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Zusammenfassung

Das im Cytosol liegende Dictyostelium Centrosom ist aus einer geschichteten Core-Region
aufgebaut, die von einer Mikrotubuli-nukleierenden Corona umgeben ist. Zudem ist es iiber
eine spezifische Verbindung eng an den Kern gekniipft und durch die Kernmembran hindurch
mit den geclusterten Centromeren verbunden. Beim G2/M Ubergang dissoziiert die Corona
vom Centrosom und der Core verdoppelt sich so dass zwei Spindelpole entstehen. CP55 und
CP148 wurden in einer Proteom-Analyse des Centrosoms identifiziert. CP148 ist ein neues
coiled-coil Protein der centrosomalen Corona. Es zeigt eine zellzyklusabhingige An- und
Abwesenheit am Centrosom, die mit der Dissoziation der Corona in der Prophase und ihrer
Neubildung in der Telophase korreliert. Wéhrend der Telophase erschienen in GFP-CP148
exprimierenden Zellen viele, kleine GFP-CP148-Foci im Cytoplasma, die zum Teil
miteinander fusionierten und zum Centrosom wanderten. Daraus resultierte eine hypertrophe
Corona in Zellen mit starker GFP-CP148 Uberexpression. Ein Knockdown von CP148 durch
RNAI fiihrte zu einem Verlust der Corona und einem ungeordneten Interphase Mikrotubuli-
Cytoskelett. Die Bildung der mitotischen Spindel und der astralen Mikrotubuli blieb davon
unbeeinflusst. Das bedeutet, dass die Mikrotubuli-Nukleationskomplexe wihrend der
Interphase und Mitose iiber verschiedene Wege mit dem Core assoziiert sind. Des Weiteren
bewirkte der Knockdown eine Dispersion der Centromere sowie eine verdnderte Sunl
Lokalisation in der Kernhiille. Somit spielt CP148 ebenso eine Rolle in der Centrosomen-
Centromer-Verbindung. Zusammengefasst ist CP148 ein essentielles Protein fiir die Bildung
und Organisation der Corona, welche wiederum fiir die Centrosom/Centromer Verbindung
benotigt wird. CP55 wurde als Protein der Core-Region identifiziert und verbleibt wihrend
des Zellzyklus am Centrosom. Dort besitzt es strukturelle Aufgaben, da die Mehrheit der
GFP-CP55 Molekiille in der Interphase keine Mobilitit zeigten. Die GFP-CP55
Uberexpression fithrte zur Bildung von iiberzihligen Centrosomen mit der iiblichen
Ausstattung an Markerproteinen der Corona und des Cores. CP55 Knockout-Zellen waren
durch eine erhohte Ploidie, eine weniger strukturierte und leicht vergroferte Corona sowie
zusitzliche cytosolische Mikrotubuli-organisierende Zentren charakterisiert. Letztere
entstanden in der Telophase und enthielten nur Corona- aber keine Core-Proteine. In CP55
k/o Zellen erfolgte die Rekrutierung des Corona-Organisators CP148 an den Spindelpol
bereits in der friithen Metaphase anstatt, wie iiblich, erst in der Telophase. Auflerdem zeigten
die Knockout-Zellen Wachstumsdefekte, deren Grund vermutlich Schwierigkeiten bei der
Centrosomenverdopplung in der Prophase durch das Fehlen von CP55 waren. Dariiber hinaus
konnten die Knockout-Zellen phagozytiertes Material nicht verwerten, obwohl der Vorgang
der Phagozytose nicht beeintrichtigt war. Dieser Defekt kann dem im CP55 k/o auftretenden

dispergierten Golgi-Apparat zugeschrieben werden.
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Summary

The Dictyostelium centrosome consists of a layered core structure surrounded by a
microtubule-nucleating corona. A tight linkage through the nuclear envelope connects the
cytosolic centrosome with the clustered centromeres within the nuclear matrix. At G2/M the
corona dissociates, and the core structure duplicates yielding two spindle poles. The two
proteins CP148 and CP55 were discovered in a proteomic analysis of Dictyostelium
centrosomes. CP148 is a novel coiled-coil protein of the centrosomal corona. GFP-CP148
exhibited cell cycle dependent presence and absence at the centrosome, which correlates with
dissociation of the corona in prophase and its reformation in late telophase. During telophase,
GFP-CP148 formed cytosolic foci, which coalesced and joined the centrosome. This explains
the hypertrophic appearance of the corona upon strong overexpression of GFP-CP148.
Depletion of CP148 by RNAIi caused virtual loss of the corona and disorganization of
interphase microtubules. Surprisingly, formation of the mitotic spindle and astral
microtubules was unaffected. Thus, microtubule nucleation complexes associate with
centrosomal core components through different means during interphase and mitosis.
Furthermore, CP148 RNAI caused dispersal of centromeres and altered Sunl distribution at
the nuclear envelope, suggesting a role of CP148 in the linkage between centrosomes and
centromeres. Taken together, CP148 is an essential factor for the formation of the
centrosomal corona, which in turn is required for centrosome/centromere linkage.

As CP148, CP55 was also identified in a centrosomal proteome analysis. It is a component of
the centrosomal core structure, and persists at the centrosome throughout the entire cell cycle.
FRAP experiments revealed the majority of centrosomal GFP-CP55 is immobile indicating a
structural task of CP55 at the centrosome. GFP-CP55 overexpression elicits supernumerary
centrosomes containing the usual set of corona and core marker proteins. The CP55 null
mutant is characterized by increased ploidy, a less structured, slightly enlarged corona, and by
supernumerary, cytosolic MTOCs, containing only corona proteins and lacking a core
structure. Live cell imaging showed that supernumerary MTOCS arise in telophase. Lack of
CP55 also caused premature recruitment of the corona organizer CP148 to mitotic spindle
poles, already in metaphase instead of telophase. Forces transmitted through astral
microtubules may expel prematurely acquired or loosely attached corona fragments into the
cytosol, where they act as independent MTOCs. CP55null cells were also impaired in growth,
most probably due to difficulties in centrosome splitting during prophase. Furthermore,
although they were still capable of phagocytosis, they appeared unable to utilize
phagocytosed nutrients. This inability may be attributed to their disorganized Golgi apparatus.

12



Einleitung

1 Einleitung

1.1 Dictyostelium als Modellorganismus in der Zellbiologie

Dictyostelium discoideum ist ein einzelliger, amoboider Organismus, der in seiner
urspriinglichen Form ein Bewohner des Waldbodens ist und taxonomisch zu den Amodbozoa
gehort [1]. Dictyostelium erndhrt sich hauptsidchlich von Bakterien. Die Vermehrung erfolgt
in seinem vegetativen Stadium durch eine symmetrische, mitotische Teilung. Bei
Nahrungsmangel erfolgt eine cAMP gesteuerte Entwicklung des unizelluldren Organismus zu
einem  multizelluldren = Fruchtkorper.  Dieser  bei = Nahrungsmangel  initiierte
Entwicklungszyklus kann in drei Abschnitte eingeteilt werden: Aggregation, Migration und
Kulmination. Die durch Nahrungsmangel aktivierte Aggregation ist cAMP gesteuert.
Individuelle Dictyostelium Zellen starten mit einer pulsartigen Freisetzung von cAMP, was
von benachbarten Amoben registriert werden kann. Diese wandern in Richtung des cAMP
Signals und setzen dabei selbst pulsartic cAMP frei, so dass sich letztendlich aus bis zu 10
Zellen ein beweglicher sogenannter Slug entwickelt. Dieser differenziert sich in zwei
Zelltypen, die keimungsfihigen Sporen- und spiter absterbenden Stielzellen, welche
zusammen den Fruchtkorper bilden. Somit steht Dictyostelium an der evolutionédren Basis der
heutigen Vielzeller. Bei giinstigen Umweltbedingungen, wie einem ausreichenden
Nahrungsangebot und einer optimalen Wachstumstemperatur entstehen aus Sporen neue,
einzellige Dictyostelium Amoben [2].

Bereits in den 1950er Jahren begann die Karriere von Dictyostelium als Modellorganismus in
der Zellbiologie [3]. Das Wachstum bei Raumtemperatur unter normalen atmosphirischen
Bedingungen in einem einfachen, giinstigen Medium in Schiittelkultur und Zellkulturflaschen
oder in der Anwesenheit von Bakterien sind fiir Dictyostelium als Modellorganismus ebenso
entscheidend gewesen wie seine relativ kurze Generationszeit von acht Stunden in
axenischem Medium. Des Weiteren konnen die Sporen generierter Dictyostelium Mutanten
leicht geerntet und so iiber Jahrzehnte aufbewahrt werden. Somit wurde Dictyostelium zu
einem weit verbreiteten Modellorganismus fiir Untersuchungen in der Grundlagenforschung
wie Chemotaxis, Zellbewegung und Entwicklung, Zell-Zell-Kommunikation und
Differenzierung. AuBlerhalb der Grundlagenforschung diente Dictyostelium bisher auch zum
besseren Verstindnis humaner Erkrankungen wie Lissenzephalie, Erkrankungen der weillen
Blutkorperchen und Krebs [4]. AuBlerdem wurde Dictyostelium auch fiir Tests der

Zytotoxizitidt von pharmazeutischen Priparaten [5] oder neuen Polymeren fiir medizinische
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Einleitung

Implantate genutzt [6]. Im Laufe der Jahre konnten verschiedenste genetische, zellbiologische
und biochemische Methoden fiir Dictyostelium erfolgreich etabliert werden. Dazu gehdren
z.B. die spezifische Regulation der Expression bestimmter Gene durch RNAi oder Gen
Knockout, Protein-Protein Interaktionsstudien mittels TAP-tag und die Expression
verschiedenster fluoreszierender Fusionsproteine [7-9]. Mit der vollstindigen Sequenzierung
des mit 34 Mb sehr kleinen und aus sechs Chromosomen bestehenden haploiden Genoms
wurde eine sehr gute Grundlage fiir proteomische Studien geschaffen. Viele der ca. 12500
Dictyostelium Gene zeigen zudem Homologien zu Genen in tierischen Zellen [7]. Innerhalb
des letzten Jahrzehnts erlangte Dictyostelium ebenfalls an Bedeutung als Modellorganismus
fiir die Centrosomenforschung. Der Grundstein dafiir wurde durch die Etablierung eines
Protokolls zur mikrotubulifreien Isolation von Dictyostelium Centrosomen gelegt [10]. In
weiteren Experimenten konnten dann mit Hilfe verschiedenster biochemischer Analysen neue
centrosomale Dictyostelium-Proteine bestimmt werden [11]. Zusammen mit den zur
Verfiigung stehenden Antikdorpern und verschiedenster etablierter Techniken zur
Proteinuntersuchung bildete dies eine sehr gute Grundlage fiir genauere Analysen des

Dictyostelium Centrosoms.

1.2 Die Organisation der Mikrotubuli bei Dictyostelium

In eukaryotischen Zellen sind Mikrotubuli neben Actin- und Intermediérfilamenten eines der
Hauptbestandteile des Cytoskeletts. Mikrotubuli sind dynamische Polymere die fortlaufend
einem Wechsel zwischen Polymerisation und Depolymerisation unterliegen. Diese
dynamische Instabilitit bedarf einer strengen Regulation, welche in vivo iiber die Bindung
von Mikrotubuli-assoziierten Proteinen (MAPs) erfolgt. Die Ausbildung eines Mikrotubuli
Cytoskeletts erfordert das Vorhandensein eines Mikrotubuli-organisierenden Zentrums
(MTOC), welches als Kristallisationskeim fiir die Mikrotubulipolymerisation dient und so die
Nukleation von Mikrotubuli auch unterhalb der kritischen Konzentration fiir eine spontane
Polymerisierung ermoglicht. Die Mikrotubuli sind bei undifferenzierten Zellen in einer
radialen Form ausgehend vom Centrosom angeordnet. Bei vielen differenzierten polarisierten
Zellen wie Epithelzellen oder Neuronen oder auch den Zellen hoherer Pflanzen finden sich
auch andere Anordnungen wie zum Beispiel die parallele Anordnung der Mikrotubuli zur
Langsachse in Epithelzellen [12] oder wie in hoheren Pflanzen ohne organisierendes Zentrum
in Biindeln [13]. Der Mikrotubulus ist rohrenférmig, besitzt einen Au3endurchmesser von ca.

25 nm und besteht meist aus 13 parallel angeordneten Tubulin Protofilamenten. Diese
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Einleitung

Protofilamente sind aus o~ und B-Tubulin Heterodimeren, welche GTP-abhingig miteinander
verbunden sind, aufgebaut. In einem radialen Mikrotubuli-Array wird die dem Centrosomen
nahe o-Tubulin Untereinheit eines einzelnen Mikrotubulus als (-)- und die zum Zellcortex
orientierte B-Tubulin Untereinheit als (+)-Ende bezeichnet [3, 14-15]. Die Verbindung und
damit Verankerung des Protofilaments erfolgt {iber eine Interaktion von o- und y-Tubulin in
der pericentrioldren Matrix (PCM). o-Tubulin befindet sich demnach am (-)-Ende eines jeden
Protofilaments. Die Schliisselfunktion in der Mikrotubuli-Nukleation besitzt y-Tubulin, ein
Homologes zu o~ und B-Tubulin. Es wurde erstmals in Aspergillus nidulans entdeckt und ist
essentiell fiir die Nukleation von Mikrotubuli in jedem Organismus [15]. Zwei Arten von V-
Tubulin Komplexen konnten identifiziert werden. Der y-TuRC (y-Tubulin-Ring-Komplex) ist
ein grofler, ringformiger Komplex, bestehend aus acht verschiedenen Untereinheiten vy-
Tubulin, GCP2, GCP3, GCP4, GCP5, GCP6, GDP-WD/NEDDI1 und GCPS8. Der kleinere
Komplex wird auch als y-TuSC (y-Tubulin-Small-Komplex) bezeichnet und besteht aus -
Tubulin, GCP2, GCP3. Beide y-Tubulin Komplexe sind in Tieren [15-16] und hoheren
Pflanzen [17] zu finden. In niederen Eukaryoten wie Hefen oder Dictyostelium hingegen fehlt
der y-TuRC, so dass das Template ausschlieBlich aus y-TuSCs und damit assoziierten
Proteinen besteht [18-19].

Die Organisation der Mikrotubuli in Dictyostelium unterscheidet sich in einigen Punkten von
der in anderen Zelltypen. In der Interphase erfolgt die Ausbildung des radialen Mikrotubuli
Cytoskeletts dhnlich wie in anderen Zellen. Mit 30 bis 70 Mikrotubuli werden aber relativ
wenige im Vergleich zu anderen Centrosomen nukleiert [20]. Die Interphase-Mikrotubuli sind
auBlerdem durch einen hohen Grad an Flexibilitdt gekennzeichnet, was an weit ausladenden
Biege- und Wiegebewegungen erkennbar ist [21]. Im Gegensatz zu Sdugerzellen sind die
Mikrotubuli in Dictyostelium relativ stabil, d.h. es erfolgt keine vollstindige Depoly-
merisation bis zum Ursprung [22]. Bei in vivo Untersuchungen von mRFP-o-Tubulin und
GFP-TACCdom (TACC ist ein (+)-Ende Markerprotein) exprimierenden Zellen wurde eine
starke Dynamik der Mikrotubuli in der Zellperipherie und eine hohe Stabilitit der Mikrotubuli
im pericentrosomalen Bereich beobachtet [22]. In Dictyostelium existieren demnach zwei
verschiedene Pools von Tubulin Dimeren, einmal diejenigen fiir den stabilen
pericentrosomalen Bereich und die anderen fiir schnelle Aufbau und Abbauprozesse. Die
Proteine, die das Cytoskelett im pericentrosomalen Bereich stabilisieren sind bisher
unbekannt. CP224 und TACC sind zwei Komponenten, die fiir das Wachstum der
Mikrotubuli essentiell sind [22]. Fiir die Stabilitit der Mikrotubuli ist die Interaktion des (-)-
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Ende mit y-Tubulin in der Corona von grofler Bedeutung (Corona = PCM, Erklidrung folgt). In
der Prophase, in der die Corona mit ihren y-Tubulin Ring Komplexen abdissoziiert, erfolgt
eine rasche Depolymerisation des Mikrotubuli Cytoskeletts. Ahnliches konnte auch durch die
Freilegung von Mikrotubuli (-)-Enden durch Laser-Ablation des Centrosoms gezeigt werden
[20]. Die in der Mitose gebildete, bipolare Spindel wird von beiden Spindelpolen organisiert.
Im Gegensatz zur Interphase ist die Anzahl einzelner Mikrotubuli, die von einem Spindelpol/
Centrosom ausgebildet werden, mit 140 bis 160 in der Metaphase und frithen Anaphase
bedeutend hoher [23]. Die sechs Chromosomen werden iiber ihre Kinetochore, welche wie in
hoheren Eukaryoten eine trilaminare Struktur besitzen, mit Spindelmikrotubuli verbunden
[20]. In der Telophase erfolgt ein signifikantes Langenwachstum der Spindel, was einen
schnellen und koordinierten Mikrotubuliaufbau erfordert. Die Ausbildung von astralen
Mikrotubuli beginnt in der spidten Metaphase. Erst in der Telophase sind die astralen
Mikrotubuli deutlich ausgebildet und erkennbar. Man nimmt an, dass aus den astralen
Mikrotubuli nach der Zellteilung das neue Interphase Mikrotubulisystem hervorgeht [20].
Bisher ging man davon aus, dass die Mikrotubuli-Nukleationskomplexe in der Interphase und
Mitose demselben Pool entstammen. Das Ergebnis dieser Arbeit gibt einen Hinweis darauf,
dass es in Dictyostelium einen Unterschied in der Rekrutierung von Interphase

Nukleationskomplexen und denen in der Mitose gibt.

1.3 Biogenese des Centrosoms bei Tieren und Dictyostelium

Centrosomen, Spindelpolkorper und verwandte Strukturen sind die wichtigsten Mikrotubuli-
organisierenden Zentren (MTOC) in Tieren, Pilzen und niederen Eukaryoten. Mit einer Grof3e
von mehreren hundert Nanometern und einer Zusammensetzung aus etwa 100 verschiedenen
Proteinen gehort dieses in der Regel Zellkern-assoziierte Organell zu einem der groBten
bekannten, nicht-membranumhiillten Protein-Komplexen in einer eukaryotischen Zelle.
Einige dieser vielen Proteine werden entlang von Mikrotubuli transportiert und verwenden
das Centrosom nur als zentrale Verteilerstation. Andere Proteine besitzen dagegen echte
centrosomale Funktionen wie Mikrotubuli-Nukleation, Kontrolle des Zellzyklus, Regulation
der Cytokinese und Centrosomenverdopplung . Diese Verdopplung ist zugleich bedeutend fiir
die Bipolaritit des Spindelapparates, sowie fiir die gleiche Segregation der Chromatiden auf
die neuen Kerne der Tochterzellen. Daher darf die Verdopplung nur genau einmal pro

Zellzyklus stattfinden und muss somit streng reguliert werden. Trotz ihrer universellen
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Funktionen ist die Morphologie der Centrosomen zwischen verschiedenen Organismen

teilweise sehr unterschiedlich [3].

A Centrosomen Zyklus B Centrosomen Typen

Prophase

Prometaphase
View from
top onto
nuclear surface

Metaphase
Dictyostelium Centrosom
Anaphase

Mother centriole C Centriolen Duplikation

ng"& Daughter centriole

M
SASE
/ BId10/CEP135 SAS4 :
B in centrin Z-zﬂgﬂl:?\ tubulin polyg!utamylallon
Sronanosis SAK/PLK4 il
1. Beginn der Biogenese 2. Cartwheel Bildung 3. Mikrotubuli Nukle- 4. Centriolen-
ation/Stabilisierung Verlangerung

Abbildung 1: Der Centrosomen Zyklus in Dictyostelium (A) und die Grundbautypen von Centrosomen (B). (C)
zeigt die schematische Darstellung der Centriolen-Duplikation. Die PCM ist in blau, Mikrotubuli in griin, der
zentrale ,,Hub* der Centriolen in orange und die Speichen mit ihren ,,Pinheads® in rot dargestellt. Geédndert [3,
24-25].

Die Centrosomen tierischer Zellen und von begeiflelten Algen sind durch ein Paar von
Centriolen gekennzeichnet, welche in die sogenannte pericentriolare Matrix (PCM)
eingebettet sind (Abbildung 1 B, verschiedene Typen von Centrosomen in der
Gegeniiberstellung). Die PCM enthilt y-Tubulin-Ring-Komplexe und andere Proteine die fiir
die Mikrotubuli-Nukleation benétigt werden. Die Centrosomenverdopplung (Centriolen-
verdopplung) beginnt in tierischen Zellen mit dem Wachstum der Tochter-Centriolen in der
S-Phase (Schematische Darstellung sieche Abbildung 1 C) [26]. Dieser Vorgang wird durch
Cdk2 und Polo-like Kinase 4 (Plk4) reguliert und umfasst eine sequentielle Rekrutierung
verschiedenster Proteine einschlieBlich Cep152, Plk4, Cep135, hSAS-6 und CPAP an der

proximalen Seite von jeder der zwei dlteren Mutter-Centriolen. SAS6, BLd10/Cep135 und
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Centrin bilden hier die Cartwheel-Struktur, welche aus einem zentralen ,,Hub* und den neun
Speichen mit den am Ende befindlichen ,,Pinheads* besteht [25, 27]. An letzteren lokalisiert
SAS-4, das wiederum y-Tubulin-Ring-Komplexe, in einigen Organismen zusétzlich auch €-
und O-Tubulin, bindet [25, 27] und es erfolgt die Nukleation der meist im Triplet
angeordneten Centriol-Mikrotubuli. Das anschlieBende Lingenwachstum der Centriol-
Mikrotubuli wird durch CP110 limitiert [25]. Die fiir Centriolen und Basalkorper typische,
neunfache radialsymmetrische Anordnung der Mikrotubuli ist hoch konserviert [18, 25, 28-
29], wogegen die Anzahl der Centriol-Mikrotubuli von einem [30] bis zu drei (Triplet) [25]
variieren kann. Die Centriolen sind fiir die Rekrutierung von PCM erforderlich [31]. Am
Ende der G2 erlangt die Rekrutierung von PCM durch die Centriolen besonders an
Bedeutung, da die Aktivitit der Mikrotubuli-Nukleation in Vorbereitung auf die Mitose
zusammen mit dem Wachstum der PCM erhoht wird. y-Tubulin-Ringkomplexe werden durch
NEDD1/GCP-WD an Geriistproteine in der PCM gebunden [32]. Drei Geriistproteine sind in
diesem Zusammenhang bislang untersucht worden, D-PLP/Pericentrin, D-SPD-2/Cep192 und
Cnn/Cep215/Cdk5SRap2 [32-34].

Zellen von Pilzen und niederen Eukaryoten enthalten keine Centriolen, sondern sind oft durch
eine geschichtete, Plaque-dhnliche Struktur gekennzeichnet. Diese ist mit Mikrotubuli-
nukleierenden y-Tubulin-Komplexen assoziiert. Im Gegensatz zum tierischen Centrosom
besitzt das Dictyostelium Centrosom keine Centriolen, sondern eine zentrale, geschichtete
Core-Region die von einem elektronendichten, amorphen Material umgeben ist. Dieses
amorphe Material bildet das funktionelle Aquivalent zur tierischen PCM und wird als Corona
bezeichnet. Unter den centrosomalen Proteinen in Dictyostelium gibt es bisher mehrere
bekannte Corona-Komponenten wie Centrin-A, <y-Tubulin-Ring-Komplex-Proteine (y-
Tubulin, Spc97, Spc98), CP224 - ein Protein der XMAP215 Proteinfamilie, TACC, EBI,
LIS1, CP248/250 und CP148 [19, 22, 35-41]. Bisher bekannte Proteine der centrosomalen
Core-Region umfassen die Nek2 Kinase [42] und die vier neuen Komponenten CP39, CP55,
CP75 und CP91, die durch einen Proteom-Screen identifiziert wurden. Als GFP-
Fusionsprotein exprimiert lokalisieren sie alle in der centrosomalen Core-Region [41].
Wihrend der Interphase ist das Dictyostelium Centrosom eng an die cytosolische Seite des
Kerns iiber eine Struktur verbunden, die eine Verbindung zwischen dem Centrosom und den
geclusterten Centromeren innerhalb der Kernmatrix herstellt. Diese Struktur erfordert fiir ihre
Stabilitdt unter anderem das Kernmembran Protein Sunl und das Lamin-dhnliche Protein
NES8I1 [43-44]. Im Gegensatz zu Saccharomyces cerevisiae und centriolhaltigen Centrosomen

erfolgt die Verdopplung des Dictyostelium Centrosoms nicht synchron mit der S-Phase,

18



Einleitung

sondern beginnt dhnlich wie in Schizosaccharomyces pombe beim Ubergang der G2 Phase zur
Mitose [45]. In einem ersten Schritt der Centrosomenverdopplung erfolgt ein Anwachsen der
Core-Region mit einem gleichzeitigen Abbau der Corona und, damit verbunden, des radialen
Mikrotubuli Cytoskeletts [46]. Somit ist die friilhe Prophase in Dictyostelium durch das
Fehlen von Mikrotubuli gekennzeichnet. AnschlieBend erfolgt eine noch nicht genau
charakterisierte Umstrukturierung und damit einhergehend ein Verschwinden der zentralen
Schicht der Core-Region. Die beiden dulleren Schichten trennen sich, werden in die Kernhiille
integriert und bilden dort die Spindelpole. Dabei bleibt die Kernhiille intakt. Es findet bei
Dictyostelium also eine Form von geschlossener Mitose, dass heillit ohne Zerfall der
Kernhiille, statt. Ausgehend von den ehemaligen inneren Seiten der beiden @uBeren Core-
Schichten werden nun Spindelmikrotubuli ausgebildet. Dadurch vergroBert sich der Abstand
der beiden Spindelpole, so dass sie sich in der Metaphase an den gegeniiber liegenden Polen
des Zellkerns befinden. Bisher ist es noch unklar wie die Tubulindimere und Mikrotubuli-
assoziierte Proteine (MAPs), die in die Spindelbildung involviert sind, in den Zellkern
gelangen. Eine Moglichkeit wire, dhnlich wie bei A. nidulans eine durch mitotische Kinasen
wie NIMA regulierte, zeitweise Disassemblierung der Kernporenkomplexe (NPC) [47].
Dictyostelium besitzt mit DdNek2 eine NIMA Kinase. Zudem ist DdNek2 wihrend der
Mitose aktiv, so dass ein zeitweises Auflosen der NPCs und ein damit verbundener Transport
von Proteinen fiir die Spindelbildung in den Zellkern erfolgen konnte [42]. Astrale
Mikrotubuli, die mit dem Cytoplasma in Kontakt stehen, werden fiir den Separationsvorgang
nicht benotigt und sind auch erst ab der Metaphase erkennbar. Mit dem Fortschreiten der
Mitose und der damit verbundenen Verlidngerung der Spindel beginnt gleichzeitig ein
Faltungsprozess der Spindelpole. Dieser Prozess ist in der spiten Telophase abgeschlossen, so
dass die cytosolische Seite der Spindelpole innen liegt. Die ehemals innere Schicht der
Spindelpole ist nun nach aulen gekehrt und rekrutiert anschliefend neues Corona-Material.
Gleichzeitig erfolgt auch auf unbekannte Weise der Aufbau einer neuen zentralen Schicht der

centrosomalen Core-Region und somit die Vervollstindigung des neuen Centrosoms.

1.4 Der Golgi Apparat

Der Golgi Apparat sitzt im Zentrum des sekretorischen Signalweges, in dem er Proteine vom
ER empfingt, modifiziert und als Fracht zu den korrekten intra- oder extrazelluldren Zielen
sortiert. Die Grundfunktion der post-translationalen Modifikation von sekretorischen- und

Membran-Proteinen, die vom Endoplasmatischen Reticulum (ER) gebildet werden, ist im
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Reich der Eukaryoten hoch konserviert. Dagegen variiert die morphologische Organisation
des Golgi-Apparates zwischen verschiedenen Zelltypen und Spezies. In der Mehrheit der
Eukaryoten ist der Golgi in Form von kompakten Stapeln, die aus scheibenformigen, parallel
tibereinander gelagerten, abgeflachten Zisternen bestehen, aufgebaut [48]. In einigen
Protozoen, Pilzen (wie Schizosaccharomyces pombe und Pichia pastoris), Pflanzen und
Wirbellosen sind die Stapel im Cytoplasma zerstreut und héufig in der Ndhe von ER-Exit-
Sites zu finden. In bestimmten einzelligen Eukaryoten einschlieBlich einiger parasitirer
Einzeller und der Hefe Saccharomyces cerevisiae, sind die Golgi-Membranen als einzelne,
isolierte Zisternen im Cytoplasma lokalisiert [48]. Der Golgi Apparat ist in Dictyostelium wie
bei Sdugern aus einem kompakten Stapel aufgebaut, der sich in der pericentrosomalen Region
befindet [48-49]. Diese Lokalisation beruht auf einer Interaktion mit dem Mikrotubuli- und
Aktin-Cytoskelett. Mikrotubuli haben eine duale Funktion in der Organisation des
pericentrioldren Golgi-Stapels. Erstens sind Mikrotubuli, die direkt am Golgi ausgebildet
werden, essentiell fiir den Zusammenhalt der Golgi-Stapel. Zweitens wird das centrosomale
Mikrotubuli Cytoskelett zur zentralen Positionierung des Golgi-Apparates und zum Transport
von Golgi-Membranen iiber Dynein-Motorproteine zum Centrosom bendotigt. Beim Eintritt in
die Mitose erfolgt iiber Phosphorylierungen eine Fragmentierung des Stapels und in einem
zweiten Schritt die Bildung von Golgi Vesikeln, welche gleichzeitig mit einer
Monoubiquitinierung einhergeht [50-51]. Die Vesikel liegen verteilt im Cytoplasma vor, so
dass eine gleichmifBige Verteilung auf die Tochterzellen gewihrleistet ist. In der Telophase
erfolgt tiber Fusionierungen der Vesikel die erneute Ausbildung der Stapelstruktur. Diesem
Vorgang geht eine Dephosphorylierung und Deubiquitinierung von Proteinen, die in die
Vesikelfusionierung involviert sind, voraus [50]. Bei Dictyostelium wurde der Golgi-Apparat
wihrend der Mitose bislang noch nicht ndher untersucht. Aufgrund der &hnlichen

Morphologie zum Sduger Golgi konnte die Regulation hier dhnlich erfolgen.

1.5 Endozytose: Phagozytose und die Reifung der Phagosomen

Der Vorgang der Phagozytose, ein Teil des endosomalen Weges, ist ein sehr komplexer und
in der Evolution hoch konservierter Mechanismus. In hoheren Eukaryoten dient er unter
anderem zur Entsorgung abgestorbener Zellen oder Zelltrimmer sowie der Abwehr von
Pathogenen. Dafiir existieren in hohere Organismen spezialisierte Zellen wie etwa
Makrophagen, Neutrophile oder dendritische Zellen. Sie besitzen die Fahigkeit,

verschiedenste Organismen und Partikel schnell und effizient aufzunehmen sowie diese auch
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abzubauen. Als professionelle Phagozyten sind diese Zellen wichtig fiir die angeborene und
adaptive Immunitdt in Metazoen [52]. Fiir niedere Eukaryoten wie Dictyostelium ist die
Phagozytose eine Methode zur Internalisierung von Bakterien, welche als Nahrungsquelle
verwendet werden. Der so aufgenommene Mikroorganismus wird in einem Phagosom
(Endosom) eingeschlossen [52-53]. Der Transport erfolgt anschlieBend iiber einen phago-
lysosomalen Weg zum Lysosom, wo er durch einen Cocktail von hydrolytischen Enzymen
abgebaut wird. Eine effiziente Phagozytose ist abhidngig von Signalprozessen, Vesikel-
transport und Vesikelfusion sowie einem funktionierenden Cytoskelett, vor allem Aktin und
aktinbindenden Proteinen. Dictyostelium Zellen sind aufgrund ihrer natiirlichen Lebensweise
ebenfalls professionelle Phagozyten mit sehr gut entwickelten post-Golgi Kompartimenten
wie dem endosomalen System und der kontraktilen Vakuole [54]. Die Aufnahme von
Partikeln erfolgt iiber die Ausbildung des "phagocytic cup", durch den der Partikel vollstindig
umschlossen und aufgenommen wird. Dieser Prozess ist von Aktin abhéingig und nach zwei
bis drei Minuten abgeschlossen. Das so entstandene frilhe Phagosom (Endosom) wird
anschliefend iiber Mikrotubuli in Richtung des Centrosoms transportiert. Wihrend dessen
erfolgt nach bereits fiinf Minuten eine Fusionierung mit sauren Vesikeln [55], die dem post-
Golgi Kompartiment entstammen. Auflerdem kommt es zu einer direkten Interaktion der
Phagosomen mit Golgi-Tubuli, so dass im Golgi prozessierte Proteine, z.B. zur Verarbeitung
des phagozytierten Materials, direkt auf die Phagosomen iibertragen werden [49, 56]. Das
Phagosom durchlduft einen Vorgang der Reifung durch stindige homotypische Fusion und
Abspaltung von Vesikeln. Die Neutralisierung des Phagosoms beginnt ca. 30 Minuten nach
der Phagozytose. Durch eine sich anschlieBende Exozytose wird nicht verwertbares Material

wieder ausgeschieden.

1.6 Ziel dieser Arbeit

Das Centrosom ist das Schliisselorganell fiir viele zellulire Prozesse. Mutationen
centrosomaler Proteine resultieren in einer Reihe von Krankheiten wie z.B. Lissenzephalie,
Mikrozephalie und Krebs. Dictyostelium ist nicht das klassische Model zur Erforschung von
z.B. Krebs. Aufgrund vieler Homologien zu hoheren Zellen ist das Dictyostelium Centrosom
dennoch sehr interessant fiir die Grundlagenforschung. Das Dictyostelium Centrosomen
Projekt wurde urspriinglich von Prof. Dr. Ralph Graf gestartet. Nachdem es gelang
Centrosomen kernfrei und funktionsfidhig zu isolieren, konnte es mit verschiedensten

proteinbiochemischen Techniken, u.a. auch Massenspektrometrie-Analysen, untersucht
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werden [11, 57]. Die Ergebnisse waren mehr als 70 neuidentifizierte mogliche centrosomale
Proteine, von denen einige bereits als centrosomale Proteine mit zellbiologischen und
biochemischen Methoden bestitigt werden konnten. CP148 und CP55 sind Proteine, deren
centrosomale Lokalisation durch ein GFP-Fusionsprotein bestitigt wurde [58]. In meiner
Arbeit erfolgten nun genauere Untersuchungen der subzellularen Lokalisation des endogen
Proteins, das Verhalten wihrend des Zellzyklus, die Generierung von Knockout bzw.
Knockdown Stimmen sowie die Uberpriifung der Proteine auf Homologien zu anderen
centrosomalen Proteinen in hoheren Organismen. Des Weiteren sollen meine Ergebnisse
neue, interessante Fragestellungen liefern, die nach erneuter Untersuchung letztendlich zum

besseren Verstindnis des Dictyostelium Centrosoms beitragen.
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2 Charakterisierung der centrosomalen Proteine CP148 und CP55
in Dictyostelium

Auf der beigefiigten CD befindet sich neben den Filmen auch ein PDF-Dokument meiner
Arbeit mit allen Abbildungen in hoher Auflosung. Aulerdem mochte ich darauf hinweisen,
das CP55 als centrosomales Core-Protein sehr schwach exprimiert wird und das Signal im

Westernblot von Gesamtzellextrakten deshalb eher schwach erscheint.

2.1 Ergebnisse zu CP148

CP148 wurde nach einer Untersuchung isolierter Dictyostelium Centrosomen durch
Massenspektrometrie als neues centrosomales Protein gefunden. An isolierten, Mikrotubuli
freien Centrosomen lokalisierte das GFP-CP148 Fusionsprotein nicht in der centrosomalen
Core-Region, sondern zeigte ein ringférmiges Signal, das aber kleiner als das der bisherigen

Corona Proteine war [41].

2.1.1 In Silico Analyse der CP148 Sequenz

CP148 (Dictybase ID DDB_G0278809) besitzt ein Molekulargewicht von 148.7 kDa und eine
Liange von 1287 Aminoséduren. Nahezu 50 % der Aminosduren (AS) sind beféhigt in ihrer
Tertiarstruktur coiled-coil Regionen zu bilden (Abbildung 2). Die Vorhersage der moglichen
coiled-coil Strukturen erfolgte durch das ,,COILS Programm* mit einer Fenstergrofle von 28
Aminosduren. CP148 zeigt beim Vergleich der Aminosiuresequenzen mittels BLASTp keine
Homologien zu Proteinen anderer Organismen. Eine Untersuchung der Proteinsequenz auf
konservierte Doménen, Signalsequenzen oder speziellen Substratbindungsstellen gestaltete
sich ebenfalls sehr schwierig. Unter Verwendung des CELLULAR CALCIUM
INFORMATION SERVER (http://calcium.uhnres.utoronto.ca) konnte dennoch eine

Calmodulin Bindungsstelle (CaM) vorhergesagt werden, die sich im Bereich von AS 533 bis
AS 552 befindet. Calmodulin ist ein weit verbreitetes Protein, welches als primérer Ca*
Sensor in eukaryotischen Zellen dient. Eine Bindung von Calmodulin kann zugleich ein
centrosomales Targeting bewirken [59]. AuBerdem sagte das Programm PROSITE
(http://prosite.expasy.org) eine mogliche EF-handl Region im Bereich von AS 1127 bis AS
1139 vorher. EF-hand Motive besitzen zwei o-Helices die durch eine Schleife von 12
Aminosduren miteinander verbunden sind und damit eine Helix-Loop-Helix Struktur bilden.

Calcium-Ionen binden an spezifischen Positionen der Schleife und bewirken damit eine
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Konformationsidnderung der Helices [60]. Dies kann eine Aktivierung oder Inaktivierung des
Proteins zu Folge haben. Eine nihere Untersuchung der Calmodulin-Bindungsstelle und der
EF-hand Region konnten im Zeitrahmen dieser Arbeit noch nicht fertiggestellt werden. Des
Weiteren existieren fiinf mogliche CDK1 sowie fiinf PLK4-Phosphorylierungsstellen, welche
mit dem Programm ELM (Eukaryotic Linear Motif resource for functional sites in proteins)

identifiziert wurden.

€oils output for CPids Abbildung 2: Vorhersage der coiled-coil Regionen
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2.1.2 Verhalten des endogen CP148 im Zellzyklus

Um die Lokalisation des endogenen CP148 in Dictyostelium discoideum bestimmen zu
konnen, wurde ein polyklonaler Antikérper gegen MBP-CP148 Fusionsprotein mit einer
Linge von 1074 bp, beginnend bei AS 940 bis AS 1297 angefertigt (pab productions GmbH,
Herbertshausen und preclinics GmbH, Potsdam). Das dadurch gewonnene Serum wurde
aufgereinigt und zusammen mit einem anti-Tubulin-Antikorper als Gegenfiarbung zur
Markierung von Dictyostelium Zellen (AX2) in einer Immunfluoreszenzanalyse verwendet
(Abbildung 3). Wie in Abbildung 3 erkennbar ist, zeigt CP148 eine Zellzyklus-abhéngige,
centrosomale Lokalisation. In der Interphase ist das endogene Protein ein Bestandteil der
centrosomalen Corona. Zu Beginn der Mitose in der Prophase ist CP148 bereits nicht mehr
am sich bildenden Spindelpol nachweisbar (Abbildung 1 Prophase) und wird erst in der
Telophase wieder sichtbar. In der Prophase erfolgt ein abdissoziieren der Corona-
Komponenten und daraus resultierend der Zerfall des Interphase Mikrotubuli Cytoskeletts.
Dieses Verhalten stimmt exakt mit dem Zerfall und der Reorganisation der Corona wihrend

der Centrosomenverdopplung iiberein. CP148 ist somit zellzyklusreguliert.
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Interphase Prophase Metaphase Anaphase Telophase

Abbildung 3: Verhalten des endogenen CP148 im Zellzyklus. In der Interphase lokalisiert CP148 in der
centrosomalen Corona. CP148 dissoziiert vom Centrosom in der Prophase und ist erst in der spiten Telophase
wieder sichtbar. Dictyostelium AX?2 Zellen wurden mit Glutaraldehyd fixiert und mit anti-CP148 in rot, die
Mikrotubuli (MT) mit anti-Tubulin (griin) und die DNA mit DAPI (blau) gefirbt. Die einzelnen Zellzyklus-
Phasen und Farbungen sind angegeben. Balken = 3 um.

Es zeigt damit ein abweichendes Verhalten zu Corona-Komponenten, die bei der Mikrotubuli-
Nukleation beteiligt sowie wihrend des gesamten Zellzyklus, wie y-Tubulin und dem
XMAP215 Protein CP224, am Centrosom nachweisbar sind [19, 61]. Erst zum Zeitpunkt der
Corona-Reorganisation [19, 61] in der Telophase erfolgt eine Relokalisierung von CP148 ans
Centrosom bzw. an den Spindelpol (Abbildung 3 Telophase, CP148 Signal). Dies konnte
entweder durch eine Aktivierung von CP148 Molekiilen, die sich im Cytoplasma befinden,

oder einer Neusynthese erfolgen.
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2.1.3 GFP-CP148 bildet in der Telophase cytosolische Cluster, die zum
Centrosom wandern

Die Lokalisation des GFP-CP148 Fusionsproteins in der Interphase und Metaphase wurde
bereits in einer Studie von Schulz et al. untersucht [41]. Das Verhalten des Fusionsproteins in
den anderen Stadien des Zellzyklus wurde darin nicht beschrieben. GFP-CP148 zeigt dhnlich
dem endogenen Protein ebenfalls ein Zellzyklus reguliertes Verhalten (Abbildung 4).

Interphase Prophase Metaphase Anaphase Telophase

GFP-CP148

Abbildung 4: Verhalten des GFP-CP148 Fusionsprotein in der Mitose. Der hierfiir verwendete Expressionstamm
zeigt eine moderate Uberexpression. GFP-CP148 dissoziiert wie das endogene Protein zu Beginn der Prophase
vom Centrosom und wandert in der spédten Telophase an die Spindelpole. Die ,,** markieren verbliebene GFP-
CP148 Signale im Cytoplasma, die wahrscheinlich auf die Uberexpression zuriickzufiihren sind. GFP-CP148
Zellen wurden mit Glutaraldehyd fixiert und mit anti-Tubulin (MT) in rot und die DNA mit DAPI (blau) gefirbt;
die GFP-Fluoreszenz ist in griin dargestellt. Die Zellzyklus-Phasen und Féarbungen sind angegeben. Balken = 2
pm.

Wihrend der Metaphase und Anaphase konnten im Cytoplasma auch einzelne GFP-CP148
Signale beobachtet werden (Abbildung 4, Markierungen mit *). Diese stellen keine Centro-
somen oder Spindelpole dar, da von ihnen keine Mikrotubuli-Nukleation ausging. Aufgrund
der Uberexpression des Fusionsproteins sind dies Reste des Interphase GFP-CP148, die wahr-

scheinlich nicht vollstindig inaktiviert bzw. abgebaut werden konnten sowie keinen er-
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kennbaren Einfluss auf die Mitose haben. Jedoch gibt es im Gegensatz zum endogenen CP148
noch einen Unterschied. In der Telophase von Zellen die GFP-CP148 sehr stark exprimieren
erscheinen kleine, punktformige GFP-CP148 Cluster im Cytosol, die im Falle des endogenen
Proteins nie beobachtet werden konnten (Abbildung 5 GFP-CP148 und Film1).

A" merged

Abbildung 5: Telophase von GFP-CP148 mit den Corona-Markerproteinen CP224 und y-Tubulin. Die beiden
Spindelpole sind jeweils mit einen ,,** markiert. Die Corona-Proteine y-Tubulin und CP224 kolokalisieren
teilweise an den cytosolischen GFP-CP148 Signalen (Pfeilspitzen). GFP-CP148 iiberexprimierende Zellen
wurden mit Methanol fixiert und mit anti-y-Tubulin (A), anti-CP224 (B) oder anti-Tubulin (C) gefdrbt. Die
iiberlagerten Bilder (A", B", C) zeigen die Antikorper-Fiarbungen in rot, GFP-CP148 in griin und DAPI (DNA)
in blau. Balken = 3 ym.

Bei einer sehr starken Uberexpression (ca. 300fach, densitometrisch im Westernblot
bestimmt, Abbildung 6 E) von GFP-CP148 variierten die cytoplasmatischen Cluster in
Anzahl und GroBe. Einige, aber nicht alle dieser Cluster kolokalisierten mit y-Tubulin und
CP224 (Abbildung 5 A und B mit Pfeilspitzen markiert). Live-Cell-Imaging Untersuchungen
zeigten, dass diese Cluster de novo in der Telophase entstehen. Zudem werden sie in einem
radialen Muster in Richtung des Spindelpoles transportiert, wo sie miteinander fusionieren
(Film 1). Des Weiteren lokalisieren die GFP-CP148 Cluster in der Telophase immer in der
Néhe zu astralen Mikrotubuli (Abbildung 5 C). Diese spezifische Lokalisation und die
zugleich radiale Bewegung in Richtung des Spindelpoles befiirworten einen Transport entlang
der Mikrotubuli durch zum Mikrotubuli-(-)-Ende gerichtete Motorproteine wie Dynein. Da -
Tubulin und CP224 in einigen Fillen mit den GFP-CP148 Clustern kolokalisieren, konnten
diese beiden Proteine in einem gemeinsamen Komplex mit CP148 zum Centrosom

transportiert werden.
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2.14 GFP-CP148 Uberexpression fiilhrt zur Hypertrophie der
Dictyostelium Corona

Als Folge der GFP-CP148-Cluster Bewegung und Fusion am Centrosom ist die Corona bei
GFP-CP148 Uberexpressionsstimmen (ungefihr 300-fache Uberexpression, Abbildung 6 E)
im Durchschnitt stark vergrofert. Quantitative Untersuchungen ergaben einen durch-

schnittlichen VergroBerungsfaktor der Corona von 2,7 im Vergleich mit Wildtypzellen
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Abbildung 6: Phinotyp der GFP-CP148 Uberexpression. Dargestellt ist die Verteilung der centrosomalen
Markerproteine in GFP-CP148 iiberexprimierenden Zellen. Die abgebildeten Interphase-Zellen wurden mit
Methanol (B, C, D) oder Glutaraldehyd (A) fixiert. GFP-CP148 iiberexprimierende Zellen wurden mit anti-
Tubulin (MT) in (A), anti-y-Tubulin (B) und anti-CP224 (C) gefirbt. Die {iiberlagerten Bilder zeigen die
Antikorper-Firbungen in rot, GFP-CP148 in griin und DAPI (DNA) in blau. AX2 Kontrollzellen wurden mit
anti-CP148 (griin) und der Corona-Marker anti-CP224 (rot) geférbt (D). Der Balken betrigt 3 pm. (E) zeigt die
Stiirke der GFP-CP148 Uberexpression in einem Immunoblot von Dictyostelium Gesamtzellextrakten. Die
Westernblots der Zellextrakte wurden mit anti-CP148/anti-Kaninchen-Peroxidase gefirbt und mit verstirkter
Chemilumineszenz sichtbar gemacht (ECL, oberes Bild). Die Ponceau S (unteres Bild) Féarbung zeigt, dass
gleiche Proteinmengen von AX2 Kontrollzellen und GFP-CP148 Uberexprimierer aufgetragen wurden. In
Diagramm in (F) ist die flichenmiiBige Zunahme der Corona infolge der Uberexpression dargestellt. Zur
Auswertung wurden AX2 Kontrollzellen (n=96) und GFP-CP148 Uberexprimierer (n=103) mit anti-CP224
gefirbt und die Fliche in pm? gemessen. Mittelwerte = S.D. sind angegeben.
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(Abbildung 6, Diagramm F). Dariiber hinaus ist die hypertrophe Corona unregelmiBig
geformt (Abbildung 6, GFP-CP148 A bis C). Die ringférmige Morphologie der Corona
(Abbildung 6, D) geht hierbei teilweise vollig verloren. Die Formenvielfalt ist nahezu
unbegrenzt, wie man in den Abbildungen 6 und 7 sehr gut erkennen kann. Um
herauszufinden, ob die Uberexpression einen Einfluss auf die anderen bisher bekannten
centrosomalen Proteine hat, wurde der GFP-CP148 Stamm mittels Immunfluoreszenz-
Mikroskopie gegen verschiedene centrosomale Proteine analysiert. Die Mikrotubuli-
Nukleation erfolgt immer nur an einem bestimmten Bereich der von GFP-CP148 markierten
Corona. Beispielhaft ist dies in Abbildung 6 A dargestellt, wo der Bereich mit einem Pfeil
und im {iberlagerten Bild durch eine Vergroflerung gekennzeichnet ist. Der Nukleationspunkt
der Mikrotubuli befindet sich an der zum Kern zugewandten Seite der GFP-CP148 Struktur.
In einkernigen Zellen konnte niemals eine beidseitige Nukleation beobachtet werden. Eine
Mikrotubuli Ausbildung an zwei Seiten der GFP-CP148 Corona erfolgte nur, wenn auch ein
zweiter Zellkern nahe der Corona lokalisierte. Die Markerproteine der centrosomalen Corona
wie CP224 und y-Tubulin zeigten eine mehr oder weniger gleichmidBige Verteilung in
gesamten hypertrophen Corona (Abbildung 6 B und C). Dies deutet auf eine strukturelle
Ausdehnung der Corona aufgrund der Uberexpression von GFP-CP148 hin. Dagegen zeigten
die centrosomalen Core-Proteine CP39, CP55 und CP91 kleine, punktformige Signale
(Abbildung 7 C, D, E), die der Anzahl der Zellkerne entsprechen. Die SignalgréBen dhnelten
denen in Wildtypzellen, so dass die centrosomale Core-Region von der GFP-CP148
Uberexpression offensichtlich unbeeinflusst bleibt. Die Kernmembranproteine Sunl [43] und
NES8I1 [44] zeigten in GFP-CP148 iiberexprimierenden Zellen ebenfalls keine Unterschiede in
ihrer Lokalisation im Vergleich zu Wildtypzellen. Sunl lokalisierte wie in AX2 in einem
pericentrosomalen Bereich der Kernmembran (Abbildung 7 A). Das Lamin-dhnliche Protein
NES81 [44] war wie in Kontrollzellen gleichméfig entlang der gesamten Kernmembran

verteilt (Abbildung 7 B).
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A B C D E

CP39

Abbildung 7: Phinotyp der GFP-CP148 Uberexpression. Dargestellt ist die Verteilung der Markerproteine fiir
die centrosomale Core-Region und der Kernhiillen in GFP-CP148 iiberexprimierenden Zellen. Die Abbildung
zeigt Interphase-Zellen, die mit Methanol (C, D und E) sowie mit Glutaraldehyd (A und B) fixiert wurden. GFP-
CP148 iiberexprimierende Zellen wurden anti-Sunl (A), anti-NE81 (B), anti-CP91 (C), anti-CP55 (D) und anti-
CP39 (E) gefirbt. Die iiberlagerten Bilder zeigen die Antikorper-Farbungen in rot, GFP-CP148 in griin und
DAPI (DNA) in blau. Der Balken betrigt 3 um.

Um die Hypertrophie der Corona strukturell bestitigen zu konnen, wurde der
Uberexpressionsstamm elektronenmikroskopisch untersucht. Die Elektronenmikroskopie der
GFP-CP148 iiberexprimierenden Zellen zeigt die starke VergroBerung der Corona im Detail

(Abbildung 8, Vergleich der Kontrolle A mit B, B).
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Abbildung 8: Elektronenmikroskopie GFP-CP148 exprimierender Zellen. Die Uberexpression von GFP-CP148
verursacht eine Hypertrophie der Corona. Die Pfeile markieren beispielhaft elektronendichte Knotchen.
Dargestellt sind ultradiinn-Schnitte durch das Dictyostelium Centrosom in den AX2 Kontrollzellen (A) und
GFP-CP148 iiberexprimierenden Zellen in (B, B'). Balken = 0,5 um

In AX2-Zellen existiert in der Regel nur eine einlagige Schicht Elektronen-dichter Knotchen
innerhalb einer amorphen Matrix (Corona) um den centrosomalen Core (Abbildung 8 A,
Pfeilspitzen) [10]. Im GFP-CP148 Uberexpressionsstamm ist der Core in eine stark erweiterte
amorphe Matrix voller Knoétchen eingebettet (Abbildung 8 B, B'; Pfeilspitzen). Der
geschichtete centrosomale Core ist dagegen in den GFP-CP148 Uberexpressionsstimmen
auch auf ultrastruktureller Ebene mehr oder weniger unverdndert (Abbildung 8 B, B“). Da die
Knotchen y-Tubulin enthalten [36] erkldrt dies, warum die <y-Tubulin-Signale in den
Immunfluoreszenzuntersuchungen in der gesamten vergroBerten Corona (Abbildung 6 B)

verteilt sind.

2.1.5 GFP-CP148 zeigt keine signifikante Mobilitiit am Centrosom

Mit FRAP (fluorescence recovery after photo bleaching) Experimenten ist es moglich, die
Mobilitédt von Fusionsproteinen zu untersuchen. Aus den Ergebnissen kann man zum Beispiel
Riickschliisse auf einen moglichen mobilen Proteinpool ziehen oder Hinweise auf die
Proteinfunktion erhalten. Die Untersuchung der Mobilitit von GFP-CP148 am Centrosom
erfolgte in Interphase-Zellen. In diesen Experimenten konnte man keine Erholung
(,,recovery”) des GFP-CP148 Signales iiber einen Zeitraum von 20 Minuten erkennen

(Abbildung 9, Film 2).
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Abbildung 9: GFP-CP148 zeigt nahezu keine Riickkehr des GFP-CP148 Fluoreszenzsignals nach dem Bleichen.
In (A) wurden verschiedene Zeitpunkte eines repridsentativen FRAP Experimentes mit GFP-CP148/mCherry-
H2B Zellen ausgewihlt. Das griine GFP-CP148 Signal wurde mit einem punktfokussierten 473 nm Laser
ausgebleicht (obere Bildreihe). Der Laserpuls erfolgte zum Zeitpunkt 170 s. Die untere Bildreihe zeigt, dass die
Kontrollzelle vom Laserpuls unbeeinflusst bleibt. Die Aufnahmen erfolgten mit konfokaler Spinning Disk
Mikroskopie; Zeitraffer der Akquisition betrug 6 Stacks pro Minute (bei einer Bildrate von 10 fr/s); maximale
Intensititsprojektion von 7 Ebenen pro Bildstapel. Die Grafik (B) zeigt die Erholungskinetik von GFP-CP148
FRAP Experimenten aus sechs unabhidngigen Messungen (Mittelwert + S.D.).
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Ein Einfluss von phototoxischen Effekten als Ursache fiir das Fernbleiben von GFP-CP148
kann ausgeschlossen werden, da die Kontrollzelle kein nennenswertes Ausbleichen des GFP-
Signals zeigt. Damit verhilt sich GFP-CP148 deutlich anders als die bisher untersuchten
Corona-Komponenten, die eine Erholung innerhalb einer relativ kurzen Zeit zeigen. Der
Corona-Marker CP224 besitzt zum Beispiel eine Erholungs-Halbwertszeit von nur 7,2 s [22].

Die Zellzyklus-abhingige Lokalisation, der Uberexpressionsphiinotyp mit der Verteilung aller
Corona-Komponenten in der hypertrophen GFP-CP148 Struktur und das Ergebnis der FRAP
Experimente deuten darauf hin, dass CP148 ein Geriist fiir andere Corona-Proteine bilden

konnte.

2.1.6 Eine verminderte CP148 Expression resultiert im Verlust des radialen
Interphase Mikrotubuli Cytoskeletts

Um zu beweisen, dass CP148 als Gertistprotein fiir den Zusammenbau der Corona dient und
um einen besseren Einblick in weitere Funktionen des Proteins zu bekommen wurde die
Expression von CP148 stark verringert. Da die Transformation eines GFP-CP148 Knockout-
Konstrukts nach mehrmaligen Versuchen keine lebensfiahigen Klone erbrachte, wurde ein
stabiler CP148-RNAi Stamm auf Basis von AX2 generiert. Die Vorgehensweise beim
Knockdown eines Proteins durch RNAi in Dictyostelium unterscheidet sich von der in
hoheren Organismen. Die einfache Transformation von siRNAs oder shRNAs zum

Knockdown eines Proteins funktioniert in Dictyostelium nicht, so dass eine aufwendigere
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Methode verwendet werden musste [8]. Ein Plasmid, das ein inverted-repeat-Konstrukt der
Zielsequenz enthielt, wurde in die Dictyostelium-Zellen transformiert und integrierte sich dort
ins Genom. Deshalb erfolgte eine stabile Expression des inverted-repeat-Konstrukts und
damit hdufig ein stabiler Knockdown des Zielproteins. Die Westernblot-Analyse in
Abbildung 10 C zeigt eine nahezu vollstindige Reduzierung des Proteinexpressionslevels
vom endogenen CP148 im Vergleich zum Kontrollstamm AX2. Auch in Immunfluoreszenz-
analysen konnte CP148 in den RNAi Stimmen nicht mehr nachgewiesen werden (Abbildung

10 A und B). Die CP148 RNAi-Zellen sind charakterisiert durch ein vollig ungeordnetes
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Abbildung 10: Nachweis des CP148 Knockdowns - mikroskopisch (A, B) und biochemisch (C). Die
abgebildeten Interphase-Zellen (A, B) wurden mit Glutaraldehyd fixiert. CP148 ist in den CP148 RNAi-Zellen
(B) nicht mehr nachweisbar. Die Kontrolle AX?2 zeigt dagegen ein deutliches Signal von CP148 am Centrosom
(A). Die CP148 RNAi-Zellen (B) und Kontrollzellen (A) wurden mit anti-Tubulin (MT) und anti-CP148 (A, B)
gefirbt. Die tiberlagerten Bilder zeigen CP148 in rot, Mikrotubuli in griin und Kerne (DAPI) in blau. Der Balken
betrdgt in (A) 3 um, in (B) 5 um. Die Stirke des CP148 Knockdown auf Proteinebene ist in (C) dargestellt. Der
Westernblot wurde mit anti-CP148 / anti-Kaninchen-Peroxidase und verstidrkter Chemilumineszenz (ECL)
gefirbt (C). (C°) zeigt die entsprechende Proteinfarbung des gleichen Blots mit Ponceau S um zu zeigen, dass die
gleiche Proteinmenge aufgetragen wurde.

Mikrotubuli-Cytoskelett sowie das Fehlen eines erkennbaren Centrosoms (Abbildung 10 B,
Vergleich mit 10 A und Abbildung 11 A). Die Corona-Marker y-Tubulin und CP224 sind
nicht mehr konzentriert an einem klar erkennbaren Centrosom (Vgl. Abbildung 11 B und C
mit Abbildung 11 D). In einigen Immunfluoreszenzfiarbungen waren einzelne y-Tubulin-
Signale im Cytoplasma erkennbar, die jedoch nicht mit einem erkennbaren Centrosom
korrelierten (Abbildung 11 B). Bei Firbungen der CP148 RNAi-Zellen mit dem Corona-
Markerprotein CP224 sind dessen Signale in der ganzen Zelle verteilt und zeigen keine klare
Konzentration in einen Punkt nahe des Zellkerns, wo das Centrosom zu erwarten wire

(Vergleich Abbildung 9 B mit 9 D).
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Abbildung 11: Phénotyp Analysen des CP148 RNAi. Der Knockdown von CP148 stort den Aufbau des radialen
Mikrotubuli-Arrays (A) und verursacht eine erhohte Anzahl von Mikrotubuli (+)-Enden (C, D). Die Corona
Marker CP224 und y-Tubulin korrelieren nicht mehr mit einem MTOC (B). CP148-RNAi-Zellen (A, B), GFP-
TACC-Domiéne Zellen mit CP148 RNAi (C) und GFP-TACC-Doméine Kontrollzellen (D) wurden mit Glu-
taraldehyd (A) oder Methanol (B, C, D) fixiert und mit anti-CP148 und anti-o-Tubulin (A, A '), anti-y-Tubulin
(B) und anti-CP224 (B, C, D) gefirbt. Die fusionierten Bilder (A"'-D") zeigen Antikorper-Farbungen (A-D) in
rot, GFP-Fluoreszenz (C ', D') und Antikorper-Fiarbungen (A ', B') in griin und die DNA (DAPI) (A"-D") in blau.
Balken =5 pm.

Die sichtbaren CP224 positiven Signale im Cytosol in Abbildung 11 B entsprechen mit
groBer Wahrscheinlichkeit Mikrotubuli-(+)-Enden, da sie nicht mit y-Tubulin kolokalisieren.

Dies weist auf einen Anstieg der Gesamtzahl einzelner freier Mikrotubuli aufgrund des

CP148 RNAI hin. Um dies zu bestitigen, wurde das TACC-Protein als Mikrotubuli-(+)-Ende-
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Marker hinzugezogen. Dafiir erfolgte der Knockdown von CP148 in einem GFP-TACC-
Doméne exprimierenden Stamm. Das TACC Protein rekrutiert CP224 als direkten Interaktor
zu den Mikrotubuli-(+)-Enden. In Dictyostelium ist die GFP-TACC-Domine der beste
Mikrotubuli-(+)-Ende-Marker [22]. Bei einer gestiegenen Anzahl von Mikrotubuli-(+)-Enden
sollte dies ebenso in der erhdhten Anzahl von GFP-TACC-Domine Signalen erkennbar sein.
Der Vergleich des GFP-TACC-Domine-CP148-RNAi1 Stammes mit dem Kontrollstamm
verdeutlicht klar den Anstieg an Mikrotubuli-(+)-Enden aufgrund des CP148 Knockdowns
(Abbildung 11 C und D). Des Weiteren ist wiederum der Verlust des eines sichtbaren
Centrosoms, welches in Kontrollzellen als groles CP224 Signal erkennbar ist (Abbildung 11
D, CP224 Firbung), zu erkennen (Abbildung 11 C).
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Diese Ergebnisse deuten auf einen vollstdndigen Verlust der centrosomalen Corona durch den
CP148 Knockdown hin. Um diese Vermutung zu iiberpriifen, wurden von den CP148 RNAIi
Stammen ebenfalls Préparate fiir die Elektronenmikroskopie angefertigt. Die Analyse der
Ultradiinnschnitte bestétigte die Vermutungen, die auf Basis der Immunfluoreszenzanalysen
aufgestellt wurden. In den Ultradiinnschnitten konnte man im Cytosol einen centrosomalen
Core (Abbildung 12 B ,,Sternchen®) erkennen, der eindeutig frei von der iiblichen Corona mit
ihren Elektronendichten Knoétchen (Vergleich Abbildung 12 A Pfeilspitze mit B) war. Die
Grofle und das Erscheinungsbild des Core-Bereichs in CP148 RNAi-Zellen war mit dem der
intakten Centrosomen in den Kontrollzellen vergleichbar (Abbildungen 12 A und 8 A).
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2.1.7 Der CP148 Knockdown verursacht eine hohere Ploidie und
unterbricht die Verbindung vom Centrosom zu den geclusterten
Centromeren

Bei der Analyse der Immunfluoreszenzpriparate waren zudem eine VergroBerung der
Zellflache und teilweise untypische DAPI-Farbungen auffillig. Die Quantifizierung der
Zellflaiche von CP148 RNAi-Zellen im Vergleich zu Wildtypzellen ergab eine Grofen-
zunahme um den Faktor zwei bis fiinf (Abbildung 13 A). Dariiber hinaus deuteten die DAPI-
Farbungen héufig auf eine durch CP148-RNAi verursachte Aneuploidie hin. Um dieses
Ergebnis genauer zu untersuchen, wurde die CP148-Expression ebenfalls in GFP-o-Tubulin
exprimierenden Dictyostelium Zellen durch RNAi vermindert. Um genau gleiche Firbe-
bedingungen gewihrleisten zu kénnen, wurde dieser neu generierte Knockdown Stamm fiir
die Immunfluoreszenz-Mikroskopie im gleichen Verhiltnis mit AX2 Zellen gemischt. erhoht

war.

>
®

Kontrolle AX2 Abbildung 13: CP148-RNAi
resultiert in einer
Vergroerung der Zellfliche
90 (A) sowie einen erhdhten
2,5 DNA-Gehalt (B, B‘Y). Um
00— <20 den DNA-Gehalt von AX2
& und GFP-o-Tubulin/CP148-
RNAi-Zellen bestimmen zu
konnen, wurden beide
Stamme 1:1 gemischt und mit
0,0 anti-CP148 gefiarbt (Alexa
- 1 5 9 1317 21 25 é?ngéﬁé %tal?én‘m 53 57 61 65 69 geg anti-Kaninchen). Die
AX2 Zellen konnten nun
anhand des fehlenden Tubulin
und des roten CP148 Signals
von den RNAi-Zellen mit
grinem Tubulin und ohne
CP148 unterschieden werden.
(A) Die Flache der Zellen im
Phasenkontrastbild wurde als
Mab fiir die GroBe der Zellen
verwendet. Mittelwerte + S.D.
sind angegeben. AX2 Zellen
1 5 9 13 17 21 25 29 33 37 41 45 49 53 57 61 65 69 zeigten im Mittel eine Fliche
einzelne Zellen von 73 HmZ (n=114),

CP148 RNAi-Zellen dagegen 143 um? (n = 199). (B-B") Der DNA-Gehalt wurde als Produkt aus gemessener
Kernflache [umz] und Intensitit der DAPI-Firbung (16-Bit Graustufen) berechnet. Die Werte wurden auf den
Mittelwert von AX2 Zellen (=1) normalisiert und als Diagramm in (B) dargestellt. Die Grafiken in (B, B**)
zeigen den normalisierten DNA Gehalt jeder einzelnen Zelle (y-Achse) der nach steigender Grofe (x-Achse)
angeordnet wurde (n=72). Der Vergleich der beiden Diagramme (B 'und B") zeigt einen erhohten Anteil von
Zellen mit aberranter Ploidie bei CP148-RNAi-Zellen. CP148 RNAi-Zellen, die rechts des roten Balkens liegen
(B*%), weisen einen mehr als doppelten DNA-Gehalt im Vergleich zum normalisierten Mittelwert der AX2
Zellen auf.
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Anhand der fehlenden, griin fluoreszierenden Mikrotubuli konnte AX2 leicht vom CP148

RNAi Stamm unterschieden werden. Der Vergleich der DAPI-Farbungsintensititen von
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RNAIi und AX2 Zellen in der gleichen Probe ergab, dass der DNA-Gehalt pro Zellkern in
CP148 RNAi/GFP-a-Tubulin-Zellen im Durchschnitt um den Faktor 1,7 (Abbildung 13 B)
Aufgrund der hohen Standardabweichung und um einen besseren Uberblick iiber den DNA-
Gehalt einzelner Zellen zu erlangen, wurden die einzelnen Zellen entlang ihres zunehmenden
DNA-Gehalts in einem Koordinatensystem sortiert (Abbildung 13 B® und B*‘). In dieser
Darstellung ist erkennbar, dass 42 % (Abbildung 13 B*‘, recht der roten Markierung) aller
CP148 RNAi/GFP-o-Tubulin-Zellen einen DNA-Gehalt besitzen, der mehr als das zweifache
hoher ist als der durchschnittliche DNA-Gehalt der Kontrollzellen (Abbildung 13 B*“ und B°).
In der S-Phase erfolgt die Verdopplung der Chromosomen. Wenn die Zellen fiir lingere Zeit
in der S-Phase verbleiben, wire ein doppelter DNA-Gehalt bei vielen RNAi-Zellen, im
Vergleich zur Kontrolle AX2, zu erwarten. Da aber ca. 42 % der CP148 RNAi-Zellen einen
mehr als zweifachen DNA-Gehalt besitzen, ist die Ursache nicht auf einen ldngeren Verbleib
der CP148 RNAi-Zellen in der S-Phase, sondern eine erhohte Ploidie zuriickzufiihren. Eine
Grund konnten dafiir Probleme bei der Chromosomensegregation infolge des CP148-RNAi
sein. Bei einer erhohten Ploidie sollte man im Vergleich zu Kontrollzellen eine grofB3ere
Anzahl an Centromeren erwarten. Deshalb wurden CP148 RNAi-Zellen auch mit Antikérpern
gegen das Centromer-Markerprotein Cenp68 [41] gefidrbt. Diese Fidrbungen zeigten eine
Verteilung der Centromere iiber den ganzen Zellkern von CP148 RNAI Interphase-Zellen
(Abbildung 14 D). In Kontrollzellen liegen die Centromere normalerweise wihrend des
gesamten Zellzyklus geclustert vor und stehen permanent iiber die Kernhiille hinweg mit dem
Centrosom in Verbindung (Abbildung 14 C) [43, 62]. Dies zeigt, dass CP148 in der
Interphase einen Einfluss auf die Centrosomen-Zellkern-Centromer-Verbindung haben
konnte. Sunl, ein Transmembranprotein der Kernhiille in Dictyostelium [43, 63], ist ein
wesentlicher Bestandteil dieser Verbindungsstruktur. Deshalb wurden die RNAi-Zellen auf
eine Verdnderung der Lokalisation von Sunl in der Kernhiille untersucht. In Wildtypzellen
lokalisiert Sunl konzentriert in der pericentrosomalen Region des Zellkerns. Die CP148
RNAi-Zellen zeigten dagegen eine gleichmiflige Verteilung von Sunl in der gesamten

Kernhiille (Abbildung 14 A, B).
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Sun1 mit MT Centromere mit MT Core CP55/CP39 Core CP55/CP91
Kontrolle RNAI Kontrolle RNAI Kontrolle RNAI Kontrolle RNAI

Abbildung 14: CP148 RNAIi verursacht eine Verteilung von Sunl in der Kernhiille, die Dispersion der
Centromere und damit eine Storung der Centrosomen-Kern-Centromer Verbindung. Die CP148 Expression
wurde mittels RNAi in AX2 (B, D) und in GFP-CP55-Zellen (F, H) vermindert. Fiir jede Antikorperfarbung sind
die entsprechenden Kontrollzellen gezeigt (A, C, E, G). Die Zellen wurden mit Glutaraldehyd (A, B) oder
Methanol (C-H) fixiert und mit anti-Sunl (A, B), dem Centromer Marker anti-Cenp68 (C, D), anti-CP39 (E, F),
anti-CP91 (G, H) und anti-Tubulin (A'-D ') gefdrbt. Die iiberlagerten Bilder (A"-H™) zeigen die Antikorper-
Farbungen mit AlexaFluor 568-Konjugaten in rot, GFP-Fluoreszenz (E'-H') und Antikorper-Fiarbungen mit
AlexaFluor 488-Konjugaten in griin (A'-D ). Die DNA Firbung (DAPI) ist (A"-H") in blau dargestellt. Balken =
3 um.

Einen Einfluss von CP148 in der Aufrechterhaltung der Centrosom-Kern-Verkniipfung wurde
auch durch die Tatsache unterstiitzt, dass die centrosomalen Core Komponenten CP55, CP91
und CP39 [58] in einzelnen oder mehreren Immunfluoreszenz Signalen, oft losgelost vom
Zellkern, sichtbar waren (Abbildung 14 F", H"). Die Kolokalisation der centrosomalen Core-
Komponenten stimmt mit den ultrastrukturellen Daten der Elektronenmikroskopie iiberein
und zeigt, dass die centrosomale Core-Region als eine intakte strukturelle Einheit in CP148
RNAi-Zellen vorliegt (Abbildung 12 B, ,,Sternchen*). Das Fehlen einer erkennbaren Corona,
wihrend die centrosomalen Core-Komponenten intakt und héufig losgelost vom Kern
erscheinen, die Dispersion der geclusterten Centromere und die Aufhebung des
pericentrosomalen Lokalisierungsmusters von Sunl zeigen, dass CP148 fiir die

Aufrechterhaltung der Centrosom-Zellkern-Verbindung notwendig ist.
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2.1.8 CP148 RNAI hat keinen Einfluss auf die Ausbildung einer zentralen
Spindel und astraler Mikrotubuli

Dieser starke, anormale Phinotyp des CP148 Knockdowns mit einem vollig unorganisierten
Mikrotubuli Cytoskelett wirft natiirlich die Frage auf, wie diese Zellen iiberleben und sich
iiber mehrere Generationen teilen konnen. Um diese Fragestellung zu kldaren wurde das
mitotische Verhalten lebender CP148 RNAIi/GFP-o-Tubulin-Zellen durch konfokale-
Spinning-Disk-Mikroskopie untersucht. Abbildung 15 und Film 3 zeigen zwei Zellen, die sich
aus dem G2 Stadium in die Mitose (M) begeben und anschlieBend die Cytokinese vollfiihren.
Beim G2/M Ubergang wird das ungeordnete Mikrotubuli-Cytoskelett, das kein erkennbares
Centrosom besitzt, vollstindig abgebaut. Ubrig bleibt nur ein heller Punkt (obere linke Zelle
zum Zeitpunkt 540 s und unteren linken Zelle zum Zeitpunkt 3165 s), der sich anschlieend
teilt und die beiden Pole einer zentralen Spindel bildet. Dies zeigt, dass der anfangliche helle
Punkt dem Prophase-Centrosom entsprechen muss. Spiter in der Anaphase werden auch die

astralen Mikrotubuli sichtbar.

3168 sec

Abbildung 15: Mitose bei lebenden GFP-o-Tubulin/CP148-RNAi-Zellen. Dargestellt sind ausgewdhlte
Zeitpunkte aus dem Film 3. Die beiden mitotischen Zellen und ihre Tochterzellen sind mit (*) und (#)
gekennzeichnet. Die Pfeile markieren die Bildung des Spindelpols beim Eintritt in die Prophase. Nach
Verdopplung dieses Prophase MTOCs entsteht eine bipolare Spindel, die auch astrale Mikrotubuli organisiert.
Wihrend der Cytokinese zerfdllt erneut die radiale Anordnung des Mikrotubuli Cytoskeletts. Die Aufnahmen
erfolgten mit konfokaler-Spinning-Disk-Mikroskopie; Zeitraffer der Akquisition betrug 4 Stacks pro Minute (bei
einer Bildrate von 10 fr/s); maximale Intensititsprojektion von 7 Ebenen pro Bildstapel.
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Das Erscheinungsbild des bipolaren Mikrotubuli-Cytoskeletts durch die Mitose bis hin zur
Cytokinese ist kaum von AX2 Zellen zu unterscheiden, die nur GFP-o-Tubulin (siehe [22] fiir
ein Beispiel) exprimieren. Der Unterschied zu Wildtypzellen ist erst nach der Cytokinese
erkennbar. Sofort nach deren Abschluss (obere Zelle bei 2895 s) zerfillt das urspriinglich
radiale Mikrotubuli-Cytoskelett und resultiert in den ungeordneten Mikrotubulistrukturen der
CP148RNAI1/GFP- o-Tubulin Interphase-Zellen.

Dieses Ergebnis zeigt deutlich, dass CP148 nur fiir die Organisation des radialen Mikrotubuli-
Cytoskeletts in Interphase-Zellen, aber nicht fiir die Organisation der zentralen Spindel und

der astralen Mikrotubuli in Dictyostelium erforderlich ist.

2.1.9 GFP-CP148AN kompensiert den Phianotyp der ungeordneten
Mikrotubuli

Zur funktionellen Analyse von CP148 wurde iiberpriift, ob bereits Teile des Proteins die
Funktion des fehlenden Volldngenproteins im CP148 RNAi Stamm kompensieren konnen.
Dazu wurde ein GFP-CP148AN Konstrukt wurde in den CP148 RNAi Stamm. Diesem
Konstrukt fehlen die ersten 440 bp der kodierenden CP148 Sequenz (von 1-440 bp) und damit
genau der Teil, der fiir das CP148 RNAi Konstrukt verwendet wurde.

A' GFP-CP148 delta N

Rescue
CP148 RNAI

CP148 RNAI

Abbildung 16: Die Transformation eines GFP-CP148AN Konstrukts in den CP148 RNAi Stamm zeigt eine
centrosomale Lokalisation. Das GFP-CP148AN Konstrukt hebt den Phinotyp des ungeordneten Mikrotubuli
Cytoskeletts auf. Die ,,Rescue®“-Zellen (A) zeigen ein radiales Interphase Mikrotubuli Cytoskelett. Die Fixierung
erfolgte mit Glutaraldehyd und in (A) und (B) mit anti - oTubulin (rot) gefarbt. Die GFP-Fluoreszenz ist in griin
dargestellt (A°). (B®) zeigt die Firbung mit anti-Sunl in griin. In beiden Zellen ist die DNA in blau (DAPI)
dargestellt. Balken = 3 um.
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In diesem fehlenden Teilbereich von 440 bp befindet sich keine coiled-coil Doméne sowie
lediglich nur eine der fiinf potentiellen CDK1 Phosphorylierungsstellen. Bei der Expression in
CP148 RNAi-Zellen lokalisiert GFP-CP148AN genauso wie das endogene Protein am
Centrosom und die Zellen zeigen im Gegensatz zu den CP148 RNAi-Zellen in Abbildung 16
B wieder ein radial angeordnetes Mikrotubuli Cytoskelett. Somit weist dieses Konstrukt
denselben Phénotyp wie im Kontrollstamm AX2 auf. Erstaunlicherweise scheint der fehlende
N-terminus beziiglich der untersuchten Kriterien keine wichtige Funktion fiir CP148 zu
besitzen. Ein Vergleich mit der in Abbildung 16 B abgebildeten CP148RNAIi Zelle, die am
Tag der Transformation fixiert und aufgenommen wurde, zeigt deutlich, dass die Expression
des GFP-CP148AN Konstrukts den Phinotyp des ungeordneten Mikrotubuli Cytoskeletts im
CP148 RNAi1 Stamm aufhebt. Die , Rescue‘“-Zellen besitzen demnach wieder eine Corona,
was auch an dem GFP-Signal in Abbildung 16 A‘ deutlich erkennbar ist. Zudem zeigen die
,Rescue“-Zellen eine ZellgroBe auf Wildtypniveau und sind damit deutlich kleiner als die

CP148 RNAi-Zellen (sieche MaBistabsbalken in Abbildung 16).
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2.2 Ergebnisse CP55

CP55 (dictybase genelD DDB_G0290509) ist ein saures 55.8 kDa-Protein (pI = 5.5) mit einer
Linge von 470 Aminosduren (AS). Untersuchungen der Aminosduresequenz mit BLAST
ergaben keine auffallenden Ahnlichkeiten zu Proteinen in anderen Organismen. In der bereits
oben erwihnten Studie zu neuen centrosomalen Proteinen konnte GFP-CP55 an mikrotubuli-
freien Centrosomen als Komponente des Core identifiziert werden [41]. Die Funktionen von
CP55 und das Zellzyklus-abhingige Verhalten des endogenen Proteins wurden jedoch in

dieser Studie nicht untersucht.

A B AX2 Cc
B 00 D2 mm 200 kDa AX2
M kDa Kernfraktion Cytoplasma
i ws 116 kDa mm 116 kDa m
i 1

CP55 .« WM 97 kDa 97 kDa

&b 66 kDa mm 66 kDa

CP55—> diim R0 ~
W 45kDa 45 kDa anti-CP55

Abbildung 17: Aufreinigung des o-CP55 Serums. Der aufgereinigte CP55 Antikorper erkennt eine einzelne
Bande von ca. 55 kDa. (A) Expression des vollinge CP55 als MBP Fusionsprotein in E.coli DH50.. MBP-
CP55 wurde aufgereinigt, mittels SDS-PAGE aufgetrennt und mit Coomassie gefiarbt. Die Bande bei ca. 100
kDa entspricht MBP-CP55. Der aufgetragene Standard ist rechts bezeichnet. (B) Nachweis des endogenen
CP55 mit dem aufgereinigten CP55 Antikorper. AX2 Gesamtzell Extrakt wurde in einer SDS-PAGE
aufgetrennt und per Westernblot analysiert. Das Molekulargewicht des Standards ist rechts aufgetragen. (C)
zeigt den Vergleich der Kern- mit der Cytoplasmafraktion von CP55 in AX2. Das endogene Protein ist nur in
der Kernfraktion (Signal bei 55 kDa) und nicht im Cytoplasma enthalten.

Deshalb erfolgte zuerst die Erzeugung eines polyklonalen Antikorpers gegen ein MBP-CP55
Fusionsprotein. Da das daraus resultierende Antiserum unspezifische Signale in der
Immunfluoreszenz-Mikroskopie sowie im Westernblot zeigte, wurde es iiber eine
Affinitdtssdule aufgereinigt. In anschlieBenden Westernblot-Analysen von Dictyostelium
AX?2 Gesamtzellextrakten markierte der Antikorper eine deutliche Bande bei ca. 55 kDa,
entsprechend der errechneten molekularen Masse des endogenen CP55 Proteins (Abbildung
17 B). Der aufgereinigte Antikorper wurde fiir die Immunfluoreszenz-Mikroskopie des

endogenen Proteins in AX2 Zellen und weitere Analysen verwendet.
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2.2.1 CP5S ist ein neues centrosomales Protein der Core-Region und
Spindelpole

Die Bestimmung der subzelluldren Lokalisation des endogenen CP55 Proteins erfolgte durch

Immunfluoreszenzanalysen mit dem gereinigten polyklonalen CP55 Antikorper (Abbildung

+ X h

18 B).

A
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Abbildung 18: Lokalisation des endogenen CP55 Proteins wihrend des Zellzyklus. CP55 lokalisiert in der
centrosomalen Core-Region (A) und zeigt keine Regulation beim Durchlaufen des Zellzyklus. AX2-Zellen
wurden mit Methanol fixiert und mit anti-CP55 in griin, anti-Tubulin (MT) in rot und die DNA in blau mit DAPI
gefirbt. Die Zellzyklusstadien und Féarbungen sind jeweils angegeben. Balken = 3 um.
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Die Analyse des CP55 Signals mittels konfokaler Mikroskopie in Interphase-Zellen ergab,
dass CP55 zur centrosomalen Core-Region gehort. Dafiir spricht die punktféormige Firbung
von CP55, welche sich zentral innerhalb des ringférmigen Signals des Corona-Markers
CP224 befindet (Abbildung 18 A). Die Untersuchung des CP55 Spots erfolgte zusitzlich mit
der Plot Profile Funktion von ImageJ (Abbildung 18 A, Plot). In diesem Diagramm ist CP55
in griin und CP224 in rot dargestellt. CP224 zeigt als Protein der Corona wie erwartet zwei
Maxima entlang einer Querschnittslinie durch das Centrosom (Abbildung 18 A, Plot rot). Der
griine Kurvenverlauf von CP55 besitzt dagegen nur ein Maximum, welches sich genau mittig
zwischen den beiden CP224 Maxima befindet. Das bedeutet, dass CP55 im centrosomalen
Core lokalisiert. Zudem lokalisiert das endogene CP55 wihrend des gesamten Zellzyklus am
Centrosom (Abbildung 18 B, Prophase bis Interphase, CP55 Firbung). Beim Ubergang von
G2 zur Mitose verbleibt CP55 in der zentralen Core-Region (Abbildung 18 B, Prophase)
wogegen die Corona und Mikrotubuli zu diesem Zeitpunkt abdissoziieren [19, 61]. In der
Prometaphase, in der sich die zentrale Schicht der Core-Region zuriickbildet und eine
Trennung der beiden dufleren Schichten erfolgt, ist CP55 als Doppelsignal an den sich
bildenden Spindelpolen erkennbar. Das Protein verbleibt wihrend der gesamten Mitose an
den beiden Spindelpolen (Abbildung 18 B, Prophase bis Telophase). Die beiden Spindelpole
erscheinen von der Prometa- bis zur Telophase als balkenformiges Signal. Thren Ursprung
haben sie mit groBer Wahrscheinlichkeit in den beiden @ufleren Schichten des Core-Bereichs
[46]. Aufgrund des balkenformigen Signales von CP55 in der Mitose (Prometa-, Meta-, Ana-,
Telophase) und das Verbleiben am Centrosom konnte es in den beiden dulleren Schichten der

centrosomalen Core-Region lokalisieren.

2.2.2 Das GFP-Fusionsprotein zeigt dieselbe Dynamik im Zellzyklus wie das
endogene CP55

Aus der Untersuchung von Schulz et al. [41] war bekannt, dass das GFP-CP55 Fusionsprotein
in der Metaphase am Centrosom lokalisiert. Weitere Mitosestadien wurden in dieser Studie
aber nicht untersucht. GFP-CP55 zeigt im Zellzyklus dasselbe Verhalten wie das endogene
Protein. Wie man in Abbildung 19 erkennen kann, ist GFP-CP55 iiber den gesamten
Zellzyklus am Centrosom bzw. an den beiden Spindelpolen pridsent. Da die Signale in der
Prometa-, Meta- und Anaphase ebenfalls balkenformig sind, ist anzunehmen, dass sich auch

das Fusionsprotein in den dufleren Lagen der centrosomalen Core-Region befindet.
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Prophase Prometaphase Metaphase Anaphase Telophase Interphase

GFP-CP55

Abbildung 19: GFP-CP55 verbleibt wihrend der gesamten Mitose am Centrosom. GFP-CP55 Zellen wurden mit
Glutaraldehyd fixiert und mit anti-Tubulin (MT) in rot und die DNA mit DAPI (blau) gefiarbt. Die GFP-
Fluoreszenz ist in griin dargestellt. Die Zellzyklus-Phasen und Féarbungen sind angegeben. Balken = 3 pm.

2.2.3 Die Uberexpression von GFP-CP55 erzeugt iiberziihlige Centrosomen

Das Aufdecken von Proteinfunktionen kann unter anderem durch Uberexpression des
entsprechenden Proteins erfolgen. Zum einen vermag die Anhebung der Expressionsrate und
somit die Menge des Proteins fiir biochemische Untersuchungen, wie zum Beispiel
Interaktionsstudien mittels Pull-down-Assays, niitzlich sein. Zum anderen kann es zu
phénotypischen Verdnderungen im Organismus oder in der Zelle fiihren, aus denen man erste
Hinweise fiir Proteinfunktionen ableiten kann. Die Uberexpression (ca. 6-fach im Vergleich
zum endogenem CP55 siehe Abbildung 20 E) des GFP-CP55 Fusionsproteins in
Dictyostelium fiihrte zum Auftreten iiberzihliger Centrosomen. Circa 45 % dieser Zellen
zeigten solche iiberzdhligen Centrosomen, die Mikrotubuli nukleierten und entweder
kernassoziiert oder frei im Cytoplasma vorlagen (Abbildung 20 D, Diagramm GFP-CP55; N
< C). Am stirksten zeigte sich dieser Phéanotyp kurz nach der Transformation von AX2 Zellen

mit einem GFP-CP55 Konstrukt.
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Abbildung 20: GFP-CP55 Uberexpression. Immunfluoreszenzanalysen der GFP-CP55 Foci mit Core
Antikorpern in (A) bis (C) und quantitative Auswertung der iiberzéhligen Centrosomen in (D). (E) zeigt in einem
Westernblot das AusmaB der GFP-CP55 Uberexpression. Die in (A) bis (C) dargestellten GFP-CP55 Interphase-
Zellen wurden mit Methanol fixiert und mit anti-CP39 (A), anti-CP55 (B) und anti-CP91 (C) in rot gefirbt.
GFP-CP55 ist in griin, die DNA-Féarbung mit DAPI in blau dargestellt. Die weilen Pfeilspitzen in (A**‘) und
(C***) markieren GFP-CP55-Foci die keine Kolokalisation mit den Antikorperfirbungen zeigen. Der Balken
betragt 3 um. Das Diagramm (D) zeigt die Auswertung der iiberzihligen Centrosomen bei GFP-CP55
Uberexpression. Zur Auszihlung wurden Immunfluoreszenzpriparate hergestellt, die mit Glutaraldehyd fixiert
und mit anti-Tubulin in rot (n=246). (E) Uberexpression von GFP-CP55 im Vergleich zum endogenen CP55 in
AX2. Mit ,,a* ist das Signal der Ladekontrolle Aktin bei ca. 45 kDa gekennzeichnet. * markiert das endogene
CP55, # das Signal von GFP-CP55. In den Westernblot-Analysen wurde mit anti-CP55 und anti-Aktin sowie
Meerrettichperoxidase/ECL geférbt. Die jeweiligen GroBen des Standards sind angegeben.

Nach drei bis vier-wochiger Kultivierung nahm er jedoch wieder bis auf Wildtypniveau ab
(Anzahl der Kerne ist gleich Anzahl der Centrosomen; N = C, Abbildung 20 D). In der
Immunfluoreszenz-Mikroskopie konnten bei der Mehrheit der {iiberzdhligen GFP-CP55
Signale sowohl die centrosomalen Proteine CP39, CP55, CP91, CP224 und 7y-Tubulin als
auch die Mikrotubuli-Organisation nachgewiesen werden (Abbildung 20 A-C und Abbildung
21). Somit deutet Alles darauf hin, dass es sich bei den iiberzdhligen MTOCs um vollstindige
Centrosomen handelt. Die Kolokalisation mit CP91 und CP39 spricht zusammen mit CP55
fiir eine intakte Core-Region. Da sich die iiberzihligen Centrosomen an der Basis radialer
Mikrotubuli-Arrangements befinden (Abbildung 21 A) sowie CP224 und y-Tubulin enthalten,
spricht das fiir eine intakte Corona, die dhnlich wie die im Wildtyp aufgebaut sein konnte. Die
Lokalisation der Kernhiillenproteine Sunl und NE81 war von der GFP-CP55 Uberexpression
unbeeinflusst. Das laminartige NE81 lokalisierte in GFP-CP55 Stimmen wie in
Wildtypzellen [44] homogen verteilt entlang der inneren Kernhiille (Abbildung 21 D). Sunl

zeigte wie in AX2 Zellen eine Konzentration des Signals im pericentrosomalen Bereich des
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Zellkerns, sowie an der Verbindung vom Zellkern zum Centrosom (Abbildung 21 E, Pfeil).
Die Firbung gegen den Centromermarker Cenp68 wies ebenfalls auf einen Wildtyp-dhnlichen
Zustand der geclusterten Centromere in GFP-CP55 iiberexprimierenden Zellen hin
(Abbildung 21 C). Im Falle von gelegentlich auftretenden kernassoziierten iiberzdhligen
Centrosomen in GFP-CP55 Zellen wurde mit dem Cenp68 Antikorper eine entsprechend
erhohte Zahl an Centromerclustern nachgewiesen (Abbildung 21 C*‘‘ Pfeile). Ob die
Duplikation des Cenp68 Signals in einem Zellkern mit zwei kernassoziierten Centrosomen
die Folge einer erhohten Ploidie oder eine Verteilung der Chromosomen auf die Anzahl
kernassoziierter Centrosomen ist, konnte in den bisherigen Untersuchungen nicht eindeutig
gekldart werden. Neben den GFP-CP55 Signalen mit vollstindiger centrosomaler
Proteinausstattung und Mikrotubuli-Nukleation traten lediglich vereinzelte, meist kleine GFP-
Dots im Cytoplasma auf. Diese Signale zeigten keine Kolokalisation mit CP39 und CP91
(Abbildung 20 A“‘‘ und C*‘‘ Pfeilspitzen) und keine Mikrotubuli-Nukleation. Bei diesen
Signalen handelte es sich daher vermutlich um freie GFP-CP55 Aggregate im Cytoplasma

und nicht um zusitzliche Centrosomen.
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A’ GFP-CP55 A" DAPI A“ merged

Abbildung 21: Immunfluoreszenz-Mikroskopie ~Untersuchungen des GFP-CP55 Uberex-
pressionsstamms mit verschiedenen Antikdrpern. Nachweis der centrosomalen Proteine an den
iiberzdhligen GFP-CP55 Signalen. Die zusitzlichen Centrosomen besitzen alle getesteten
centrosomalen Proteine. Die Zellen wurden mit Methanol (A, B, C, F) und Glutaraldehyd (D und E)
fixiert. Gefarbt wurde in (A) mit anti-Tubulin (MT), anti-y-Tubulin (B), anti-Cenp68 (C), anti-NE81
(E), anti-Sunl (E) und anti-CP224 (F). Die iiberlagerten Bilder zeigen GFP-CP55 in griin, die
Antikorperfarbungen in rot und DAPI (DNA) in blau. Balken = 3 um.
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2.2.4 GFP-CP5S zeigt eine geringe Mobilitit am Centrosom

Aufgrund seiner Lokalisation in der centrosomalen Core-Region und dem Verbleiben am
Centrosom wihrend der Mitose konnte CPS55 eine wichtige Funktion in der Biogenese bzw.
dem strukturellen Erhalt des Centrosoms haben. Strukturell wichtige Proteine zeigen im
Allgemeinen eine geringe Mobilitit. Dieses Ergebnis wurde auch fiir CP55 erwartet. Um dies
zu uberpriifen, wurden FRAP Experimente mit GFP-CP55 exprimierenden Zellen
durchgefiihrt (Abbildung 22). Nach dem Ausbleichen des GFP-CP55 Signales erfolgte
lediglich eine 20 %-ige Erholung der GFP-CP55 Fluoreszenz am Centrosom.
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Abbildung 22: Dargestellt ist ein FRAP Experiment GFP-CP55 exprimierender Zellen. Die GFP-CP55
Fluoreszenz zeigt nur eine unvollstindige Erholung nach dem Bleichen. Das Centrosom wurde zum Zeitpunkt
14,74 s mit einem punktfokussierten 473 nm Laser geblichen. Die Kontrollzelle ist vom Bleichvorgang nicht
betroffen (A). Die Aufnahmen erfolgten mit konfokaler-Spinning-Disk-Mikroskopie. Der Zeitraffer der
Akquisition betrug 4 Stacks pro Minute (bei einer Bildrate von 10 fr/s); maximale Intensitétsprojektion von 7
Ebenen pro Bildstapel. Der Graph in (B) zeigt die Erholungs-Kinetik von fiinf individuellen Messungen
(Mittelwert + S.D).

Die meisten der GFP-CP55 Signale sind nicht mobil, sondern stationir, da das GFP-CP55
Signal nach dem Ausbleichen nur in einem geringen Maf3e (ca. 20 %) wiederkehrt. Dieses
Verhalten spricht fiir eine strukturelle Aufgabe der Mehrheit von CP55-Molekiilen am
Centrosom. Lediglich ein kleiner Anteil von ca. 20 % ist mobil mit einer Halbwertzeit von ca.

20 s (Abbildung 22 und Film 4).
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2.2.5 Herstellung eines CP5S k/o in AX2

Um einen besseren Einblick in die Funktion eines Proteins in der Zelle zu erlangen, kann man
dessen Expression stark verringern (RNAi) oder die Expression durch Ausschalten des
codierenden Gens vollstindig verhindern. In Dictyostelium ist es aufgrund des haploiden
Genoms leicht moglich den Leserahmen eines Gens durch die Technik der homologen

Rekombination zu unterbrechen [64].

A B Primerkombination |, Primerkombination
#25+#31 #29+# 31

WT K1 K2 neg
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‘A8Terminator [JI] 3'UTR |

erwartete Fragmentgrofien:

# 25 + # 31>WT kein Fr%gment
> K1, K2 1653 bp

#29 +#31>WT 1553 bp
> K1, K2 kein Fragment

Abbildung 23: (A) Schematische Darstellung des
verwendeten CP55 k/o Konstrukts fiir die homologe
Rekombination im CP55 Genlocus. Die Primer-

AX2 M o AX2 M kio kombinationen zur Uberpriifung der erhaltenen
200 Klone sind angegeben. (B) zeigt das Ergebnis der
Untersuchung potentieller CP55 k/o Klone mittels

.

e PCR. WT bezeichnet dabei die Kontrolle AX2, K1

und K2 die CP55 k/o Klone und ,,neg* die Negativ
Kontrolle. Die zu erwartenden Fragmentgrofien und
die GroBen des Standards sind angegeben. (C) zeigt
die Uberpriifung des CP55 k/o Stamms im
Westernblot. Es  wurden  Gesamtzellextrakte
verwendet und die gleiche Proteinmenge
T oCP55 aufgetragen (siche Ponceau S Firbung). Die
Fiarbung erfolgte mit anti-CP55 und Entwicklung
mittels Meerrettichperoxidase. Die Marker Groen
sind in kDa angegeben.

Ponceau S

Dafiir wurde das in Abbildung 23 A generierte Konstrukt in den Stamm AX2 transformiert
und die anschlieBend erhaltenen Klone mit Blasticidin S auf die Insertion selektiert. Unter
anderem wegen der wichtigen Rolle des Centrosoms bei der Mitose sind integrale
centrosomale Proteine meist essentiell. Ein Knockout fithrt daher in einem haploiden
Organismus wie Dictyostelium meist zum Tod und macht daher die Selektion eines
entsprechenden Stammes unmoglich. Daher schien es relativ unwahrscheinlich einen

lebensfihigen CP55 Knockout Stamm herstellen zu konnen. Uberraschender Weise konnten
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dennoch ca. einen Monat nach der Transformation potentielle CP55 Klone isoliert werden, die
wie folgt iiberpriift wurden. Die exakte Insertion des Knockout Konstrukts im endogenen
CP55 Gen-Locus wurde mittels PCR unter der Verwendung geeigneter Primer (Abbildung 23
A) bestitigt. #25 bindet wie in der Grafik (Abbildung 23 A) erkennbar ist am Ende der
Blasticidin S Resistenzkassette (BSR), #31 als Reverse Primer bindet in der 3° UTR des CP55
Genlocus. #29 ist ein Forward Primer der am Anfang des CP55 Gens bindet. Die
Kombination von #29 mit #31 ergibt nur beim Wildtyp CP55 Gen ein Signal, im CP55 k/o
kein Signal. Der CP55 k/o und somit die korrekte Insertion des Konstrukts wurde mit der
Primerkombination #25 + #31 nachgewiesen. Bei Verwendung der Primerkombination #25 +
#31 erhielt man in PCR-Untersuchungen nur ein Signal in der erwarteten GroBe mit
genomischer DNA von CP55 k/o Stimmen. Dagegen gibt es im Kontrollstamm AX2 kein
Signal (Abbildung 23 B WT #25 + #31). Bei Verwendung der Wildtypprimer wurde ein
Signal im Kontrollstamm AX2 und kein Signal im potentiellen CP55 k/o erwartet. Abbildung
23 (B) #29 + #31 zeigt, dass auch in dieser Primerkombination die korrekten Signale
erscheinen und so die Insertion des k/o Konstrukts an der richtigen Position im CP55 Gen-
Locus erfolgte. Des Weiteren konnte der vollstindige Verlust von CP55 in Dictyostelium
CP55 k/o Zellen (Abbildung 23 C) im Westernblot nachgewiesen werden. Die so verifizierten

CP55 k/o Stimme wurden anschlieBend auf ihren Phinotyp untersucht.

2.2.6 Der CP5S k/o resultiert in iiberziahligen, nicht-centrosomalen MTOCs
Die CP55 k/o Zellen wurden mit verschiedenen Antikdrperkombinationen durch
Immunfluoreszenz-Mikroskopie untersucht. Mikrotubulifirbungen zeigten in ca. 51 % aller
Zellen (Abbildung 29 A, n = 354) eines CP55 k/o Stamms eine variable Anzahl iiberzdhliger
radialer Mikrotubuli-Arrangements (von einem bis acht) und zudem iibergroBe Zellkerne mit
einem untypischen DAPI Fiarbungsmuster (Vergleich Abbildung 24 DAPI mit Abbildung 19
Interphase, DAPI). Dies zeigte die Existenz iiberzdhliger MTOCs. Im Gegensatz zu den
iiberzihligen Centrosomen der GFP-CP55 Uberexprimierer enthielten diese iiberzihligen
MTOC:s jedoch nur Proteine der Mikrotubuli nukleierenden Corona wie z.B. CP148, TACC,
CP224 und y-Tubulin (Abbildung 24 E, D und C*, B, A; zum Teil mit Pfeil markiert),
wogegen die Komponenten der centrosomalen Core-Region wie C39 und CP91 [41] nicht

nachgewiesen werden konnten.
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Abbildung 24: Immunfluoreszenzstudien centrosomaler Proteine in CP55 k/o Zellen. Die Knockout-Zellen sind
charakterisiert durch iiberzdhlige MTOCs, welche die bekannten Corona Proteine, aber nicht die Proteine der
centrosomalen Core-Region enthalten. Die abgebildeten Interphase-Zellen wurden mit Methanol fixiert.
Antikorperfarbungen gegen Mikrotubuli (MT) und gegen CP224 sind in griin dargestellt. Die Farbungen gegen
Y-Tubulin, TACC, CP39, CP91 und CP148 sind in rot gezeigt. DAPI (DNA) Farbungen in blau. Bei den
einzelnen Abbildungen handelt es sich um dekonvolvierte Weitfeldmikroskopie Aufnahmen. Balken = 3 pm.
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Dariiber hinaus erschienen die nicht kernassoziierten MTOCs im Vergleich zu den
kernassoziierten Centrosomen auch kleiner. Somit reprisentieren die iiberzdhligen MTOCs

keine echten Centrosomen und es wurde ein Fehlen der geschichteten Core-Region vermutet.

vollstdndige Centrosomen

TSl

Abbildung 25: FElektronenmikroskopische Untersuchung der CP55 k/o Zellen. CP55 k/o zeigen iiberzihlige
MTOCs (D, E, F) ohne eine geschichtete Core-Region. Des Weiteren wirkt die Corona der echten Centrosomen
in CP55 k/o Zellen unregelmifBiger und weniger strukturiert (A, B) im Vergleich zur Kontrolle AX?2
(Pfeilspitzen markieren elektronendichte Strukturen, C). Balken = 0,5 um

Zum Nachweis der erwarteten strukturellen Unterschiede im Vergleich zu kernassoziierten
Centrosomen wurden serielle Ultradiinnschnitte angefertigt und mit Hilfe der
Elektronenmikroskopie untersucht. Abbildung 25 zeigt, dass die kleinen MTOCs auch auf
ultrastruktureller Ebene sichtbar sind. Sie zeigen im Vergleich zum kernassoziierten, echten
Centrosom (Abbildung 25 A, B) der CP55 k/o Zelllinie keine geschichtete Core-Region
(Vergleich Abbildung 25 A und B mit Abbildung 25 D bis F). Im Vergleich zu den AX2
Kontrollzellen erschienen die echten Centrosomen der CP55 k/o Zellen oft ein wenig grofer
und unregelméBiger strukturiert, d.h. die dichten Knétchen (Abbildung 25 C, markiert mit
Pfeilspitzen) sind innerhalb der Corona in CP55 k/o Zellen nicht mehr klar erkennbar

(Abbildung 25, Vergleich CP55 k/o mit AX?2).
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2.2.7 Die iiberzihligen MTOC:Ss entstehen in der Mitose

Es stellte sich natiirlich die Frage, wie diese iiberzdhligen MTOCs ohne geschichtete zentrale
Core-Region entstehen und wie sie sich in lebenden Zellen, z.B. in der Mitose, verhalten.
Dafiir wurde ein CP55 k/o in einem GFP-o-Tubulin Stamm [35] generiert. Wie erwartet
enthielten die so erhaltenen Zellen iiberzdhlige griin-fluoreszierende MTOCs. Die
Untersuchung lebender Zellen durch konfokale-Spinning-Disk-Mikroskopie zeigte, dass zu
Beginn der Prophase alle MTOCs wie im Wildtyp abgebaut werden und nur eine mitotische

Spindel pro Zellkern ausgebildet wird (Abbildung 26 und Film 5).

10 pum

Abbildung 26 und Film 5: Ubergang einer GFP-a~Tubulin-CP55 k/o Zelle mit iiberzihligen MTOCs von G2 in
die Mitose. Zu Beginn der Mitose (2380 s) erfolgt eine Depolymerisation der Mikrotubuli. Dies ist am GFP-
o—Tubulin-Signal sowohl beim kernassoziierten Centrosomen (#) als auch bei den tiberzdhligen MTOCs (*)
erkennbar. Eine Spindel wird nur vom kernassoziierten Centrosomen ausgebildet (2920s). Die Aufnahme
erfolgte mit konfokaler-Spinning-Disk-Mikroskopie. Der Zeitraffer der Akquisition betrug 4 Stacks pro Minute
(bei einer Bildrate von 10 fr/s); maximale Intensitéts-Projektion von 7 Ebenen pro Bildstapel. Balken = 10 pm

Die iiberzdhligen MTOCs bildeten sich in der Telophase, zum Zeitpunkt der Corona
Reorganisation (Abbildung 27 und Film 6). Bei vielen Zellen war zudem eine erhebliche
Verzogerung der mitotischen Progression in der Pro- bzw. Prometaphase auffillig. Im
Durchschnitt betrug diese Verzogerung meist 20 Minuten, bevor die Mitose mit dem Eintritt
in die Metaphase fortgesetzt wurde (n=26). In Kontrollzellen ist dieser Prozess meist zwei bis
drei Minuten nach Eintritt in die Mitose abgeschlossen [35]. Dies deutet darauf hin, dass die
CP55 k/o Mutanten Schwierigkeiten in der Teilung des Centrosoms in der Prophase haben
bzw. bestimmte Voraussetzungen fiir den Fortgang der Mitose in die Metaphase nicht erfiillt
sind. Im Einklang mit diesen Beobachtungen gab es eine auffallende Haufigkeit von
Spindelfehlbildungen wihrend der Mitose lebender GFP-o-Tubulin/CP55 k/o Zellen. Obwohl
viele der beobachten Mitosespindeln einen Wildtyp-dhnlichen Phénotyp (bipolar mit
anschlieBender Cytokinese) zeigten, traten auch {iiberdurchschnittlich hédufig monopolare

Spindeln auf (Abbildung 27 A, mit * markiert). Eine solche Spindel zeichnet sich durch einen
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einseitigen hell fluoreszierenden Spindelpol aus, an dem sich mit fortschreitender Mitose ein

wachsender Mikrotubulistab befindet (Abbildung 27, Film 6, Zeitpunkt angegeben).

B
Prophase Prometaphase Metaphase Anaphase Telophase Monopolar
CP55 k/o (n=122) 33 5 20 5 16 21
Wild type (n=103) 10 5 41 5 39 1

Abbildung 27: (A) Ausgewihlte Zeitpunkte eine GFP-a-Tubulin/CP55 k/o Zelle in der Mitose von der spiten
Prophase bis zur Telophase (siehe Film 6). Das anfiingliche Centrosom bzw. der Spindel Pol ist mit einem
Sternchen (*) markiert. Das frei bewegliche, distale Ende der monopolaren Spindel (1100 s) ist durch eine
Pfeilspitze gekennzeichnet. Die Aufnahme erfolgte mit konfokaler-Spinning-Disk-Mikroskopie. Der Zeitraffer
der Akquisition betrug 4 Stacks pro Minute (bei einer Bildrate von 10 fr/s); maximale Intensitéitsprojektion von 7
Ebenen pro Bildstapel. (B) Vergleich der Verteilung von Mitosestadien in Kontrollzellen (Wild type) und CP55
k/o Zellen. Zur Auszihling wurden die Zellen mit anti-Tubulin (griin) und DAPI (DNA) in blau gefirbt. Die
Mitosestadien wurden anhand ihrer Mikrotubuli Fiarbung sowie anhand der kondensierten DNA beurteilt. Der
CP55 k/o weist eine deutlich erhdhte Anzahl von Zellen im Prophasestadium und 21 % monopolare Spindeln
(beim Wildtyp nur 1 %) auf.

Zum Zeitpunkt von 1100 s begann sich die monopolare Spindel beim im Film gezeigten
Beispiel zu verlingern. Dabei kam es auBlerdem zum Abreilen einzelner Mikrotubuli
(markiert mit Pfeilspitzen). Diese konnten <y-Tubulin und andere Corona-Komponenten
mitreien, so dass in einem spidteren Stadium iiberzdhlige MTOCs ausgebildet werden
konnen. Da bei den bereits doppelt Antibiotika-resistenten Zellen auf einfache Weise keine
Farbung der DNA durch z.B. Expression eines rot markierten Histons vorgenommen werden
konnte, kann man das Mitosestadium nur erahnen. Bei der Ausbildung einer monopolaren
Spindel erfolgt keine Segregation der Chromosomen, so dass eine Einordnung in ein
bestimmtes Mitosestadium auf Basis morphologischer Kriterien ohnehin schwierig wére. In
dieser Bildreihe markiert der ,,** immer den nicht duplizierten Spindelpol, solange er verfolgt
und eindeutig bestimmt werden konnte. Die Pfeilspitzen weisen auf abreilende Mikrotubuli
(Abbildung 27, 1260 s, 1280 s) und sich daraus bildende oder bereits gebildete iiberzihlige
MTOC:S hin (Abbildung 27 A, 1360 s bis 4320 s). Die Pfeile bei 1360 s und 1440 s deuten auf
die sich bildende Teilungsfurche wihrend der Cytokinese hin. Der Vorgang der Cytokinese

lauft in diesem Beispiel ebenfalls nicht korrekt ab. Die zum Zeitpunkt von 2180 s scheinbar
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getrennten drei Zellen (Abbildung 27 A, markiert mit 1, 2, 3) sind mit groBer
Wahrscheinlichkeit noch iiber eine schmale, hier nicht sichtbare Cytoplasmabriicke
miteinander verbunden, da alle drei Zellen am Ende (4320s) wieder als eine Einzelzelle
vorliegen. Der Ablauf der Fusionierung ist in Abbildung 27 (A) von 2180 s bis 4320 s
dargestellt. Monopolare Spindeln traten in 12 von 26 gefilmten mitotischen Zellen auf. Ein
Einfluss von phototoxischen Effekten beim Live-Cell-Imaging von GFP-oa-Tubulin/CP55 k/o
Zellen und eine daraus resultierende Verzogerung der mitotischen Progression bzw. die
Bildung monopolarer Spindeln kann ausgeschlossen werden, da GFP-o-Tubulin-
exprimierende Zellen unter denselben Beobachtungsbedingungen keine Beeintrichtigungen
im Fortgang der Mitose zeigten. Die Storung der frithen mitotischen Progression, die in
lebenden Zellen CP55 k/o beobachtet wurde, spiegelt sich bei der Auswertung der Verteilung
von Mitosestadien in fixierten Pridparaten wider. Abbildung 27 (B) zeigt einen Vergleich der
Verteilung der Mitosestadien von AX2 Kontroll- und CP55 k/o-Zellen. Die Prozentsitze sind
ein Mal} dafiir, wie viel Zeit die Zellen im jeweiligen Mitosestadium verbringen. Wihrend
sich jeweils ca. 40 % der mitotischen Kontrollzellen (Abbildung 27 B, Wildtyp) in der
Metaphase oder Telophase und nur 10 % in der Prophase befinden, verbleiben ca. 40 % der
mitotischen CP55 k/o Zellen in der Prophase und 21 % zeigten den monopolaren Spindel
Phinotyp (Abbildung 27 B, CP55 k/o). Dieses Ergebnis bestitigt somit den ldangeren Verbleib
der Zellen in der Prophase sowie das gehédufte Auftreten monopolarer Spindeln wihrend des
Live-Cell-Imaging der GFP-o-Tubulin/CP55 k/o Zellen. Die Bildung der iiberzihligen
MTOCs an den abgerissenen Mikrotubuli Fasern erfolgt zum Zeitpunkt der Corona
Neuformation in der Telophase. In Film 6 bzw. Abbildung 27 (A) kann dies aufgrund der
fehlenden Referenz fiir das mitotische Stadium nicht genau bestimmt werden. Deshalb wurde
versucht eine CP55 k/o Zelle mit einer nicht symmetrischen Spindelausbildung wihrend der
Mitose aufzunehmen. Dass heiit, das eine der Spindeln bipolar (als Referenz fiir das
Mitosestadium) und die andere monopolar sein muss. Abbildung 28 zeigt die Bildreihe eines
solchen Filmes (Film 7). Gezeigt ist eine Zelle mit kollabiertem Interphase Mikrotubuli-
Cytoskelett. Die beiden sichtbaren GFP-o-Tubulin Signale sind in dieser aufgenommenen
Zelle vermutlich Prophasecentrosomen (Abbildung 28, 0 s bis 1200 s). Erst nach ca. 35-40
Minuten wird die Mitose mit der Metaphase fortgesetzt (Abbildung 28, 2300 s). Dabei wird
von dem mit # gekennzeichneten Centrosom eine bipolare Spindel, von dem mit ,**
gekennzeichneten Prophasecentrosom eine monopolare Spindel, ausgebildet (Abbildung 28).
Die Entstehung der monopolaren Spindel ist in diesem Fall auf einen Bruch der

augenscheinlich bipolaren Spindel (2300 s) zuriickzufiihren. Wahrscheinlich wurde auch
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hierbei das Prophasecentrosom nicht korrekt verdoppelt, so dass der zweite Spindelpol

instabil ist und bricht (Abbildung 28, 2300 s untere Spindel, markiert mit Pfeilspitze).

Abbildung 28 (Film 7): Mitose von GFP-o-Tubulin/CP55 k/o Zellen, die einen Defekt beim Fortgang der Mitose
und Spindelbildung aufweisen. Gezeigt sind verschiedene Zeitpunkte von Film 7 beim Durchlaufen der Mitose
ab der Pro- bzw. Prometaphase bis hin zur Cytokinese. Die # markiert immer die obere Spindel, * die untere. Der
Film wurde mit konfokaler Spinning Disk Mikroskopie aufgenommen. Der Zeitraffer der Akquisition betrug 4
Stacks pro Minute (bei einer Bildrate von 10 fr/s); maximale Intensititsprojektion von 7 Ebenen pro Bildstapel.

Der Fortgang durch die Mitose verlduft dhnlich wie in Abbildung 27 (A) und Film 6. Von der
monopolaren Spindel erfolgte der Abriss einzelner Mikrotubuli (Abbildung 28, 2580 s
Markierung mit *), die dann in der Telophase iiberzdhlige MTOCSs bildeten. Die bipolare
obere Spindel scheint zum Zeitpunkt der Telophase (2800 s) ebenfalls zu zerbrechen
(markiert mit Pfeilspitze). Aufgrund der Spindelorientierung konnte dies aber nicht weiter
verfolgt werden. Wie auch in Film 6 konnte man in Film 7 (Abbildung 28) eine gestorte
Cytokinese beobachten. Es wurden nach abgeschlossener Mitose drei Zellen erwartet, zwei
die aus der bipolaren Spindel resultieren und eine Zelle mit dem Ursprung in der monopolaren
Spindel. Zum Zeitpunkt 3120 s (markiert mit Pfeilspitzen) und 3380 s schien sich aber nur

eine Zelle abzuschniiren.

2.2.8 Die CP5S5 k/o Zellen zeigen eine erhohte Ploidie

Monopolare Spindeln fithren zwangsldaufig zu Fehlern bei der Chromosomensegregation.
Deshalb war es nicht verwunderlich, dass sich CP55 k/o Zellen durch einen erhohten DNA-
Gehalt auszeichneten. Bei Messungen der Intensitidt der DAPI Farbungen in CP55 k/o Zellen
(n = 198) und AX2 Kontrollzellen (n = 110) konnte ein allgemeiner Anstieg des DNA-
Gehaltes um einen Faktor von 2,1 (Abbildung 29 B) berechnet werden. Des Weiteren wurde
der DNA-Gehalt einzelner Zellen (Abbildung 29 C und C°) mit ansteigenden DAPI

Intensititswerten in ein Koordinatensystem eingezeichnet.
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Abbildung 29: Statistische Auswertung des CP55 k/o Phinotyps. CP55 k/o Zellen zeigen iiberzdhlige MTOCs
(A) und einen erhohten DNA-Gehalt (B und C°). Das Diagramm in (A) zeigt die prozentuale Verteilung von
wildtypahnlichen MTOCs, d.h. die Anzahl der Centrosomen entspricht der Anzahl der Zellkerne (C=N) und
iiberzéhligen MTOCs (Anzahl der MTOCs ist grofler als die Anzahl der Kerne, C>N). Die Gesamtzellzahl
betrug 335 Zellen. (B, C, C') Der DNA-Gehalt wurde als Produkt aus gemessener Kernfliche [um®] und
Intensitidt der DAPI-Farbung (16-Bit Graustufen) berechnet. Die Werte wurden auf den Mittelwert von AX?2
Zellen (=1) normalisiert und als Diagramm in (B) dargestellt. Die Grafiken in (C, C ‘) zeigen den normalisierten
DNA-Gehalt (y-Achse) jeder einzelnen Zelle der nach steigender GroBe (x-Achse) angeordnet wurde (n = 110
fiir AX2 und n = 198 fiir CP55 k/o). Der Vergleich der beiden Diagramme (C und C') zeigt einen erhohten
Prozentsatz von Zellen mit aberranter Ploidie bei CP55 k/o Zellen.

In dieser Darstellung kann man klar erkennen, dass der DNA-Gehalt in ca. 30 % der CP55 k/o
Zellen mehr als das zweifache (Abbildung 29 C‘, rechts der Teilung durch die Markierung),
im Vergleich zur Kontrolle (Abbildung 29 C), betrug. In den Kontrollzellen trat dies nur bei
ca. 2 % der Zellen auf. Als Referenz wurde der Mittelwert der DNA-Gehaltsmessungen der
Kontrollzellen auf eins normiert. Aufgrund dieses Ergebnisses des Vergleichs zwischen
Kontrollzellen und dem CP55 k/o Stamm kann man eine Blockade oder Verzogerung des

Zellzyklus in der G2 oder S-Phase als Ursache fiir den erhohten DNA-Gehalt ausschlieen
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(Erkldrung siehe 2.1.7 CP148). Vielmehr ist die Ursache in einer fehlerhaften Mitose zu
suchen. Durch die Nichttrennung bereits verdoppelter Chromosomen und vermutlich daraus
resultierenden monopolaren Mitosespindeln entstehen so vermehrt Zellen mit z.B.
zweifachem DNA-Gehalt. Kommt es im nédchsten Zellzyklus erneut zur Ausbildung einer

monopolaren Spindel, liegt dann theoretisch der vierfache Chromosomensatz vor.

2.2.9 Der Knockout von CP5S5 verursacht starke Wachstumsdefekte

Aufgrund ihres oft abnormen Karyotyps und den beobachteten Schwierigkeiten beim
Durchlaufen der Mitose und Cytokinese war es nicht verwunderlich, dass das Wachstum der
CP55 k/o Zellen in axenischer Schiittelkultur im Vergleich zum adhidrenten Wachstum in

Zellkulturflaschen noch stiarker reduziert war.

A Abbildung 30: Wachstumsvergleich von AX2
x108Z/ml Kontrollzellen und CP55 k/o Zellen in
18.5 Schiittelkultur. Die CP55 k/o Zellen zeigten ein

18.0
17.5

stark verringertes Wachstum im Vergleich zu
den  Kontrollzellen.  Eine  exponentielle
Wachstumsphase nach ca. 60 h (Kontrolle)
konnte bei den CP55 k/o Zellen mit einer
dhnlichen Steigung nicht beobachtet werden.
Auf der x-Achse ist die Zeit in Stunden, auf der
y-Achse die Zelldichte in Zellen pro ml (Z/ml)
aufgetragen. Die Zellzahl wurde mit einer
Neubauer improved-Zahlkammer (0,100 mm
Tiefe) bestimmt.
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Um dies zu quantifizieren wurde ein Wachstumsexperiment durchgefiihrt. Als Kontrolle
diente der Stamm AX2. Abbildung 30 zeigt das Wachstum iiber mehrere Tage bis zum
Erreichen der stationdren Phase des Kontrollstamms. Zum Zeitpunkt in dem die AX2
Kontrollzellen bereits die stationidre Phase (ca. 1,7 x 10°7/ ml) erreicht hatten, wiesen die
CP55 k/o Zellkulturen nur etwa 10% der Zelldichte des Kontrollstamms auf (Abbildung 30,
Kurvenverlauf fiir CP55 k/o). Auch bei weiterer Kultivierung iiber mehrere Tage war das

Erreichen einer exponentiellen Phase, anders als bei den Kontrollzellen, nicht erkennbar. Der
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CP55 k/o Stamm erreichte nach ca. neun Tagen eine maximale Zelldichte von ca. 5 x 10°
Z/ml. Neben dem Wachstumstest in Schiittelkultur wurde ebenfalls das Wachstum auf mit
Klebsiella aerogenes (KA), der natiirlichen Nahrungsquelle von Dictyostelium, bewachsenen

SM-Agarplatten quantitativ untersucht (Abbildung 31 A bis A*®).

A A’ Abbildung 31: Der CP55
' - Knockout Stamm ist nicht

mehr in der Lage auf Bakterien

CP35 klo \ zu  wachsen. (A, A° )
# Phagozytose-Versuch von
CP55 Kk/o Zellen auf mit
Klebsiella aerogenes (KA)
bewachsenen SM-Agar-platten.
Beispielhaft ist eine mit KA
bewachsene SM-Agarplatte 4
Tage (A) und 20 Tage (A°)
nach Animpfung mit der ent-
sprechenden  Dictyostelium-
Kultur gezeigt. Es wurde

Kontrolle AX2

Kontrolle AX2.

A jeweils  dieselbe  Zellzahl
verwendet. Die Animpfungs-

6 stellen der jeweiligen Proben

sind in der Abbildung gekenn-

5. i zeichnet. Bei den AX2

Kontrolle Kontrollzellen konnte bereits
nach 4 Tagen ein deutlicher
FraBplaque beobachtet werden.
Bei den CP55 k/o Zellen war
selbst nach 20 Tagen noch kein
mit den Kontrollzellen
vergleichbarer Frafplaque zu
erkennen. (A‘‘) zeigt die

CP55 kfo

FraRplagque Durchmesser [cm]
w

r— quantitative Auswertung des
Wachstumsversuchs. Ge-

0- - ; ; T messen wurde jeweils Der
o 3 49 = <t 25 groBtmogliche Plaque-
tin [d] durchmesser. Die Zeit (d)

wurde gegen den
gemessenen Durchmesser (cm) der Fra3plaques aufgetragen. Die AX Zellen zeigten einen linearen Anstieg des
Plaquedurchmessers nach ca. 6 Tagen, wogegen der Durchmesser der CP55 k/o Zellen iiber den gesamten
Messzeitraum Konstant blieb.

Dafiir wurde der Bakterienrasen an den jeweils gekennzeichneten Positionen mit 4x10° Zellen
der entsprechenden Probe beimpft und bei 22°C inkubiert (Abbildung 32, SM-Platte mit K.
aerogenes, die Animpfungsstelle ist eingekreist). AX2 zeigte bereits nach wenigen Tagen
einen deutlichen FraBBplaque, der sich stetig vergroBerte. Dagegen konnte bei den CP55 k/o
Stammen kein Plaque bzw. eine Ausdehnung der Animpfungsstelle beobachtet werden. Der
Durchmesser der Knockout Proben blieb iiber 20 Tage konstant. Es schien so, dass einige
Bakterien von den CP55 k/o aufgenommen wurden, da der Animpfungsbereich nach 20-

tagiger Inkubation heller und strukturell unregelméBiger erschien (Abbildung 31 A°®, CP55

60



Ergebnisse CP55

k/o). Trotzdem waren in diesem Bereich keine Sporen erkennbar. Die quantitative
Bestimmung erfolgte durch Messungen des Fraplaquedurchmessers (Abbildung 31 A*°).
Dieser Phinotyp, dass die CP55 k/o Zellen nicht auf Bakterien wachsen konnen, deutete auf
einen Phagozytose defekt hin. Um zu {iiberpriifen, ob es sich dabei tatsdchlich um einen
Phagozytose defekt handelt, wurde ein GFP-LimAcoil-Konstrukt [65] in den CP55 k/o Stamm
transformiert, um die Bildung des ,,phagocytic Cups* sichtbar zu machen. ,,Phagocytic Cups
sind becherformige Fortsdtze der Plasmamembran und ihre Ausbildung wichtig fiir die
Phagozytose. Dabei wird in einem Aktin- und PIP3-abhédngigen Prozess ein Partikel, z.B. eine
Hefezelle, umschlossen und letztendlich in die Zelle aufgenommen [66]. Es erfolgte ein
mikroskopischer Phagozytose-Versuch mit TRITC markierten Hefen. Uberraschenderweise
waren die CP55 k/o GFP-LimAcoil Dictyostelium Zellen problemlos in der Lage die
markierten Hefen zu phagozytieren (Abbildung 32 und Film 8). Die Zeit zur Ausbildung des
»phagocytic Cups® betrug ca. zwei bis drei Minuten und war damit dhnlich wie bei
Wildtypzellen [67]. Eine Phagozytose von Bakterien sollte demnach ebenfalls nicht

beeintriachtigt sein.

Abbildung 32: CP55 k/o Zellen sind in der Lage Hefezellen zu phagozytieren. Die Abbildung zeigt eine
Darstellung der Phagozytose von TRITC markierten Hefezellen durch CP55 k/o Mutanten, die zusitzlich GFP-
LimAcoil als Marker fiir F-Aktin zur Visualisierung der ,,phagocytic Cups‘ exprimieren. Die weillen Pfeilspitzen
zeigen die Bildung des ,,phagocytic Cups‘ und die Aufnahme der Hefezelle. Balken = 3 pm.

2.2.10 CP55 k/o Zellen zeigen eine Dispersion des Interphase Golgi-
Apparats

Aufgrund der Tatsache, dass CP55 k/o Zellen keinen Phagozytosedefekt aufweisen, konnte
die Ursache fiir die Unfidhigkeit auf Bakterien zu wachsen z.B. an der nicht ausreichenden
Versorgung der (friihen) Endosomen mit lytischen Enzymen liegen [68]. Der Golgi Apparat
ist bei Dictyostelium Zellen eng mit dem Centrosom verkniipft. Antikorper gegen Golgi
Marker wie anti-Comitin oder der monoklonale Antikorper 1/39 [68-69] farben vor allem die

pericentrosomale Region (siehe Abbildung 33 A). Im Gegensatz dazu ist der Golgi-Apparat in
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CP55 k/o Zellen vesikelartig in der ganzen Zelle verteilt (Abbildung 33 B), wie es auch schon
bei Mutanten mit Dynein/Dynaktin Defekten beobachtet wurde [39, 70].

A" merged
control AX2

B"* merged

Abbildung 33: CP55 k/o Zellen zeigen eine Dispersion des Interphase Golgi-Apparates. Gezeigt ist eine
Methanol Fixierung von Interphase-Zellen. Die AX2 Kontroll- (A-A*‘‘) und CP55 k/o-Zellen (B-B‘*‘) wurden
mit dem monoklonalen anti-Golgi-Marker 1 / 39 in griin und die Mikrotubuli (MT) in rot gefirbt. Die DNA
Farbung mit DAPI ist in blau dargestellt. Weitfeld-Dekonvolutionsmikroskopie. Die Bildstapel wurden mit
maximaler Intensitidtsprojektion auf eine Ebene gebracht. Balken = 3 ym.

2.2.11 Die Transformation der CP55 k/o Zellen mit GFP-CP55 Konstrukt
rettet den CP5S k/o Phénotyp

Dieser ,,Verdauungsdefekt” infolge des Knockouts eines centrosomalen Proteins erschien
zunidchst etwas ungewohnlich. Theoretisch bestand die Moglichkeit, dass das CP55 k/o
Konstrukt zufillig auch in einem anderen Genlocus iiber homologe Rekombination integriert
wurde und einen Knockout eines z.B. wichtigen Golgi-Proteins zur Folge hat. Um dies
auszuschlieBen, wurde das GFP-CP55 Volllingenkonstrukt in den CP55 k/o Stamm
transformiert. Die bisherigen Untersuchungen zeigten, dass die so entstandenen Stamme
wieder befidhigt sind auf Klebsiella aerogenes zu wachsen. AuBlerdem zeigten die CP55 k/o
,Rescue® Stimme keine liberzdhligen MTOCs (Vergleich Abbildung 34, CP55 k/o MTOCs
markiert mit * mit Rescue) mehr und konnten auch wieder auf Bakterien wachsen. Da das
GFP-CP55 Volllangenkonstrukt den CP55 k/o Phinotyp nach bisherigen Untersuchungen
vollstindig kompensiert, kann man eine zufillige Insertion des CP55 k/o Konstrukts in einem

anderen fiir die Golgi-Funktion wichtigen Genlocus ausschlieBen.
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MT yTub DAPI CP55 k/o

MT‘ GFP-CP55 DAPI Rescue

Abbildung 34: Ein GFP-CP55 Volllingenkonstrukt hebt den Phinotyp des CP55 k/o auf. Das Fusionsprotein
behebt den CP55 k/o Phinotyp der iiberzdhligen MTOCs und den Wachstumsdefekt auf Bakterien. Die
dargestellten Interphase-Zellen wurden mit Glutaraldehyd fixiert. Immunfiarbungen gegen Mikrotubuli (MT)
sind in rot dargestellt, GFP-CP55 in griin (,,Rescue®) und y-Tubulin (y-Tub, CP55 k/o) ebenfalls in griin. DAPI
zeigt die Fiarbung der DNA in blau. Balken = 3 pm

2.2.12 Ohne CP5S5 erfolgt eine friihzeitige Re-Rekrutierung von CP148 an
den Spindelpol

Die Bildung der iiberzdhligen MTOCSs in CP55 k/o Zellen und der Zeitpunkt ihrer Bildung
sprechen fiir eine Funktion von CP55 bei Stabilisierung der Corona. Um einen eventuellen
Zusammenhang der Proteine CP55 als Corona-Stabilisator und CP148 als Gertistfaktor fiir die
Dictyostelium Corona zu untersuchen wurden CP55 k/o Zellen mit anti-CP148 gefirbt. In
Interphase Zellen lokalisiert CP148, wie erwartet, auch an den {iiberzdhligen MTOCs. Das
dynamische Verhalten von CP148 in der Mitose wurde ebenfalls auch im CP55 k/o Stamm
analysiert. In den AX2 Kontrollzellen dissoziiert CP148 gleichzeitig mit dem Zerfall der
Corona vom Centrosom ab und ist erst in der Telophase zum Zeitpunkt der Corona
Neubildung wieder an den Spindelpolen erkennbar (siehe Ergebnisteil CP148, Abbildung 3,
Telophase sowie Abbildung 35 Kontrolle AX2 Telophase). In CP55 k/o Zellen dissoziiert
CP148 zwar ebenfalls in der Prophase vom Centrosom ab, erscheint aber bereits schon in der

frithen Metaphase wieder an den Spindelpolen (Abbildung 35).

63



Ergebnisse CP55

Interphase Prophase Metaphase Anaphase Telophase

‘ Kontrolle CP55 k/o Kontrolle CP55 k/o Kontrolle  CP55 kl/o Kontrolle CP55 k/o Kontrolle CP55 k/o

Abbildung 35: Das Fehlen von CP55 am Centrosom verursacht bereits in der Metaphase eine frithzeitige
Rekrutierung von CP148 an die Spindelpole. Gezeigt sind jeweils die AX2 Kontrollzellen (linke Spalte) und
CP55 k/o GFP-o-Tubulin-Zellen (rechte Spalte), die mit anti-CP148 in rot gefirbt wurden. In den AX2
Kontrollzellen wurden die Mikrotubuli (MT) mit anti-o-Tubulin in griin gefarbt. DAPI-Farbungen (DNA) sind
in blau dargestellt. Die jeweiligen Zellzyklus Stadien sind iiber jeder Spalte angegeben. Balken = 3 um
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3 Diskussion

3.1 Das neue Corona-Protein CP148

3.1.1 Mikrotubuli sind mit den centrosomalen Core-Komponenten iiber
verschiedene Wege wihrend der Interphase und Mitose assoziiert

Die Corona des Dictyostelium Centrosoms ist das funktionelle Aquivalent der
pericentriolaren Matrix tierischer Centrosomen. Auf ultrastruktureller Ebene ist das
Vorhandensein elektronendichter Knoétchen, die in eine amorphe Matrix eingebettet sind,
charakteristisch fiir die Corona. Die bisher funktionell charakterisierten Corona-Komponenten
umfassen hauptsidchlich Proteine, die an der Nukleation und Organisation von Mikrotubuli
beteiligt sind. y-Tubulin zum Beispiel lokalisiert an den elektronendichten Knétchen der
Corona [36]. Die Komponenten des y-Tubulin-Komplex Spc97 und Spc98 [19], sowie die
Orthologen von XMAP215 (CP224) [71] und TACC [22] befinden sich ebenfalls in der
Corona. Mit CP148 wurde nun das erste Corona-Protein charakterisiert, das fiir den
eigentlichen Aufbau, Bildung und Stabilitit der Corona essentiell ist. Alle anderen zuvor
genannten Corona-Proteine haben gemeinsam, dass sie auch an den mitotischen Spindelpolen
lokalisieren, die im Gegensatz zu Interphase Centrosomen keine Corona besitzen [23, 46].
Dagegen korreliert die centrosomale Lokalisierung von CP148 exakt mit der Dissoziation der
Corona in der Prophase und ihrer Neubildung in der spiten Telophase [19, 61]. Die
Anwesenheit und Abwesenheit der Corona deutet bereits auf Zellzyklus-abhingige
Unterschiede in der Rekrutierung von Mikrotubuli-nukleierenden Komplexen am Centrosom
wihrend der Interphase und Mitose hin. Diese Dualitit konnte nun erstmals einem
bestimmten Protein, CP148, zugeordnet werden. Die CP148 Knockdown-Zellen waren durch
den Verlust der Corona und - daraus resultierend - einem vollig ungeordneten Interphase-
Mikrotubuli-Cytoskelett gekennzeichnet. Die Morphologie des Spindelapparates war dagegen
vergleichbar mit der in Kontrollzellen. Die Verminderung der Proteinexpression durch RNAi
zeigte eindeutig, dass CP148 nur fiir die Organisation des radialen Mikrotubuli-Cytoskeletts
von Interphase-Zellen, nicht aber fiir die Organisation der zentralen Spindel und astralen
Mikrotubuli, benétigt wird. Die Morphologie des mitotischen Mikrotubuli Cytoskeletts in
CP148 RNAi-Zellen war genau gleich dem in AX2-Kontrollzellen. CP148 wird also nur fiir
die Organisation des radialen Mikrotubuli-Cytoskeletts von Interphase-Zellen, nicht aber fiir
die Organisation der zentralen Spindel und astralen Mikrotubuli, benétigt. Da CP148 RNAI-
Zellen wihrend der Interphase viele Mikrotubuli enthalten, wird CP148 eindeutig nicht fiir
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die Nukleation und das Wachstum der Mikrotubuli benétigt (Abbildungen 10 B, 11 A und 14
B). Die Fiarbungen des Knockdown Stamms mit (+)-Ende Markerproteinen wie CP224 oder
TACC (Abbildung 11 C), die deutlich mehr Signale im Vergleich zu AX2 zeigten, konnten
ein Hinweis auf eine hohere Anzahl von Mikrotubuli sein. CP224 und TACC lokalisieren
neben den Mikrotubuli-(+)-Enden auch in der Corona und damit auch an dem Mikrotubuli-(-
)-Ende-Komplex [22]. Obwohl es meist nur ein y-Tubulin Signal gab, konnten einige der
CP224- und TACC-Signale deshalb auch Mikrotubuli-(-)-Enden darstellen. FEine
Unterscheidung der Mikrotubuli-(+)-Enden von den (-)-Enden im CP148 RNAI ist damit
nicht moglich. Die (-)-Enden der scheinbar frei liegenden Mikrotubuli miissen vor
Depolymerisation geschiitzt werden, da bekannt ist, dass die Erzeugung von freien (-)-Enden
z.B. durch Laserablation des Centrosoms eine schnelle Depolymerisation von Mikrotubuli zur
Folge hat [72]. Dies konnte im CP148 RNA Stamm durch CP224 und TACC geschehen, da -
Tubulin meist nur ein Signal in der Zelle zeigte. Die Mikrotubuli der CP148 RNAi-Zellen
sind ungeordnet, d.h. sie zeigen nicht die radiale Struktur die typisch fiir Interphase Zellen
(AX2) ist. Zudem erfolgt keine Konzentration der Mikrotubuli am Centrosom. FEin
Mikrotubuli organisierendes Zentrum (MTOC) ist ebenfalls nicht mehr erkennbar. In diesen
Zellen kann die Position des ,,Restcentrosoms‘‘ nur durch die Lokalisation der centrosomalen
Core Komponenten wie CP39, CP55 und CP91 bestimmt werden. Wihrend die Bildung
geordneter, mitotischer Mikrotubuli-Arrays vom CP148 Knockdown unbeeinflusst ist,
erfordert die Bildung des radialen Interphase Mikrotubuli Cytoskeletts offensichtlich den
Aufbau einer Corona, wofiir wiederum die Rekrutierung von CP148 zum neuen Centrosom
direkt nach der Cytokinese essentiell ist. Die Anzahl an CP148 Molekiilen, die in der spiten
Telophase zum Centrosom rekrutiert werden, ist offenbar entscheidend fiir die Grofle der
spiteren Corona. Die EM-Aufnahmen zeigten (Abbildung 8), dass eine Uberexpression von
CP148 in einer hypertrophen Corona mit stark vergroBerter Anzahl an elektronendichten
Knotchen resultierte. Dagegen fiihrte der CP148 Knockdown zu einem Verlust der Corona.
Dies zeigt, dass die Expression von CP148 streng reguliert werden muss. Dagegen war der
centrosomale Core in CP148 RNAi-Zellen weitgehend unbeeinflusst und besal3 eine Wildtyp-
dhnliche Morphologie. Somit erfolgt die Bildung intakter Core-Regionen der richtigen Grof3e

unabhiingig von CP148 oder anderen Corona Proteinen.
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3.1.2 Astrale Mikrotubuli und mitotische Kinasen spielen eine Rolle bei der
Corona Biogenese

In tierischen Zellen sind astrale Mikrotubuli zusammen mit cortikalem Dynein fiir die
Spindel-Orientierung erforderlich und bestimmen die Orientierung der Furchungsebene bei
der Teilung epithelialer Stammzellen, was z.B. bei der Entwicklung des Neocortexes das
Zellschicksal nach der Teilung bestimmt [73]. In amodboiden vegetativen Zellen, liefert die
Zellteilung immer zwei identische Tochterzellen. Eine bestimmte Spindelorientierung ist hier
fiir die Zelldifferenzierung daher nicht notig. Jedoch zeigen die Ergebnisse aus GFP-CP148
iiberexprimierenden Zellen eine Rolle von astralen Mikrotubuli bei der Neubildung der
Corona. In der frithen Telophase entstehen im Cytosol viele GFP-CP148-positive Protein-
Cluster, welche mit astralen Mikrotubuli in Verbindung stehen. Diese Cluster bewegen sich in
einer radialer Art und Weise in Richtung der spiten mitotischen Spindelpole. Da einige dieser
Cluster auch y-Tubulin enthalten legt dies nahe, dass Mikrotubuli-Nukleationskomplexe
zuerst im Cytoplasma mit GFP-CP148 vormontiert und dann entlang astraler Mikrotubuli in
Richtung der Spindelpole transportiert werden. Dort bilden sie zusammen mit der dreilagigen
Core-Region und einer hypertrophen Corona das neue Centrosom. Die zum Mikrotubuli-(-)-
Ende hin gerichtete Migration der GFP-CP148 Molekiile deutet darauf hin, dass Dynein diese
Bewegung als (-)-Ende gerichtetes Motorprotein entlang der astralen Mikrotubuli
vorantreiben konnte. Ebenso wire ein Transport durch ein (-)-Ende gerichtetes Kinesin
moglich [74-75]. Die Interaktion von CP148 mit Dynein konnte bislang noch nicht
erfolgreich bestitigt werden. Man kann davon ausgehen, dass die Praformation der y-Tubulin-
Komplexe mit CP148 und anderen Proteinen wahrscheinlich auch bei normaler Expression
von CP148 in AX2 Zellen auftritt, so dass diese Komplexe ebenfalls zum Ende der Mitose
mit Hilfe von z.B. Dynein an die Spindelpole transportiert werden. Die Vermutung wird
zudem durch die Tatsache unterstiitzt, dass sowohl das Dynein regulierende Protein LIS1 als
auch die schwere Dynein-Kette in der Corona des Interphase Centrosoms lokalisieren [39,
76]. Die Zellzyklus-abhingige Dynamik der Corona ist wahrscheinlich die Voraussetzung fiir
die Verdopplung des Centrosoms. Ohne die Dissoziation der Corona in der Prophase konnten
sich die beiden &dulleren Schichten der Core-Region nicht voneinander trennen. Eine
Ausbildung der mitotischen Spindel wire dann unmdglich. Das dynamische Verhalten der
Corona und die Neuverteilung der Mikrotubuli-(-)-Ende assoziierten Proteine wie y-Tubulin
und CP224 miissen streng, z.B. durch mitotische Kinasen reguliert werden. Die CP148
Proteinsequenz zeigt fiinf potentielle Phosphorylierungsstellen fiir CDK1 und Polo-Like-
Kinase (PLK) an. Die bekannteste Aufgabe der beiden Kinasen, die Phosphorylierung von
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Zielproteinen zur Initiation der M-Phase, stimmt mit dem Zeitpunkt des Corona Abbaus und
dem Verschwinden von CP148 am Centrosom iiberein. Zudem besitzt das Dictyostelium
Genom Gene fiir beide Kinasen. Die einzige in Dictyostelium vorkommende PLK ist
wahrscheinlich der PLK4 in tierischen Zellen, die eine wichtige Rolle bei der Verdopplung
der Centriolen besitzt, funktionell laut Schulz ef al. [41] am &dhnlichsten. Um mogliche
Aussagen iiber die Rolle der einzelnen Phosphorylierungsstellen treffen zu konnen, werden
diese in der Fortsetzung des Projektes kiinftig genauer untersucht. Eine weitere Moglichkeit
der Regulation von CP148 konnte durch die Bindung von Calmodulin oder Calcium-Ionen
erfolgen. CP148 besitzt eine vorhergesagte Calmodulin Bindungsstelle sowie ein EF-hand
Motiv, das Calcium-Ionen binden kann, was dann zu einer Anderung der Konformation
fiihren konnte. Calmodulin ist ein hochkonserviertes Protein und wird durch Calcium-Ionen
aktiviert. In seiner aktiven Form bindet es an Zielproteine und verindert deren Eigenschaften
beziiglich ihrer Bindungspartner [77]. In Hefe ist die Bindung von Calmodulin an SPC110p
essentiell fiir die Montage einzelner Komponenten des Spindelpolkorpers (SPB) [78].
CDKS5RAP2, ein Geriistprotein in Sdugern sowie das homologe Centrosomin (Cnn) in
Drosophila besitzen als Proteine der PCM ebenfalls Calmodulin Bindungsstellen [79]. Eine
der Bindungsstellen, das CM2-dhnliche Motiv in CDKSRAP2, ist fiir die centrosomale
Lokalisation des Proteins mitverantwortlich [79]. Eine Bindung von Calmodulin an CP148
konnte demnach eine weitere Voraussetzung zur Bildung oder Stabilisierung der Corona und
damit einen Einfluss auf die Ausbildung des radialen Mikrotubuli Cytoskeletts besitzen.
AuBerdem konnte die Bindung von Calmodulin an CP148 fiir die korrekte centrosomale
Lokalisation notig sein. Da CP148 und eine Corona an den mitotischen Spindelpolen fehlen
stellt sich die Frage, wie diese ihre Mikrotubuli organisieren. Eine Moglichkeit besteht darin,
dass Spindelbildung und Nukleation mitotischer Mikrotubuli durch einen acentrosomalen
RanGTP-abhingigen Weg erfolgt. Dieser Weg wurde erstmals bei Xenopus Eiextrakten
beschrieben. Die Bildung von RanGTP wird durch einen chromatinassoziierten Guanine-
Nucleotide-Exchange-Factor (GEF,RCC1) aktiviert und fithrt zusammen mit weiteren
Spindelaufbaufaktoren, einschlieBlich Aurora A, Motorproteinen sowie Mikrotubuli-
assoziierten Proteinen [80-81] zur Ausbildung von chromatinassoziierten Mikrotubuli. Um
am Chromatin nukleierte Mikrotubuli zu ordnen, agieren Kinesin und Dynein in diesem
acentrosomalen Spindelbildungsmodell zusammen, so dass eine bipolare Spindel ausgebildet
werden kann. Die Anwesenheit von astralen Mikrotubuli in CP148 RNAi-Zellen spricht
jedoch dagegen, weil diese in tierischen Zellen nicht auf dem acentrosomalen Weg gebildet

werden konnen [82]. Somit ist es auch moglich, dass die Verankerung der Mikrotubuli-
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Nukleationskomplexe an den centrosomalen Core-Komponenten wihrend der Interphase und

Mitose von jeweils unterschiedlichen Proteingruppen bewerkstelligt wird.

3.1.3 Ahnlichkeiten von CP148 als Corona organisierendes Protein zu
anderen bekannten Geriistproteinen der PCM

Entsprechend der in dieser Arbeit erhobenen Daten ist CP148 ein Geriistprotein fiir die
Ausbildung der Mikrotubuli-nukelierenden Corona um die centrosomale Core-Region und
damit essentiell fiir die radiale Anordnung des Mikrotubuli Cytoskeletts. Da die Corona das
funktionelle Aquivalent zur PCM in hoheren Organismen ist, stellt sich nun die Frage mit
welchem bekannten Geriistprotein der tierischen PCM CP148 verglichen werden kann. Wie in
der Einleitung zur Ausbildung der PCM bereits erwihnt sind in diesem Zusammenhang bisher
drei groBle geriistgebende coiled-coil Proteine in hoheren Organismen bekannt: D-
PLP/pericentrin, D-Spd-2/Cep192 und Cnn/Cep215/Cdk5Rap2 [33-34, 83]. Alle diese
Proteine weisen zwischen den verschiedenen Organismen eine nur sehr schwache
Konservierung ihrer Aminosduresequenz auf. Daher iiberrascht es nicht, dass auch CP148
keine auffallenden Sequenzihnlichkeiten zu diesen Proteinen zeigt, abgesehen von der
allgemeinen Ahnlichkeit zwischen den coiled-coil Dominen. Aufgrund dessen kann man
anhand der Aminoséduresequenz nicht beurteilen, ob CP148 ein funktionelles Homologes
eines dieser Proteine ist. Dictyostelium-Zellen besitzen aber bereits ein echtes Ortholog zu
Cepl192 [41]. Von den verbleibenden beiden Proteinen zeigt nur Cnn auch Homologien
auBerhalb des Tierreichs, wie zum Beispiel in Pilzen [84]. Eine Ahnlichkeit von CP148 zu
Drosophila Cnn ist, dass die Abwesenheit von Cnn in Drosophila Embryos die Ablosung der
Centriolen von der PCM und vom Zellkern. Die Centriolen bewegten sich in einem so
genannten ,,rocketing durch den Embryo [85]. Dieser Phinotyp erinnert an die Ablosung der
verbleibenden centrosomalen Core-Region in CP148 RNAi-Zellen von der Kernhiille
(Abbildung 14 F und H). CDK5RAP2 wurde als mogliches homologes von Cnn beschrieben.
Ein Funktionsverlust des Proteins verhindert die centrosomale Nukleation von Mikrotubuli,
was wiederum in einem ungeordneten Interphase Mikrotubuli Cytoskelett resultiert [84].
Dieser Phidnotyp erinnert an den der CP148 RNAi-Zellen, die ebenfalls ein ungeordnetes
Interphase Mikrotubuli Cytoskelett aufweisen (Abbildung 10 B und 11 A). AuBlerdem fiihrte
ein Knockdown von CDKSRAP?2 zu einer Reduzierung des Dynein-Levels am Centrosom.
CDKS5RAP2 konnte ebenfalls fiir den Dynein-abhidngigen Transport von PCM Proteinen
wihrend der Centrosomen Reifung mitverantwortlich sein [31, 84]. Entsprechend sprechen

die Ergebnisse dieser Arbeit dafiir, dass CP148 iiber eine Interaktion mit Dynein eine
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Schliisselrolle beim Transport von Corona-Komponenten an das Centrosom hat (Abbildung
5). Somit wire es moglich, dass CP148 ein funktionelles Homologes von CDKSRAP?2 ist.
Dagegen besteht keine Ahnlichkeit von CP148 zu Pericentrin (PCNT), da sich Defekte in
PCNT meist auf die mitotische Spindel auswirken [86]. CP148 besitzt aber keinen Einfluss
auf die Bildung der mitotischen Spindel. Somit besteht eher eine funktionelle Homologie von

CP148 zu CDK5RAP?2 oder Cnn.

3.1.4 CP148 ist an der Centrosom-Zellkern Verbindung und der Clusterung
der Centromere beteiligt.

Das Fehlen von CP148 durch RNAi bewirkt eine Storung der Centrosomen-Kern Verbindung
und gleichzeitig eine gleichmiBige Verteilung des normalerweise pericentrosomalen Sunl
Proteins in der Kernhiille (Vergleich Abbildung 14 A mit B). Die in Kontrollzellen
pericentrosomale Anreicherung von Sunl in der Kernhiille wurde damit vollstindig
aufgehoben. Sunl ist ein Protein der inneren Kernmembran, das bei tierischen Zellen eine
Verbindung zur duBleren Kernmembran iiber Interaktionen mit KASH-Domain-Proteinen
herstellt. Die KASH-Domain-Proteine interagieren wiederum mit Dynein und anderen
Proteinen um das Centrosom an den Zellkern zu binden [87]. In Dictyostelium konnten bisher
keine KASH-Domain-Proteine charakterisiert werden. Die bisherige Datenlage stiitzt
vielmehr ein Modell, in dem Sunl bei Dictyostelium in beiden Kernmembranen eine
Funktion hat und die geclusterten Centromere auf der Kernseite mit dem cytosolischen
Centrosom verbindet (siehe Schema in Abbildung 36). Eine Storung der Sunl-Funktion fiihrt
zur Ablosung des Centrosoms und der geclusterten Centromere von der Centrosomen-Kern-
Verbindung [43]. Die Ergebnisse dieser Arbeit lassen vermuten, dass CP148 das Centrosom
iber eine Assoziation mit Sunl mit der Kernhiille und damit auch dem Centromer im Kern
verbindet. Diese Verbindung erfolgt entweder iiber eine direkte Interaktion von Sunl und
CP148 oder indirekt unter Beteiligung weiterer centrosomaler Proteine. Des Weiteren ist die
stabile Verbindung zwischen Centrosom und Kern essentiell fiir die Aufrechterhaltung der
pericentrosomalen Konzentration von Sunl in Dictyostelium. Die Ursache fiir die Dispersion
der Centromere in CP148 RNAi-Zellen kann nicht allein die Verdnderung der Sunl
Lokalisation sein. Bei einer Storung der Sunl Funktion durch die Uberexpression von GFP-
Sunl oder der Expression von Sunl Fragmenten, die einen dominant negativen Effekt
bewirkten, konnte nur eine Lokalisationsdnderung des Centromer-Clusters beobachtet
werden. Eine Dispersion der Centromere wie beim CP148 Knockdown hatte dies jedoch nicht

zu Folge [43].
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Abbildung 36: Schema zur Centrosomen-Kern-Centromer Verbindung in Dictyostelium. CP148 konnte wie
Sunl eine zentrale Rolle bei dieser Verbindung spielen. Bisher noch unbekannte oder fehlende Interaktoren sind
mit einem Fragezeichen gekennzeichnet. Modifiziert nach Schulz et al.[43].

Fiir einen direkten Einfluss von CP148 auf die Centromer-Clusterung miisste zumindest ein
kleiner Pool an CP148 Proteinen im Kern sowie eine Kernlokalisationssequenz (NLS) in der
Proteinsequenz vorhanden sein. Da beides nach bisherigen Untersuchungen nicht zutrifft, ist
davon auszugehen, dass der Einfluss von CP148 auf die Centromer-Clusterung nur indirekt
iiber weitere, bisher noch unbekannte Proteine, erfolgen kann. Diese potentiellen
Interaktionspartner konnten in Interaktionsstudien durch pull-down-Experimente oder Yeast-
Two-Hybrid-Screens identifiziert werden. Die Rolle von CP148 bei der Centrosomen-Kern-
Centromer-Verbindung konnte auch die hdufig auftretende Aneuploidie in CP148 RNAi-
Zellen erkldren. Der Verlust oder die Storung dieser Verbindung und die damit verbundene
Dispersion der Centromere konnten zu mitotischen Defekten fiithren. Eine Moglichkeit wire,
dass es zu einer Verldngerung der Prometaphase kommt und die Zellen nach einiger Zeit mit
bereits verdoppelten aber nicht getrennten Chromosomen in die Interphase zuriickkehren. Da
der Spindel Checkpoint in Dictyostelium weniger stringent funktioniert als in anderen
Zelltypen [70] kann dies im néchsten Zellzyklus zu einer multipolaren Spindel mit einer
ungleichen Chromosomensegregation fithren. In einer friiheren Untersuchung von
Dictyostelium Zellen, die mit Mikrotubuli depolymerisierenden Drogen behandelt wurden,

konnte beobachtet werden, dass Zellen die ldngere Zeit in der Prometaphase verweilten die
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Mitose abbrachen und in die Interphase zuriickkehrten. Da die Centrosomen auch hier bereits
verdoppelt waren, aber die Chromosomen noch nicht getrennt, war das Ergebnis ebenfalls
Zellpopulationen mit Aneuploidie [88].

Zusammengefasst ist CP148 ein essentielles Geriist-Protein bzw. ,,Klebstoff* fiir den Aufbau
und die Organisation der Mikrotubuli-nukleierenden centrosomalen Corona in Dictyostelium.
CP148 konnte aufgrund seines Bewegungsmusters als GFP-Fusionsprotein mit Dynein
Motorproteinen interagieren. Letztere sind in der Telophase vermutlich wichtig fiir den
Transport von Corona-Komponenten entlang der astralen Mikrotubuli zum neu entstehenden
Centrosom. CP148 konnte hier eine Schliisselfunktion besitzen, da es bereits im Cytoplasma
Komplexe mit verschieden Corona-Komponenten bildet, welche dann iiber Dynein-Motoren
zum Centrosom transportiert werden konnten. Die Rekrutierung von Mikrotubuli-
Nukleations-komplexen erfolgt in der Interphase und der Mitose auf verschiedenen Wegen,
da die Ausbildung der mitotischen Spindel in CP148 RNAi-Zellen nicht beeinflusst wurde.
Somit gibt es in Dictyostelium mindestens zwei Wege um Mikrotubuli-Nukleations-komplexe
zu den Centrosomen bzw. Spindelpolen zu rekrutieren. CP148 wird auflerdem fiir die
Aufrechterhaltung der stabilen Centrosomen-Kern-Centromer-Verbindung bendétigt. Damit
wurde auch erstmalig gezeigt, dass diese Verbindung nicht iiber die centrosomale Core-
Region, sondern durch eine Interaktion von Corona-Proteinen mit Sunl sowie anderen

Linkern erfolgt.
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3.2 Das neue Core-Protein CP55

Von den bisher sechs bekannten Proteinen der Core-Region, CP39, CP44, CP5S, CP75, CP91
[41] und DdNek2 [42], lokalisieren nur CP55 und die Kinase DdNek2 sowohl wihrend der
Interphase als auch in der Mitose am Centrosom. Jedoch ist das Verhalten der DdNek2
Kinase wihrend der frithen Mitose unbekannt. Somit ist CP55 von den oben genannten
Proteinen das erste, permanent am Centrosom lokalisierende Core-Protein. Die Ergebnisse
zeigen deutlich, dass CP55 verschiedene Funktionen besitzt und mit anderen Proteinen einen

funktionellen Komplex bilden muss.

3.2.1 CPS5S5 spielt eine wichtige Rolle in der Stabilisierung und Regulierung
der Corona

Trotz des kleinen mobilen Pools an GFP-CP55 Proteinen, weist das Ergebnis der FRAP
Experimente eher auf eine stabile, nicht mobile Verbindung von CP55 Proteinen im
Interphase Centrosomen hin. Die Bedeutung der mobilen Phase ist bisher noch unklar. Eine
Moglichkeit ist, dass eine cytoplasmatische GFP-CP55 Fraktion existiert. Dafiir spricht auch
das Auftreten von GFP-CP55 Aggregaten im Cytoplasma, die keine MTOCs darstellen
(Abbildung 20 A“‘‘ und C*** Pfeilspitzen). Der Grund fiir eine cytoplasmatische GFP-CP55
Fraktion konnten besetzte Bindungsstellen fiir GFP-CP55 bzw. CP55 am Centrosom aufgrund
der starken Uberexpression sein (Westernblot Abbildung 20 GFP-CP55 Signal markiert mit
#). Da das endogene CP55 Protein nicht im Cytosol nachgewiesen werden konnte, ist das
Vorhandensein eines solchen mobilen Pools an endogenem CP55 bei Wildtypzellen sehr
unwahrscheinlich (Abbildung 17 C). Das Verhalten von GFP-CP55 in den FRAP-
Experimenten, zusammen mit seiner permanenten Prdsenz am Centrosom wihrend der
Mitose, deutet auf eine Funktion fiir den Strukturerhalt des Centrosoms hin.
Uberraschenderweise fiihrt der Knockout von CP55 zu iiberlebensfihigen Klonen, welche ein
mehr oder weniger intaktes Centrosom und funktionelle Spindeln bilden konnen. Dies zeigt
deutlich, dass die Hauptfunktion von CP55 nicht in der strukturellen Integritdt der beiden
duBeren Core-Schichten des Interphase Centrosoms liegen kann, da aus Letzteren unter
anderem die mitotischen Spindelpole hervorgehen [46]. Bei den zu erwartenden
Mitosedefekten wiren somit bei einem Knockout keine lebensfihigen Mutanten zu erwarten.
CP55 muss also andere strukturelle Aufgaben besitzen. Besonders auffillig war der
Knockout-Phédnotyp der iiberzdhligen MTOCs, die keine echten Centrosomen darstellen.

Ihnen fehlt die geschichtete Core-Region, was die Aufnahmen der Elektronenmikroskopie
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sowie auch die Immunfluoreszenzuntersuchungen mit CP39/CP91 Firbungen sehr deutlich
zeigten (Abbildungen 24 C und D, Abbildung 25). Die zusitzlichen MTOCs werden in genau
dem Stadium der Telophase gebildet, in dem die Corona neu aufgebaut wird. Obwohl die
CP55 k/o Zellen noch befihigt sind eine Corona auszubilden, wirkt sich der Verlust der CP55
Expression negativ auf die Organisation und die Verbindung zwischen der d@uBeren Schicht
der Core-Region und der Corona aus. Die hier erhobenen Daten deuten darauf hin, dass die
Corona in CP55 k/o Zellen relativ locker aufgebaut und schwiécher mit der Core-Region
verbunden ist. Durch die in der Mitose auftretenden Zugkréfte der mitotischen Spindel und
der astralen Mikrotubuli konnten Corona-Fragmente herausgerissen werden, die dann im
Cytosol kleine, zusdtzliche MTOCs bilden. Diese Vermutung wird durch die
ultrastrukturellen Aufnahmen der CP55 k/o Centrosomen bestitigt. Die Corona erschien hier
weniger strukturiert als in den Kontrollzellen. Zudem wirkt sie verglichen mit der im
Kontrollstamm etwas aufgequollen und unregelmifiger was fiir eine lockerere, ungeordnetere
Strukturierung spricht. Zudem sind die Elektronen-dichten Knétchen in den CP55 k/o Zellen
nicht eindeutig erkennbar (Vergleich EM Abbildungen 25 A, B, C, D; bei Kontrolle
Pfeilspitze auf Knotchen). Eines der bedeutendsten Proteine zur Rekrutierung von Corona-
Material an die Core-Region in der spiten Telophase ist wie vorher bereits beschrieben
CP148. Deshalb wurde eine mdogliche Interaktion zwischen den beiden Proteinen untersucht.
In Co-Immunprizipitationsexperimenten konnte eine direkte Interaktion der beiden Proteine
nicht nachgewiesen werden. Dazu passt, dass die centrosomale Lokalisation von CP55 in
CP148 RNAi-Zellen unverdndert war. In CP55 k/o Zellen konnte beziiglich der Lokalisation
von CP148 in der Interphase ebenfalls keine Veridnderung festgestellt werden. Bei einer
direkten Interaktion beider Proteine sollte es beim Verlust eines Interaktionspartners zu
deutlichen Lokalisationsianderungen beim Partner kommen. Allerdings konnte zwischen den
beiden Proteinen eine indirekte Interaktion nachgewiesen werden, da das Fehlen von CP55
eine verfrithte Rekrutierung von CP148 an den mitotischen Spindelpol bewirkt. In
Kontrollzellen erfolgt die Rekrutierung von CP148 erst in der Telophase zum Zeitpunkt der
Corona-Neubildung. In CP55 k/o Zellen konnte CP148 bereits in der Metaphase an den Polen
nachgewiesen werden. Die bisherigen Erkenntnisse aus der Charakterisierung von CP148
zeigen, dass die Bildung und Anordnung der Interphase Mikrotubuli durch einen anderen Satz
an Proteinen, einschlieBlich CP148, reguliert wird als die Bildung der astralen Mikrotubuli an
den Spindelpolen in der Anaphase und Telophase. Letztere benotigen zur Ausbildung kein
CP148. Eine zu frilhe Rekrutierung von CP148 an die Spindelpole konnte demnach zur

Bildung einer ungeordneten, lockeren und damit weniger stabilen Corona fithren. Diese
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lockere Corona kann den auftretenden Zug- und Schubkriften der astralen Mikrotubuli unter
Umstdnden mechanisch nicht standhalten. Auf diese Weise wiirde CP148 mit bereits
rekrutiertem Corona-Material durch Abreilen von den Spindelpolen ins Cytosol gelangen.
Hier konnte CP148 weitere Mikrotubuli-Nukleationskomplexe rekrutieren und so helfen die
neuen iiberzidhligen MTOCs auszubilden. Zum Zeitpunkt des Aufbaus der Interphase
Mikrotubuli bilden dann auch diese iiberzdhligen MTOCs ein radiales Cytoskelett. Die
Beobachtung, dass alle iiberzdhligen MTOCs CP148 enthalten bestitigt diese Vermutung
(Abbildung 24 E).

Zusammenfassend kann man sagen, dass CP55 offensichtlich den Zeitpunkt der Corona-
Neubildung iiber die Rekrutierung von CP148 an die Spindelpole reguliert. Eine
Untersuchung mit den bisherigen zur Verfiigung stehenden molekularen Methoden gestaltete
sich als schwierig. Alle Corona Antikorper sind gegen Proteine gerichtet, die auch wihrend
der Mitose auch an den Spindelpolen lokaliseren, wie zum Beispiel TACC, CP224, EB1 und
Y-Tubulin. Somit kann man erst einmal nur spekulieren wie CP55 eine zu frithe Bindung von
CP148 an die Spindelpole verhindert. Die CP55 Aminoséduresequenz enthilt vier Konsensus-
Sequenzen fiir eine Phosphorylierung durch Plk1. Eine Phosphorylierung durch Plk1l konnte
eine Konformationsidnderung von CP55 bewirken. CP55 verbleibt dadurch zwar noch am
Centrosom, aber bisher noch unbekannte direkte Interaktoren oder Proteinkomplexe, deren
Bindungsstellen nun verdeckt oder gedffnet sind, konnten nun vom Centrosom abdissoziieren
oder gebunden werden. Dies wiederum fiihrt dazu, dass CP148 an den Spindelpol binden und
Corona-Material rekrutieren kann. Die Lokalisation der Nek2-Kinase dhnelt der von CP55
[42]. Damit konnte CP55 auch ein Substrat fiir Nek2 sein, die durch Phosphorylierung von
CP55 an bisher noch unbekannten Stellen ebenfalls eine Konformationsdnderung des Proteins
bewirken konnte. In zukiinftigen Experimenten soll iiberpriift werden, ob CP55 ein Substrat
von Plk1 sowie Nek?2 ist und sich dies auf die CP148 Rekrutierung und das Verhalten von

CP55 am Centrosom auswirkt.

3.2.2 CPS5S spielt eine Rolle in der Reorganisation des Golgi-Apparates und
damit in der Phagozytose

Die Beobachtung, dass CP55 k/o Zellen nicht mehr in der Lage waren sich durch Phagozytose
von Bakterien zu erndhren, belegt eine weitere Funktion von CP55. Obwohl der Einfluss
eines centrosomalen Proteins auf die Phagozytose zunichst iiberraschend erscheint, ist dieser
mogliche Phénotyp bereits bekannt. In einer kiirzlich verdffentlichen Studie zeigte die

Arbeitsgruppe von Dr. Annette Miiller-Taubenberger, dass die Dictyostelium NDR Familie
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Kinase NdrA ein in die Phagozytose involviertes centrosomales Protein ist [89]. Die Autoren
beobachteten in ihrer Studie an NdrA Knockout-Zellen Schwierigkeiten bei der Ausbildung
des ,phagocytic Cup*“ und diskutierten die Moglichkeit der Beeintrachtigung des
Vesikeltransports durch das fehlende NdrA, da NdrA normalerweise mit dem Golgi-Protein
EmpC interagiert. Das legt zunédchst den Gedanken nahe, dass NdrA und CP55 miteinander
interagieren konnten. Eine solche Interaktion von CP55 mit NdrA ist jedoch sehr
unwahrscheinlich. (1) NdrA lokalisiert in der centrosomalen Corona und nicht wie CP55 in
der Core-Region. (2) Die Kinase ist im Gegensatz zu CP55 nicht iiber den gesamten
Zellzyklus am Centrosom lokalisiert, sondern dissoziiert wihrend der Mitose ab. (3) NdrA
Knockout-Zellen sind immer noch in der Lage auf Bakterien zu wachsen, CP55 k/o Zellen
zeigen dagegen kein Wachstum auf Bakterien und haben (4) keine Schwierigkeiten bei der
Ausbildung des ,,phagocytic Cup* (sieche Abbildung 31 und 32). Der in CP55 k/o Zellen
beobachtete ,,Phagozytose Defekt beruht mit groler Wahrscheinlichkeit auf dem
einhergehenden Zerfall bzw. dem Verlust der Reorganisation des Golgi Apparates nach der
Mitose. In einer fritheren Studie wurde bereits gezeigt, dass einzelne Tubuli des intakten
Golgi-Apparates einen Kontakt zu frithen Phagosomen/Endosomen herstellen [56]. Dieser
Kontakt ist wahrscheinlich fiir den direkten und schnellen Transport von Proteinen zu den
frithen Endosomen wichtig, wo sie zur Verdauung aufgenommener Nahrungspartikel benotigt
werden. Wenn der Golgi nach der Mitose nicht wieder in seiner urspriinglichen Form
reorganisiert werden kann, ist die Interaktion von einzelnen Golgi-Tubuli mit frithen
Endosomen nicht mehr moglich. Dadurch wiirde der zur Verdauung von Bakterien benotigte
Enzymcocktail nicht zu den frithen Endosomen gelangen, so dass der Endosomeninhalt nicht
vollstandig abgebaut und als Nahrung von Dictyostelium verwendet werden kann. Die
molekulare Verbindung zwischen CP55 und dem Zusammenbau des Golgi-Apparates konnte
in dieser Arbeit noch nicht genauer untersucht werden und ist Gegenstand kiinftiger
Untersuchungen. Nach der Corona-Neubildung kann CP55 keinen direkten Zugang mehr zu
Golgi-assoziierten Proteinen haben. Somit konnte das centrosomale CP55 eine Rolle in einem
frithen regulatorischen Prozess im Golgi-Zusammenbau spielen. Der Zerfall des Golgi-
Apparates beginnt am G2/M Ubergang [90]. Die Aktivitit der Protein Kinasen Plk3 und
MEKI1 [91] sowie des Spaltungsprotein BARS [92] fiihrt zur Teilung des Golgi-Stapels in
mehrere kleine Stapel. Diese werden beim Eintritt in die Metaphase durch einen Plk1- und
CdK1-abhidngigen Mechanismus weiter fragmentiert und monoubiquitiniert, so dass kleine
Vesikel entstehen, die sich im Cytoplasma verteilen [51, 90]. Fiir diese Vesikelbildung

werden auflerdem COPI sowie ARFI und der Coatomer-Complex benétigt [S51]. Das
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Ubiquitinsignal dient hier nicht der Degradation durch das Proteasom, sondern verbleibt
wihrend der Mitose an den Vesikeln und reguliert damit die Aufrechterhaltung des
vesikuldren Golgi-Clusters [93]. Die Golgi-Reassemblierung in der Telophase beginnt mit
einer Deubiquitinierung der Vesikel durch VCIP135 und der damit einhergehenden
Dephosphorylierung durch PP2A von Golgi-Stapel-Proteinen [S51]. Wie genau dieser Zyklus
des Golgi-Apparats in Dictyostelium abléduft, wurde bisher noch nicht genau untersucht.
Deshalb kann man hier nur spekulieren, welchen Einfluss CP55 auf diesen Zyklus haben
konnte. Eine Moglichkeit wire der Einfluss von CP148 bei der Reassemblierung des Golgi
Apparates. Im CP55 k/o wird CP148 zu friith an die Spindelpole rekrutiert und nicht mehr in
der Telophase, in der auch die Golgi-Reassemblierung stattfindet. In der Untersuchung von
CP148 wurde bereits gezeigt, dass Corona-Komponenten sich teilweise mit CP148 zu einer
Art Vorkomplex im Cytoplasma zusammenlagern und iiber Motorproteine zum Centrosom
transportiert werden. Da das Dictyostelium Centrosom dhnlich wie bei Sdugetieren in Form
eines Stapels pericentrosomal im Cytoplasma liegt, konnte der Transport der Golgi-Vesikel in
die pericentrisomale Region iiber CP148 und astrale Mikrotubuli erfolgen. Dafiir miissten die
Komponenten der Golgi Vesikel deubiquitiniert und dephosphoryliert sein, was regulatorisch
in der Telophase geschieht [94]. Wenn sich CP148 im CP55 k/o nun bereits in der frithen
Metaphase sich an den Spindelpolen anlagert, erfolgt kein Transport der Golgi Vesikel in der
Telophase und damit keine Bildung der Golgi-Stapel um das Centrosom. In diesem Falle
miisste im CP148 RNAIi ebenfalls eine Golgi-Dispersion beobachtet werden konnen was

bisher noch nicht untersucht wurde.

3.2.3 CP55 ist mit verantwortlich fiir die Ausbildung einer bipolaren
Spindel in der Mitose und fiir die Erhaltung der Ploidie

Unabhédngig vom Einfluss von CP55 auf die Corona und den Golgi-Apparat weisen die
Phianotypen der CP55 k/o Zellen auch auf eine wichtige Funktion in der
Centrosomenverdopplung in der frithen Mitose hin. In fixierten Prédparaten konnte eine
ungewohnlich hohe Anzahl von Zellen im Prophase-Stadium, dem Zeitpunkt der Teilung der
centrosomalen Core-Region, beobachtet werden. Bei Analysen lebender GFP-o-
Tubulin/CP55 k/o Zellen war der durchschnittliche Aufenthalt der Mitosezellen in der
Prophase im Durchschnitt (20 Minuten) ebenfalls ungewohnlich lang. Nur ein Bruchteil
dieser Zellen konnte eine bipolare Spindel bilden und die Mitose normal fortsetzen. In fast 50
% der Fille bildete sich jedoch eine monopolare Spindel. In diesem Fall erfolgte eine

Spindelausbildung offensichtlich von den nicht separierten, @uBleren Schichten der Core-
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Region. Damit einhergehend ist natiirlich eine korrekte Separation der Chromosomen nicht
mehr moglich. Dieser Phénotyp resultiert letztendlich wie bereits in 3.1.4 diskutiert in einer
Aneuploidie. In hoheren Zellen bzw. Organismen fiihrt eine solche Spindelfehlbildung und
fehlerhafte Ausrichtung der Chromosomen in der Metaphase-Platte zu einer Verldngerung der
Aktivierung des Spindel-Checkpoints (SAC), was letztendlich zur Apoptose oder in seltenen
Fillen auch zum ,,mitotic slippage* fithren kann [95-96]. Die Dictyostelium Amé&ben besitzen
aufgrund fehlender Caspasen keinen Apoptose Weg [97]. Des Weiteren scheint der SAC bei
Dictyostelium weniger streng als in hoheren Zellen zu arbeiten [70], so dass hier ein
vermehrtes Auftreten des ,,mitotic slippage moglich ist, also die Fihigkeit der Zellen, die
Mitose auch ohne die Inaktivierung des SAC zu verlassen. Dies liegt mit grof3er
Wahrscheinlichkeit nicht an einem separaten Weg der Cyclin B Proteolyse, sondern einfach
in einer nicht 100 %-igen Blockierung des Anaphase-Promoting Complex (APC/Cs) durch
den SAC [96]. Fiir diesen Weg ist auch in humanen Zellen keine Caspase notig [98]. Somit ist
es moglich, dass Cyclin B iiber seine Dbox von APC ubiquitiniert und damit das Cyclin B
Level unter den kritischen Punkt zur Aufrechterhaltung der Mitose gesenkt wird. Dies erklirt
auch, warum Dictyostelium-Zellen nach einer fehlerhaften Chromosomensegregation wieder
in die Interphase zuriickkehren konnen. Dieser Phinotyp konnte bereits in Experimenten
beobachtet werden, in denen Dictyostelium-Zellen mit Mikrotubuli depolymerisierenden
Drogen behandelt wurden [88]. Die so neu gebildeten Interphase-Zellen zeichneten sich durch
einen erhohten DNA Gehalt aus, wenn sie in die nidchste S-Phase eintraten. In vielen
tierischen Zellen fiihrt dies meist zu nicht {iberlebensfihigen Tochterzellen [99].

Dictyostelium Zellen scheinen mit einer erhdhten Ploidie trotzdem iiberleben zu konnen.

3.2.4 CP5S hat eine SAS-6-dhnliche Funktion in der Mitose

Bei BLAST Untersuchungen des CP55 Proteins in anderen Organismen konnten keine
direkten Homologen gefunden werden. Jedoch konnte CPS5 ein funktionelles Homologes zu
SAS-6 sein. SAS-6 gehort zu einer Proteinfamilie, die fiir die Centriolenverdopplung in C.
elegans und humanen Zellen bendtigt wird [100]. Sie zeichnet sich durch eine konservierte
PISA Domine, eine relativ einheitliche Proteingro8e und Struktur aus [100]. In niederen
Eukaryoten wie S. cerevisiae und S. pombe konnten bisher keine Proteine, mit PISA Domine
gefunden werden. Es existieren aber Protisten wie Plasmodium falciparum und Giardia
lamblia, in denen die Domine nachgewiesen werden konnte. Ein Alignment dieser Doméine
mit der CP55 Proteinsequenz deutet darauf hin, dass CP55 ebenfalls eine PISA Doméne von

AS 166 bis AS 219 besitzen konnte (sieche Abbildung 37). Damit beginnt die Doméine wie bei
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den anderen SAS-6 homologen Proteinen ebenfalls vor einer coiled-coil Region. Zudem
besitzt CP55 mit 470 AS eine vergleichbare Linge wie SAS-6 und die coiled-coil Regionen
sind gleichartig verteilt. Somit besteht die Moglichkeit, dass CP55 strukturell dhnlich wie
SAS-6 gefaltet wird. Eine Uberexpression von SAS-6 fiihrt zu iiberzihligen, Centriol-artigen
Foci, die auch andere centriolare Proteine enthalten. Die CP55 Uberexpression resultierte
ebenfalls in zusidtzlichen Centrosomen mit den bekannten Core Proteinen CP39 und CP91
sowie einer Mikrotubuli nukleierenden Corona. SAS-6 RNAi-Zellen zeichneten sich durch
die Bildung monopolarer Spindeln aus [99]. Ein @hnlicher Phédnotyp konnte auch bei CP55
k/o Zellen beobachtet werden (siehe Abbildung 26 B). Die centrosomale Core-Region im
Dictyostelium Centrosom ist das Aquivalent zu den Centriolen in tierischen Zellen. Zudem ist
CP55 das bisher einzige charakterisierte Core-Protein, das wihrend der Mitose am Spindelpol

verbleibt und eine wichtige Funktion bei der Verdopplung oder Teilung der Core-Region in

30 40 50 80
PAalicoarum/1-53 - GOKPYHRLEL DKKEFFF'YLDLVEE KK KEVIENENLEPFKEIDLL- - - -
G.lamblias/1-53 ----STPSACVLKLSSEQBIYFNF AVlDRA EMR NLMVT.ADFPSHLAKLL--—-
Celegana/1-53 .. ..SBEKELKEE] RSD rerur ETLNNEKNE | LARBHOL TMDFDAFP KV 1QHL - - - -
Dmelanogaster/1-53 - - - - DFKELLQLRL arRMMI TTMDSASFEOLK SLNMSFSGF IDNVVRML - -
cP55/1-78 Lkksasagaa I lTEL TT hNKRF.SDLLIKlA LneR ILELENRITKIEDG.ISI.DNEK
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Abbildung 37: Sequenzvergleich der potentiellen CP55 PISA Doméne mit anderen Organismen.
Die jeweiligen Spezies sind angegeben (linke Spalte). Die Aminosdure (AS) Glycin (G) ist in
orange, Prolin (P) in gold und kleine hydrophobe AS (A, V, L, I, M, F, W) in blau gezeigt.
Hydroxyl-oder Aminogruppen enthaltene AS (S, T, N, Q) sind in griin, negativ geladene AS (D,
E) in magenta, positiv geladene AS (R, K) in rot, Histidin (H) und Tyrosin (Y) in himmelblau
dargestellt. ,,** = identisch, ,,:“ = Konservierung in Grofle und der hydrophilen/hydrophoben
Eigenschaften, ,,.“ = Konservierung in Grofe oder der hydrophilen/hydrophoben Eigenschaften.

der Prophase besitzt. Zusammengenommen gibt es zwischen CP55 und SAS-6 einige
strukturelle und funktionelle Gemeinsamkeiten. Das mogliche Vorhandensein eines SAS-6-
dhnlichen Proteins in Dictyostelium erscheint zunichst etwas iiberraschend, da SAS-6 an der
Bildung der Centriolen beteiligt und eine solche Struktur in dieser Form in Dictyostelium
bisher nicht bekannt ist. Die Tochtercentriolen besitzen eine Cartwheel-Struktur (siche
Schema Abbildung 38 B). Diese bestehen aus einem zentralen ,,Hub* (mit SAS-6) von dem
Speichen (z.B. Cepl35) ausstrahlen, die durch eine Stecknadelkopf-dhnliche Struktur
(,,Pinhead*) abgeschlossen sind (SAS-4, y-Tubulin u.a.) [25].
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Abbildung 38: Aufbau der Centriolen. (A) Mutter- und Tochtercentriole, die Mikrotubuli sind in griin und
die PCM in blau dargestellt. (B) zeigt schematisch den Aufbau der Cartwheel-Struktur. Mit a, b, c sind die
Mikrotubuli des Triplets gekennzeichnet. Gedndert nach Bettencourt-Dias und Glover 2009 [25].

Das im ,Pinhead” lokalisierende Protein SAS-4 interagiert dort mit <y-Tubulin-
Ringkomplexen, welche die Centriol-Mikrotubuli nukleieren [27]. Die Core-Region in
Dictyostelium, die keine Mikrotubuli besitzt, wird als das funktionelle Aquivalent zu den
Centriolen angesehen, wihrend die Corona mit ihren y-Tubulin enthaltenden Mikrotubuli-
Nukleationskomplexen als Aquivalent der PCM gesehen wird [33]. Die Core-Region konnte
aber auch nur das Aquivalent zum zentralen ,,Hub* mit seinen Speichen und ,,Pinheads* in
den Centriolen sein. In diesem Falle wire die Corona ein Aquivalent der y-Tubulin-
Komplexe, die fiir das Assembly der Centriolmikrotubuli an der ,Pinhead-Struktur
verantwortlich sind, und wiirde zugleich in einer erweiterten Funktion die Rolle der PCM
ibernehmen. In diesem Modell wire die Corona also eher das Aquivalent der
Nukleationskomplexe der Centriolmikrotubuli, als das der PCM. CP55 konnte somit das erste
identifizierte Homologe eines SAS-Proteins in einem Organismus mit acentrioldren
Centrosom sein. Da Dictyostelium ebenfalls ein Cep192/SPD-2 Ortholog exprimiert, kénnten
weitere bisher noch nicht identifizierte Homologe zu anderen Proteinen der Centriolbiogenese
existieren wie z.B. SAS-5, ZYG-1 oder SAS-4. In der Fortsetzung dieses Projektes wird iiber
verschiedene = Methoden wie z.B. pull-down-Experimenten versucht mogliche

Interaktionspartner zu isolieren.

3.3 Schlussfolgerungen

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass CP55 und CP148 zwei aullerordentlich wichtige Proteine
des Dictyostelium Centrosoms sind. CP148 ist das erste charakterisierte Corona-Protein, das
nicht an der Mikrotubuli-Nukleation beteiligt ist. Es ist Zellzyklus-reguliert und essentiell fiir

den Aufbau der Corona. CP148 dient dabei als Geriistprotein und Organisator fiir alle anderen
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bisher bekannten Corona-Komponenten. In diesem Zusammenhang konnte erstmals den
astralen Mikrotubuli eine wichtige Rolle beim Transport der Coronaproteine zugesprochen
werden. Neben seiner Funktion als Geriistprotein ist CP148 verantwortlich fiir den radialen
Aufbau des Interphase-Mikrotubuli-Arrangements, wihrend es in der Mitose keinen Einfluss
auf die Mikrotubuli-Spindel besitzt. Somit wurde mit dieser Arbeit erstmalig gezeigt, dass die
Rekrutierung von Mikrotubuli-Nukleationskomplexen zum mitotischen- und Interphase-
Centrosom auf verschiedenen Wegen erfolgt. Dariiber hinaus wird CP148 fiir die
Centrosomen-Kern-Centromer-Verbindung bendtigt. Dieses Ergebnis zeigt, dass diese
Verbindung iiber eine Interaktion von Corona-Proteinen und nicht, wie bisher angenommen,
durch Proteine der Core-Region erfolgt. CP55, als Protein der Core-Region, ist iiber den
gesamten Zellzyklus am Centrosom lokalisiert. Eine Uberexpression des Proteins resultierte
in iiberzdhligen Centrosomen, die alle untersuchten centrosomalen Proteine enthielten. Es
besitzt eine stabilisierende und ordnende Funktion beziiglich der Corona. Zudem reguliert
CP55 den Zeitpunkt der Corona-Neubildung in der Telophase iiber eine funktionelle
Interaktion mit CP148. Uberraschenderweise besitzt das centrosomale CP55 auch einen
Einfluss auf die Erndhrung der Zellen durch Phagozytose, indem es an der Reassemblierung
der dispergierten Golgi-Vesikel nach der Mitose beteiligt ist. Eine weitere wichtige Rolle
spielt CP55 bei der Centrosomenverdopplung und damit verbunden bei der Erhaltung der
Ploidie. Mit seinen Eigenschaften konnte CP55 das erste SAS-6-dhnliche Protein in einem

Organismus mit acentrioldren Centrosom darstellen.
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4. Material und Methoden

4.1 Reagenzien, Antikorper und andere Materialien

4.1.1 Chemikalien, Reagenzien, Antibiotika

Alle Standard Chemikalien und Reagenzien wurden von AppliChem GmbH (Darmstadt),
Biomol (Hamburg), Roth (Karlsruhe) und Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA) mit dem

Reinheitsgrad zur Analyse bezogen. Alle Antibiotika wurden von Roth (Karlsruhe)

verwendet, auBer Penicillin/Streptomycin von PAA GmbH (Pasching, Osterreich). Die

Herstellung der verschiedenen Losungen erfolgte stets mit destilliertem Wasser.

4.1.2 Antikorper

Primére Antikdrper

Anti-actin, mAb, 264-236-1
Anti-GFP, Kaninchen Antiserum
Anti-GFP, mAb 264-236-1

Anti-Cenp68, Kaninchen Antiserum, aufgereinigt
Anti-CP39, Kaninchen Antiserum, aufgereinigt
Anti-CP55, Kaninchen Antiserum, aufgereinigt
Anti-CP91, Kaninchen Antiserum, aufgereinigt
Anti-CP148, Kaninchen Antiserum, aufgereinigt
Anti-CP224, mAb, 2/165

Anti-CP224, DdCP224Hind, Kaninchen Antiserum
Anti-y-tubulin, Kaninchen Antiserum
Anti-NE81, Kaninchen Antiserum

Anti-SUN, Kaninchen Antiserum

Anti-TACC, Kaninchen Antiserum

Anti-tubulin, mAb YL1/2

Sekunddre Antikorper:

Ziege anti-Maus Alexa Fluor 488 and 568
Ziege anti-Kaninchen Alexa Fluor 488 and 568
Ziege anti-Ratte Alexa Fluor 488 and 568

Ziege anti-Maus alkalische Phosphatase Konjugat

Ziege anti-Kaninchen alkalische Phosphatase Konjugat

[101]

[102]

Chemicon (Billerica, MA, USA)
[43]

Meyer, nicht veroffentlicht
diese Arbeit

Putzler, nicht veroffentlicht
diese Arbeit

[69]

[103]

Chemicon (Billerica, MA, USA)

Invitrogen (Carlsbad, CA, USA)
Invitrogen (Carlsbad, CA, USA)
Invitrogen (Carlsbad, CA, USA)
Sigma (St. Louis, MO, USA)
Sigma (St. Louis, MO, USA)
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Ziege anti-Maus Meerrettich Peroxidase Konjugat Dianova (Hamburg)

Ziege anti-Kaninchen Meerrettisch Peroxidase Konjugat Dianova (Hamburg)

4.1.3 Enzyme / Polymerasen

Tag polymerase verschiedene Hersteller
Phusion Polymerase Finnzymes(Espoo, Finland)
Proteinase K Carl Roth (Karlsruhe)

DNAse-1 (RNAse frei) Sigma (St. Louis, MO, USA)
Restriktionsenzyme Fermentas (Burlington, Canada)

weitere Materialien

Roti-NC nitrocellulose membrane Carl Roth (Karlsruhe)

Protein G sepharose 4 fast flow GE Healthcare (Uppsala, Sweden)

NHS-activated sepharose 4 fast flow GE Healthcare (Uppsala, Sweden)

Amylose resin E021S New England Biolabs (Ipswich, MA,
USA)

Filtropur S Plus, Sterilfiltration Sarstedt (Niimbrecht)

Polycarbonate filters, pore @ 5um Whatman (Maidstone, UK)

4.1.4 Allgemeine Puffer und Losungen

Spezielle Puffer werden in der zugehorigen Methode beschrieben.

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 % acetic acid; 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
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Harnstoff Probenpuffer fiir SDS-PAGE (L6A)
10 % SDS; 9 M Urea; 5 % 2-mercaptoethanol

Mowiol (Einbettmedium fiir Immunfluoreszenz)

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

PBS
70 mM Na,HPOy; 30 mM KH,POy; 137 mM NaCl; 2,6 mM KCI; pH 7,4

Phosphate Puffer / Soerensen Puffer [104]
14,6 mM KH,POy; 2 mM Na,POy; pH 6,0

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

TBS
20 mM Tris/HCI; 150 mM NaCl; pH 7,4

TBST
20 mM Tris/HCI; 150 mM NaCl; 0,05 % Tween-20; pH 7,4

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

4.1.5 Verwendete Plasmide

plABsr8 [71]
Cherry-histone 2B [22]
pLPBLP [64]
pIS76 [41]
pIS77 [41]
pIS296 diese Arbeit
pIS297 [41]
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pIS235 [41]
pIS298 diese Arbeit
pMALc2 New England Biolabs

(Ipswich, MA, USA)

4.1.6 Verwendete Software und Online Programme zu in silico Analyse

Adobe Photoshop CS5 Extended v12.0 x64, ApE plasmid editor v.1.10.4, Biorad Quantity
One 4.0.3, Carl Zeiss Axiovision 4.8, Endnote X3 Bld 4094, MacBiophotonics ImageJ
v.1.421, Microsoft Office 2007, Varian Cary Win UV simple reads 2.0.

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

NCBI Pubmed: http://www.ncbi.nlm.nih.egov/pubmed
ExPASy Sequenz Analysen: http://expasy.org/tools/#proteome
Sequenz Vergleich: http://www.genome.jp/tools/clustalw/
ELM motif search: http://elm.eu.org/search/

Coiled coil- Vorhersage: http://www.ch.embnet.org/software/COILS form.html

4.2 Biologische Staimme

4.2.1 Bakterien Stimme:

Escherichia coli TOP10 (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) und DHS5o wurden fiir
Klonierungen, Escherichia coli KS1000 und Rosetta (New England Biolabs, Ipswich, MA,
USA) fiir die bakterielle Proteinexpression verwendet. Klebsiella aerogenes [105] wurde zur

Kultivierung von Dictyostelium genutzt.

4.2.2 Dictyostelium Stimme

Der D. discoideum Stamm AX2-214, ein axenisch wachsendes Derivat des Isolats NC-1 [106]
wurde in dieser Studie als ,,Wildtyp-Stamm* (AX2) verwendet. Alle in dieser Studie
generierten Mutanten basieren auf AX2-Zellen. Des Weiteren erfolgte die Verwendung

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

GFP-q-tubulin [35]
GFP-CP55 [41]
GFP-CP1438 [41]
TACC-GFP [22]
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4.3 Molekularbiologische Methoden

4.3.1 Verwendete Oligonukleotide

Alle in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide wurden von biomers.net GmbH (Ulm)

bezogen.

Tabelle 1: Ausgewihlte Oligonukleotide die wihrende dieser Arbeit verwendet wurden

Interne Nummer und Name

(forward / reverse)

#1 CP148-KO-Pstl-for

#2 CP148-KO-Sal1-for

#3 CP148-KO-HindIII-rev
#4 CP148-KO-test-rev

#19 CP148-Cterm-Sall-for
#25 Bsr for

#26 Bsr rev

#27 CP55-18al (f)

#28 CP55-2Bam (1)

#29 SW4-18Sall (f)

#30 SW4-2BamHI (r)

#31 CP55-test-ko-rev

#34 CP148RNAIi AfllIfor (f)
#35 CP148RNAi Kpnlrev (1)
cp55-koSUTRSall
cp55-ko5UTRrev-HindIII
cp55-ko-Pstl

sgGFP 605

myc-rev

Sequenz in 5‘>3¢ Richtung

AAAACTGCAGATAGTGGTAATAGTGGTGTTAGTGG
ACGCGTCGACATTGGGAAGTGCTGGTAGGTATTG
TTAAAGCTTTGTTTTTATTTTATTTTTATTTTAAT
ACCATGTGTGGACTTTTTTCAAACCAATC
GGCGTCGACAATAGTGGTAATAGTGGTGTTAG
CTCATTCCACTCAAATATACCCGAAATTAA
CAGTTACTCGTCCTATATACG
GATACGCGTCGACTAATGAATAATATAAATAATGAT
GAGGGATCCTTATTGAAATGAACAATTTGATGG
GATACGCGTCGACTAATGTTACCGAATAATAGTCCATTTTC
CTCGGATCCTTATAAACCTCGGTCGTCTTTTTC
GAGTAACAAGAGAAATACCATTACCCTATC
TAAATTCTTAAGCAATGTTACCGAATAATAGTCC

GCAATGGTACCTTATTAAAATTTAAATTATTGTATTTACTAC
ATGTTGGTCGACCAAATGTTAATGGTTCTCC
TTAAAGCTTGACGCTCGATAAAAACATTG
CAACTGCAGCCACACAACGTGAACAATC
ACCTGTCCACACAATCTGCC
CTTCTTCTGATAATAATTTTTGTTC

4.3.2 Polymerase Kettenreaktion (PCR)

Die Amplifizierung von priparativen DNA Fragmenten aus gDNA, cDNA oder von Plasmid
DNA fiir Klonierungen wurde stets mit der Phusion™™ High-Fidelity DNA Polymerase
(Finnzymes, Espoo, Finnland) und den mitgelieferten Puffern ,HF* sowie ,GC*
durchgefiihrt. Fiir eine 50 pl Reaktion wurden laut Protokoll 0,5 ul (1,0 U) Enzym, 5 pl
dNTPs (0,2 mM jedes) und 5 ul (50 mM) von jedem Primer eingesetzt. Die Menge an
Template DNA variierte je nach Art der DNA. Bei Plasmid DNA wurden 10 ng pro 50 ul
Ansatz und bei gDNA bzw. cDNA wurden 50-250 ng pro 50 ul Ansatz eingesetzt. Die

genauen Zeiten fiir Denaturierung, Annealing und Elongation wurden entsprechend dem
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mitgelieferten Protokoll von Finnzymes angepasst. Die Berechnung der Primer-

Annealingtemperatur erfolgte mittels http://www.finnzymes.fi/tm determination.html sowie

dem Plasmid Programm APE. Bei Reaktionen zur Amplifizierung von CP148 Fragmenten
wurde stets eine Elongationstemperatur von 68 °C verwendet und die Zeit entsprechend um
+15 Sekunden pro kb angepasst. Des Weiteren erfolgte nach Bedarf eine Erhohung der MgCl,
Konzentration in 0,2 mM Schritten pro 50 pul Reaktion um ein sauberes Signal zu erhalten.
Fiir analytische PCR Reaktionen wurde die Tag-Polymerase verwendet. Ein typischer 25 ul
Ansatz enthielt 2,5 ul dNTPs (2 mM von jedem), 2,5 ul Primer (25 mM), 1 pl Taq
Polymerase (1 U) und 2,5 pul vom 10-fach PCR Puffer. Der initiale Denaturierungsschritt
erfolgte bei 95 °C fiir 2 bis 5 min (abhéngig von DNA Typ), gefolgt von 33 Zyklen von
Denaturierung (95 °C fiir 30 s), Annealing (48 °C bis 58 °C fiir 30 s) und der Elongation (68
°C bis 72 °C fiir 60 s bis 180 s). Die Zeit fiir den finalen Elongationsschritt betrug 5 bis 10
min bei 68 °C bis 72 °C. Alle Reaktionen wurden zum Erreichen des jeweiligen

Reaktionsvolumens mit H,O aufgefiillt.

10-fach PCR Puffer fiir Tag-Polymerase Reaktionen
100 mM Tris/HCI, pH 8,3; 500 mM KCI; 15 mM MgCl,; 0,1 % Gelatine

4.3.3 RNA Priparation aus Dictyostelium-Zellen

In dieser Arbeit wurde die Praparation von RNA ausschlieBlich zu Herstellung von cDNA
benotigt. Polyadenylierte RNA, die als Matrize fiir die RT-PCR-Reaktionen diente, wurde
gemill den Anweisungen des Herstellers unter Verwendung des RNA Isolation Spin-Kit
(Applichem, Darmstadt) isoliert. Die isolierte Gesamt-RNA wurde in DEPC-behandeltem
H,O eluiert und entweder sofort fiir die RT-PCR-Reaktion verwendet oder aufbewahrt. Fiir
die Lagerung der isolierten RNA wurden 1/10 Volumen vom 2 M Kaliumacetat pH 5,5 und
2,33 Volumina 100% Ethanol hinzugegeben. Das RNA-Prizipitat wurde durch Zentrifugation
bei 14000 rpm fiir 15 min (Hettich Universal 32R, Rotor 1653) pelletiert und bei -70 ° C

eingefroren.

4.3.4 Reverse-Transkriptions-PCR (RT-PCR)

Um aus einer isolierten RNA eine fiir PCR verwendbare cDNA zu gewinnen wurde die
Methode der reversen Transkiptions-PCR verwendet. Unter der Verwendung von Oligo-dT-
Primern erfolgte die RT-PCR-Reaktion an Gesamt-RNA um unspezifische cDNA, die
anschliefend als Matrize fiir PCR-Reaktionen diente, zu isolieren. Dazu wurde das

ProtoScript® First Strand cDNA Synthesis Kit (NEB, Ipswich, MA, USA) nach
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Anweisungen des Herstellers verwendet. Die Reaktion erfolgte in einem Eppendorf
Thermomixer comfort (Eppendorf, Hamburg) unter Verwendung von 1 pg Gesamt-RNA. Fiir
die darauffolgenden PCR-Reaktionen zur Amplifizierung von spezifischen Gen-Sequenzen

wurden 2 ul cDNA Losung eingesetzt.

4.3.5 Gelelektrophoretische Auftrennung von DNA Fragmenten

Die DNA-Fragmente wurden mittels 1 %-iger Agarose Gele in TAE-Laufpuffer ihrer Grofle
nach aufgetrennt. Die dafiir verwendeten Gele hatten die Abmessungen 6 cm x 9,5 cm und 10
cm x 15 cm (BioRad ,,Wide-Mini Systems®). Vor der Beladung wurden die DNA-Proben mit
6 x TAE Ladepuffer versetzt. AnschlieBend wurde das Gel je nach Tascheng6Be mit einem
Probenvolumen von 5 pl bis 50 pl beladen. Fiir eine Abschitzung der GréBen, wurden 5 pl
vom 1 kb Standard (GeneRuler™, 1 kb DNA Ladder, Fementas) aufgetragen. Durch das
Anlegen einer Spannung von 5 V/cm wurden die DNA-Proben ihrer Grofle nach aufgetrennt.
Um das Trennungsmuster sichtbar zu machen wurden die Gele im Anschluss in 1 pg/ml
Ethidiumbromid in TAE Laufpuffer fiir 30 min gefarbt. Die so angefirbten DNA-Banden
wurden mit dem Gel Doc 2000-System (BioRad, Hercules, CA) mit UV-Beleuchtung sichtbar

gemacht und dokumentiert.

4.3.6 Aufreinigung von PCR Produkten, DNA-Fragmenten nach Restriktionsverdau
sowie die Gelextraktion von DNA aus Agarosegelen

PCR Produkte, DNA Fragmente und DNA aus Agarosegelen wurden mit dem Nucleospin
Extract II-Kits (Macherey & Nagel, Diiren) gemid den Anweisungen des Herstellers
aufgereinigt. Bei der Gelextraktion von DNA Banden wurden die Agarosegele vorher mit
einem ECX-20-M UV-Strahler beleuchtet (Peqlab, Erlangen) und die entsprechende Bande
mit einer sauberen Rasierklinge herausgeschnitten.

Eine weitere Methode zur Aufreinigung von PCR-Fragmenten und Restriktionsverdaus bis
200 pl Probenvolumen ist die Verwendung von Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (zur
besseren Entfernung von DNA modifizierenden Enzymen). 200 ul Probe wurde mit 100 ul
Phenol und 100 pl einer Mischung von Chloroform/Isoamylalkohol versetzt. Nach der
Vermischung der Probe durch Vortexen erfolgte eine 1-miniitige Zentrifugation bei voller
Geschwindigkeit mit der Tischzentrifuge (BioRad). Der Uberstand wurde abgenommen und
verworfen. Zur Probe wurden nun erneut 200 ul Chloroform/Isoamylalkohol hinzugegeben,
vermischt (Vortex) und bei voller Geschwindigkeit zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein
neues Reaktionsgefdl tiberfiihrt und mit 1/10 Volumen 3 M Ammoniumacetat oder NaAcetat

versetzt sowie das 2,5-fache Volumen 100% Ethanol hinzugegeben. Nach griindlichem
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vermischen (Vortex) wurde die Probe 30 Minuten bei -20°C inkubiert, anschliefend bei voller
Geschwindigkeit (Tischzentrifuge) zentrifugiert und das Pellet mit 70 % Ethanol gewaschen.
Das getrocknete Pellet wurde in H,O unter Schiitteln bei 50 °C resuspendiert.

4.3.7 DNA-Verdau durch Restriktionsendonukleasen

Fir alle Verdaus wurden die FastDigest® Enzyme von Fermentas (Vilnius, Litauen)
verwendet. Die Mengenzugabe an Enzymen, Temperatur, Puffer und zusitzlichen Reagenzien
die fiir einen Ansatz benotigt wurden, erfolgte immer laut Protokoll des Herstellers. Die Zeit
pro Verdau Reaktion variierte je nach Ansatz von 15 min bis 12 h. PCR Produkte wurden in
der Regel iiber Nacht verdaut. Die erhaltenen Proben wurden mittels Nucleospin Extract II-
Kit (Macherey & Nagel, Diiren) aufgereinigt und in einer Gelelektrophorese auf ihre
Richtigkeit tiberpriift.

4.3.8 Dephosphorylierung von DNA-Enden

Um eine ungewollte Religation von Plasmiden zu verhindern wurden diese im Anschluss an
den Restriktionsverdau dephosphoryliert. Dafiir wurde die Antarctic Phosphatase (NEB,
Ipswich, MA, USA) verwendet und wie vom Hersteller angegeben eingesetzt. Als Alternative
zur separaten Reaktion erfolgte die Dephosphorylierung bei geeigneten Proben gleichzeitig
mit dem Restriktionsverdau. Dabei wurden 1 pl Antarctic Phosphatase in der letzten Stunde
des Restriktionsverdaus hinzugefiigt. AnschlieBend erfolgte eine Inaktivierung der
Phosphatase bei 65 °C fiir 15 min sowie die anschlieBende Aufreinigung mittels

Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol.

4.3.9 Ligation und Transformation von DNA-Fragmenten in E. coli

Gereinigte DNA-Fragmente und Vektoren wurden in einer Restriktionsreaktion (4.3.7) mit
den entsprechenden Enzymen geschnitten um 5° {iberhdngende klebrige Enden zu erhalten.
Die Produkte wurden mittels geeigneter Methoden aufgereinigt (4.3.6), ggf. dephosphoryliert
(4.3.8) und iiberpriift (4.3.5). In einem Standard Ligationsansatz wurde 3 bis 5-mal so viel
Insert wie Plasmid verwendet (molar gesehen), was vorher auf einem Agarosegel beim
Vergleich der Plasmid-Insert Konzentrationen abgeschitzt wurde. Die ATP-abhingige
Katalyse der Ligation mittels T4-DNA Ligase (NEB, Ipswich, MA, USA) erfolgte in einem
Reaktionsansatz nach Herstellerangaben und einer Inkubation iiber Nacht bei 16 °C oder bei
Raumtemperatur (RT) fiir 2 h. AnschlieBend wurden zum Ligationsansatz 100 ul bis 200 ul
kompetente Zellen (E. coli) hinzugegeben und fiir 30 min auf Eis inkubiert. Es folgten ein
Hitzeschock von 90 s bei 42 °C und eine erneute Inkubation fiir 5 min auf Eis. Der Ansatz

wurde auf LB*"P-Platten ausplattiert und iiber Nacht bei 37 °C inkubiert.
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4.3.10 Mini-Plasmid Prédparation aus E. coli Zellen

Die erhaltenen Klone nach der Transformation des Ligationsansatzes wurden mit einem
Zahnstocher gepickt und damit ein 2 ml Reaktionsgefil beimpft. Nach 12-stiindiger
Inkubation wurden die Zellen geerntet (2 min, maximale Geschwindigkeit Tischzentrifuge).
Der Uberstand wird verworfen und das Pellet in 200 ul Losung I resuspendiert. Nach Zugabe
von 200 ul Losung II und vorsichtigem Invertieren wurden die Proben fiir 5 min bei RT
inkubiert, um die Zellen zu lysieren. Nach Zugabe von 200 ul Lésung IIT wird der Ansatz fiir
5 min auf Eis inkubiert, wodurch Proteine und auch genomische Bakterien-DNA ausgefillt
werden. Die Proben wurden anschlieBend bei maximaler Geschwindigkeit fiir 10 min
zentrifugiert und der Uberstand in ein neues ReaktionsgefiB, mit bereits 350 pl vorgelegtem
Isopropanol (entspricht 0,7 Vol. %), iiberfiihrt. Nach einem griindlichem Mischen (Vortex)
wurde die ausgefillte DNA bei maximaler Geschwindigkeit (Tischzentrifuge) pelletiert und
anschlieend mit 70 %-igem Ethanol gewaschen. Die Trocknung des DNA-Pellets erfolgte
bei 50 °C. AnschlieBend wurde die Plasmid DNA in 50 pul H,O oder TE-Puffer resuspendiert.
Losung I bis III wurden nach den Angaben analog der Lésungen im Nucleobond PC 100 Kit
(Macherey und Nagel, Diiren) hergestellt.

4.3.11 Midi-Plasmid Praparation aus E. coli
Fiir Midi-Plasmid Priparationen wurde das Nucleobond PC 100 Kit (Macherey und Nagel,

Diiren) verwendet.

4.3.12 Bestimmung der DNA Konzentration
Die zu bestimmenden Proben wurden 1:200 in Wasser verdiinnt und einer Wellenldnge von
260 nm in einem Cary 50-Spektrometer (Varian) gemessen. Eine ODjysy = 0,1 entsprach

einem DNA Gehalt von 1 pg/ul.

4.3.13 Priaparation genomischer DNA aus Dictyostelium

Fiir die Priparation von genomischer DNA wurde das Kit NucleoSpin® Tissue von Macherey-
Nagel laut Herstellerangaben verwendet. Als Abédnderung zum Herstellerprotokoll erfolgte
die Elution der DNA in 50-70 ul Elutionspuffer.

4.3.14 Herstellung chemisch kompetenter E. coli

Eine einzelne Kolonie einer Ubernachtkultur von TOP10-Zellen auf LB-Platten wurde in 5 ml
yb-Medium iiberfiihrt und bis zu einer ODgyy = 0,3 bei 37 ° C inkubiert. Mit dieser Vorkultur
wird anschlieBend ein mit 100 ml vorgewidrmten yb-Medium gefiillter Kolben beimpft. Die

Zellen werden bei 37 °C geschiittelt bis eine ODgpp = 0,5 erreicht ist. Nach einer Inkubation
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von 5 min auf Eis werden die Zellen geerntet und in eiskaltem Tfbl Puffer resuspendiert,
erneut 5 min auf Eis inkubiert und abzentrifugiert. Die Zellen werden in 4 ml Puffer TfbIl

gelost, fiir 15 min auf Eis gehalten und in fliissigem Stickstoff (200 ul Aliquots) eingefroren.

Yb-Medium
20 g/l Tryptone; 5 g/l Hefeextrakt; 5 g/l MgSO, (wasserfrei); pH auf 7,6 mit KOH einstellen

Tfbl
30 mM Kaliumacetat; 100 mM Rubidiumchlorid (RbCl); 10 mM CaCl,; 15 % Glycerin; pH
auf 6,0 mit 0,2 M Essigsdure einstellen, 50 mM von MnCl, hinzugeben und pH auf 5,8

einstellen

T1bIl
10 mM MOPS; 75 mM CaCl,; 10 mM Rubidiumchlorid (RbCl); 15 % Glycerin; pH auf 6,5
mit KOH einstellen

4.3.15 Retransformation eines Plasmids in E. coli

Fiir eine erneute Transformation kompetenter Bakterien mit einem bereits vorliegenden, auf-
gereinigtem Plasmid werden von diesem 0,5 pg zu 40 ul kompetenten E. coli Zellen gegeben
und fiir 30 min auf Eis inkubiert. AnschlieBend wird die Suspension auf LB*™ Platten

ausplattiert und bei 37 °C iiber Nacht inkubiert.

4.3.16 Transformation von DNA in Dictyostelium (Elektroporation)

Alle hier aufgefiihrten Schritte werden, soweit nicht anders angegeben, mit eiskaltem Puffer
und auf Eis durchgefiihrt. Pro Transformation werden 3-5 x 10’ Dictyostelium-Zellen, die
eine maximale Dichte von 5 x 10° Z/ml wiihrend der Kultivierung nicht iiberschritten haben,
aus Schiittel- oder adhérenter-Kultur geerntet und zweimal mit Phosphatpuffer (je 10 ml
Volumen) gewaschen. Nach einem weiteren Waschschritt mit Elektroporations-Puffer (EP)
werden die Zellen in 700 ul EP resuspendiert. Zu dieser Suspension wird 15 ug bis 30 ug
DNA hinzugegeben, vermischt und in eine sterile Elektroporationskiivette (4 mm Abstand
zwischen den Elektroden, Peqlab, Erlangen) iiberfiihrt. Nach einer 5-miniitigen Inkubation
auf Eis erfolgt die Elektroporation mit zwei Impulsen bei 1,1 kV, 3 uF in einer Gene Pulser
Elektroporationsapparatur (Biorad, Hercules, CA, USA). Nach der Elektroporation wird die
Suspension bei RT fiir 10 min belassen. AnschlieBend werden die Zellen in ein steriles 1,5 ml

Reaktionsgefil iiberfiihrt, in dem bereits jeweils 1| mM MgCl, und CaCl, (Endkonzentration)
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vorgelegt ist. Das Gemisch wird vorsichtig auf einem Rotator fiir weitere 15 min bei RT
geriihrt. Wenn die verwendete Resistenz Blasticidin S ist, wird die Zellsuspension in 25 ml
HLS5c Medium gegeben und auf eine 24 well Platte aufgeteilt. Um eine Kontamination mit
Bakterien zu verhindern, wird dem Medium Penicillin/Streptomycin (P/S) hinzugegeben.
Nach 24 h Erholungszeit erfolgt der Selektionsdruck auf die Plasmidinsertion mit 4 pg/ml
Blasticidin S (Endkonzentration) in HLS5c. Nach ungefdhr 1 bis 2 Wochen konnen die
Wachsenden Klone aus den Wells fiir weitere Untersuchungen bzw. Subklonierungen
entnommen werden. Wenn G418 zur Selektion verwendet wird, werden die Zellen nach der
15-miniitigen Inkubation in eine 50 ml Zellkulturflasche mit 25 ml HL5c mit P/S gegeben und
24 h bei 22 °C inkubiert. Am darauffolgenden Tag wird die Kultur geerntet, 1-mal mit
Phosphatpuffer gewaschen und in einer Losung (2,5 ml) von Klebsiella aerogenes (KA) mit
10 pg/ml G418 und P/S resuspendiert. Die dafiir benotigten Bakterien werden frisch geerntet.
Deshalb muss am ersten Tag der Transformation KA auf SM-Agar-Platten ausgestrichen und
bei 37 °C iiber Nacht bebriitet werden. Eine SM-Platte die dicht mit KA bewachsen ist, ergibt
5 ml Suspension. 500 ul der Dictyostelium-KA-Suspension wird auf frisch hergestellten
Phosphat-Agarplatten mit 100 pg/ml G418 ausplattiert. Nach ungefihr 2 Wochen konnen

Plaques resistenter Zellen gepickt werden. Es handelt sich dabei jeweils um Einzelklone.

4.3.17 Herstellung der in dieser Arbeit verwendeten Plasmide und Dictyostelium
Stimme

Bei Amplifizierung von DNA Fragmenten zur Herstellung der verschieden Plasmide /
Konstrukte wurde entweder cDNA, gDNA oder auch Plasmid-DNA als Template verwendet.
Die PCR-Produkte wurden wie beschrieben (4.3.6) gereinigt, mit Restriktionsendonukleasen
geschnitten, wiederum gereinigt und in den jeweiligen Plasmid ligiert. Die so entstandenen
Plasmide wurden durch Sequenzierung (GATC Biotech, Konstanz) auf mogliche Fehler
tiberpriift und ggf. neu generiert. Die verwendeten Primer und Ausgangsvektoren fiir diese
Arbeit sind in Abschnitt 4.1.5 und 4.3.1 angegeben. Fiir die N-terminale Fusion von GFP
wurden die Ausgangsvektoren pIS76 oder pIS77 [41] verwendet. Die dafiir generierten PCR
Produkte waren, wenn nicht anders angegeben, immer mit Sall- und BamHI-
Restriktionsstellen flankiert. Fiir eine Insertion des Konstrukts wurde das entsprechende
Zielplasmid sowie auch das PCR Produkt mit Sall und BamHI verdaut. Das Plasmid wurde

zusitzlich noch dephosphoryliert um eine Religation zu verhindern.
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Herstellung eines MBP-CP148 Fusionsproteins als Antigen zu Herstellung eines polyklonalen

Antikorpers
Dafiir wurde ein C-terminales CP148 DNA Fragment ausgewihlt, das die AS 940 bis AS

1297 kodiert und damit eine Linge von 1074 bp besitzt. Flankiert wurde das Fragment von
Sall und BamHI. Das mit dem #19 (Sall forward) und #30 (BamHI reverse) amplifizierte
PCR Fragment wurde in das ebenfalls mit Sall/BamHI geschnittene Zielplasmid pMALc2
(NEB, Frankfurt, Germany) ligiert. Das MBP-CP148 Konstrukt (pOK20) wurde anschliefend
in einem Bakterienstamm (E. coli Rosetta und KS1000) exprimiert und 1 mg des Protein zur
Immunisierung an PAB Productions, Herbertshausen und preclinics, Potsdam gesendet. Das

daraus erhaltene Antiserum wurde wie in 4.4.11 beschrieben aufgereinigt.

Herstellung einen CP148 Knockout Plasmids und Dictyostelium Stamms

Die Erzeugung eines CP148 Knockout Stamms wurde durch den teilweisen Ersatz des
chromosomalen CP148 Wildtyp Genlocus durch ein homologes Rekombinationsereignis mit
Blasticidin-Resistenz-Kassette erreicht. Das CP148 Knockout Konstrukt wurde unter
Verwendung des pLPBLP Vektor [64] generiert. Beide komplementédren Sequenzen, welche
die BSR Kassette von beiden Seiten flankieren, wurden mittels PCR auf genomischer
Dictyostelium-DNA als Matrize durch die Verwendung geeigneter Linker-Primer erhalten.
Des 5'-Fragment aus der CP148 5'UTR mit einer Linge von 1050 bp wurde in den pLPBLP
tiber Sall und HindIII -Restriktionsstellen stromaufwirts der Blasticidin-Resistenz-Kassette
ligiert. AnschlieBend wurden die letzten 1073 bp der kodierenden Sequenz von CP148
stromabwirts der Blasticidin-Resistenz-Kassette iiber Pstl/BamHI-Restriktionsstellen
eingefiigt (pOK11). Das Knockout-Konstrukt (30 pg) wurde in einem 200 ul Ansatz mit
Pvull verdaut und vor der Transformation in Dictyostelium AX2 Zellen gereinigt. Um die
korrekte Insertion zu iiberpriifen wurden PCR screens mit geeigneten Primern durchgefiihrt.

Es konnte, wie in den Ergebnissen beschrieben, kein CP148 k/o Stamm isoliert werden.

Herstellung einen CP55 Knockout Plasmids und Dictyostelium Stamms

Die Generierung des CP55 k/o-Plasmids erfolgte Analog zur Herstellung des CP148 k/o-

Plasmids. Das 5'-Sall/HindIII-Fragment aus der 5' nicht-kodierenden Sequenz beginnt aus an
der Basen-Position -240 der 5° UTR (597 bp) und das 3'-Pstl/BamHI-Fragment, welches 671
bp der kodierenden Sequenz umfasst, endet an Basenposition 2414 der genomischen Sequenz.
Das resultierende Knockout-Plasmid (pIS296) wurde mit Pvull vor der Transformation von

Dictyostelium-Zellen verdaut.
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Herstellung eines CP148 RNAi Konstrukts und Dictyostelium Stamms

Das CP148 RNAi Plasmid wurde exakt nach der beschriebenen Methode von Samereier et al.
[22] generiert. Dazu wurden zum Einen mit Sall/BamHI Linker Primern ein Fragment von
440 bp (beginnend im kodierenden Bereich von CP148 bei bp 1 bis bp 440) in sense Richtung
und zum Anderen mit AflIl und Kpnl Linker Primern ein 440 bp langes Antisense Konstrukt
amplifiziert. Das Sense Konstrukt wurde iiber Sall/BamHI stromabwdrts in den Polylinker des
mCherry Vektors pIS193 und das Antisense Konstrukt iiber AflII/Kpnl in die mCherry
Sequenz von pIS193 kloniert. Zwischen Sense und Antisense Konstrukt verblieb so nun eine
Spacer Sequenz von 196 bp. Das Konstrukt (pOK48) wurde wie in 4.3.16 beschrieben in
Dictyostelium AX2 Zellen transformiert und die potentiellen RNAi-Klone mittels

Immunfluoreszenz und Western-Blot Analysen iiberpriift.

Transformation von Plasmiden in Dictyostelium

Die Generierung neuer Dictyostelium Stamme erfolgte nach dem Protokoll von 4.3.16 und
sind in Tabelle 3 aufgelistet. Tabelle 2 zeigt ausgewihlte Plasmide und Bakterienstimme, die
wihrend dieser Arbeit hergestellt wurden. Die Richtigkeit der Sequenzen wurde durch
Sequenzierungen (GATC Biotech AG, Konstanz) unter Verwendung geeigneter Primer

tiberpriift.

Tabelle 2: Plasmide und Bakterienstimme

Nr. Name Beschreibung Klonierung E.Coli Resistenz
pOK20 pMAL-C2-CP148 pMAL-P2 mit Cterm | Sal/Bam ja Amp
Cterm CP148 f. Expression;
pOK26 Rosetta-Cterm pOK20 in Rosetta Rosetta | Amp
CP148
pOK27 KS1000-Cterm pOK20 in KS1000 KS1000 | Amp
CP148
pOK44 GFP-DdLimAcoil Markierung der ja Amp/G418
Phagocytic-Cups
pOK45 CP55pmut in pIS76 | Punktmut. KENzuREN | S/B ja Amp/Bla
in GFP-Bla Vector
pOK46 CP148N in pIS193 | RNAIi CP148 | S/B ja Amp/G418
Teilkonstrukt in Cherry
Vector pIS193
pOK47 CP55pmut in pIS77 | Punktmut. KENZuREN S/B ja Amp/G418
in GFP-G418 Vector
pOK48 CP148N in pOK46 | CP148RNAi Kon-strukt | Kpnl/AfIII ja Amp/G418
in pIS193
pOK49 GFP-NdRA NdRA  Kinase von ja Amp/G418
A.M. Taubenberger,
pOK54 pIS298 mit Pmut12 | Punktmutation in EF- | Bglll/Bam ja Amp/G418
hand Position 12 in
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Tabelle 3: Auswahl an hergestellten Dictyostelium-Stdmmen

Nr. Name Plasmid Beschreibung Resistenz
OK1 [pIS296 CP55 k/o Bla
OK2 [pIS175in OK1 GFP-TubA in OK1 Bla/G10
OK3 [pAE2 MARS-CP55 in GFP-CP148 Bla/G10
OK16 | pAE3-K7 GFP-CP55 K7 G10
OK17 [pAE3-K13 GFP-CP55 K13 G10
OK18 | pIS296 Fragment in AX2 K2A-CP55 k/o in AX2 Bla
OK19 [ pIS296 in AX2 K15B-CP55ko Bla
OK21 [pOK39in AX2 GFP CP148cAN in pIS76 Bla
OK24 [ GFP-CP55 in OK19 GFP-CP55 CP55ko OK19 ,,RESCUE* Bla/G10
OK28 [ pIS235in AX2 GFP-CP55 in AX2 Bla
0OK30 [pOK44 in OK18 GFP-LimAE coil K9 in CP55 k/o Bla/G10
OK31 [pOK44 in OK18 GFP-LimAE coil K21 in CP55 k/o Bla/G10
0K32 [pOK44 in OK19 GFP-LimAE coil K17 in CP55 k/o Bla/G10
OK33 [CP148 RNAi pOK48 CP148RNAi in AX2 KI-1 G10?
0K34 [pOK48in AX2 CP148RNAI in AX2 KII-2 G10
OK38 | pOK48 in IS13 CP148 RNAI in GFP-o-Tubulin Bla/G10
OK46 | pOK48 in GFP-Tacc Dom CP148RNAIi in GFP-Tacc-Domain Bla/G10
OK47 [pOK48 in IS155 CP148RNAI in GFP-CP55 Bla/G10
OK50 [pIS272in IS198 Cherry Histon in GFP-CP148 Bla/G10

4.4 Biochemische Methoden

4.4.1 Gewinnung von Proteinproben aus Dictyostelium-Zellen

Zur Gewinnung von cytosolischen Dictyostelium Proben wurde eine gut bewachsene
Dictyostelium Kultur (3-5 x 10° Z/ml) bei 4°C geerntet und dreimal mit kaltem
Phosphatpuffer gewaschen. Beim letzten Waschschritt wurden 2 uM Cytochalasin A
(Endkonzentration, Sigma-Aldrich) hinzugegeben. Die Lyse der Zellen erfolgte analog der
Centrosomenpréparation mit dem 8-fachen Volumen an Lysepuffer. Um einen kernfreien
Cytoplasmaiiberstand zu erhalten, wurde das Lysat in einer vorgekiihlten Eppendorfzentrifuge
fir 10 min bei maximaler Geschwindigkeit zentrifugiert. Zur Analyse von cytosolischen
Extrakten in der SDS-PAGE wurde der Uberstand entweder mit 6 x Harnstoff-Probenpuffer
(LOA, Endkonzentration 1x) versetzt und fiir 3 min bei 70 °C inkubiert oder mit 6 x Laemmli-
Probenpuffer versetzt und anschlieBend bei 95 °C fiir 5 min gekocht. Zur Gewinnung von
Gesamtzellextrakten wurden Dictyostelium Zellen abzentrifugiert und das Pellet in 2 x
Harnstoff Probenpuffer aufgenommen (LOA, Endkonzentration 1 x). In eine Geltasche

wurden bei der SDS-PAGE ca. 5 x 10° Zellen geladen.
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4.4.2 Bestimmung der Proteinkonzentration mittels Amidoschwarz-Test

Fiir eine quantitative Abschitzung der Proteinexpression miissen in Westernblot-Analysen
gleiche Proteinmengen der einzelnen Proben aufgetragen werden. Die Zentrifugation erfolgte
immer mit einer Tischzentrifuge. Alle Zentrifugationsschritte wurden bei maximaler
Geschwindigkeit fiir 5 min durchgefiihrt. Fiir jede Probe erfolgte eine 3-fache Bestimmung,
um den Fehler zu verringern. Im Falle zu starker Abweichung der 3 erhaltenen Werte
voneinander wurde der Test nochmals wiederholt. Die Bestimmung erfolgte mit Hilfe des
Amidoschwarz-Tests. Als Referenz diente eine BSA Eichgerade. 10 mg BSA wurden in 10
ml Wasser eingewogen. Von dieser Stammlésung wurden jeweils 4 ug, 8 ug und 12ug BSA
(BSA Stammldsung in Wasser oder PBS mit 1 pg/ul) in 300 pl Firbelosung gegeben (Vortex)
und fiir 5 min bei RT inkubiert. AnschlieBend werden die Proben bei maximaler
Geschwindigkeit fiir 5 min zentrifugiert, 2-mal mit 750 ul Waschlosung gewaschen und das
erhaltene Pellet in 700 pl 0,1 M NaOH aufgenommen (Vortex). In einem Photometer wurde
die Fiarbung der Losung bei 615 nm Pharmacia Novaspec II Photometer (GE Healthcare,
Uppsala, Schweden) gemessen. Die Werte fiir BSA bei ODg;s sollten 0,15 bei 4 ug, 0,30 bei 8
pg und 0,45 bei 12 ug BSA betragen. Fiir die Messung der eigentlichen Proben erfolgte
analog zur Bestimmung der Eichgerade. Von den in LOA vorliegenden Proteinproben wurden
5 ul Probe in 300 ul Firbelosung gegeben. Fortsetzung analog zu BSA Eichgeraden.

Die Werte der Eichgeraden wurden anschlieend in ein Diagramm iibertragen, so dass die

Proteinkonzentration der Proben bestimmt werden konnte.
Waschlosung: Essigsdure/MeOH im Verhiltnis 1:10
Férbelosung: 5,2 mg Amidoschwarz in 20 ml Waschlosung

4.4.3 Proteinprizipitation mit Methanol / Chloroform und Trichloressigsiaure

Methanol/Chloroform Prdizipitation

Diese Methode wurde hauptsidchlich fiir verdiinnte Proteinlosungen mit hohen
Salzkonzentrationen, Phospholipiden und Detergenzien fiir die Fillung von Proteinfraktionen
bis 150 pl verwendet. 150 pl einer Proteinfraktion wurden mit 600 ul Methanol und 150 pl
Chloroform gemischt, anschlieend 450 ul H,O hinzugegeben und abermals durchgemischt
(Vortex). Nach der Zentrifugation in einer Eppendorf Tischzentrifuge wurde die obere Phase
verworfen und das zuriickbleibende Chloroform-Kissen mit dem prézipitierten Protein mit
dem 3-fachen Volumen Methanol vermischt (Vortex). Die nun ausfallende Proteinfraktion

wurde durch Zentrifugation bei maximaler Geschwindigkeit fiir 2 min bei Raumtemperatur
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(RT) pelletiert, der Uberstand vorsichtig abgenommen und das Pellet in einer geeigneten

Menge Harnstoff Probenpuffer aufgenommen.

Prdzipitation mit Trichloressigsdure (TCA)

Fiir groBere Volumina konnen Proteine mit 10 % TCA gefillt werden. Die wéssrige
Proteinprobe wurde mit einer 100 %-igen TCA-Stammlosung (Endkonzentration 10 %)
versetzt und gemischt. Nach einer anschlieBenden Zentrifugation bei maximaler
Geschwindigkeit fiir 10 min in einer Eppendorf Tischzentrifuge wurde der Uberstand
vorsichtig abgenommen und das Pellet dreimal mit Isopropanol gewaschen. Anschliefend
wurde das Pellet in einer geeigneten Menge 2 x Harnstoff-Probenpuffer (L6A) resuspendiert

und bei 70 °C fiir 3 min erwarmt.

4.4.4 Proteinauftrennung mit Hilfe von SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-
PAGE)

Mittels SDS-PAGE konnen Proteine anhand ihrer Masse in einem diskontinuierlichen PAA-
Gel aufgetrennt werden. Die Vorbereitung der Proteinproben erfolgte entweder durch Zugabe
von 1/5 Volumen 6 x Laemmli-Puffer, gefolgt von einer Inkubation bei 95 °C fiir 5 min, oder
alternativ durch die Zugabe der gleichen Menge an LOA (Harnstoff-Probenpuffer) mit einer
anschlieBenden Inkubation bei 70 °C fiir 120 Sekunden. Das aufgetragene Probenvolumen
war abhingig von der Probe und dem Volumen der Tasche im SDS-Gel. Es wurden immer 5
ul vom Molekulargewicht Standard (PageRuler™Prestained Protein Ladder, Fermentas)
aufgetragen. Die Auftrennung der Proteine erfolgte mit dem Biorad-Mini-System (Biorad,
Hercules, CA, USA) unter der Verwendung von diskontinuierlichen Gelen mit 6 % bzw. 12,5
% Polyacrylamid (siehe Tabelle 4). Dafiir wurde in den ersten 30 min eine konstante
Stromstédrke von 15 mA angelegt, so dass sich die Proben in einer Laufebene im Sammelgel
anreichern konnten. AnschlieBend wurde die Stromstiarke auf konstante 30 mA erhoht, bis die

gewiinschte Probenauftrennung erreicht war.

Trenngel Puffer
2 M Tris/HCI, pH 8,7; 0,4 % SDS

Sammelgel Puffer

0,25 M Tris/HCI, pH 6,8; 0,4 % SDS
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Tabelle 4: Rezept zur Herstellung zweier Gele fiir die SDS-PAGE

Stammldsungen 12,5 % Sammelgel 12,5 % Trenngel 6 % Sammelgel 6 % Trenngel
30 % Acrylamide 930 3700 pl

30 % Acrylamide/ 660 pl 2000 pl

0,8 % PDA

1 % Bisacrylamid 930 pl 930 pl

Trenngel Puffer 2500 pl 2500 pl
Sammelgel Puffer 1000 pl 1000 pl

H,0 1777 ul 1800 ul 2400 pl 5500 ml

10 % APS 35ul 45 ul 30 ul 50 ul

Temed 7 ul 9 ul Sul Syl

4.4.5 Coomassie R250 Firbung von SDS-Gelen

Bei diesen Gelen wurde ein unmarkierter Standard von Sigma (St. Louis, MO, USA)
verwendet. Fiir den Nachweis von Proteinen wurden die SDS-Gele mit Coomassie gefirbt.
Dafiir wurde das Gel fiir 1-2 h in einer Coomassie-Farbung Losung inkubiert, danach mit

Wasser gespiilt und anschlieend entférbt.

Coomassie R250-Firbelosung:

0,25 % Coomassie R250 (Sigma-Aldrich), 50 % Methanol, 10 % Essigsiure

Entfirbelosung: 25 % Isopropanol, 10 % Essigsidure

4.4.6 Westernblot und Immundetektion von Proteinen
Das verwendete Protokoll ist mit einigen Abdanderungen nach dem von Kyhse-Anderson et al.
[107] durchgefiihrt wurden. Nach der SDS-PAGE wurden die aufgetrennten Proteine auf eine
Nitrocellulose-Membran durch Anlegen einer Stromstirke von 1 mA/cm? iibertragen. Dafiir
wurde eine halbtrockene Blotting-Apparatur (Peqlab, Erlangen) verwendet. Der Blot
(Nitrocellulosemembran) wurde anschlieend mit Ponceau S-Losung gefiarbt. Ponceau S firbt
reversibel alle Proteine, so dass anhand dieser Firbung auch die Proteinmengen, die
aufgetragen wurden, abgeschitzt werden konnten. Darauf folgend wurde die Blotting-
Membran durch Inkubation in einer Losung aus 5 % Magermilchpulver (wenn die
Entwicklung iiber die ECL Reaktion erfolgen sollte) bzw. Fischgelatine (bei alkalischer
Phosphatase Reaktion) in TBST fiir 1 h oder iiber Nacht blockiert. Die Bindung der primiren
Antikorper wurde in 1,6 % Magermilchpulver in TBST fiir 1 h durchgefiihrt, gefolgt von 3-
maligem Waschen mit TBST. Die sekundiren

Antikorper, konjugiert mit
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Meerrettichperoxidase oder alkalischer Phosphatase wurden 1:10000 in TBST verdiinnt und
der Blot darin mindestens 1 h inkubiert. AnschlieBend wurde die Membran zweimal mit
TBST und einmal mit TBS gewaschen. Im Falle der Meerrettichperoxidase als sekundéarer
Antikorper erfolgte die Entwicklungsreaktion mit ECL. Jeweils 400 ul der ECL Reagenzien
Losung A und Losung B (Luminol und Enhancer Losung A und Stable Peroxidase Losung B;
AppliChem) wurden fiir 30 s mit der Proteinseite der Membran inkubiert, die iiberschiissige
Fliissigkeit abgesaugt und der Blot in Frischhaltefolie eingeschlagen. Danach wurde er in
einer Rontgenfilm-Haltevorrichtung (Kisker, Steinfurt) platziert. In der Dunkelkammer wurde
ein Rontgenfilm (Fuji Super RX, Fujifilm, Tokyo) auf den Blot gelegt und je nach
gewiinschter Signalstirke fiir 1 s bis 30 min belichtet. Der so belichtete Rontgenfilm wurde
anschlieBend in Entwicklerlosung (T32, Calbe Chemie, Calbe) fiir 2 min inkubiert, mit
Wasser gespiilt und in Fixierlosung (Superfix, Tetenal, Norderstedt) fiir 2 min fixiert. Bei
Verwendung des Sekundirantikorpers, der mit alkalischer Phosphatase konjugiert ist, erfolgt
die Entwicklung direkt auf der Membran. Zu 10 ml alkalische Phosphatase Reaktionspuffer
wurden 45 ul NBT (Stammlosung: 75 mg/ml in 70 % DMF) und 35 pl BCIP (50 mg/ml in
100 % DMF) hinzugefiigt und die Membran darin in Dunkelheit inkubiert. Nachdem die
gewiinschte Firbeintensitit erreicht war, wurde die Reaktion durch griindliches Spiilen mit

Wasser gestoppt.

Blot Puffer 1: 300 mM Tris; 20 % Methanol
Blot-Puffer 2: 30 mM Tris; 20 % Methanol
Blot Puffer 3: 30 mM Tris; 20 % Methanol; 40 mM e-Aminocapronséure

Ponceau S-Losung: 0,1 % Ponceau S; 5 % Essigsdure
Alkalische Phosphatase-Reaktionspuffer: 100 mM Tris/Cl; 100 mM NaCl; 50 mM MgCl,; pH
9,5

4.4.7 Densitometrische Bestimmung der Expressionsstirke von Proteinen
Die quantitative Auswertung von Proteinsignalen eines mit der ECL-Methode gefédrbten
Westernblots erfolgte mit Hilfe von ImageJ. Es wurde das hintergrundkorrigierte Produkt aus

Flache und Tonwert in einer 8 Bit Graustufenskala gemessen.

4.4.8 Isolierung von Dictyostelium Kernen und Centrosomen
Wenn nicht anders angegeben, wurden alle Schritte auf Eis bzw. mit eiskalten Puffern und
vorgekiihlten Zentrifugen durchgefiihrt, um einen Proteinabbau zu verhindern. Die Proben,

Centrosomen oder auch Zellkerne, wurden anschliefend fiir SDS-PAGE oder
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Immunfluoreszenz Experimente weiter verwendet. Die Isolierung wurde nach einem
modifizierten Protokoll von Graf et al. [10] durchgefiihrt. Es wurden ungefdhr 1 x 10° Zellen
mit einer maximalen Dichte von 4 x 10° Z/ml geerntet und zweimal mit 30 ml Phosphat-
Puffer gewaschen. Einem dritten Waschschritt mit 20 ml Phosphat-Puffer wurden 2 uM
Cytochalasin A (Endkonzentration) hinzugefiigt. Das Zellpellet wurde in 10 ml Lysepuffer
resuspendiert und fiir 1 min gut gemischt (Vortex). AnschlieBend erfolgte der mechanische
Aufschluss des Lysats unter Verwendung einer 5 um Nucleopore Membran (Whatman,
Maidstone, UK), woran sich eine sofortige Zentrifugation 4000 rpm (Hettich Rotanta, 5624
Rotor) fiir 10 min anschloss. Die im Lysat enthaltenen Kerne wurden pelletiert und damit
auch die an den Kernen gebundenen Centrosomen. Der Uberstand wurde verworfen und das
Pellet in 10 ml Pyrophosphat-Puffer resuspendiert, fiir 1 min gevortext und wie oben
beschrieben bei 4000 rpm erneut zentrifugiert. Der Uberstand wurde mit 2 mg Heparin
ergédnzt, vermischt und fiir 5 min inkubiert auf Eis. Diese Losung enthélt nun bereits 30 %
Saccharose und wurde anschliefend vorsichtig auf einen Saccharose-Gradienten geladen.
Dieser bestand aus 1 ml 80 % und 1 ml 50 % Saccharose-Lésung und wurde in einem
Beckman SW-40 Rohrchen vorbereitet. Der Gradient wurde fiir 1 h bei 40000 g (21000 rpm,
Beckman Optima L-100K Ultrazentrifuge, SW-40 Rotor) zentrifugiert und danach sofort auf
Eis gestellt. Mit einer Schlauchpumpe und Glaskapillaren (Flussrate 200 pul pro min) wurden
ca. 500 ul der 80 % Saccharose-Fraktion vom dem Boden des SW-40 Rohrchen entfernt und
verworfen. Darauf folgend wurde aus dem Boden des Rohrchens wieder 1 ml Saccharose-
Losung abgenommen und in einem neuen Gefdll gesammelt. Diese Fraktion, welche die
Grenze der 80 % und 50 % Saccharose-Losungen darstellt, enthilt die Centrosomen. Fiir
Immunfluoreszenz Experimente wurden 10 bis 30 ul der Centrosom-Fraktion in 1 ml
eiskaltem Phosphatpuffer verdiinnt und auf Deckgldser durch Zentrifugation bei 4500 rpm
(Hettich Rotanta, 5624 Rotor) sedimentiert. Die Fixierung und Immunmarkierung von
isolierten Centrosomen erfolgte nach dem Protokoll fiir ganze Zellen wie in 4.6.1
beschrieben. Wichtig ist, dass wihrend des gesamten Isolationsprozesses kein DTT oder
gleichwertige Reduktionsmittel verwendet werden, wenn die GFP-Fluoreszenz von isolierten
Centrosomen analysiert werden soll. Fiir SDS-PAGE wurde die centrosomale Fraktion mit 6

x Laemmli-Puffer ergénzt und bei 95 °C fiir 5 min inkubiert.

1 x Protease-Inhibitor-Cocktail: 1 mM Pefabloc SC; 25 pug/ml Leupeptin; 10 pg/ml Tosyl-

Arginin-Methylester; 10 pug/ml Sojabohnen-Trypsin-Inhibitor; 1 pg/ml Aprotinin; 1 pg/ml
pepstatine; 2 mM Benzamidin; 1 mM Na-ATP
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Lysepuffer: 100 mM Na-PIPES; pH 6,9; 2 mM MgCl,; 10 % (w/v) Saccharose; frisch
zugesetzt: 1 X Protease-Inhibitor-Cocktail; 0,25 % Triton X-100; 1 mM DTT; 2 uM
Cytochalasin A

Pyrophosphat-Puffer: 100 mM Na-PIPES; pH 6,9; 2 mM MgCl,; 30 % (w/v) Saccharose;

frisch hinzugefiigt: 1 x Protease Inhibitor Cocktail; 40 mM Tetra-Natriumpyrophosphat; 1 %
Triton X-100; 1 mM DTT; 2 uM Cytochalasin A

Saccharose-Losungen, die fiir die Saccharose-Gradienten verwendet wurden:

10 mM Na-PIPES; pH 6,9; 2 mM MgCl,; Saccharose (50 % bzw. 80 %); frisch zugesetzt: 1 x
Proteaseinhibitorcocktail; 0,1 % Triton X-100; 2 mM DTT

4.4.9 Expression von Fusionsproteinen in Bakterien

Bakteriell exprimierte Fusionsproteine konnen in vielerlei Hinsicht experimentell
weiterverwendet werden. In dieser Arbeit wurden die Proteine, meist an MBP-fusioniert, zur
Herstellung und Aufreinigung von Antikorpern verwendet. Am Vortag wurde eine 50 ml
Vorkultur in LB*™ bei 37 °C unter Schiitteln iiber Nacht bebriitet. Die Vorkultur wird am
nichsten Morgen auf zwei Schikanekolben mit je 400 ml vorgewirmten LB*™ Medium (mit
10 mM Glukose) aufgeteilt und bei 37 °C bis zu einer ODgop 0,6 bis 1,0 (Dauer ca. 2-3 h)
inkubiert. AnschlieBend erfolgt die Induktion der Proteinexpression mit IPTG (0,3 M IPTG
Endkonzentration) fiir 1-6 h bei 14 °C bis 37 °C. Die Zellen wurden bei 4000 rpm (Hettich
Rotanta 460R, 5645 Rotor) geerntet und das Pellet in 15 ml TE-Puffer aufgenommen und bei
-20°C gelagert.

4.4.10 Aufreinigung bakteriell exprimierter Proteine (MBP-Fusionsproteine)

Um einen Protein-Abbau zu verhindern wurden alle folgenden Schritte auf Eis und / oder mit
eiskaltem Puffer durchgefiihrt. Nach dem Auftauen des aus 4.4.9 erhaltenen Bakterienpellets
wurde die Zellsuspension fiir 3 min in einem Sonifizerstab (Ultraschallprozessor, Dr.
Hielscher GmbH) mit den Einstellungen Amplitude 100%, Cycle zwischen 0,6 und 0,7
beschallt. Die unlosliche Fraktion wurde durch Zentrifugation bei 10.000 rpm fiir mindestens
30 min (Beckman Avanti JE Zentrifuge, JA-25.50 Rotor, 4 ° C) vom Uberstand getrennt. Der
Uberstand wurde mit NaCl (100 mM Endkonzentration) versetzt und wurde vorsichtig auf
eine Sdule mit 1 ml Amylose-Harz (NEB, Ipswich, MA, USA) geladen. Die
FlieBgeschwindigkeit fiir die Bindung des MBP-Fusionsproteins an das Harz wurde auf etwa
einen Tropfen pro 10 s eingestellt. Das Amylose-Harz wurde anschlieBend mit einmal mit 10
ml MBP-Siulenpuffer und einmal mit 10 ml PBS gewaschen (maximale

Durchflussgeschwindigkeit). Zur Elution wurden 10 mM Maltose in PBS gelost und das
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MBP-Fusionprotein mit einer Tropfgeschwindigkeit von einem Tropfen pro 10 Sekunden in
500 pl Fraktionen eluiert. Die Sédule wurde anschlieBend mit 20 %-igem Ethanol in MBP-
Saulenpuffer gewaschen und bei 4°C aufbewahrt in MBP/Ethanol aufbewahrt.

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

4.4.11 Aufreinigung von Antikorpern

Ungefihr 0,5 mg MBP-Fusionsprotein (MBP-CP55 bzw. MBP-CP148) wurde fiir die
Aufreinigung des Antikorpers aus Serumproben verwendet. Ein 15 ml Falcon wurde mit 1000
ul NHS-activated Sepharose (GE Healthcare, Uppsala) befiillt und mit 1 mM eiskaltem HCI
gewaschen (Vortex). Die Beads wurden anschlieBend pelletiert, der Uberstand verworfen und
die Losung mit dem enthaltenen MBP-Fusionprotein hinzugegeben. Es folgte eine Inkubation
iiber Nacht bei Raumtemperatur auf dem Rotator. Am nidchsten Tag wurden die Beads aus
dem Falcon in ein leeres Sdulenrohrchen mit Filter tiberfiihrt und mit einem Sdulenvolumen
Puffer A gewaschen, so dass ca. 1 cm Pufferlosung iiber dem Sédulenmaterial fiir eine 15-
miniitige Inkubation iibrig blieb. Es folgte ein Waschschritt mit Puffer B, anschliefend mit
Puffer A und einer einstiindigen Inkubation (wieder 1 cm Puffer iiber dem Sdulenmaterial).
Das Waschen mit Puffer B folgte sowie eine erneute einstiindige Inkubation mit Puffer A
gefolgt mit dem letzten Waschschritt mit Puffer B. Zu diesem Zeitpunkt konnte die Sdule bei
4 °C in TBS 0,1 % NaNj gelagert werden. Vor dem Gebrauch wurde die Sdule dreimal mit
TBS gewaschen. Fiir die Antikorper-Aufreinigung wurden die Seren im Verhiltnis 1:10 in
TBS verdiinnt und auf die Sdule geladen. Die Flussrate wurde auf ein Tropfen pro 10
Sekunden begrenzt. Nach dem dreimaligen Waschen mit PBS wurden die spezifischen
Antikorper durch Zugabe von 100 mM Glycin pH 2,7 zu Fraktionen von 600 ul eluiert und
sofort mit 1 M Tris/HCl pH 9,5 neutralisiert. Die Antikorper Fraktionen wurden in
Immunblot-Experimenten getestet und ihre Konzentration im Photometer bei 280 nm

bestimmt. Eine OD,gy von 1,0 entspricht einer Proteinkonzentration von 0,7 mg/ml.

Puffer A: 1 M Tris/HCI; pH 8,5
Puffer B: 0,1 M Natriumacetat; 0,5 M NaCl; pH 4,0
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4.5 Zellbiologische Methoden

4.5.1 Kultivierung und Konservierung von E.coli

E. coli Zellen wurden bei 37 ° C entweder in LB-Medium schiittelnd bei 240 rpm oder auf
LB-Agar-Platten unter Zusatz des jeweiligen Antibiotikums kultiviert. Die Expression von
Plasmiden, bei denen hohere Bakterienzelldichten benotigt werden oder bei denen die
Bakterien zu Rekombination neigen, wurde Teriffic Broth-Medium (TB) verwendet. Fiir eine
dauerhafte Sicherung eines Bakterienstammes wurden 600 upl einer Schiittelkultur in der
exponentiellen Phase mit der gleichen Menge Einfriermedium versetzt, gemischt und bei -70

°C eingefroren.

LB-Medium: 10 g/l Trypton; 5 g/l Hefeextrakt; 10 g/l NaCl; pH 7,0
LB-Agarplatten: LB-Medium mit 1,5 % Agar
Teriffic Broth-Medium (TB-Medium) [108]: 900 ml einer Losung aus 13,2 g/l Trypton; 26,4

g/l Hefeextrakt und 4,4 ml Glycerin wurden mit 100 ml eines Puffers, bestehend aus 0,17 M
KH,PO4 und 0,72 M K;HPO,, gemischt. Beide Losungen miissen vor dem Mischen separat
autoklaviert werden!

Einfriermedium: 16 g/l Trypton; 10 g/l Hefeextrakt; 5 g/l NaCl; 70 % Glycerin

4.5.2 Kultivierung und Konservierung von K. aerogenes
Klebsiella aerogenes wurde dhnlich wie E. coli entweder in Schiittelkultur oder auf SM-

Agarplatten kultiviert.

SM-Agarplatten: 10 g/l Peptone (Oxoid); 1 g/l Hefeextrakt (Oxoid); 10 g/l Glukose; 20 g/l
Bacto Agar; 1,6 g/l Ko;HPOy; 2,2 g/l KH,POy; 1 g/1 MgSOy; pH 6,5

4.5.3 Kultivierung und Konservierung von Dictyostelium Zellen

Dictyostelium-Zellen wurden entweder axenisch in HL5¢ Medium (Formedium, Hunsanton,
UK) in Schiittelkultur (150 rpm, Certomat R, Sartorius, Gottingen) bei 21 °C oder als
adhidrente Kultur in Zellkulturflaschen mit den entsprechenden Antibiotikaresistenzen
(Blasticidin S 4 pg/ml, G418 10 pug/ml) kultiviert. In Fliissigkultur betrug die Zelldichte von
Dictyostelium Zellen maximal 5 x 10° Z/ml, um phinotypische Verinderungen zu vermeiden.
Generell wurden die Kulturen nicht ldnger als vier Wochen, Stimme fiir Transformationen
nur zwei Wochen verwendet. Alternativ wurde Dictyostelium auf einem Bakterienrasen von
Klebsiella (SM-Agar-Platten) angeziichtet. Diese Methode wurde entweder zum Vereinzeln

der Dictyostelium-Klone, zur Regulation der Expression von GFP-Fusionsproteinen (G418
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Resistenz) oder fiir mutante Dictyostelium Stamme verwendet, die Schwierigkeiten beim
Wachstum in Fliissigkultur hatten. Das Medium von Dictyostelium Kulturen in
Zellkulturflaschen wurde in der Regel zwei- bis dreimal wochentlich gewechselt. Sporen, die
von Dictyostelium als Reaktion auf Nahrungsmangel gebildet werden, konnen iiber
Jahrzehnte eingefroren werden. Dafiir wurde eine axenisch gewachsene Dictyostelium Kultur
geerntet und zweimal mit Phosphatpuffer gewaschen. Das Pellet wurde erneut in 10 ml
Phosphatpuffer resuspendiert und auf Phosphatagarplatten gegeben. Nach 30-miniitiger
Inkubation wurde der Uberstand vorsichtig abgesaugt und die Platte anschlieBend getrocknet.
Sobald Fruchtkorper voll entwickelt waren, wurden die Sporen mit 4 ml sterilem Phosphat-
Puffer pro Platte geerntet und bei -70 ° C gelagert. Neue Kulturen konnten dann durch das
Auftauen von 100 ul Sporensuspension pro 20 ml Medium mit dem entsprechenden
Antibiotika erhalten werden. Da einige Mutanten nach Sporenbildung ihren Phinotyp
verlieren, konnen Dictyostelium Zellen ebenfalls lebend eingefrorenen und im fliissigen
Stickstoff aufbewahrt werden. Von einer vorgekiihlten, dicht bewachsenen Kulturflasche (2-4
x 10° Z/ml) werden 900 ul in ein vorgekiihltes CryogefiB, das bereits 100 ul Pferdeserum
enthélt, pipettiert und invertiert. Zu dieser Suspension wurde anschlieend 100 ul DMSO
hinzugefiigt und invertiert. Die Proben wurden fiir zwei Stunden auf -20 ° C, anschlieBend fiir
fiinf Stunden auf -80 ° C abgekiihlt und danach in fliissigem Stickstoff gelagert. Der
Auftauvorgang muss moglichst schnell erfolgen. Dafiir wurde die im Cryogefidl3 enthaltene
Kultur bei RT angetaut, mit 10 ml HL5¢c Medium verdiinnt und anschlieend geerntet. Das

Pellet wurde in 5 ml frischem HL5c-Medium aufgenommen.

HL5c Medium: 5 g/l Hefeextrakt (Difco); 2,5 g/l Bacto-Trypton (Difco); 2,5 g/l Casein-
Pepton (Merck); 5 g/l Proteosepepton (Oxoid); 10 g/l Glukose; 1,2 g/l KH,POy4; 0,35 g/1
Na,HPO,. pH 6,5

Phosphat-Agarplatten: 14,6 mM KH,PO,; 2 mM Na,POy; 15 g/l Bacto-Agar; pH 6,0

4.5.4 Herstellung TRITC markierter Hefen

Alle Zentrifugationsschritte wurden bei 2500 rpm fiir 5 mindurchgefiihrt.

5 g handelsiiblicher Trockenhefe wurden in 50 ml 1 x PBS fiir 30 min unter Riihren auf einer
Heizplatte im Becherglas gekocht. AnschlieBend wurden die Hefezellen 5-mal mit 1 x PBS
und 2-mal mit Phosphatpuffer gewaschen (5 min, 2500 rpm, Hettich Rotanta 460R, 5645
Rotor). Mittels Verdiinnung in Phosphatpuffer wurden die Zellen auf eine Dichte von 1 x 10°
Z/ml eingestellt und bei -20 °C gelagert. Fiir die Markierung mit TRITC wurden 2 x 10"
Zellen in 20 ml 50 mM Na,HPO, pH 9,2 resuspendiert und 2 mg TRITC, gelost in 200 ul
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DMSO, hinzugefiigt. An eine Inkubation von 30 min bei 37 °C unter Schiitteln folgte ein
zweifacher Waschschritt mit 50 mM Na,HPO,. Darauf folgte ein erneutes viermaliges
Waschen mit Phosphatpuffer, an das sich das Einstellen der Konzentration auf 1 x 10° Z/ml
mit Phosphatpuffer anschloss. Die Suspension wurde anschlieBend in 1,5 ml

ReaktionsgefiBlen aliquotiert und bei -20 °C gelagert.

4.5.5 Wachstumsversuch

Um zu iiberpriifen, ob sich eine Mutation auf die Wachstumsgeschwindigkeit der Mutante im
Vergleich zum Kontrollstamm auswirkt, wurde ein Wachstumsexperiment durchgefiihrt. Die
Ausgangszellkonzentration betrug, in einem dreifachen Ansatz, jeweils 5 x 10* Z/ml in einem
Gesamtvolumen von 25 ml. AnschlieBenden erfolgte nach ausgewdhlten Zeitabstinden die
Bestimmung der Zelldichte mit einer Neubauer improved Zihlkammer. Die Kulturen sollten
in 24 h wenigstens 2-mal mit einem Abstand von mindestens 8 h gezihlt werden. Das
Experiment wurde nach Erreichen der stationiren Phase (ungefihr 1-2 x 10’ Z/ml) beendet.
Die Auswertung und grafische Darstellung erfolgte unter Verwendung von Microsoft Excel

2007.

4.5.6 Uberpriifung der Phagozytose von K. aerogenes durch Dictyostelium

Fiir diesen Versuch wurden zunichst SM-Agarplatten (SM-Platte) (sieche 4.5.2) mit
K.aerogenes (KA) hergestellt. Eine Suspension aus 20ul KA (Glycerinstock) und 200 u PP
wurde auf einer SM-Platte ausplattiert und UN bei 37°C bebriitet. Am nichsten Tag erfolgte
das Animpfen mit den zu testenden Dictyostelium-Stimmen. Zuvor erfolgte eine Markierung
auf der Petri-Schale fiir die jeweilige Probe. Pro SM-Platte mit KA wurden 2 Markierungen
(Proben) fiir CP55 k/o und eine fiir AX2 gesetzt. Es wurden je 20 ul eines Stamms mit einer
Zelldichte von 2,5 x 10° Z/ml (entspricht 5 x 10" Zellen) verwendet und auf den
Bakterienrasen gegeben. Der so entstandene Kreis wurde als Ausgangswert definiert (0 Tage).
Die Inkubation erfolgte bei 22 °C. Da die CP55 k/o Stdmme augenscheinlich kein Wachstum
zeigten, wurden zur Bestimmung der Plaquedurchmesser groBere Zeitabstinde gewdhlt (ca.

alle 4 Tage).

4.6 Mikroskopische Methoden

4.6.1 Fixierung und indirekte Immunfluoreszenz von Dictyostelium Zellen
Adhirente oder in Schiittelkultur wachsende Dictyostelium-Zellen wurden geerntet und wenn
nétig mit Phosphatpuffer auf eine Dichte von 5-10 x 10° Z/ml verdiinnt. Die Suspension

wurde auf 12 mm-Deckglédschen in Titerplatten iiberfiihrt und fiir mindestens 15 Minuten bei
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22 °C inkubiert. Zellen, die aufgrund genetischer Manipulation innerhalb kurzer Zeit nicht am
Substrat haften konnen, wurden iiber Nacht fiir 24 h auf dem Deckglas inkubiert.

Je nachdem welcher Antikorper verwendet werden sollte wurde entweder mit Glutaraldehyd
oder Methanol fixiert. Letzteres eignet sich zur Firbung der Core-Proteine sowie von CP224,
CP148 und des Golgi-Apparats. Die Glutaraldehydfixierung wurde bei Firbungen der

Mikrotubuli, von CP148 und der Kernmembranproteine Sunl sowie NE81 verwendet.

Glutaraldehvydfixierung

Herstellen der Fixierlosung: Pro Deckgldschen (Priaparat) wird 1 ml Fixans benétigt. Zu 50 %
PHEM-Puffer (Stammlésung 100 %) wurden 0,5 % Glutaraldehyd (End-konzentration,
Stammlosung 25 %), 0,5 % Triton X-100 (Endkonzentration, Stammlosung 25 %)
hinzugefiigt und gemischt. Fixierung der Zellen: Das Medium wurde abgesaugt und auf jede
Probe 1 ml Fixans fiir 5 min bei Raumtemperatur gegeben. Hierbei ist es wichtig, dass die
Zellen nicht austrocknen und sofort nach dem Absaugen des Mediums mit dem Fixans
tiberschichtet werden. Die Zellen wurden anschlieBend 3-mal fiir 5 min mit Phosphatpuffer
gewaschen. AnschlieBend wurden die Zellen mit einer Borhydridlosung (1 mg/ml frisch
gelost in Phosphatpuffer) iiberschichtet und darin mindestens 10 min lang inkubiert. Danach
erfolgte je ein einmaliges Waschen mit Phosphatpuffer und PBS, so dass die Zellen nun fiir

die Immunfiarbung verwendet werden konnten.

Methanolfixierung

100 %-iges Methanol (-20 °C) wurde fiir 1-2 min bei -20 °C zu den Zellen gegeben. Die

Zellen wurden anschlieBend 2-mal mit PBS gewaschen und konnten nun fiir die

Immunfirbung verwendet werden.

Immunfirbung von fixierten Dictyostelium-Proben:

Die fixierten Pridparate wurden in eine feuchte Kammer iiberfiihrt, um eine Austrocknung
aufgrund der verwendeten kleinen Volumina zu verhindern. Als primére Antikorper (AK)
wurden Hybridomazelliiberstinde (monoklonale Antikérper) und/oder Antiseren verwendet.
Bei Gebrauch zweier primirer AK wurde das Antiserum wenn moglich im Uberstand des
monoklonalen AKs verdiinnt. Wenn dies nicht moglich war, erfolgte eine Verdiinnung in
AKV (Antikorper Verdiinnungspuffer). Die Pridparate wurden je nach verwendetem
Antikorper fiir 1-3 h inkubiert und anschlieend 3-mal fiir 5 min mit PBS gewaschen. Um das

Zielprotein in der Immunfluoreszenz-Mikroskopie sichtbar zu machen, wurden die Prédparate
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mit einem sekundidren AK gefirbt, der mit einem entsprechenden Fluoreszenzfarbstoff
konjugiert war. Bei Verwendung der Alexa-Farbstoffe wurde der sekundidre AK 1:1000, bei
Nutzung der Cy-Farbstoffe 1:500 in PBS verdiinnt. Die Inkubation erfolgte fiir mindestens 1 h
(Raumtemperatur) bei Dunkelheit. Danach wurden die Proben 2-mal mit PBS gewaschen und
fiir 15 min zur Markierung der DNA in einer DAPI-Firbelosung (1 mg/ml in PBS) inkubiert.
Wihrend dessen erfolgte die Vorbereitung eines Objekttrigers, auf dem nach 1-maligem
Waschen des Préparats fiir 5 min mit PBS die Einbettung in Mowiol folgte. Die Préparate

wurden unter Lichtabschluss und bei 4 °C aufbewahrt.

Antikorper-Verdiinnungs-Puffer (AKV)

0,02 % NaN3 in 0,1 % BSA Losung

PHEM Puffer [109]

60 mM PIPES; 25 mM HEPES; 10 mM EGTA; 2 mM MgCl,; pH 6,9

4.6.2 Weitfeld- und konfokale-Spinning-Disk-Mikroskopie

Immunfluoreszenz-Priparate wurden mit einem Zeiss Axiovert 200M CellObserver HS-
System (Carl Zeiss Microlmaging GmbH, Jena) mikroskopiert und dokumentiert. Als
Lichtquelle dienten entweder ein Sutter DG-4 Wellenldngenwechsler mit Xenonlampe (Sutter
Instruments, Novato, CA, USA) oder eine HXP120C Quecksilberhalidlampe. Des Weiteren
ist das System mit einer Piezo-Bithne ASI (Applied Scientific Instruments, Eugene, OR,
USA) ausgestattet. Fiir die Aufnahme fixierter Zellen wurde immer eine Zeiss AxioCam
MRm Rev. 3 CCD-Kamera, fiir Imaging Aufnahmen eine AxioCam HSm CCD-Kamera
verwendet. Bei der Aufnahme der fixierten Zellen wurde entweder das 100x/1,4 PlanApo
oder 40x/1,3 Plan-Neofluar genutzt, wihrend Live-Cell-Imaging Aufnahmen ausschlieBlich
unter Verwendung des 63x/1,3 LCI Plan-Neofluar Objektivs erfolgten. Alle fixierten Zellen
wurden in Bildstapel mit einem Abstand von 0,125 pum bis 0,250 um von Bild zu Bild (Z-
Ebene) aufgenommen. Die Nachbearbeitung der Rohdaten erfolgte mittels iterativer
Dekonvolution mit berechneter PSF. Zur Berechnung der PSF wurde ein Priparat mit 200 nm
groflen fluoreszierenden Beads (TetraSpeck™ beads, Invitrogen) hergestellt. Von diesem
wurden mindestens 120 Bildstapel mit einem Abstand von 0,050 um aufgenommen. Die PSF
wurde aus den so entstandenen Rohdaten und der PSF-Erzeugen-Funktion von Axio-Vision
berechnet. Eine Maximalintensitédtsprojektion zur Darstellung der Bilder wurde mit MBF-
ImageJ durchgefiihrt.

Fiir die Aufnahme von lebenden Zellen mit dem Weitfeldsystem wurde ein Bildabstand von 1

um fiir die einzelnen Ebenen gewéhlt und die Rohdaten mit der Dekonvolutionsmethode
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»inverse-Filter* berechnet. Alternativ wurden die Zellen mit einem konfokalem-Spinning-
Disk-System (CellObserver SD, Carl Zeiss Microimaging GmbH Gottingen, Germany)
aufgenommen, das mit 2 Evolve EM-CCD Kameras (Photometrics, Tucson, AZ, USA) und
einem Rapp UGA-40-2L Galvo Scanner (Rapp Optoelectronics, Hamburg, Germany) sowie
einem 473 nm punktfokussierten Diodenlaser (Rapp Optoelectronics, Hamburg, Germany)
ausgestattet ist. Fiir Live-Cell-Imaging Aufnahmen wurden ungefihr 1 x 10° Zellen in ein
Glasbodenschélchen iiberfiihrt (Fluordish, WPI, Berlin, Germany). Nach einer mindestens 15-
miniitigen Inkubationszeit, in der sich die Zellen am Boden absetzten, wurde das Medium
vorsichtig abgesaugt und durch LoFlo Medium (Formedium, Hunstanton, UK) ersetzt. Des
Weiteren wurde 2 mg/ml Ascorbinsdure (Endkonzentration) als Radikalfinger zur
Vermeidung phototoxischer Defekte hinzugegeben.

Fiir FRAP Experimente wurde zudem die Agar-Overlay Technik nach Fukui er al. [110]
angewendet. Dadurch wurden die Zellen flach gedriickt und in ihrer Bewegung eingeschrinkt,
ohne die Intrazelluldren Bewegungsprozesse zu beeinflussen. Der Zeitraffer der Akquisition
betrug 4 Stacks pro Minute (bei einer Bildrate von 10 fr/s) und einem Positionsabstand von 1
um zwischen den Z-Ebenen. Pro Bildstapel wurden 7 Ebenen aufgenommen. Fiir die FRAP-
Experimente wurde 100x/1,4 PlanApo-Objektiv verwendet. Der Bleichvorgang erfolgte mit
der ,click and fire“-Funktion des iiber die RAPP-Software gesteuerten 473 nm
punktfokussierten Lasers. Um verschiedene Experimente vergleichen zu konnen, wurden die
Einstellungen konstant gehalten. Die aufgenommenen FRAP-Filme wurden mit Hilfe von
ImageJ in einer maximalen Intensitdtsprojektion auf eine Ebene gebracht. Anschliefend
erfolgte die Auswertung des Bleichvorgangs mit Image]. Die Messungen der Intensitit der
Fluoreszenz begannen 2 Zeitpunkte vor dem eigentlichen Bleichvorgang. Fiir jeden Zeitpunkt
wurde die Intensitidt des Signals der eigentlichen Probe, der Kontrolle (zur Bestimmung des
,Autobleachings* wihrend der Aufnahme) und auch des Hintergrunds in einer definierten,
konstant gehaltenen ,,Region-of-interest ROI (5x5 Pixel) gemessen. Die Bewegung der
Centrosomen wurde durch eine entsprechende Repositionierung der ROI kompensiert. Die so
erhaltene Tabelle mit den Daten aus gemessener Fliche und Fluoreszenzstirke wurde in
Microsoft Excel iiberfiihrt und dort weiterbearbeitet. Zur Vereinfachung der Berechnungen
wurde ein linearer Bleichvorgang angenommen. Die Auswertung der Daten erfolgte nach dem
Protokoll von Samereier et al. [111]. Alle Software-Anwendungen wurden mit AxioVision

4.8 und MacBiophotonics Image J v.1.421 durchgefiihrt.
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4.6.3 Bestimmung des DNA Gehalts von Dictyostelium Zellen

Die Bestimmung des DNA-Gehalts erfolgte mittels Messung der DAPI-Féarbungsintensitdten
von Zellkernen. Die Intensitit wurde unter Verwendung von Image] in Maximum
Intensititsprojizierten Bildern gemessen. Die Auswertung erfolgte mit Microsoft Excel 2007.

Das Produkt aus Intensitédt mal Fldache ergab den Wert fiir den DNA-Gehalt.

4.6.4 Bestimmung der Zellfléiiche von Dictyostelium-Zellen
Die Messung der Zellfliche als MaBl der GroBe der Dictyostelium Zellen erfolgte in
Phasenkontrastaufnahmen mit ImagelJ. Die Auswertung der Messdaten erfolgte anschliefend

mit Microsoft Excel 2007.

4.6.5 Elektronenmikroskopie von Dictyostelium-Zellen (apl. Prof. Dr. Otto Baumann)

Die Elektronenmikroskopie von Dictyostelium-Zellen wurde im Prinzip wie in Ueda et al.
beschrieben durchgefiihrt [46]. Die Vorbereitung der Zellen (Absetzen auf dem Deckglas)
erfolgte wie in 4.6.1 beschrieben, nach dem Absetzen wurden die Zellen einmal mit
Phosphatpuffer gewaschen. Die Fixierung erfolgte fiir 30 min mit 1 % frischem
Glutaraldehyd in PHEM Puffer, der 0,5 % Triton X-100 enthielt. Nach dem Waschen der
Deckgliser fiir 3 x 5 min mit 50 mM Na-Cacodylat-Puffer (pH 7,0), wurden die Proben fiir 30
min in Na-Cacodylat-gepuffertem 1 %-igem OsOs nachfixiert. Nach der Dehydrierung der
Préparate in einer aufsteigenden Ethanol-Reihe (50 %, 60%, 70%, 90%, 100%, 2 x 100 %
wasserfrei) und Aceton (2 x 100 % wasserfrei) fiir je 5 min wurden die Proben in
Einbettmittel (siehe unten) eingebettet. Ultradiinne Schnitte wurden auf einem Philips CM100

Elektronenmikroskop angesehen und dokumentiert.

2 x PHEM Puffer: 24 mM PIPES; 10 mM HEPES; 3,2 mM EGTA; 2 mM MgCl; pH 7,0

Einbettmittel: Agar Scientific, Agar low viscosity resin kit R1078; fiir 4 Priparate: LV Resin
12 g; VHI1 Hardener 2 g; VH2 Hardener 10 g; LV Accelerator 0,625 g
Phosphatpuffer: 14,6 mM KH,POy4; 2 mM Na,HPO,

0s0y: 4%ige Losung in Ampullen; Ampulle immer vollstindig aufbrauchen

0.4 M Na-cacodylate Puffer (Arsenhaltig!)
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Abkiirzungen

Abkiirzungen

APS Ammoniumperoxodisulfat

BCIP 5-Brom-4-chlor-3-indolylphosphat

cAMP cyclisches Adenosin Monophosphat

cDNA komplementire DNA

gDNA genomische DNA

kDa kilo-Dalton

DAPI 4',6-Diamidin-2-phenylindol

Dd Dictyostelium discoideum

DMSO Dimethylsulfoxide

DTT Dithiothreitol

monoSP&  monopolare Spindel

biSP bipolare Spindel

MT Mikrotubuli

MTOC Microtubuli-organisierendes Zentrum

NBT Nitroblau-Tetrazoliumchlorid

NHS N-hydroxysuccinimid

PAA Poly-Acrylamid-Gel

PSF Punktspreizfunktion (,,point spread function®)
rpm Umdrehungen pro Minute (,,revolutions per minute‘)
RT-PCR Reverse transcription polymerase chain reaction
SPB Spindelpolkorper

siRNA Small interfering RNA

TEMED N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin

UTR untranslatierte Region

WT Wildtyp
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