenen Protokoll. Die erhaltenen DNA-Fragmente wurden als
Template fiir die zweite PCR angesetzt. Die Mengenzugabe erfolgte abhingig von
der FragmentgroBe wund der Konzentration des PCR-Produkts. Die

Hybridisierungstemperatur wurde abhéngig von der Grofle der DNA-Fragmente

gewihlt.
2. PCR
Fiir 25 pl Programm
Wasser Y ul 98°C 60 s
5xPhusion HF Buffer Sul 98°C3s
10mM dNTPs 0,5 ul X°C30s 10 Zyklen
DNA-Fragment 1 Xul 72°C 30 s/kb
DNA-Fragment 2 Xl 72°C 5 min
Phusion DNA Polymerase 0,3 ul

Der Reaktionsansatz fur die dritte PCR wurde mit dem zweiten PCR-

Reaktionsansatz gemischt.
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3. PCR
Fiir 25 pl Programm
Wasser Y ul 98°C 60 s
5xPhusion HF Buffer Sul 98°C30s
10mM dNTPs 0,5 ul X°C30s 30 Zyklen
Forward primer 1 ul 72°C 30 s/kb
Reverse primer 1 ul 72°C 5 min
Phusion DNA Polymerase 0,3 ul

5 ul des PCR-Produkts wurden mittels Agarosegelelektrophorese analysiert.

4.2.10 Verdau von DNA mit Restriktionsenzymen
Fiir den Restriktionsverdau wurden FastDigest® Enzyme von Thermo Scientific

verwendet. Der Reaktionsansatz erfolgte nach dem Protokoll des Herstellers.

4.2.11 Ligation und Transformation von DNA

DNA-Fragmente wurden mit T4 DNA Ligase (Thermo Scientific) in ein Plasmid-
Vektor ligiert. Der Ligationsansatz erfolgte nach dem Protokoll des Herstellers.
Es wurde 3-mal so viel Insert wie Vektor verwendet. Die DNA-Konzentration
wurde vorher mittels Agarosegelelektrophorese ermittelt. Die Ligation erfolgte
iiber Nacht bei 16°C. AnschlieBend erfolgte die Transformation in E.coli. Dafiir
wurden 10 pl des Ligationsansatzes mit 100 pl der chemisch kompetenten Zellen
vermischt und 20 min auf Eis inkubiert. Es folgte ein Hitzeschock fiir 90 s bei
42°C. AnschlieBend wurden 700 ul LB-Medium hinzugegeben uns es folgte eine
Inkubation unter Schiitteln fiir 45 min bei 37°C. 200 ul des Ansatzes wurden auf
LBamp-Platten ausplattiert und bei 37°C iiber Nacht inkubiert.

4.2.12 Konstruktion der verwendeten Plasmide

Die Amplifikation der kodierenden Sequenzen erfolgte mittels PCR (s. Kapitel
4.2.8,4.2.9). Als Template diente Plasmid-DNA (GFP-CP750/E). Die erhaltenen
PCR-Produkte wurden mit NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up von Macherey-
Nagel nach dem, vom Hersteller empfohlenen Protokoll aufgereinigt. Nach dem
Verdau mit jeweiligen Restriktionsenzymen folgte Ligation in den dazu gehorigen
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Vektor (s. Kapitel 4.2.10, 4.2.11). Die fertigen Plasmide wurden mittels
Sequenzierung (GATC Biotech) auf ihre Richtigkeit tiberpriift. Die Sequenzen der

verwendeten Oligonukleotide sind im Kapitel 4.2.1 aufgelistet.
GFP-CP75-N

Das N-terminale Fragment umfasst die Basen 1-1110. Das Fragment wurde mit
den Oligonukleotiden VP1-1Sal und CP75-N-Bam-rev amplifiziert und in den mit
Sall/BamHI geschnittenen Vektor pIS77 eingebaut.

GFP-CP75-C

Das C-terminale Fragment umfasst die Basen 1102-1959. Das Fragment wurde
mit den Oligonukleotiden CP75-C-Sal-for und VP1-2Bam amplifiziert und in den
mit Sall/BamHI geschnittenen Vektor pIS76 eingebaut.

CP75-RNAi

Das CP75-RNAi wurde nach der Methode von Samereier et al. hergestellt
(Samereier et al., 2011). Dafiir wurde eine Sense-Sequenz, die die Basen 1-450
der kodierenden Sequenz umfasst mit den Oligonukleotiden CP75-RNAi-Sal-f
und CP75-RNAi-Bam-r amplifiziert. Die Amplifizierung der Antisense-Sequenz
erfolgte mit den Oligonukleotiden CP75-RNAi-AfllI-f und CP75-RNAi-Kpn-r.
Die Fragmente wurden nacheinander in den mit Sall/BamHI bzw. AflIII/Kpnl

geschnittenen Vektor pIS193 eingebaut.

GFP-CP75-P1k-S143A

Das Plasmid wurde mittels Overlap-Extension-PCR (s. Kapitel 4.2.9) hergestellt.
Die erste PCR-Reaktion erfolgte mit den Oligonukleotiden CP75-Plk-TA-r /VP1-
1Sal fiir das Fragment 1 und mit CP75-Plk-TA-{/VP1-2Bam fiir das Fragment 2.
Die beiden erhaltenen Fragmente wurden fiir die zweite PCR-Reaktion eingesetzt.
Die dritte PCR-Reaktion erfolgte mit den Oligonukleotiden VP1-1Sal und VP1-
2Bam.

BirA-R118G-CP75

Das Insert wurde mit Sall/BamHI aus dem Plasmid GFP-CP750/E ausgeschnitten

und in den mit Sall/BamHI behandelten Vektor BirA-R118G eingebaut.
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BirA-R118G-CP75-C

Das Insert wurde mit Sall/BamHI aus dem Plasmid GFP-CP75-C ausgeschnitten
und in den mit Sall/BamHI behandelten Vektor BirA-R118G eingebaut.

4.2.13 Herstellung chemisch kompetenter Zellen

Zur Herstellung chemisch kompetenter Zellen wurde zuerst eine Vorkultur
angesetzt. Dafiir wurde eine einzelne Kolonie der TOP10-Zellen in 5 ml ¥b-
Medium iberfiihrt und bis zu einer ODgy=0,3 bei 37°C inkubiert. Die Vorkultur
wurde anschlieend in einen mit 100 ml vorgewdrmten Wb-Medium gefiillten
Kolben iiberfiihrt und bei 37°C geschiittelt, bis eine ODgpp=0,5 erreicht wurde.
Nach einer 5 miniitigen Inkubation auf Eis wurden die Zellen fiir 5 min bei 3000 g
zentrifugiert und in 40 ml eiskaltem TfbI-Puffer resuspendiert. Nach einem
weiteren Zentrifugationsschritt wurden die Zellen in 4 ml Tfbll-Puffer
aufgenommen, 15 min auf Eis inkubiert und in 200 pl-Aliquots im fliissigen

Stickstoff eingefroren. Die Lagerung erfolgte bei -80°C.
Yb-Medium

20 g/l Trypton; 5 g/l Hefeextrakt; 5 g/l MgSO4 (wasserfrei); pH auf 7,6 mit KOH

einstellen
T{bl

30 mM Kaliumacetat; 100 mM Rubidiumchlorid (RbCI); 10 mM CaClI2; 15%
Glycerin; pH auf 6,0 mit 0,2 M Essigsdure einstellen, 50 mM von MnCI2

hinzugeben und pH auf 5,8 einstellen
T1bIl

10 mM MOPS; 75 mM CaCl2; 10 mM Rubidiumchlorid (RbCl); 15% Glycerin;
pH auf 6,5 mit KOH einstellen

4.2.14 Transformation von Dictyostelium Zellen

Pro Transformationsansatz wurden 5%*10° Zellen in exponentieller
Wachstumsphase genommen. Die Zellkultur wurde 20 min auf Eis gekiihlt und
anschlieend 5 min bei 1300 rpm und 4°C zentrifugiert. Das Zellpellet wurde
einmal mit 20 ml Phosphatpuffer und anschlieBend mit 10 ml
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Elektroporationspuffer gewaschen. Das Zellpellet wurde in 700 pl
Elektroporationspuffer resuspendiert, mit 15-30 ug DNA vermischt und in eine
sterile vorgekiihlte Elektroporationskiivette (4 mm Abstand zwischen den
Elektroden; Peqlab) tiberfiihrt. Die Elektroporation erfolgte mit zwei Impulsen bei
1,1 kV, 3 puF in einer Gene Pulser Elektroporationsapparatur (Biorad). Danach
wurde das Zellgemisch in ein 1,5 ml Reaktionsgefdf tiberfiihrt und fiir 10 min bei
Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend wurde CaCly/Mg,Cl mit der
Endkonzentration von 1mM dazugegeben und das Zellgemisch fiir weitere 15 min

bei RT auf der niedrigsten Stufe auf einem Rotator rotiert.

Fiir die Transformation Blasticidin-resistenter Zellen wurde das Zellgemisch mit
25 ml HL5¢ (Formedia) Medium, Penicillin/ Streptomycin haltig, versetzt und auf
24-Well-Platte verteilt. Nach 24 h erfolgte Selektionsdruck mit 4 pg/ml
Blasticidin S in HL5c Medium. Die Platten wurden bei 20-22°C 1-2 Wochen
stehen gelassen bis Kolonien resistenter Zellen gewachsen waren und im

Anschluss untersucht werden konnten.

Fiir die Transformation G418-resistenter Zellen wurde das Zellgemisch nach dem
letzten Inkubationsschritt in eine 50 ml Zellkulturflasche tiberfiihrt und mit 25 ml
HL5c Medium, versetzt mit Penicillin/Streptomycin, vermischt. Nach 24 h
wurden die Zellen durch Zentrifugation bei 1300 rpm geerntet und zwei Mal mit
Phosphatpuffer =~ gewaschen.  AnschlieBend  wurden sie in  einer
Bakteriensuspension, bestehend aus Klebsiella aerogenes versetz mit 10 pg/ml
G418, resuspendiert. Fiir die Gewinnung der Klebsiella aerogenes wurden diese
bei 37 °C iiber Nacht auf einer SM-Platte kultiviert. 500 ul Suspension, bestehend
aus Klebsiella aerogenes und transformierten Dictyostelium Zellen wurden auf
Phosphatagar-Platten, versetzt mit 100 pg/ml G418, ausplattiert. Die
Phosphatagar-Platten wurden bei RT 10-14 Tage bis zum Erscheinen von Plaques
resistenter Zellen gelagert. Diese wurden dann mit einer sterilen Pipette in HL5c

Medium mit 10 pg/ml G418 und Penicillin/Streptomycin {iberfiihrt.

Elektroporationspuffer

50 mM Saccharose; 10 mM KH2PO4; pH 6.1

SM-Platten
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10 g/l Pepton (Oxoid); 1 g/l Hefeextrakt (Oxoid); 10 g/l Glukose; 20 g/l Agar; 1,6
g/l K2HPO4; 2,2 g/l KH2PO4; 1 g/l MgSO4; pH 6,5

4.3 Biochemische Methoden

4.3.1 Gewinnung von Gesamtzellextrakten aus Dictyostelium Zellen
Zur Gewinnung von Gesamtzellextrakten wurden 1,5 ml Zellkultur mit einer
Zelldichte von 2-4%¥10° Zellen/ml bei 3000g fiir 5 min zentrifugiert. Das Zellpellet

wurde in 2x Harnstoff Probenpuffer (L6A) aufgenommen.

4.3.2 Methanol-Chloroform Proteinprizipitation

Fir die Proteinfillung betrug das maximale Volumen einer verdiinnten
Proteinlosung 150 pl. Die Proteinlosung wurde zuerst mit 4x Vol. Methanol
versetzt und gevortext. Es folgte die Zugabe von 1x Vol. Chloroform und 3x Vol.
A. dest. Zwischen den Schritten wurde die Probe gevortext. Danach wurde diese 1
min bei 13000 g zentrifugiert. Die obere wéssrige Phase wurde entfernt. Zu der
Probe wurde 3x Vol. Methanol dazugegeben. Nach dem Mischen der Probe
(Vortex) folgte ein weiterer Zentrifugationsschritt bei 13000 g fiir 2 min. Der
Uberstand wurde entfernt und das Pellet bei RT getrocknet. Fiir die weitere
Analyse wurde das Pellet in Harnstoff Probenpuffer (LOA) gelost.

4.3.3 Amidoschwarz-Test zur Bestimmung der Proteinkonzentration

Fiir jede Probe erfolgte eine dreifache Bestimmung. Zuerst wurde eine BSA-
Eichgerade erstellt. Je 4, 8 und 12 pl der BSA-Stammldsung (1mg/ml) wurden in
300 pl Farbelosung gegeben, gevortext und fiir 5 min bei RT inkubiert.
Anschliefend wurden die Proben fiir 5 min bei 13000 g zentrifugiert, zwei Mal
mit 750 pl Waschlosung gewaschen und das erhaltene Pellet in 700 ul 0,1 M
NaOH gelost. Die Messung erfolgte bei 615 nm in UV-1600 PC
Spectrophotometer (VWR). Die Werte fiir BSA bei ODg;s sollten 0,15 bei 4 g,
0,30 bei 8 pg und 0,45 bei 12 pg BSA betragen. Die Bestimmung der
Proteinkonzentration in der zu untersuchenden Proben erfolgte nach dem gleichen
Protokoll wie bei der Erstellung der BSA-Eichgerade. Es wurden 2 pl und 5 pl
Proteinlosung je Probe entnommen und fiir die Bestimmung verwendet. Die

Proteinkonzentration wurde mit Hilfe von Microsoft Excel ermittelt.

Férbeldsung
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5,2 mg Amidoschwarz in 20 ml Wasser

Waschldsung

Essigsdure/Methanol 1:10

4.3.4 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die Proteine wurden im diskontinuierlichen SDS-Polyacrylamid-Gel aufgetrennt
(Laemmli, 1970). Die Proteinproben wurde mit der gleichen Menge Harnstoff-
Probenpuffer (LOA) versetzt und bei 70°C fiir 3 min inkubiert. Nach dem Beladen
des SDS-Gels mit Proteinproben wurde diese mit dem Biorad-Mini-System
(Biorad) der GroBe nach aufgetrennt. Dazu wurde eine konstante Stromstérke von
15 mA angelegt, so dass die Proben sich in einer Laufebene im Sammelgel
anreichern konnten. AnschlieBend wurde die Stromstidrke auf konstante 30 mA
erhoht, bis die gewlinschte Probenauftrennung erreicht war. Die
GroBenbestimmung der aufgetrennten Proteine erfolgte mit dem parallel

laufenden Proteinstandard (PageRuler™Prestained Protein Ladder, Thermo

Scientific)
Sammelgel Trenngel
Fiir 2 Gele (3,9% Acrylamid) | (10% Acrylamid)
Acrylamid/Bisacrylamid (37,5/1) 0,5 ml 2,5ml
Losung B - 2,5 ml
Losung C 1,25 ml -
10% APS 25 ul 33 ul
TEMED Sul 7 ul
Wasser 3,25 ml 5 ml
Losung B

2 M Tris/HCI, pH 8,7; 0,4% SDS
Losung C
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0,25 M Tris/HCI, pH 6,8; 0,4% SDS

4.3.5 Coomassie Firbung von SDS-Gelen
Die Gele wurden fiir 1 h in Coomassie-Losung gefédrbt. Anschlieend in Wasser
kurz gewaschen und entfirbt. Beim Entfirben wurde die Entfarbelosung

mehrmals gewechselt.
Coomassie
0,25% Coomassie R250 (Sigma-Aldrich), 50% Methanol, 10% Essigséure

EntfirbelGsung

25% Isopropanol, 10% Essigsdure

4.3.6 Western Blot und Immunfirbung

Die Polyacrylamid-Gele wurden mit einigen Abweichungen in der
Pufferzusammensetzung nach Kyhse-Andersen in der halbtrockenen Blotting-
Apparatur (Peqlab) geblottet (Kyhse-Andersen, 1984). Die Ubertragung der
aufgetrennten Proteine auf eine Nitrozellulose-Membran (Roti-NC®, Roth)
erfolgte mit einer Stromstirke von 1 mA/cm®. AnschlieBend wurde die Membran
in 3% Fischgelatine/TBST fiir 1 h geblockt. Der primére Antikdrper wurde in
1%Fischgelatine/TBST individuell verdiinnt. Die Inkubation der Membran mit
dem Antikorper erfolgte bei RTunter Schwenken fiir 1 h. Nach dem Waschen in
TBST (3x 5 min) folgte eine einstiindige Inkubation bei RT mit dem sekundéren
Antikorper, gekoppelt an alkalische Phosphatase (AP), verdiinnt 1:10000 in
TBST/1% Fischgelatine. Die Membran wurde erneut 3x 5 min in TBST
gewaschen. Es folgte eine Farbereaktion mit NBT/BCIP geldst inl0 ml AP-

Reaktionspuffer. Die Farbreaktion wurde durch Waschen mit Wasser gestoppt.
Blot Puffer |

300 mM Tris; 20% Methanol

Blot-Puffer I1

30 mM Tris; 20% Methanol

Blot Puffer II1
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30 mM Tris; 20% Methanol; 40 mM e-Aminocapronsdure

AP-Reaktionspuffer

100 mM Tris/Cl; 100 mM NaCl; 50 mM MgCl2; pH 9,5

NBT (4.5 pl/ml)

Stammldsung: 75 mg/ml in 70% DMF

BCIP (3,5 ul/ml)

Stammldsung: 50 mg/ml in 100% DMF

4.3.7 Expression und Aufreinigung von MBP-Fusionsproteinen

Das in dieser Arbeit verwendete MBP-Fusionsprotein wurde zur Herstellung und
Aufreinigung vom Antikorper verwendet. Am Vortag wurde eine 50 ml E. coli-
Vorkultur mit LB,np-Medium angesetzt und iiber Nacht bei 37°C und 230 rpm
inkubiert. Am néchsten Tag wurde die Vorkultur in 400 ml LB,n,-Medium so
verdiinnt, dass die ODggo etwa 0,1 betrug. Die Bakterienkultur wurde bei 37°C
und 230 rpm bis zu einer ODggy 0,6-1,0 inkubiert. Es folgte die Induktion der
Proteinexpression mit IPTG (Endkonzentration 3M) fiir 4 h bei 22°C. Die Zellen
wurden bei 4000 rpm und 4 °C (Hettich Rotana 460R, Rotor 5645) geerntet. Das
Pellet wurde schlieBlich in 10 ml TE-Puffer resuspendiert und bis zur
Aufreinigung bei -20°C gelagert.

Fiir die Aufreinigung wurde das Pellet auf Eis aufgetaut und mit 200 pl 5SM NaCl
(Endkonzentration 100 mM) versetzt. Die Zellsuspension wurde anschlieBend mit
einem Sonifizierstab (Ultraschalprozessor, Dr. Hielscher GmbH) fiir 3 min
beschallt (Amplitude 100%, Cycle 0,6). Nach einer einminiitigen Pause auf Eis
wurde der Schritt wiederholt. Es folgte eine Zentrifugation bei 10000 g, 4°C fiir
30 min (Beckmann Avanti JE Zentrifuge, JA-25.50 Rotor). Der Uberstand wurde
auf eine Sdule mit Amylose-Harz (NEB) geladen und die
Durchflussgeschwindigkeit auf 1 Tropfen pro 10 s eingestellt. Die Sdule wurde
anschlieBend bei maximaler Durchflussgeschwindigkeit dreimal mit MBP-
Saulenpuffer gewaschen. Fiir die Elution wurde 10 mM Maltose in MBP-

Saulenpuffer geldst und das Fusionsprotein mit einer Durchflussgeschwindigkeit

73



Materialien und Methoden

von 1 Tropfen pro 10 s in 700 p-Fraktionen eluiert. Die Bestimmung der
Proteinkonzentration erfolgte mit UV-1600 PC Spectrophotometer (VWR) bei
280 nm (ODygo= 1,0 entspricht der Proteinkonzentration von 0,7 mg/ml).

MBP Séulenpuffer

200 mM NaCl; 10 mM Tris/HCI, pH 7,5; 1 mM EDTA

4.3.8 Aufreinigung von Antikorpern

Fir die Aufreinigung des CP75-Antikorpers wurde eine Sepharose-Sdule
verwendet. Dafiir wurde zuerst die Sdule vorbereitet indem 1 ml von NHS-
activated Sepharose (GE Healthcare) in ein 15 ml Schraubgefa3 pipettiert und mit
1 mM kaltem HCL gemischt und gevortext wurde. Die Sepharose wurde pelletiert
und der Uberstand verworfen. Etwa 0,5 mg des MBP-CP75 Fusionsproteins
wurden zu der Sepharose gegeben und auf einem Rotator iiber Nacht bei 4°C
inkubiert. Das Gemisch wurde auf eine leere Sdule aufgetragen. Nachdem
Absetzen des Sédulenmaterials wurde die Durchflussgeschwindigkeit auf ein
Tropfen pro 10 s eingestellt. Nach dem die Proteinlosung durchgelaufen war (die
Sdule darf nicht trocken laufen), folgte ein Waschschritt mit 1 Sdulenvolumen
Puffer A bei maximaler Durchflussgeschwindigkeit. Nach dem ein weiterer
Waschschritt mit Puffer B durchgefiihrt wurde, wurde 1 Séulenvolumen Puffe A
auf die Sdule gegeben und 1 h inkubiert. Nach erneutem Waschen mit Puffer B
wurde der Inkubationsschritt mit Puffer A mit anschlieBendem Waschen mit
Puffer B wiederholt. Die Sdule wurde drei Mal mit TBS gewaschen. Nach dem
letzten Waschschritt wurde eine Fraktion aufgefangen und eine OD-Messung bei
280 nm durchgefiihrt. Wenn ODygy hoher als bei 0,01 lag, wurde die Sdule noch
ein Mal gewaschen. Das Antikdrperserum wurde 1:10 in TBS verdiinnt und auf
die Sdule geladen. Die Durchflussgeschwindigkeit wurde auf ein Tropfen pro 10 s
eingestellt. Nach dem dreimaligen Waschen mit TBS wurde der Antikorper mit
100 mM Glycin HCI pH2,7 in 700 pl-Fraktionen eluiert und sofort mit 1 M Tris
HCL pH 9,5 neutralisiert. Die Konzentration des Antikorpers wurde mit UV-1600
PC Spectrophotometer (VWR) bei 280 nm (ODyg= 1,0 entspricht der

Proteinkonzentration von 0,7 mg/ml) bestimmt.

Puffer A
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1 mM Tris HCI; pH 8,5
Puffer B
0,1 M Na-Acetat; 0,5 M NaCl; pH4,0

4.3.9 Isolierung von Dictyostelium Centrosomen

Alle Schritte wurden auf Eis, mit eiskalten Puffer und vorgekiihlten Zentrifugen
nach einem modifizierten Protokoll von Grif durchgefiihrt (Graf, 2001). 200 ml
einer Dictyostelium-Kultur mit einer Zelldichte von 4*10° wurden bei 1300 rpm
und 4°C geerntet und zwei Mal mit 20 ml Phosphatpuffer gewaschen. Im dritten
Waschschritt wurden 2 uM Cytochalasin A dem Phosphatpuffer hinzugefiigt. Das
Zellpellet in 10 ml Kernlysepuffer resuspendiert und 1 min gevortext. Die
Zellsuspension wurde anschlieBend zwei Mal mit einer Spritze durch ein
Nuclepore-Filter (5 pm, Whatman) gedriickt und sofort 10 min bei 4000 rpm und
4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Zellpellet wurde in 10
ml Pyrophosphatpuffer resuspendiert und 1 min gevortext. Die Zellsuspension
wurde erneut fiir 10 min bei 4000 rpm und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand
wurde in ein neues Gefdl tiberfiihrt, mit 2 mg Heparin versetzt und 5-10 min auf
Eis inkubiert. AnschlieBend wurde der Uberstand vorsichtig auf einen Saccharose-
Gradienten geladen. Dieser bestand aus 1 ml 80% und 1 ml 50% Saccharose-
Loésung und wurde in einem Beckman SW-40 Rohrchen vorbereitet. Der Gradient
wurde fiir 1 h bei 21000 rpm (Beckman Optima L-100K Ultrazentrifuge, SW-40
Rotor) zentrifugiert. Mit einer Schlauchpumpe und Glaskapillaren (Flussrate 200
ul pro min) wurden ca. 500 pl der 80% Saccharose-Fraktion vom Boden des SW-
40 Rohrchen entfernt und verworfen. AnschlieBend wurde vom Boden des
Rohrchens 1 ml Losung in einem neuen Gefd3 gesammelt. Diese Fraktion, welche
die Grenze der 80% und 50% Saccharose-Losungen darstellte, enthielt die
Centrosomen. Fiir Immunfluoreszenz Experimente wurden 10 bis 30 pl der
Centrosomen-Fraktion in 1 ml Phosphatpuffer verdiinnt und auf Deckgléser bei
4500 rpm (Hettich Rotanta R250, 5624 Rotor) sedimentiert. Die Fixierung und die
indirekte Immunfluoreszenz erfolgten nach dem gleichen Protokoll wie fiir die

ganzen Zellen (Abschnitt 4.4.3).
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Fiir biochemische Analysen wurden die Centrosomen nicht iiber einen
Gradienten, sondern iiber ein Saccharose-Kissen, das aus 1,5 ml 50% Saccharose
bestand, bei gleichen Zentrifugationsbedingungen aufgereinigt. Die isolierten
Centrosomen befanden sich im Pellet und wurden in 1 ml Gradientenpuffer
resuspendiert, um Saccharosereste zu entfernen, und fiir 15 min bei 15000 rpm
und 4°C zentrifugiert. Das Pellet wurde in einem entsprechenden Puffer

resuspendiert.

Kernlysepuffer

100 mM Na-PIPES, pH 6.9; 2 mM MgCl,; 10% Saccharose; frisch zugeben:
0.25% Triton X-100; 1 x Proteaseinhibitor-Cockail; 2 uM Cytochalasin A

Pyrophosphatpuffer

100 mM Na-PIPES; 2 mM MgCly; 30% Saccharose; frisch zugeben: 40 mM tetra-
Natriumdiphosphat/HCI, pH 6.9; 1 mM Dithiothreitol; 1% Triton X-100; 1 x

Proteaseinhibitor-Cockail

Proteaseinhibitor-Cocktail

1 mM Pefabloc SC; 25 pg/ml Leupeptin; 10 png/ml Tosyl-Arginin-Methylester; 10
pg/ml Sojabohnen-Trypsininhibitor; 1 pg/ml ‘Aprotinin; 1 pg/ml Pepstatin; 2 mM
Benzamidin; 1 mM ATP

Gradientenpuffer

10 mM Na-PIPES; 2 mM MgCly; frisch zugeben: 0.1% Triton X-100; 0.1%
2-Mercaptoethanol

Saccharoseldsungen

80% Saccharose in 10 mM Na-PIPES/2 mM MgCl,; frisch zugeben: 0.1% Triton
X-100; 0.1% 2-Mercaptoethanol; 1x Proteaseinhibitor-Cocktail.

4.3.10 BiolD
Die BiolD-Methode wurde nach modifiziertem Protokoll von Batsios
durchgefiihrt (Batsios et al., 2016). Dafiir wurden zuerst Centrosomen wie oben

beschrieben isoliert. Das Centrosomen-Pellet wurde in 150 pl Gradientenpuffer
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mit 2 M Kaliumjodidlosung resuspendiert und 20 min auf Eis inkubiert.
Anschliefend wurde die Suspension fiir 20 min bei 9000 g und 4°C zentrifugiert.
Der Uberstand wurde in ein neues GefdB iiberfiihrt und die Proteine mit
Methanol/Chloroform gefillt (Abschnitt 4.3.2). Das Proteinpellet wurde nach der
Féllung in 100 pl L6A/Losung C (2:1) resuspendiert. 50 pl der Probe wurden auf
eine breite Geltasche (30 mm) aufgetragen (SDS-PAGE Abschnitt 4.3.4). Nach
dem Blotten (Abschnitt 4.3.6) wurde die Membran in drei gleiche Streifen
geschnitten und mit jedem Streifen wurde eine Immunfiarbung durchgefiihrt
(Abschnitt 4.3.5). In einem direkten Vergleich der Streifen konnte eine Aussage
iiber Interaktionspartner des zu untersuchenden Proteins getroffen werden

(Abschnitt 2.6.1).

Fiir die Analyse des Cytoplasma, die im Kapitel 2.7.4 beschrieben wurde, wurden
100 ml einer Dictyostelium-Kultur mit der Zelldichte von 5*10° bei 1300 rpm und
4°C geerntet und zwei Mal mit 20 ml Phosphatpuffer gewaschen. Im dritten
Waschschritt wurden 2 uM Cytochalasin A dem Phosphatpuffer hinzugefiigt. Das
Zellpellet wurde in 10 ml Kernlysepuffer resuspendiert und 1 min gevortext. Die
Zellsuspension wurde anschlieend zwei Mal mit einer Spritze kréftig durch ein
Nuclepore-Filter (5 um, Whatman) gedriickt und sofort 10 min bei 13000g und
4°C zentrifugiert. Dabei wurde das Cytoplasma, das sich im Uberstand befand
von den Zellkernen und Vesikeln getrennt. Die Aufreinigung der biotinylierten
Proteine erfolgte mit dem uMACS Streptavidin Kit (Milteneyi Biotec GmbH) nach
dem Protokoll des Herstellers. Folgende Modifikationen wurden durchgefiihrt: 1)
Zu der Cytoplasma-Fraktion (10 ml) wurden 200 pl Streptavidin-Beads
hinzugefiigt und 30 min auf Eis inkubiert. 2) Die Elution erfolgte mit 100 ul LA,
das auf 95°C erhitzt wurde.

4.4 Zellbiologische Methoden

4.4.1 Kaultivierung und Konservierung von Escherichia coli

E coli Zellen wurden bei 37°C entweder auf LB-Platten oder im fliissigen LB-
Medium (unter Schiitteln bei 230 rpm) unter Zusatz von Ampicillin kultiviert. Fiir
die dauerhafte Lagerung des Bakterienstammes wurde die bakterielle Zellkultur

1:1 mit Einfriermedium gemischt und bei -80°C gelagert.
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Einfriermedium

LB-Medium, 70% Glycerin

4.4.2 Kaultivierung und Konservierung von Dictyostelium discoideum

Dictyostelium-Zellen wurden axenisch entweder in Schiittelkultur bei 150 rpm
(Certomat R, Sartorius) oder adhdrent in Zellkulturflaschen bei 19-22°C kultiviert.
Das dafiir verwendete HL5c-Medium (Formedium) wurde mit entsprechenden
Antibiotika versetzt (Blasticidin S 4 pg/ml, G418 10 ug/ml). Das Medium wurde
zwei Mal wochentlich gewechselt. Fiir die langfristige Lagerung wurden die
Sporen, die von Dictyostelium als Reaktion auf Nahrungsmangel gebildet werden,
eingefroren. Dafiir wurden 50 ml einer axenisch wachsenden Zellkultur mit der
Zelldichte 2-5*10° geerntet (1300 rpm) und ein Mal mit sterilem Phosphatpuffer
gewaschen. Das Zellpellet wurde in 500 pl sterilem Phosphatpuffer resuspendiert
und auf eine Phosphatagar-Platte vorsichtig ausplattiert. Nach 3-4 Tagen bildeten
die Zellen sporenhaltige Fruchtkorper, die mit 1,5 ml sterilem Phosphatpuffer von
der Platte abgewaschen und bei -80°C gelagert wurden. Um eine neue Kultur
anzusetzen, wurden die Sporen aufgetaut und 10 pl davon in 10 ml HL5c-Medium

mit dem entsprechenden Antibiotikum gegeben.

4.4.3 Fixierung und indirekte Immunfluoreszenz von Dictyostelium

1 ml einer Dictyostelium-Kultur wurde zum Absetzen auf runde Deckgldschen
transferiert. Nach ca.30 min wurde das Medium entfernt und die Zellen mit der
jeweiligen Methode fixiert. In dieser Arbeit wurden folgende Fixierungen

verwendet:

Formaldehyd-Aceton-Fixierung: 3,7% Formaldehyd in PBS, 5 min Fixierung,

anschliefend 1 min in —20°C kaltem Aceton und 1 x 5 min in PBS waschen

Methanol-Fixierung: 100% Methanol (-20°C), 3 min Fixierung, anschliefend 1 x

5 min in PBS waschen

Glutaraldehyd-Fixierung: 0,5% Glutaraldehyd, 0,5% Triton X-100 in 50%

PHEM-Puffer, 5 min Fixierung, dann 2 x 5 min in Phosphatpuffer waschen, 1 x

10 min in 1 mg/ml Borhydrid waschen und 1 x 5 min in PBS waschen.
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Fir die Immunfirbung wurden die fixierten Zellen mit einem, oder bei
Doppelfarbungen mit einer Mischung aus zwei verschiedenen primédren
Antikorpern, verdiinnt in PBS (mit 1% BSA, 0,1% NaN3), 1-3 h bei
Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend wurden die nicht gebundenen
Antikorper durch drei fiinfminiitige Waschschritte mit PBS entfernt. Dann wurden
die Pridparate mit den sekundidren Antikdrpern 1 h im Dunklen inkubiert. Alexa
488- und Alexa 568-Konjugate wurden 1:1000, Cy5-Konjungate 1:500 in PBS
verdiinnt. Nach dreimaligem Waschen der Préparate in PBS wurden die Zellkerne
mit DAPI (1 mg/ml) fiir 15 min gefdrbt. Die Deckglidschen mit den fixierten

Zellen wurden auf einem Objekttriger mit einem Tropfen Mowiol eingebettet.

4.4.4 Weitfeldmikroskopie

Immunfluoreszenz-Priparate wurden mit einem Zeiss Axiovert 200M Cell
Observer HS System (Carl Zeiss Microlmaging GmbH) untersucht. Als
Lichtquelle diente eine HXP120C Quecksilberhalidlampe. Fiir die Aufnahme
wurde immer eine Zeiss AxioCam MRm Rev. 3 CCD-Kamera und das 100x/1,4
PlanApo oder 40x/1,3 Plan-Neofluar Objektiv verwendet. Die Zellen wurden im
Bildstapel mit einem Abstand von 0,100-0,250 um (Z-Ebene) aufgenommen. Die
Rohdaten wurden mittels iterativer Dekonvolution mit berechneter PSF
aufbereitet. Zur Berechnung der PSF wurde ein Préparat mit 200 nm groB3en
fluoreszierenden Beads (TetraSpeck™ beads, Invitrogen) hergestellt. Von diesem
wurden 120 Bildstapel mit einem Abstand von 0,050 um aufgenommen. Die PSF
wurde aus den so entstandenen Rohdaten und der PSF-Erzeuger-Funktion von
AxioVision berechnet. Eine Maximalintensititsprojektion zur Darstellung der

Bilder wurde mit ImageJ durchgefiihrt.

4.4.5 Konfokalmikroskopie

Die Aufnahme der lebenden Zellen erfolgte mit dem konfokalem-Spinning-Disk-
System (Cell Observer SD, Carl Zeiss Microimaging GmbH), das mit 2 Evolve
EM-CCD Kameras (Photometrics) und einem Rapp UGA-40-2L Galvo Scanner
(Rapp Optoelectronics) sowie einem 473 nm punktfokussierten Diodenlaser
(Rapp Optoelectronics) ausgestattet ist. 1 ml einer Dictyostelium-Kultur wurde

zum Absetzen in ein Glasbodenschélchen iiberfiihrt (Fluordish). Nach 30 min
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wurde das Medium abgesaugt und durch LoFlo Medium (Formedium) mit 2

mg/ml Ascorbinsdure ersetzt. Die Prozedur wurde zwei Mal wiederholt.

Fiir FRAP-Experimente wurde die Agar Overlay Technik nach Fukui angewendet
(Fukui et al., 1987). Die Zellen wurden dadurch flach gedriickt und in ihrer
Bewegung eingeschrinkt, ohne die Intrazelluliren Bewegungsprozesse zu
beeinflussen. Die Aufnahme erfolgte mit dem 100x/1,4 PlanApo-Objektiv, einer
Bildrate von 10 fr/s und einem Zeitraffer von 10 s. Es wurden 7 Ebenen pro
Bildstappel aufgenommen Ein FRAP-Experiment erfolgte mit der ,.click and
fire“-Funktion des tliber die Rapp-Software gesteuerten 473 nm punktfokussierten
Lasers. Die aufgenommenen FRAP-Filme wurden mit Hilfe von ImageJ in einer
maximalen Intensitdtsprojektion auf eine Ebene gebracht. Die Auswertung des
Bleichvorgangs erfolgte mit ImageJ. Fiir jeden Zeitpunkt wurde die Intensitét des
Signals der zu untersuchenden Zelle, der Kontrolle (zur Bestimmung des
,Autobleachings* wihrend der Aufnahme) und des Hintergrundes in einer
definierten ,,Region-of-interest ROI gemessen. Die Daten aus gemessener Fliche
und Fluoreszenzstirke wurden in Microsoft Excel ausgewertet. Die Auswertung

der Daten erfolgte nach dem Protokoll von Samereier (Samereier et al., 2010b).
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Abkiirzungen

AS Aminosiure

ATP Adenosine-5’-trisphosphat

BCIP Bromo-chloro-indolylphosphat

BSA Rinderserumalbumin (“bovine serum albumin)
C- Carboxyterminal

Dd Dictyostelium discoideum

DMF Dimethylformamid

DNA Desoxyribonucleinsdure

dNTP Desoxyribonucleotidtriphosphat

DTT Dithiothreitol

EDTA Ethylendiamintetraessigsiure

et al. “And others”

g Gravitation

g Gramm

GFP Griin-fluoreszierendes-Protein

HEPES N-2-Hydroxyethylpiperazin-N’-Ethansulfonsdure
IPTG Isopropyl-B-D-thiogalaktopyranosid

kD Kilo-Dalton

MBP Maltose-bindendes-Protein

N- Aminoterminal

NBT Nitroblautetrazoliumchlorid

OD Optische Dichte

p.a. pro analysi (= fiir analytisch Zwecke)

PAGE Polyacrylamid-Gelelektrophorese

PBS Phosphat gepufferte isotonische Salzlosung
PCR Polymerase Kettenreaktion (“polymerase chain reaction”)
PIPES 1,4-Piperazindiethan-Sulfonséure

rpm Umdrehungen pro Minute
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SDS
TBS
TEMED
Tris

Triton-X-100

Sodium (Natrium)-dodecylsulfat

Tris gepufferte isotonische Salzlosung
N, N, N, N’-Tetramethylenediamin
Tris-hydroxymethyl-ammoniumethan

t-Octylphenoxypolyethoxyethanol
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