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1) Zusammenfassung

Phosphatasen spielen eine zentrale Rolle in der Regulation von Zellprozessen, so auch
die Phosphatase PP2A, deren regulatorische Untereinheit phr2AB Thema dieser Arbeit
ist. Um die Funktion von phr2AB und auch die Auswirkungen von Verdnderungen des
Proteins zu beleuchten, wurden Zellen des Modellorganismus Dictyostelium discoideum
verwendet. Fiir die Durchfiihrung der Versuche wurde eine Wildtyp-Variante und eine
Mutante mit Uberexpression von phr2AB verwendet. Dariiberhinaus wurde die
Interaktion zwischen phr2AB und dem Protein CEP161 untersucht, welches eine
wichtige Rolle in zentrosomalen Prozessen spielt und das Ortholog von CDK5RAP2 in
Saugetieren darstellt. CDK5RAP2 ist unter anderem ein entscheidender Faktor in der
Pathogenese der Mikrozephalie. Die Versuche konnten die Interaktion von CEP161 mit
phr2AB beweisen. Vor allem die yTuRC-Region scheint eine wichtige Rolle in der
Interaktion zu spielen, was die Bedeutung von phr2AB auch in zentrosomalen Prozessen
unterstreicht.

Die Zellen mit einer Uberexpression von phr2AB zeigten unter anderem ein
verlangsamtes Wachstumsverhalten, eine verdanderte Kernanzahl und auch ein
verandertes Verhaltnis von Zellkern- zu Zentrosomenanzahl im Vergleich zur Wildtyp-
Variante. Bedingt durch diese Ergebnisse kann man auf die zentrale Funktion der
Phosphatase bei zellularen Prozessen riickschliefden. Auch durch die Behandlung der
Wildtyp- und Mutante-Zellen mittels des Phosphataseinhibitors Okadasdure konnte ein
Unterschied im Zellverhalten festgestellt werden. Die Zellen mit der phr2AB
Uberexpression zeigten unter der Behandlung mit Okadasdure unter anderem einen

vergrofderten Zellkerndurchmesser im Vergleich zu den Wildtyp-Zellen.



Schliefdlich wurde die Interaktion zwischen CDK5RAP2 und PP2A in Sdugetierzellen
untersucht, um die Ubertragbarkeit der Ergebnisse auf humane Zellen zu iiberpriifen.
Dabei konnten erste Hinweise auf die Interaktion zwischen beiden Proteinen dargestellt
werden. Inwieweit sich die Ergebnisse der Interaktion von CEP161 mit phr2AB in
Dictyostelium discoideum auf die Proteine CDK5RAP2Z und B55 in Saugetieren

libertragen lasst, ist in der Zukunft zu untersuchen.



2) Einleitung

2.1 Der Modellorganismus Dictyostelium discoideum

D. discoideum, ein niederer Eukaryot, ist eine im Waldboden lebende soziale Amébe, die
zur Gattung der Nacktamoben gezdhlt wird. Der Organismus ist zur Sporenbildung
befdhigt. Die Sporen sind von einer Hiille aus Proteinen und Celluose umgeben und
erlauben ein Uberleben unter ungiinstigen Bedingungen. Cellulose ist ein typisches
Charakteristikum von Pflanzen und Pilzen, jedoch weist D. discoideum auch tierische
Eigenschaften auf, z. B. bei der Art und Weise, wie sich die Amébe fortbewegt und durch
Phagozytose erndhrt. Diese Eigenschaften sind denen von Neutrophilen sehr dhnlich
(Otto und Kessin;2001). D.discoideum ernahrt sich von Pilzen und Bakterien. Zudem
wechselt D. discoideum seine Erscheinungsform zwischen einzelliger Amdébe bis hin zum
mehrzelligen Organismus. Letztere Erscheinungsform wird bei Nahrungsmangel
ausgebildet, wobei die Zellen zusammenstromen und sich tiber Zelladhdsionsproteine
aneinander lagern und ein multizelluldres Aggregat bilden, in dem Zelldifferenzierung
und Zellsortierung stattfindet und aus dem schliefdlich ein Fruchtkérper mit Sporen
entsteht (Annesly und Fisher, 2009).

Diese Form der Zellaggregation ermoglicht das effektive Uberleben der Zellen auch bei
Nahrungsknappheit. Eine einzelne Zelle allein hat nicht viele Mdglichkeiten, ihr
Uberleben bei Nahrungsmangel zu sichern. Aufgrund dessen ist der Zusammenschluss
vieler Zellen eine effektive Weise die Uberlebenschance zu verbessern. Dabei konnen
sich bis zu 100.000 Zellen ansammeln, die sich gegenseitig das Signal zum
Zusammenschluss iiber die Produktion des Signalstoffes cAMP geben (Kawabe et al,,

2019). Zusammen bewegen sich die Zellen dann zu einem Ort mit besseren
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Uberlebenschancen, wobei sie dabei von ihren Licht- und Wirmesensoren geleitet
werden. Schliefilich wird ein Fruchtkorper, bestehend aus einer basalen Platte (basal
disc), einem Stiel (stalk) und Sporen im Sorus ausgebildet. Die reifen Sporen kénnen
durch Wind und Regen fortgetragen werden. An einem glinstigen Ort und unter
glnstigen Bedingungen, bezogen auf Nahrung und Wachstumsbedingungen, werden

Amoben aus den Sporen freigesetzt, die dann wieder in den Entwicklungszyklus

eintreten konnen (Dormann et al,, 2002) (Abbildung 1).

Abbildung 1: Fruchtkérper von D. discoideum mit basaler Platte, Stiel und
Sporenkdpfchen, entnommen aus (Loomis, 2006)
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Fir die folgenden Untersuchungen wurde als Modellorganismus D. discoideum
verwendet, da sich durch die Ahnlichkeit der Zellprozesse und der Entwicklungsabldufe
mit denen hoherer Eukaryonten, Ergebnisse von genereller Bedeutung erzielen lassen.
So ist D. discoideum ein wichtiges Modell fiir Chemotaxis und Zellmotilitat, Phagozytose
und Zelldifferenzierung (Bozzaro, 2019). D. discoideum ist leicht kultivierbar, die
Verdopplungszeit in Schiittelkultur betragt 10 bis 11 Stunden, und zudem ist D.
discoideum genetisch manipulierbar. Die Entschliisselung des Genoms wurde in 2005
berichtet (Eichinger et al., 2005). Dariiber hinaus ist eine Vielzahl von zellbiologischen
Methoden etabliert, die fiir die Charakterisierung von Mutanten eingesetzt werden

konnen.

2.2 Die Proteinphosphatase 2A (PP2A) und die Funktion des phr2AB Proteins

Die reversible Proteinphosphorylierung ist eine der haufigsten posttranslationalen
Modifikationen und reguliert eine Vielzahl von Prozessen, die von Stoffwechselabldufen
bis zur Regulation des Zellzyklus reichen (Humphrey et al., 2015; Li and Xin, 2017). Fiir
die Phosphorylierungen sind Proteinkinasen verantwortlich, wobei man nach den
phosphorylierten Aminosaureresten zwischen Tyrosin- (Tyr) und
Serin/Threoninkinasen (Ser/Thr Kinasen) unterscheidet. Im menschlichen Genom gibt
es mehr als 500 Gene, die fiir Tyr- und Ser/Thr-Kinasen kodieren. Fiir die Entfernung
der Phosphatreste sind Proteinphosphatasen zustdndig. Sie werden eingeteilt in
Tyrosinphosphatasen, die nur Tyrosinreste dephosphorylieren, Ser/Thr-Phosphatasen,
die Serin und Threoninreste dephosphorylieren, und Phosphatasen mit dualer

Spezifitat, die sowohl Tyrosin- als auch Serin- und Threoninreste in einem Substrat
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dephosphorylieren. Das menschliche Genom kodiert fiir circa 137 Phosphatasen. 107
Gene kodieren fiir Tyrosinphosphatasen. Diese Zahl entspricht ungefahr der Anzahl der
Gene, die fiir Tyrosinkinasen kodieren. Ungefdhr 30 Gene kodieren fiir Ser/Thr-
Phosphatasen. Dies ist ca. zehnmal weniger als die Zahl an Genen, die fiir Ser/Thr-
Kinasen kodieren. Die niedrige Anzahl wird dadurch kompensiert, dass Ser/Thr-
Phosphatasen unterschiedliche Komplexe mit interagierenden und katalytischen
Untereinheiten bilden, die die Substratspezitat ermoglichen, und dass es Enzyme mit
dualer Spezifitat gibt, die sowohl Tyrosin- als auch Serin- oder Threoninreste innnerhalb
eines Substrats dephosphorylieren (Kim et al, 2016). Im Fall der PP2A wird die
komplexe Diversitit durch Assoziation mit unterschiedlichsten regulatorischen
Untereinheiten zu verschiedensten Holoenzymen erreicht, z.B. formt allein PP2A iiber
100 heterotrimere Holoenzymkomplexe (Kim et al., 2016).

Thema dieser Arbeit sind Untersuchungen zur Proteinphosphatase 2A (PP2A) in D.
discoideum und speziell zur regulatorische Untereinheit phr2AB. PP2A ist ein
Heterotrimer, bestehend aus einer katalytischen Untereinheit (pho2A), einer
stabilisierenden Untereinheit (pppA) und einer regulatorischen Untereinheit (phr2AB,
psrA). In Sdugern gibt es im Gegensatz zu D. discoideum vier Klassen von regulatorischen
B Untereinheiten (B, B, B“und B“‘) und mehrere Isoformen der Proteine (Sangodkar et
al, 2016) (Abbildung 2). phr2AB ist das Ortholog der B55 Untereinheit, psrA das

Ortholog von B56.
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Abbildung 2: Die Phosphatase PP2A ist ein Heterotrimer bestehend aus einer
stabilisierenden Untereinheit (A), einer regulatorischen Untereinheit (B) und eine
katalytischen Untereinheit (C). Die stabilisierende Untereinheit und die katalytische
Untereinheit existieren in zwei Isoformen, fiir die B Untereinheit gibt es vier Klassen
(aus Sangodkar et al.,, 2016).

Die Phosphatase 2A ist an vielen zellularen Prozessen beteiligt. So hat sie wichtige
Funktionen in der Entwicklung, in der Mitose und in weiteren Prozessen. Zum Beispiel
konnte in D. discoideum eine der Myosin-Schwere-Kette-Phosphatase-Aktivititen der
Phosphatase 2A zugeordnet werden (Murphy und Egelhoff, 1999). Somit ist sie das
biochemische Schliisselelement bei der Dephosphorylierung der schweren Kette des
Myosins (Rai und Egelhoff, 2011). Zellen, in denen die regulatorischen Untereinheiten
der PP2A entfernt wurden, zeigten eine verzogerte Entwicklung, die Myosin
Assemblierung war reduziert und zudem die Zytokinese gestort (Rai und Egelhoff,

2011). Dariiberhinaus ist PP2A am Austritt aus der Mitose im Zellzyklus beteiligt

(Cundell et al, 2016). Aufgrund ihrer vielfdltigen Funktionen findet man die
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Phosphatasen in mehreren Kompartimenten der Zelle wieder, z. B. im Zytoplasma, im
Mikrotubuli-organisierenden Zentrum und im Zytoskelett (Loffler/Petrides, 2014).

Da die Proteinphosphatase 2A auch entscheidend an der Antwort auf DNA-Schaden
beteiligt ist, wird sie sehr haufig in verschiedensten Krebsformen in mutierter Form
aufgefunden. Dies verdeutlicht ihre zentrale Rolle als Tumorsuppressor. In
Saugetierzellen fithren PP2A Mutationen oder das Fehlen von PP2A zu
Chromosomenaberrationen und DNA-Doppelstrangbriichen (Merigliano et al., 2017;
Sangodkar et al,, 2016).

In dieser Arbeit wurde die regulatorische Untereinheit phr2AB der PP2A als
Bindepartner von CEP161, dem Dictyostelium Homolog der Zentrosomkomponente

CDK5RAP2, identifiziert.

2.3 Das Zentrosom

Das Zentrosom hat die Funktion eines Mikrotubuli-organisierenden Zentrums (MTOC)
in der Zelle inne, erlaubt also die Bildung von Mikrotubuli (Welsch, 2014). Im MTOC sind
die Minusenden der Mikrotubuli verankert, von denen ausgehend sich die Mikrotubuli
verlangern und mit ihren schnell wachsenden Plus(+)-Enden in die Zellperipherie
wachsen. Das Zentrosom besitzt meist ein Zentriolenpaar, das in eine proteinreiche
Matrix, dem perizentrioldaren Material (PCM), eingebettet ist. Auf Grund seiner Funktion
als MTOG, ist das Zentrosom an vielen Mikrotubuli-basierenden Prozessen beteiligt, wie
dem intrazelluldiren Transport, der Zellform, der Verteilung der Zellorganellen, dem
Aufbau des Spindelapparats und der genomischen Stabilitit. Daneben ist es ein

Integrator und Koordinator von Signalwegen und beeinflufdt dadurch viele zelluldre
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Prozesse. Aufderdem bestimmt es die Zellpolaritit, da es am Zellkern lokalisiert ist
(Conduit et al., 2015).

Die Zentriolen des Zentrosoms sind essenziell fiir den Aufbau des Spindelapparats in der
Mitose. Auch die Basalkdérper der Kinozilien werden aus ihnen gebildet. Zentriolen
bestehen jeweils aus einem Mutter- und einem Tochterzentriol, die jeweils durch neun
Mikrotubulitripletts gebildet werden, die im rechten Winkel zueinander stehen
(Abbildung 3). Fehler im Zentrosomenaufbau resultieren unter anderem in
Krebserkrankungen, was die zentrale Stellung dieser Zellkomponente unterstreicht.
LGALS3BP (Lectin galactoside-binding soluble 3 binding protein), ein Protein, das mit
dem Zentriol und dem Basalkérper assoziiert ist, wurde z.B. als ein entscheidender
Faktor bei der Entstehung von Defekten im Zentrosom bei Krebszellen identifiziert

(Fogeron et al., 2013).
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Nature Reviews | Cancer

Abbildung 3: Zentrosomale Verdnderungen waihrend des Teilungszyklus; die
rechtwinklige Anordnung von Mutter- und Tochterzentriol ist klar erkennbar,
entnommen aus (Erich A. Nigg, 2002)

2.4 Funktion von CEP161

CEP161 ist eine erst kiirzlich entdeckte Komponente des Zentrosoms von D. discoideum.
Das Protein wurde als Bindepartner des perizentrioliren Proteins CP250 in
Koimmunprazipitationsexperimenten mit Hilfe der Massenspektrometrie identifiziert.
CEP161 spielt sowohl im Wachstum als auch in der Entwicklung von D. discoideum eine

wichtige Rolle, da eine Uberexpression des Vollldngenproteins und einzelner Doméanen
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das Wachstum von D.discoideum beeintrachtigt und zu einer verzogerten Entwicklung
fiihrt (Sukumaran et al,, 2015). Es wird von einem Gen, cepL, auf Chromosom 3 kodiert,
welches 4146 Basen umfasst, und ist das Ortholog des zentrosomalen Proteins
CDK5RAP2 in Saugetieren. CDK5RAP2 ist ein perizentrioldres Protein. Mutationen im
Gen verursachen autosomal-rezessiv vererbte primare Mikrozephalie 3 (MCPH3). Dies
wird moglicherweise bedingt durch seine Rolle als Kontrolleur der korrekten

Zentriolenreplikation (Megraw et al., 2011).

Autosomal-rezessive primare Mikrozephalie (MCPH) ist eine genetische Erkrankung, bei
der die neuronale Entwicklung gestort ist. Die betroffenen Individuen werden mit einem
verkleinerten Kopf und einem kleinen Gehirn geboren, auf Grund eines reduzierten
Cortex. Die Struktur des Gehirns selber ist normal. Die intellektuellen Fahigkeiten der
Patienten sind beeintrachtigt, wahrend es haufig keine weiteren Storungen gibt
(Mahmood et al, 2011). MCPH ist dariiber hinaus zu einem interessanten
Forschungsgebiet geworden, da man annimmt, dass Verdnderungen in MCPH-Genen
vermutlich auch fiir die Zunahme der Gehirngréfle wahrend der Evolution des
Menschen verantwortlich sind (Woods et al., 2005).

Eine vom Institut fiir Biochemie I der medizinische Fakultdat der Universitiat zu Koln
beschriebene Mutation im CDK5RAP2 Gen, die mit primarer Mikrozephalie assoziiert ist,
verursacht ein verfrithtes Stopp-Codon und behindert somit die regelhafte Expression
des Proteins. Aufgrund dessen leiden die Patienten unter einem verminderten
occipitofrontalen Umfang des Kopfes, einer verminderten Gehirnmasse, sowie geistiger
Retardation. In primaren Fibroblasten der Patienten konnte eine starke Reduktion in

der Expression des CDK5RAP2 Proteins beobachtet werden. Auf Zellebene fiihrte dies zu
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zentrosomalen und nukledren Abnormalititen, Veranderungen der Zellgrofde und
Zellmigration (Sukumaran et al., 2017).

CP250, der Interaktionspartner von CEP161, hat wichtige zellulire Funktionen. Dies
wurde deutlich durch Untersuchungen an Zellen, denen CP250 fehlt. Dort sind sowohl
Zellwachstum, als auch Entwicklung und Bewegung beeintrachtigt (Blau-Wasser et al,,
2009). Fir CEP161 konnten keine Mutanten erzeugt werden, denen das Protein fehlt. Es
wird angenommen, dass dies ein letales Ereignis ist, da auch im Menschen kein
vollstandiger Verlust des orthologen Proteins beobachtet worden ist. Allerdings sind
Zellen erzeugt worden, in denen sowohl das Volllingenprotein, als auch verkiirzte
CEP161 Proteine Uberexprimiert wurden. Dies beeintrachtigte die Zellen und fiihrte
unter anderem zur Zunahme des Zelldurchmessers. Dariiberhinaus waren das

Wachstum und die Entwicklung beeintrachtigt (Sukumaran et al., 2015).

2.5 Rolle von Phosphatasen am Zentrosom

Reversible Phosphorylierung von Proteinen wahrend des Zellzyklus und der Mitose
spielt eine zentrale Rolle in eukaryotischen Zellen. Phosphatasen nehmen somit eine
fihrende Funktion in der Kontrolle des mitotischen Ablaufs ein, wie z.B. bei dem Eintritt
in die Mitose, der architektonischen Beschaffenheit und dem Zusammenhalt von
Chromosomen und auch bei der Beendigung des Teilungszyklus (Kim et al, 2016).
Aufgrund dessen fiihrt von der Regel abweichende Phosphorylierung auch zu vielen
pathologischen Prozessen und Krankheitsbildern. Wegen ihrer wichtigen Stellung
miissen Phosphatasen streng reguliert werden. Thre Tatigkeit muss in Balance mit ihren

Gegenpartnern, den Kinasen, gehalten werden.

19



In Hefe ermoglichen die Phosphatasen Cdc25B und Cdc25C, beides Phosphatasen mit
einer dualen Spezifitdt, den Eintritt in den mitotischen Teilungszyklus durch Entfernen
inhibitorischer Phosphorylierungen an der Cyclin-abhangigen Kinase Cdk1 (Lindqvist et
al,, 2005). Im Fadenwurm C. elegans bildet PP2A-B”'mit RSA1, einer Untereinheit, die fiir
die Lokalisation von PP2A am Zentrosom wichtig ist, und RSA2, das RSA1 bindet und
zum Zentrosom bringt, einen Komplex, der ausgehend von seiner Position an den
Zentrosomen das Auswachsen der Mikrotubuli koordiniert und ihre Stabilitdt garantiert
(Schlaitz et al, 2007). PP2A-B56 dagegen fordert die Interaktion zwischen
Spindelapparat und Chromosomen (Kim et al., 2016).

Die humane Ssu72, eine Phosphatase mit dualer Aktivitat, bindet direkt an Kohasin, das
die Schwesterchromatiden wahrend des Zellzyklus zusammenhalt. Dabei ist Ssu72 in
der Lage, direkt in diesen Zusammenhalt einzugreifen und ihn zu regulieren. Wenn diese
Aktivitat nicht korrekt von Ssu72 ausgefiihrt wird, fiihrt dies zu verschiedensten
Problemen. Der Ausfall dieser Kontrolle fiihrt z.B. zu verfriihtem Verlust des
Zusammenbhalts zwischen den Chromatiden. Des Weiteren hat Ssu72 eine wichtige Rolle
in der Chromosomen Architektur (Kim et al. 2010; 2013).

PP2A besitzt ebenfalls eine Rolle im Zusammenhalt der Geschwisterchromatiden. Es
verhindert an den Zentromeren im Zusammenspiel mit Shugosin die Dissoziation von
Kohdsin. Shugosin und Kohésin sind ein Ziel der Polokinase und dissoziieren im
phosphorylierten Zustand von den Zentromeren (Gutiérrez-Caballero et al, 2012).
Ausserdem ist PP2A bereits in die Chromosomenkondensation wahrend der Mitose
involviert und erméglicht im Komplex mit TBP (TATA-binding protein) eine effiziente

Regulation (Xing et al., 2008).
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Um den mitotischen Zyklus zu verlassen, sind weitere Phosphatasen, wie z.B. Cdc14,
notwendig. In Hefe hat Cdcl4 die Moglichkeit, Cdkl und all seine Substrate zu
inaktivieren. Welche Phosphatasen in eukaryotischen Zellen diesen Schritt hin zum
Verlassen des Teilungszyklus ermdglichen, ist noch nicht bekannt.

Durch diese zentralen Rollen in der Regulation wiegen Fehler in der Aktivitit der
Phosphatasen schwer. So ist PP2A in Kombination mit verschiedenen regulatorischen
Untereinheiten bei fehlerhafter oder fehlender Aktivitit fiir eine grofde Anzahl an
Krankheiten verantwortlich. Dazu zdhlen unter anderem Brust-, Lungen- und
Prostatakrebs. Zudem ist auch PP1 verantwortlich fiir verschiedenste Krankheiten wie
AIDS und Hepatitis, wenn genetische Fehler z.B. eine Uberexpression von PP1 bedingen
(Kim et al,, 2016).

Der Verlust von Ssu72 resultiert in der Ausbildung einer Fettleber (steatosis hepatis)
ohne den Konsum von Alkohol als grundlegenden Stimulus. Das Wissen iiber diese
entscheidende Rolle wird in Zukunft neue therapeutische Ansidtze ermdglichen und
zudem auch die Entwicklung spezifischer Medikamente, wie z.B. selektive Ssu72

Phosphatase Modulatoren, in den Fokus der Medizin riicken.
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2.6 Fragestellungen und Ziel der Arbeit

Die regulatorische PP2A Untereinheit phr2AB ist das D. discoideum Ortholog von B55,
der regulatorischen Untereinheit in Sdugern. Sie wurde als Bindepartner des
zentrosomalen Proteins CEP161 identifiziert. Zielsetzung dieser Arbeit ist, die
Interaktion mit unabhidngigen Methoden zu bestdtigen und zu untersuchen, ob diese
Interaktion direkt oder indirekt ist. Dariiberhinaus soll herausgearbeitet werden, an
welchen Bereich von CEP161 phr2AB bindet. In Immunfluorezenzanalysen soll die
Lokalisation von phr2AB festgestellt werden. Schlief3lich sollen die Konsequenzen einer
Uberexpression von phr2AB als GFP-Fusionsprotein auf Eigenschaften von D.

discoideum analysiert werden.
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3) Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Labormaterial

Western blot: Nitrocellulose Blotting

Membrane 0,2 pm NC Amersham™Protran™
Deckglaschen 12 mm, 15 mm, 18 mm VWR
Einweg-Pipetten, 5 ml, 10 ml und 25 ml Sarstedt
Einweg-Pipettenspitzen Greiner
Objekttrager Menzel
Tissue Culture Dish Falcon
Parafilm Bemis
Petrischalen, 10 cm Typ 3003 Falcon
Petrischalen, 3,5 cm Typ 3801 Falcon
Reaktionsgefafie 0,5 ml, 1,5 ml, 2,2 ml Sarstedt
Tubes 50 ml Greiner
GFP-Trap® Beads Chromotek
GST-Beads (Glutathione Agarose 4B) Protino®
ChemiGlow West - Chemiluminescence Substrate  Proteinsimple
Kit (100ml)

Myc-Trap®_A Chromotek

Spritze (HeLa-Versuch)

Microlance™ 3; 27G34

Nr.20;
0,4 x 19mm

3.1.2 Laborgerate

Heizblock Digi Block JR Laboratory Devices Inc
Magnetriihrer MR 3001 K Heidolph
Mikroskope Leica DMIL Leica
Leica DMI 6000B Leica
Leica TCS SP5 Leica
Riittler Lab Shaker Kiihner



Spannungsverstarker Power Pac 200 Bio-Rad

Vortexer Vortex REAX Top Heidolph
Zentrifugen Allegra X-22R Centrifuge Beckman

5417 C Centrifuge Eppendorf
Kamera CCD Color Camera

Model KP-F0140F-S1

Ultraschallgerat Hielscher

Mikroskop Software: LAS AF Lite for Confocal Systems
Diskus - Programm (Zellanzahl-Bestimmung durch Zihlen mithilfe der CCD Color

Camera)

3.1.3 Chemikalien

Acrylamid-Solution (30%) PanReac AppliChem
Agar-Agar (BRC-RG) Biomatic
5-Amino-2,3-Dihydro-1,4-Phtalazindion (Luminol) Applichem

Ammoniumperoxodisulfat (APS) Roth
4,6-Diamidino-2-phenylindol (DAPI) Sigma
Dinatriumhydrogenphosphat Merck
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA) Merck
Essigsaure 98-100% Sigma
Ethanol Sigma
Fischgelatine Sigma
Gelvatol Pfitzer
Glucose Merck
Glycerin (Glycerol) Merck
Glycin Merck
Hefeextrakt Oxoid
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Hydroxyzimtsdaure/ Coumaric acid
[sopropanol

Kaliumchlorid
Kaliumdihydrogenphosphat
Kaliumhydroxid

Lysozym

Maltose

Magnesiumsulfat
B-Mercaptoethanol
Methanol

Natriumchlorid
Natriumdodecylsulfat (SDS)

Natriumhydrogenphosphat
NP40

Pepton

Phosphorsaure

PonceauS Konzentrat
Rinderserumalbumin (BSA)

Salzsaure

Sarcosyl

Triethylendiamin (DABCO)
Tetramethylethylendiamin (TEMED)
Tris(hydroxymethyl)aminomethan

Triton X-100
(Octylphenylpoly(ethylenglykolether))

Tween 20 (Polyoxyethylensorbitan-monolaurat)

Wasserstoffperoxid (30% ige Losung)

Sigma
Merck
Sigma
Sigma
Merck
AppliChem
Merck
Merck
Sigma
Sigma
Sigma
Serva

Merck

Calbiochem
Oxoid
Merck
Sigma

Roth

Sigma
Sigma
Sigma
Merck
Sigma

Roth

Sigma

Fluka

25



3.1.4 Medien und Puffer fiir D. discoideum

AX2-Medium (pH 6,7):

7,15 g Hefeextrakt
14,3 g Pepton

18,0 g Maltose

0,486 g KH2PO4

0,616 g Na;HPO; x H,0

Mit Phosphorsdure auf pH 6,7 eingestellt, mit H20 auf 1 Liter aufgefiillt

Soerensen-Phosphatpuffer (pH 6,0):

3,56 g Na;HPO4
19,97 g KH2PO4
auf pH 6,0 eingestellt

Phosphat-Agarplatten (pH 6,0):

12 g Agar
100 ml Soerensen-Phosphatpuffer
auf pH 6,0 eingestellt, mit H,0 auf 1 Liter aufgefiillt

SM-Agarplatten (pH 6,5):

10 g Agar agar

10 g Pepton

10 g (55 mmol) Glucose

1 g Hefeextrakt

1 g (4,1 mmol) MgS04x 7 H20
2,2 g (16,2 mmol) KH2PO4

1 g (5,7 mmol) K;HPO4

mit H20 auf 11 auffiillen.

1 x TBS-T-Puffer (pH 8,0):

150 mM NacCl

10 mM Tris-HCI
0,2% Tween 20

auf pH 8,0 eingestellt
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1 x TBS-IF
150 mM NacCl

2 mM KCl
10 mM Tris-HCIl pH 7,4

1 x PBS (pH 7.2):

8,0 g NaCl

0,2 g KH2PO4

1,15 g Na;HPO4

0,2 gKCl

auf pH 7,2 eingestellt, mit H,0 auf 1 Liter aufgefiillt

1 x PBG -Puffer

1 x PBS

0,5% BSA

0,045% Fischgelatine
1 x PG-Puffer

1 x PBS

100 mM Glycine

1 x RIPA Puffer (Lysis-Puffer)

50mM Tris-HCl, pH 7,5
150 mM NaCl

1% Nonidet P-40
0,5% Na-desoxycholat

1 x RIPA light (wash Puffer)

50 mM Tris-HCl, pH 7,5
50 mM Na CI

0,5 % NP40

0,5 % Na-desoxycholat
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5 x SDS-Probenpuffer (20 ml):

3,12 ml 1 M Tris-HCl, pH 6,8

10 ml 10% SDS

5 ml Glycerin

2 ml 14,3 M [3-Mercaptoethanol

10 x SDS-PAGE-Laufpuffer:

30,25 g Tris

144 g Glycin

100 ml 10% SDS

mit H20 auf 1 Liter aufgefiillt

STE Puffer:

10 mM Tris-HCl, pH 8,0 (1 M) - 0,5 ml 1M/ 50 ml

150 mM NaCl (5 M) - 1,5 ml 5 M/ 50 ml
1 mM EDTA (0,5 M) - 0,1 ml1 0,5 M/ 50 ml

Wet-Blot-Puffer:

14,8 g Glycin
3 g Tris, 16sen in 1 Liter H,0

3.1.5 Zusammensetzung der Polyacrylamidgele

Trenngel (10 %:; 100 ml):
39,6 ml H20

33,4 ml 30 % Acrylamid
25,0ml 1,5 M Tris-HC], pH 8,8
1,0 ml 10 % SDS

1,0ml 10 % APS

Sammelgel (5 %; 25 ml):
17 ml HzO

4,25 ml 30 % Acrylamid

3,125 ml 0,5 M Tris-HC], pH 6,8
0,25ml 10 % SDS

0,25ml 10 % APS

0,04 ml TEMED 0,025 ml TEMED

3.1.6 Antikérper

A) Westernblot:

1. Antikorper K3-184-2 anti-GFP Maus monoklonal

2. Antikorper anti-Mouse IgG Peroxidase | Sigma A4416
konjugiert
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B) Immunfluoreszenz:

1. Antikorper
1.1

1.2

1.3

Kaninchen anti-GFP
(1:5000)

Maus anti-CP250 (1:3)
K68-139-8
monoklonal Ratte anti-
Tubulin YL (1:5)

polyklonal
monoklonal

monoklonal

2. Antikorper
2.1

2.2

2.3

Alexa Fluor 488; Donkey
anti-rabbit IgG

Alexa Fluor 568; Donkey
anti-mouse IgG

Alexa Fluor 568; Goat anti-
rat IgG

Molecular Probes A 21206

Molecular Probes A 10037

Molecular Probes A 11077

C) pulldown phr2ab:

1. Antikorper Rabbit anti-CEP161 polyklonal ; Pineda
2. Antikorper anti-Kaninchen IgG Sigma
Peroxidase Konjugat 6154
(1:10.000)
D) pulldown CEP161 (D. discoideum):
\ 1. Antikorper \ K3-184-2-Maus GFP \ monoklonal

E) HEK293T Zellen:

‘ 1. Antikorper

| PP2AB Subunit Antibody

‘ Cell Signaling Technology® ‘

3.1.7 Antibiotika

Alle Antibiotika wurden gemafd den Herstellerangaben angesetzt und gelagert.

Dihydrostreptomycinsulfat 40 pg/ml

BlasticidinS 2 pg/ml
G418 (Geneticin) 1 pg/ml

Sigma
ICN Biomedicals
Sigma
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3.1.8 Inhibitoren fiir Pulldown

5mM DTT (1 M) - 35 pl/ 7 ml

5 mM Benzamidin (1 M) -7 pl/ 7 ml

1x Pefablock (100x) - 70 ul/ 7 ml

evtl. noch 1xProteaseinhibitor Cocktail (50x) - 140 pl/ 7 ml
10 pg/ pl Aprotinin und Leupeptin (10 mg/ ml) -je 7 ul/ 7 ml

3.1.9 Inhibitoren fiir Arbeiten mit Lysaten von HEK293T Zellen

1mM DTT

1mM Benzamidin
1x PEFA-Block
10pg/ml Aprotinin
10pg/ml Leupeptin
1mM EDTA

3.2 Methoden

3.2.1 Wachstumsanalysen (D. discoideum Zellen)

3.2.1 A) in axenischem Medium

In diesem Versuch wurde das Wachstum der jeweiligen Zellstamme in axenischem

Medium (AX2-Medium) untersucht. Dabei wurde die Zellzahl jeweils nach 24 Stunden

bestimmt und die erhobenen Werte mit den Ausgangswerten verglichen, um das

Wachstumsverhalten zu beurteilen. Dieser Versuch erlaubt es auch, die Fahigkeit der

Zellen zur Makropinozytose zu beurteilen, da D. discoideum unter diesen Bedingungen

mit Hilfe der Makropinozytose die fliissige Nahrung aufnimmt.

Um das Wachstum der Zellen zu fordern, wurden sie Kkontinuierlich mit 160

Kreisbewegungen pro Minute (160 rpm) in Erlenmeyerkolben geschiittelt. Dies



unterstiitzt die Versorgung der Zellen mit Sauerstoff und die gleichmaflige Verteilung im
Nahrmedium, sodass die Zellen sich nicht am Boden absetzen. Bei konstanter
Raumtemperatur (22°C bis 23°C) wird so ein optimales Wachstumsverhalten
unterstutzt.

Das Zdhlen der Zellen erfolgte mit Hilfe einer Neubauer Zahlkammer am Mikroskop.
Dazu wird ein spezielles Glasplattchen auf der Neubauer Zihlkammer befestigt und
einige Tropfen der jeweiligen Zellprobe mit einer sterilen Pasteurpipette auf die
Zahlkammer gegeben. Danach wird anhand der vorgegeben Kastchen der Zahlkammer

die Anzahl der jeweiligen Zellen bestimmt.

3.2.1 B) auf Klebsiella Rasen

Dieser Versuch wird auf SM-Agarplatten durchgefiihrt, die mit Klebsiella aerogenes (K.
a.) als Nahrungsquelle beschichtet sind (Abbildung 4). K. a. sind gramnegative
stabchenférmige Bakterien der Familie Enterobacteriaceae. Mit diesem Experiment
wird die Fahigkeit der Zellen zur Phagozytose getestet, also der Aufnahme von Partikeln.
Fir den Versuch werden 30 pl AX2-Nahrmedium in die Mitte der Agarplatte gegeben.
Danach werden mit einer ausgegliihten sterilen Impfose Klebsilla Bakterien von einer
Vorkultur auf einer Kobalt-haltigen Platte abgenommen und vorsichtig neben das
Niahrmedium auf die Agarplatte aufgetragen. Mit einem mit Alkohol abgeflammten,
somit sterilen Drigalski-Spatel, werden das Medium und die Bakterien gleichmaf3ig auf
der Agarplatte verteilt. Zur besseren Ubersicht des Wachstumsverhaltens wird ein
Punkt auf der Agarplatte mit Marker von auféen angebracht. Auf diese Stelle wird der

jeweilige Zellstamm gegeben. Dafiir wird eine Pipette kurz in die jeweilige Zellkultur
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getaucht und die Zellen werden mit der Pipettenspitze auf die markierte Stelle der
Agarplatte aufgebracht.

In den darauf folgenden Tagen wird anhand des Orientierungspunktes auf der
Agarplatte das Wachstum der jeweiligen Kulturen beobachtet und im 24 Stunden

Rhythmus dokumentiert und verglichen.

Abbildung 4: Agarplatte mit Klebsiella-Wachstum. Das bakterielle Wachstum ist deutlich
als weifser Belag zu sehen. Die Farbunterschiede ergeben sich durch die Menge an
produzierten Exopolysacchariden, wobei die Bakterien in (A) mehr Exopolysaccharide
produzieren als die Bakterien in (B), entnommen aus (Vuotto et al.,, 2017)
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3.2.2 Westernblot

Der Westernblot dient dem Nachweis von Proteinen mit Hilfe spezifischer Antikorper.
Dabei trennt man in einem Polyacrylamidgel, welches wie ein molekulares Sieb wirkt,
die Proteine nach ihrer Grofie auf und tlibertragt sie mit Hilfe eines elektrischen Feldes
auf eine Membran. Dabei ist die Wanderungsgeschwindigkeit im jeweiligen Gel von der
Molekiilgrofie und der Konzentration des Gels abhéngig. Je kleiner das Protein, desto
schneller wandert es in dem Gel. Je hoher die Konzentration, desto langsamer laufen die

Proteine.

Nach Beendigung der Gelelktrophorese werden die Proteine auf eine Membran
libertragen und koénnen dann mit Hilfe von Antikérpern nachgewiesen werden. Zu
diesem Zweck miissen jedoch zuerst die freien Bindungsstellen auf der Membran mit
Proteinen, die nicht vom Antikérper erkannt werden, blockiert werden, um eine
unspezifische Bindung an die Membran zu verhindern. Dies erreicht man durch die
Behandlung der Membran mit Milchpulver.

Nacheinander werden daraufhin Erst- und Zweitantikorper dazugegeben und
dazwischen immer wieder mit Puffer gewaschen, um tberschiissige oder unspezifisch
gebundene Antikorper zu entfernen. Der Primarantikérper bindet sich an das gesuchte
Protein, der Sekundarantikorper erkennt den Primarantikorper.

Der Sekundirantikorper ist in der Regel an ein Enzym gekoppelt, welches eine
Farbreaktion katalysiert, die durch die Zugabe eines entsprechenden Substrats gestartet

werden kann. Als weitere Option kann der Sekundarantikorper auch radioaktiv
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markiert oder Peroxidase-gekoppelt sein. Bei Letzterem erfolgt der Proteinnachweis

anhand von Chemolumineszenz.

Analvyse von D. discoideum Zellhomogenaten im Western Blot

Hierbei wurde das Wet-Blot-Verfahren verwendet, ein Transfer im feuchten Milieu.

Zunachst wurden zur Herstellung von D. discoideum Zellhomogenaten jeweils 2x10"6
Zellen der jeweiligen Zellkultur mit 2000 rpm (rounds per minutes) 2 Minuten in der
Eppendorf-Tischzentrifuge pelletiert. Das iiberstehende Medium wurde vollstandig
abgesaugt und die Zellen mit kaltem Soerensen Phosphatpuffer gewaschen, um
Mediumreste zu entfernen. Daraufthin wurden 100 pl SDS-Probenpuffer auf die Zellen
gegeben. Das Ganze wurde dann bei 95°C fiir 5 Minuten erhitzt. Durch diesen Schritt
werden die Zellen lysiert, die Proteine denaturiert und mit SDS umgeben, um so die

Proteinauftrennung nach der Gréfde zu ermoglichen.

10 pl der Proben (entspricht 2x10”5 Zellen) wurden in die Taschen eines 10%
Polyacrylamidgels (Tragermaterial) gegeben. Das Proteingel war in einer Laufkammer
befestigt und mit Agarose abgedichtet. SDS-Lauf-Puffer wurde in die beiden
Kompartimente der Kammer gegeben und Strom an die Kammer angeschlossen.
Zusatzlich zu den Proben wurden 5 pl eines prestained Markers links neben die Proben
aufgetragen. Danach wurde mit 150 V iiber 2 Stunden die Auftrennung der Proben
durchgefiihrt.

Da die Proteine durch die SDS-Behandlung negativ geladen sind, wandern sie bei

Stromfluss zur Anode (+ Pol). Somit findet der Proteintransfer in Richtung der positiven
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Ladung statt. Polyacrylamidgele zur Auftrennung von Proteinen bestehen aus einem
Sammelgel mit niederer Acrylamidkonzentration und einem Trenngel mit einer héheren
Acrylamidkonzentration mit unterschiedlichem pH.

Sie stellen somit ein diskontinuierliches System dar. Dies erlaubt die Konzentration der
Proteine an der Grenze zwischen Sammel- und Trenngel und somit eine gute Trennung.
Fir den Transfer der Proteine wurde das Gel auf eine Nitrocellulosemembran
(Nitrocellulose Blotting Membrane 0,45 pm; Transfermembran) gelegt und jeweils mit 2
Whatman-Filtern und einem Schwamm pro Seite versehen. Sowohl Membran als auch
Filterpapier waren in Blot-Puffer angefeuchtet worden.

Abblauf eines Western Blots siehe Abbildung 5.

Protein sample
Sample Electro horesis d
denaturatlon P Electroblotting
Protein

lysate Polyacrylamide gel Separated
protein " Cathode
Sample Preparation and _ o Gel
quantification B
— Membrane
—— W Ana[ysis and v Anode
Bi°f|°9ica| Tissue  Cell Quantification Optional: Ponceau S or Stains-Free staining
luid .
Optional: Striping and reprobing membrane : P"::'Z
using “housekeeping protein” s M _an it y
.4 HRP or fluorescent 'Dbb incubation
: 4dd,, moiety
/ o \
- sllbs " of
trag o © Oﬂr &
/ of ﬂuolbse or e“'C‘it’:e R f\ 3
ce'”m g t,'o’) \’ ™
gy Oley,
Target protein visualized /
by colorimetric or i N Secondary antibody
chemiluminescence A = (HRP-conjugated or fluorescent
P dye-conjugated) incubation

Abbildung 5: Darstellung der Abldufe wiahrend eines Western Blots, entnommen aus
(Mishraetal,, 2017)
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Uber Nacht wurde die Kammer an 100 mA angeschlossen, wobei sie auf einem
Magnetriihrer in den Kiihlraum gestellt war, um den Puffer stdndig zu durchmischen.
Nach ca. 12 Stunden wurde die Membran abgenommen und die Proteine auf der
Membran mit PonceauS angefarbt (Abbildung 6). Das Anfarbemittel wurde auf die
Transfermembran gegeben und {iberschiissige Farbe mit destilliertem Wasser

abgespiilt. Die Membran wurde dann mit TBS-T Puffer mehrfach gewaschen.

fxz2 Ax2 ‘ail.u\’ 1l P2 Elded T
kDa —— —_ — Eona

250
130
100

70 o

35 —

g &9 S 25 o

Abbildung 6: Beispiel eines Western Blots mit unterschiedlichen Zellhomogenaten (10%
Acrylamid). Links sind die Molekulargewichte der Markerproteine in kDa angegeben.

Anschlieffend wurde die Membran in Milchpulver (4 g auf 100 ml TBS-T (4%)) gelegt
und 1 Stunde auf einem Schiittler gleichmafdig geschiittelt, um spater nichtspezifische
Bindungen der Antikérper an die Membran zu verhindern. Das Milchpulver wurde mit
TBS-T weggewaschen und die Membran mit dem ersten Antikérper (in TBS-T) fir 2

Stunden bei Raumtemperatur inkubiert.
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Dann wurde die Membran erneut mit TBS-T Puffer einige Male gewaschen, bevor der
zweite Antikorper, der an eine Peroxidase gekoppelt war, zugegeben wurde. Der
Zweitantikorper wurde 1:10.000 in TBS-T Puffer verdiinnt (1 pul des Antikoérpers in 10
ml TBS-T) und danach auf die Membran gegeben. Das Ganze wurde erneut 1 Stunde auf
dem Schiittler geschiittelt, damit die Membran gleichmafdig benetzt werden konnte.
Nach der Einwirkzeit wurde der zweite Antikoérper entfernt und der Filter 3x5 Minuten
mit TBS-T geschiittelt. Zum Detektieren der hybridisierten Proteine wurde eine Losung
aus 5 ml Luminol (Detektionsreagenz) + 5 ml 4IPBA (4-lodophenylboronic acid)
hergestellt. Zu dieser wurden 5 pl H202 (30%) gegeben. Dieses startet die
Peroxidasereaktion. Die Transfermembran wurde 1 Minute in die Losung gelegt und
dann an einem Film exponiert (fiir Sekunden bis eine Stunde) (Chemilumineszenz). Die

Filme wurden in einer Entwicklermaschine entwickelt.

3.2.3 Immunfluoreszenz

Mit der Immunfluoreszenz kdnnen ganze Zellen bis hin zu Gewebeschnitten eingefarbt
werden. Die Farbung lasst sich mit Hilfe spezieller Mikroskope detektieren. Dies
ermoOglicht den Nachweis bestimmter Strukturen und Proteine.

Dafiir werden Antikérper mit einem fluoreszierenden Farbstoff versehen und kénnen
dann zum Nachweis ihres spezifischen Antigens genutzt werden. In den meisten Fallen
ist dieser Farbstoff ein Fluorochrom, das von Licht spezifischer Wellenldnge angeregt
wird, und daraufhin ein spezifisches Signal emittiert.

Es wird zwischen direkter und indirekter Immunfluoreszenz unterschieden. Bei der

Ersteren wird der Antikorper direkt markiert. Sie ist aber eher uniiblich. Die indirekte
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Immunfluoreszenz ist hingegen die gdngige Methode zum Antigennachweis. Dafiir ist
der fluoreszierende Farbstoff nicht an den primaren Antikérper gebunden, sondern erst
an einen sekundaren Antikdrper, der sich gegen den zuerst verwendeten Antikérper
richtet, z. B. Anti-Maus-IgG, wenn der erste Antikorper aus einer Maus stammt (Beutner,
1961).

Fir die Immunfluoreszenzanalyse von D. discoideum Zellen wurden Petri-Schalen mit
einem Durchmesser von 6 cm benutzt, in die 2x10”5 Zellen pro cm”2 gegeben wurden .
In den Petri-Schalen wurden mehrere Deckgldaschen (acht Stiick pro Schale) mit einem
Tropfen Vaseline fixiert. Dann wurde in jede der Schalen 4 ml AX2 Ndhrmedium
gegeben. Daraufhin wurden die Zellen der jeweiligen Probe hinzugefiigt. Nach dem
Absitzen der Zellen fiir 15 bis 20 Minuten wurde die Fliissigkeit vollstandig entfernt und
eiskaltes Methanol (MeOH, -20 °C) in die Schalen gegeben und fiir 5 Minuten bei -20 °C
gehalten. Mit diesem Schritt werden die Zellen permeabilisiert und die Proteine fixiert.
Danach wurde das Methanol abgegossen und die Proben an der Luft getrocknet.

Zur besseren Ubersicht wurde eine Glasplatte tabellarisch mit den jeweiligen Namen des
ersten Antikorpers beschriftet, welcher auf die Deckglaschen gegeben werden sollte.

Um eine feuchte Atmosphare in der Kammer zu generieren, in der die Glasplatte mit den
Deckgldschen lag, wurden rechts und links feuchte Tiicher neben die Glasplatte gelegt,
so dass die Deckglaschen in der feuchten Kammer inkubieren konnten. Die Zellen
wurden 3x 5 Minuten lang mit PG-Puffer behandelt. Nach der dritten Wiederholung
wurde die gleiche Prozedur mit PBG-Puffer fiir 2x 15 Minuten wiederholt. Anschliefsend
wurde der erste Antikorper aufgetragen und fiir mindestens eineinhalb Stunden in der
feuchten Kammer zum Einwirken auf den Deckgliaschen gelassen. Nach drei

Waschschritten mit PBG (je 5 Minuten) und einem Waschschritt mit TBS-IF wurde der
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zweite Antikorper, verdiinnt in TBS-IF, auf die Deckglaschen gegeben und das Ganze
wurde fiir ein bis zwei Stunden im Dunkeln inkubiert. Zur Inkubationsléung wurde DAPI
(Img/ml), ein Farbstoff der die DNA anfarbt, auf 1:1000 verdiinnt hinzugegeben. Nach
der Einwirkzeit wurde 3x 5 Minuten mit PBS gespiilt.

Die Deckglaschen wurden von der Glasplatte abgenommen, kurz in Wasser getaucht und
mit einem Papiertuch iiberschiissige Fliissigkeit entfernt. Mit dem Einbettmittel Gelvatol
wurden sie auf einem Objekttrager befestigt, wobei die Seite mit den Zellen zum
Klebstoff gewandt war. Fiir die Analyse wurden entsprechende Fluoreszenzmikroskope

verwendet.

3.2.4 Prazipitation (Pulldown) von GFP-Fusionsproteinen aus D. discoideum

Zur Herstellung der Zelllysate wurden 2,3 x 10”7 D. discoideum Zellen mit Soerensen
Phosphatpuffer zweimal gewaschen. Zwischen den Waschvorgangen wurden die Zellen
jeweils 2 Minuten mit 2000 rpm bei 4°C zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in 1 ml Lysis-
Puffer aufgenommen und 15 Minuten auf Eis gestellt. Der Lysis-Puffer bewirkt die
Zerstorung der Zellen, damit das Protein isoliert werden kann. Um die Zellen vollstindig
zu zerstoren, wurden die Zellen auf Eis im Lysis-Puffer mit Ultraschall behandelt. Dabei
wurden 3 x 20 Sekunden Ultraschall mit einer Amplitude von 30% angewendet, mit
jeweils 10 Sekunden Pause dazwischen.

Danach wurde das Lysat 10 Minuten bei 16.400 rpm und 4°C zentrifugiert, um die
restlichen nicht lysierten Zellen und Zellreste abzutrennen. Der Uberstand (Protein-
Lysat) wurde fir 2 bis 3 Stunden im Kiihlraum unter stindiger Drehbewegung mit

aquilibrierten GFP-Trap®-A beads (Chromotek) inkubiert, damit die GFP-
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Fusionsproteine an die GFP-beads binden konnten. Anschlief3end wurde das Lysat fiir 2
Minuten bei 4°C und 500 rpm zentrifugiert. Vom Uberstand wurde eine Probe
entnommen.

Die GFP-beads wurden mit 500 pl Wash-Puffer gewaschen und bei 500 rpm und 4°C fiir
2 Minuten zentrifugiert. Dieser Schritt wurde vier Mal wiederholt. Auf die gewaschenen
Beads wurden 40 pl Wasser mit 10 ul SDS-Puffer gegeben. Daraufhin wurde die Probe
bei 95 °C fiir 5 Minuten erhitzt, damit alle Proteine denaturieren und sich von den Beads
losen. Die Proteine wurden in einem SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt und

anschliessend auf eine Nitrozellulosemembran iibertragen.

3.2.5 Pulldown mit GST-CEP161 Fusionsproteinen

Isolierung der GST-CEP161 Fusionsproteine

CEP161-D2 und -D3 wurden als GST (Glutathion S-Transferase) Fusionsproteine in E.
coli XL1 Blue exprimiert (Sukumaran et al., 2015). Expressionsvektor war pGEX-4T-1.
Die Expression der Fusionsproteine wurde bei einer optischen Dichte OD600 nm von ca.
0,6 mit 0,1 mM IPTG (isopropyl {3-D-thio-galactosid) induziert. Anschliefend wurden die
Zellen bei Raumtemperatur tiber Nacht bei 250 rpm inkubiert und dann die Zellen durch
Zentrifugation bei 7000 rpm fiir 10 Minuten geerntet und in 7 ml STE Puffer mit
Proteaseinhibitoren lysiert. Die Lyse wird durch Zugabe von Lysozym (10 pg/ml) und
durch Behandlung in einem Dounce Homogenisator (10 bis 20 Hoch- und Niederziehen
des Glasstabs) unterstiitzt, gefolgt von einer 15-miniitigen Inkubation auf Eis. Durch

Zugabe von 1,5% Sarcosyl und anschliessender Ultraschallbehandlung (Amplitude 20%
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fir insgesamt eine Minute, 10 Sekunden Pulse und 10 Sekunden Pause) wurde
sichergestellt, dass die Lyse vollstandig war.

Das Homogenat wurde bei 4°C und 16.000 rpm fiir 30 Minuten zentrifugiert. Daraufhin
wurde der klare Uberstand abgenommen und in ein neues Gefify iiberfiihrt. Nach
Zugabe von 2% Triton X-100 wurde das Lysat mit den Glutathione Sepharose beads, die
mit GST-Fusionsproteinen beladen waren, zugegeben und bei 4°C im Kiihlraum unter
Drehen fiir zwei bis drei Stunden inkubiert. Die Sepharose wurde durch Zentrifugieren
(2 min, 2000 rpm) pelletiert und anschliefend fiinf Mal mit 500 pl STE Puffer
gewaschen. Ein Teil der Sepharose wurde fiir die Analyse im Proteingel mit SDS
Probenpuffer versetzt. Die restlichen Proteinbeads konnen bei 49C gelagert werden. Die

Auswertung erfolgte per Westernblotanalyse.

3.2.6 Behandlung von D. discoideum mit Okadasaure

Okadasaure ist ein Toxin, das von marinen Algen und Schwammen produziert wird. In
der Forschung wird es als genereller Hemmer der Serin/Threonin Phosphatasen PP1
und PP2A eingesetzt. Die Wirkung auf die Phosphatasen ist konzentrationsabhangig,
wobei PP2A bei niedrigeren Konzentrationen als PP1 gehemmt wird. 2x1077 Zellen von
jeweils AX2 und AX2 phr2AB-GFP wurden zweimal mit Soerensen Phosphatpuffer
gewaschen. Zwischen jedem Waschschritt wurden die Zellen mit 1500 rpm 5 Minuten
abzentrifugiert.

5x1076 Zellen wurden anschlief3end in 2 ml Soerensen Phosphatpuffer aufgenommen
und mit Okadasdure inkubiert. Dafiir wurden jeweils 5 Kolben von AX2 und AX2

phr2AB-GFP mit aufsteigenden Konzentrationen von Okadasaure inkubiert.
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Um einen Vergleich zu ermoglichen, wurde zu den ersten Kolben kein Toxin
hinzugefiigt. In den 2. Kolben wurden 0,25 pM, in den 3. Kolben 0,5 pM und in den 4.
Kolben 1,5 puM Okadasdaure der Stocklosung (100 pM) gegeben. Nach einer
Inkubationszeit von 3,5 Stunden bei leichtem Schiitteln wurden die Zellen mit Methanol
fixiert und mit dem monoklonalen Antikérper K29-359-31 (1:2 verdiinnt) und DAPI
inkubiert. Der Antikérper K29-359-31 erkennnt das Zentrosom (Xiong et al.,, 2008).
Anschliefend wurden mit Hilfe des Immunfluoreszenzmikroskops Aufnahmen der
Zellen gemacht. Anhand der Bilder wurde der Zellkerndurchmesser bestimmt und

prozentual ausgewertet.

3.2.7 Immunprazipitation der humanen PP2A - Subunit B aus HEK293T Zellen

A) Was sind HEK Zellen?

HEK Zellen sind eine Zelllinie, die von einer humanen embryonalen Niere abstammt
(Thomas und Smart, 2005). Sie lassen sich leicht transfizieren und werden fiir die
Expression rekombinanter Proteine vor allem in der Krebsforschung genutzt. Die Zellen
sind in der Lage die meisten posttranslationalen Modifikationen diverser Proteine
durchzufithren und koénnen somit eine grofie Auswahl an Sdugetier- und Nicht-
Saugetier-Proteinen herstellen. In den beschriebenen Versuchen wurden HEK293T

Zellen verwendet.
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B) Kultivierung und Transfektion von Sdugerzellen und Herstellung von Lysaten fiir

Prizipitationsexperimente

Die Zellen werden in einer feuchten Atmosphdre mit 5% COz bei 37°C in DMEM
(Dulbecco’s modified Eagle’s medium, mit hoher Glukosekonzentration, Life
Technologies), das 10% fotales Rinderserum (FBS), 2 mM Glutamine (SIGMA) und 1%
Penicillin/Streptomycin enthielt, gehalten. Transiente Transfektionen wurden mit der
PEI Transfektionsmethode durchgefiihrt.

Die transfizierten Zellen wurden mit Hilfe eines Gummischabers von den Schalen
abgeschabt, bei 200xg fiir 5 min bei 4 °C zentrifugiert und mit PBS gewaschen. Die
Zellen werden daraufhin in Lysis Puffer (RIPA-Puffer mit Proteaseinhibitoren und
1xPhosSTOP) aufgenommen und fiir den Aufschluff mehrfach durch eine sehr feine
Spritze (23G) gezogen. Danach erfolgt eine Inkubation auf Eis fiir 15 min, bevor die
Zellen mit Ultraschall (insgesamt fiir 30 Sekunden 5 sec Pulse mit 2 sec Pause, 20%
Amplitude) behandelt wurden. Das Zelllysat wird bei 16,400 xg fiir 30 min bei 4°C
zentrifugiert, um die unldslichen Bestandteile abzutrennen. Anschlieféend wird das
Lysat mit Myc-Trap®_A Beads bei 4°C fiir 2-3 Stunden im Kiihlraum inkubiert. Diese
Beads erkennen die Myc-Tag Sequenz EQKLISEEDL am N oder C-terminus eines Myc-
Fusionsproteins.

Die Beads werden fiinfmal mit 500 pl RIPA light-Puffer gewaschen und fiir 2 min bei
500xg zentrifugiert. Die gebundenen Proteine werden mit SDS-Probenpuffer abgelost
und bei 95°C fiir 5 min denaturiert. Ein Gradientengel (5-15% Acrylamid) wird mit den
Proben beladen und anschlief3end der Proteintransfer per Wet Blot durchgefiihrt. Das
an den Myc-Beads gebundene Myc-CEP215 (Myc-CDK5RAP2) kann mit Hilfe des Myc

spezifischen Antikorpers mAb 9E10 nachgewiesen werden (Hilpert et al, 2001). Die
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moglicherweise koprazipitierende regulatorische Untereinheit B der PP2A kann mit
einem kommerziellen PP2A B Subunit Antikorper (1:1000 verdiinnt in 5% w/v BSA, 1x
TBS und 0,1 Tween®20) im Western Blot nachgewiesen werden. Die Inkubation fand

uber Nacht bei 4°C und unter leichtem Schiitteln statt.

C) PEI-Transfektionsmethode

HEK293T Zellen wurden in einer 150cm”2 grofde Petri-Schale angezogen, bis die
Zelldichte 40-50% betrug. Fiir die Transfektion wurden 20 pg der Vektor-DNA mit 1,5
ml DMEM ohne Serum gemischt. Dazu wurden 60 pl der 1 mg/ml Polyethyleneimin
Losung gegeben (PEI-Losung). Das Gemisch wurde nach 10 Minuten auf die Zellen

gegeben und die Zellen tiber Nacht im Brutschrank inkubiert.

4) Ergebnisse:

4.1 Charakterisierung der regulatorischen PP2A Untereinheit phr2AB

Die regulatorische Untereinheit phr2AB (= PHosphatase 2A Regulatory B subunit) der
PP2A ist das Ortholog der B55 Untereinheit des Sdugerenzyms. Sie wird in D. discoideum
vom phrZAB Gen (DDB0191428) auf Chromosom 4 kodiert. Das Gen besteht aus 5
Exons. Dies ist fiir D. discoideum Gene, die in der Regel nur ein bis zwei kurze Introns
enthalten, eine relativ hohe Anzahl (Eichinger et al., 2005). Das Protein besteht aus 483
Aminosduren und hat ein errechnetes theoretisches Molekulargewicht von 55.204,6 Da.
Die strukturelle Vorhersage zeigt sieben WD40 Repeats an (Smart Programm:

http://smart.embl-heidelberg.de/) (Abbildung 7).
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Abbildung 7: Vorhersage der Struktur von phr2AB mit dem Programm Smart
http://smart.embl-heidelberg.de/. Die Anzahl und Lokalisation der WD40
Wiederholungseinheiten (in griin) ist angegeben. In Magenta: Bereiche mit niedriger
Komplexitat.

Phr2AB gehort somit zur Familie der WD40 Repeat Proteine. WD40 Repeats sind ~40
Aminosauren lange Motive, die bevorzugt mit einem Tryptophan-Aspartat Dipeptid
(WD) enden. Strukturell bilden sie einen sieben- oder achtblattrigen B-Propeller. WD-
Repeat Proteine gibt es in allen Eukaryoten.

Sie haben eine Vielzahl von Funktionen, so sind sie z. B. in Signaltransduktionsprozesse,
in Transkriptionsregulation, Zellzykluskontrolle, Regulation des Aktinzytoskeletts und
in die Apoptose involviert (Xu und Min, 2011; Swaminathan et al., 2014).

Die Spezifitit der Proteine wird tiiber die unterschiedlichen Oberflichen und den
Sequenzen zwischen den Repeats erzielt. Generell wird angenommen, dass diese
Proteine Plattformen bilden, an denen sich Proteinkomplexe bilden konnen. Sie sind
eine der haufigsten Protein-Proteininteraktionsdomdnen und iiben so rdaumlich und
zeitlich eine spezifische Funktion aus, wie es z.B. auch fiir Coronin7, einen Regulator des
Aktinzytoskeletts gezeigt wurde, der iiber Interaktionen mit Cdc42 und N-WASP die

Aktinorganisation beeinfluf3t (Bhattacharya et al. 2016).
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Ein Vergleich der phr2AB Proteinsequenz mit menschlichen Proteinsequenzen in der
NCBI Datenbank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/) ergab als hochstverwandtes
Protein die PP2A Untereinheit B Isoform B55 alpha (Sequence ID: NP_002708.1) mit
51% identischen Aminosduren, die sich iiber die gesamte Sequenz erstrecken

(Abbildung 8).

Alignment statistics for match #1
Score Expect Method Identities Positives Gaps  Frame
506 bits(1303) 6e-177() Compositional matrix adjust. 242/473(51%) 335/473(70%) 40/473(8%)
Features:
Query 5 LDWRFSQTFGGKGNEDASDANVVPAIEFDQTGDFIAVGDKGGKVLLLKRTHDKQSSKKSK 64

+ W FSQ G ++4D ++A+++ +EF+ +G+ +A GDKGG+V++ ++ + + S+
Sbjct 10 IQWCFSQV-KGAVDDDVAEADIISTVEFNHSGELLATGDKGGRVVIFQQEQENKIQSHSR 68

Query 65 LPEYRFYSEFQSHEPEFDYLKSLEIEEKINKIKWCPKONDAQFLLTTNDKTIKLWKVYEK 124
EY YS FQSHEPEFDYLKSLEIEEKINKI+W P++N AQFLL+TNDKTIKLWK+ E+
Sbjct 69 -GEYNVYSTFQSHEPEFDYLKSLEIEEKINKIRWLPQKNAAQFLLSTNDKTIKLWKISER 127

Query 125 KIKQVSTSATTTGPSYNGSLASNNTRSPSHTTYIYNSSGAHNMNNNMNNSNNNNNLNNEK 184
+ YN R P+ T +
Sbjct 128 DKRP---——---- EGYNLKEEDGRYRDPTTVT--—-—-——————-——————————————— TLR 153

Query 185 IPKLTTRETVVTATPRKIFQONAHAYHINSISLNSDGETYISSDDLRIHLWNLNINTECEN 244
+P + +V A+PR+IF NAH YHINSIS+NSD ETY+S+DDLRI+LW+L I FN
Sbjct 154 VPVFRPMDLMVEASPRRIFANAHTYHINSISINSDYETYLSADDLRINLWHLEITDRSEFN 213

Query 245 VVDIKPTNMEDLTEVITSAEFHPTSCNIFMYSSSKGTIKLGDLRSSALCDNHAKVFEEYE 304
+VDIKP NME+LTEVIT+AEFHP SCN F+YSSSKGTI+L D+R+SALCD H+K+FEE E
Sbjct 214 IVDIKPANMEELTEVITAAEFHPNSCNTEVYSSSKGTIRLCDMRASALCDRHSKLFEEPE 273

Query 305 DPSNKSFFSEIISSISDIKFSRDGRYILSRDFLTLKLWDINMENKPVKTIQIHDYLKPKL 364
DPSN+SFFSEIISSISD+KFS GRY+++RD+L++K+WD+NMEN+PV+T Q+H+YL+ KL
Sbjct 274 DPSNRSFFSEIISSISDVKEFSHSGRYMMTRDYLSVKIWDLNMENRPVETYQVHEYLRSKL 333

Query 365 CDLYENDCIFDKFECTLNHDGTQMLTGSYHNYLHIYDRNSKQODVCLEASKQATKSKTKTL 424
C LYENDCIFDKFEC N + ++TGSY+N+ ++DRN+K+D+ LEAS++ +K +T+
Sbjct 334 CSLYENDCIFDKFECCWNGSDSVVMTGSYNNEFEFRMEDRNTKRDITLEASRE--NNKPRTV 391

Query 425 TTKMKLRSSKKEPKKPEDIHPDAIEYTKKTLHCAWHPKDNLIAVGAANTVYLY 477
K+ +S K +K ++I D++++ KK LH AWHPK+N+IAV N +Y++
Sbjct 392 LKPRKVCASGK--RKKDEISVDSLDFNKKILHTAWHPKENIIAVATTNNLYIFE 442

Abbildung 8: Vergleich der Proteinsequenz des D. discoideum phr2AB (Query) mit der
der menschlichen regulatorischen B Untereinheit Isoform alpha (Sbjct). +, konservativer
Aminosaureaustausch.
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4.2. Expression von phr2AB als GFP Fusionsprotein in AX2

Die cDNA von phr2AB lag im D. discoideum Vektor p1A G418 kloniert vor und konnte im
D. discoideum Stamm AX2 als ein ca. 95 kDa grofies GFP-Fusionsprotein exprimiert
werden (Abbildung 9). Das errechnete Molekulargewicht betragt ~85 kDa und weicht
somit vom im SDS-Gel beobachteten Molekulargewicht ab. p1A G418 vermittelt eine
Resistenz gegen G418 und ermdglicht somit die Selektion der Transformanten. Die
Expression wurde in einem Western Blot mit Homogenaten von Transformanten und
AX2 Wildtyp Zellen iiberpriift. Der Nachweis des GFP-Fusionsproteins erfolgte mit dem
GFP-spezifischen monoklonalen Antikérper K3-184-2 (Noegel et al., 2004). Es wurden
jeweils Lysate aufgetragen, die von unterschiedlichen Zellzahlen stammten. mAb K3-
184-2 erkannte in Lysaten der Transformantenzellen AX2 phr2AB-GFP ein Protein bei
~95 kDa. Im Lysat, das einer hoheren Zellzahl entspricht, ist ein weiteres, aber
schwaches Signal bei ~72 kDa sichtbar. Dies konnte von einem Abbauprodukt stammen.
In den AX2-Lysaten war kein Signal vorhanden. Die PonceauS-gefarbte Membran zeigt
die Beladung mit Proteinen (Abbildung 9). In einer quantitativen PCR-Analyse wurden
die Transkriptmengen von phr2AB-GFP in den Transformantenzellen im Vergleich zu
phr2AB in AX2 bestimmt. Dies ergab eine achtfach erhohte Menge in den

Transformantenzellen (Daten von Maria Stumpf und Sarah Fischer).
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Abbildung 9: Expression von phr2AB-GFP in AX2. Proteine von Gesamtzelllysaten von
AX2 und AX2 phr2AB-GFP wurden in einem SDS-PA-Gel (10% Acrylamid) aufgetrennt,
auf eine Nitrozellulosemembran transferiert und die Membran mit mAb K3-184-2
inkubiert. Es wurden pro Zellstamm jeweils zwei unterschiedliche Mengen aufgetragen,
die einer Zellzahl von 5 x 10° und 1 x 106 Zellen entsprechen. Um die Beladung mit
Proteinen zu demonstrieren, wurde die Membran mit PonceauS gefarbt (oberer Teil der
Abbildung).
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4.3 Analyse der Interaktion von phr2AB mit CEP161

Salil Sukumaran identifizierte in seiner Doktorarbeit phr2AB als Interaktionspartner
von CEP161 in einem Pulldownexperiment, in dem Zelllysate von AX2-Transformanten
verwendet wurden, die CEP161-GFP exprimierten. Um die Interaktion in einem
unabhéngigen Experiment zu bestdtigen, wurden hier phr2AB-GFP exprimierende AX2
Zellen in einem Pulldown eingesetzt, phr2AB-GFP mit GFP-Trap beads prazipitiert, die
prazipitierten Proteine in einem SDS-Gel aufgetrennt und CEP161 mit polyklonalen
Antikorpern nachgewiesen. Sowohl im Gesamtzellysat, als auch im Pulldown, konnte
CEP161 als schwache Bande nachgewiesen werden (Pfeil in Abbildung 10). Im Pulldown
waren zusdtzliche Banden zu sehen, die wahrscheinlich Proteolyseprodukte von CEP161
sind (Pfeilspitzen in Abbildung 10). Aus fritheren Arbeiten ist bekannt, dass CEP161
sehr sensitiv gegentiber Proteolyse ist. Die Prazipitation von phr2AB-GFP wurde mit
mAb K3-184-2 bestaitigt. Als Kontrolle wurden AX2 Zellen verwendet, die GFP
exprimierten (Pfeil bei ~25 kDa in Abbildung 10). GFP war im Pulldown mit CEP161

spezifischen Antikdrpern nicht nachweisbar, was die Spezifitit der Interaktion bestatigt.
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Abbildung 10: Ko-Immunprézipitation von CEP161. phr2AB-GFP wurde mit GFP-Trap
beads aus AX2 phr2AB-GFP Zelllysaten prazipitiert und CEP161 mit polyklonalen
Antikorpern (CEP161) nachgewiesen. CEP161 ist im Zelllysat und im Pulldown oberhalb
von 130 kDa zu erkennen. Zur Kontrolle fiir die Spezifitat der Interaktion wurde ein
Pulldown mit AX2 Zellen durchgefiihrt, die GFP exprimieren (AX2/GFP). GFP und
phr2AB-GFP wurden mit dem GFP-spezifischen mAB K3-184-2 (GFP) nachgewiesen. CL,
Zelllysat; PD, Pulldown, Abbildung entnommen aus (Miiller et al., 2018)

Um die Bindungsstelle von phr2AB in CEP161 einzuengen, wurden zwei GST-CEP161
Fusionsproteine, D2 und D3, verwendet, die die Aminosduren 1 bis 763 (D2) und 763
bis 1114 (D3) des 1381 Aminosduren umfassenden CEP161 enthalten und an
Glutathione Sepharose Beads gebunden waren (Abbildung 11). Diese Beads und GST-
Kontrollbeads wurden mit Lysaten von AX2 phr2AB-GFP inkubiert. Die prazipitierten
Proteine wurden im Western Blot aufgetrennt und die Anwesenheit von phr2AB-GFP im

Pulldown mit mAb K3-184-2 iiberpriift.
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Abbildung 11: Ubersicht iiber CEP161 und die GST-Fusionsproteine D2 und D3, die die
Aminosduren 1 bis 763 in D2 und 763 bis 1114 in D3 enthalten (Sukumaran et al,,
2015). GST ist am N-Terminus lokalisiert. yTuRC, yTubulin Ring Complex bindende
Domane (Abbildung mittels Microsoft Word selber erstellt).
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Abbildung 12: Bindung von phr2AB-GFP an GST-CEP161-Fusionsproteine D2 und D3.
Oberer Teil, Western Blot nach Inkubation mit mAb K3-184-2. Unterer Teil, die
PonceauS gefirbte Nitrozellulosemembran. Fiir den Pulldown wurden Zelllysate von
AX2 phr2AB-GFP verwendet. Cells, Zellhomogenat von 2x10"5 Zellen. MW,
Molekulargewichtsmarker; GST, GST Pulldown; D2, GST-D2 Pulldown; D3, GST-D3
Pulldown. GST, ~25 kDa; GST-D2, ~120 kDa; GST-D3, ~70 kDa, Abbildung entnommen
aus (Miiller et al,, 2018)
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In diesem Experiment zeigte sich, dass phr2AB an GST-D2 bindet. Das D2 Protein enthalt
die sogenannte YTuRC Region, die fiir die Rekrutierung des yTubulin Ring Complexes
(YTuRC) an das Zentrosom verantwortlich ist. Der yTubulin Ring Complex ist
entscheidend fiir die Ausbildung des Mikrotubulinetzwerks, da dort die Mikrotubuli
nukleirt werden (Choi et al., 2010). Dieser Bereich ist somit wesentlich fiir die Funktion

von CEP161 am Zentrosom. GST und GST-D3 zeigten keine Bindung (Abbildung 12).

4.4 Lokalisation von phr2AB-GFP in der Zelle

In Methanol-fixierten Zellen ist phr2AB-GFP diffus iiber die gesamte Zelle verteilt und
zeigt punktuelle Anreicherungen. Eine Firbung mit mAb K68-439-8, einem CP250
spezifischen monklonalen Antikérper (Blau-Wasser et al, 2009), wies auf eine
Lokalisation dieser Punkte am Zentrosom hin (Abbildung 13). Eine zentrosomale
Lokalisation von phr2AB ist bereits von Murphy et al. (1999) berichtet worden. In dieser

Arbeit wurden spezifische Antikorper verwendet.

DAPI CP250 GFP merge

Abbildung 13: Lokalisation von phr2AB-GFP in AX2 Zellen. Die Zellen wurden mit
eiskaltem Methanol fixiert, das Zentrosom wurde mit dem CP250-spezifischen
monoklonalen Antikérper mAb K68-439-8 angefarbt, der Zellkern mit DAPIL
Grofdenmarker 10 um, Abbildung nach (Miiller et al., 2018)
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Eine Zentrosomenlokalisation wurde auch fur CEP161-GFP in
Immunfluoreszenzanalysen nachgewiesen. Als zentrosomaler Marker wurde wiederum
CP250 gewahlt. In allen Zellen ist CEP161-GFP am CP250-positiven Zentrosom

lokalisiert (Abbildung 14).

DAPI CP250 merge

Abbildung 14: Kolokalisation von GFP-CEP161 mit CP250 (in rot) am Zentrosom. CP250
wurde mit mAb K68-439-8 detektiert. Die Kerne wurden mit DAPI (blau) gefarbt.
Grofdenmarker 10 um. Abbildung aus (Miiller et al., 2018)

In weiteren Immunfluoreszenzanalysen wurden die Mikrotubuli in den phr2AB-GFP
exprimierenden Zellen analysiert. Mikrotubuli haben in der Regel ihren Startpunkt am
Zentrosom (MTOC, Mikrotubuli organisierendes Zentrum) und reichen bis in die
Zellperipherie. Die Mikrotubuli wurden mit Hilfe des monoklonalen Antikérpers YL1/2
dargestellt, der spezifisch a-Tubulin erkennt (Kilmartin et al. 1982). In den GFP-
positiven Zellen wurden gut ausgebildete Tubulinnetzwerke beobachtet, die sich nicht

von denen in Kontrollzellen unterschieden (Abbildung 15).
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DAPI YL1/2 merge

Abbildung 15: Analyse des Tubulinnetzwerks in phr2AB-GFP Zellen. Das
Tubulinnetzwerk wurde mit Hilfe des monoklonalen Antikorpers YL1/2 visualisiert. Der
Zellkern wurde mit DAPI angefarbt. Grof3enmarker 10 um.

In Arbeiten zu CEP161 hat S. Sukumaran gefunden, dass eine ektopische Expression von
CEP161 und von Teilproteinen Auswirkungen auf das Wachstum der Zellen, die
Zellgrofie, auf die Anzahl der Kerne pro Zelle und auf den Abstand der Zentrosomen vom
Zellkern hat (Sukumaran et al., 2015). Deshalb wurden im folgenden Zellen untersucht,
die zusatzlich zum endogenen phr2AB das GFP-markierte Protein exprimieren. Wie
oben bereits beschrieben, haben diese Zellen eine achtfach erhéhte Transkriptmenge im
Vergleich zu AX2. Bei den folgenden Untersuchungen wurden die Eigenschaften

besonders beriickichtigt, die auch bei CEP161-Uberexpression verandert waren.

4.5 Wachstumsanalysen

4.5.1 Wachstum in Schiittelkultur

Um den Einfluss von phr2AB auf das Wachstum zu untersuchen, wurden Wildtyp AX2
und AX2 phr2AB-GFP Zellen iiber mehrere Tage in Nahrmedium kultiviert und die

Zellzahl nach jeweils ca. 24 Stunden bestimmt (Abbildung 16).
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Wachstum in Schiittelkultur
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Abbildung 16: Wachstum von AX2 und AX2 phr2AB-GFP in Schiittelkultur. Fiir AX2
phr2AB-GFP sind die Ergebnisse aus drei unabhdngigen Zahlungen gezeigt (Mittelwert).
Zum Vergleich ist das Wachstum von AX2 GFP-CEP161 gezeigt.

Das Ergebnis zeigt ein deutlich langsameres Wachstum fiir AX2 phr2AB-GFP. Die Zellen
erreichten nach 96 Stunden Inkubation eine Zellzahl von 8 x 106 Zellen, wahrend fiir den
Wildtyp AX2 1,4 x 107 Zellen gezahlt wurden. Das Wachstum von AX2 GFP-CEP161 war
in diesem Versuch stark eingeschrankt.

Daraus lasst sich folgern, dass die Uberexpression der Phosphatase Untereinheit phr2AB
einen deutlichen Einfluss auf das Zellwachstum hat. Da das Protein zusammen mit
seinem Interaktor CEP161 an zentrososmalen Ablaufen und damit auch an der
Zellteilung beteiligt ist, kénnte seine Uberexpression diese moglicherweise storen oder

einschranken.
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4.5.2 Wachstum auf einem Bakterienrasen

D. discoideum ist ein natirlicher Phagozyt und erndhrt sich normalerweise von
Bakterien und Hefen. Im Labor wird haufig Klebsiella aerogenes als Nahrungsquelle
verwendet. Das Wachstum auf einem Bakterienrasen gibt gleichzeitig Auskunft iiber die

Fahigkeit, Partikel iiber Phagozytose aufzunehmen.

Wachstum auf Bakterienrasen
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Abbildung 17: Wachstum von AX2 und AX2 phr2AB-GFP auf einem Bakterienrasen. Fiir
AX2 phr2AB-GFP wurden drei unabhangige Kulturen verwendet. Pro Stamm wurden je
Experiment 3 Platten angelegt. Auf der Y-Achse ist der Koloniedurchmesser in cm
angegeben. Gezeigt sind Mittelwerte der Messungen.

In diesem Versuch wird Kklar ersichtlich, dass AX2 ein deutlich stiarkeres Wachstum auf
Bakterienrasen zeigt, als die AX2 phr2AB-GFP Zellen, bei denen das Wachstum schon

fast zu stagnieren scheint, wahrend der Koloniedurchmesser fiir AX2 noch linear

zunimmt (Abbildung 17).
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4.6 Bestimmung der Zellkernanzahl im Wildtyp AX2 und AX2 phr2AB-GFP

Dictyostelium Zellen sind normalerweise ein- bis zwei-kernig. Eine Erhohung der
Kernanzahl wurde in verschiedenen Mutanten beobachtet. So haben z. B. Zellen, in
denen Myosin II (ein Motormolekiil) oder Coronin (ein Protein, das in die Regulation des
Aktinnetzwerkes involviert ist) verandert sind, eine erh6hte Anzahl an Zellkernen. Dies
konnte die Folge eines Zytokinesedefekts sein (Masud Rana et al., 2013; Swaminathan et
al,, 2014). Ebenfalls hatte der Verlust von zentrosomalen Komponenten wie CP250 oder
die ektopische Expression von CEP161 einen Einfluss auf die Kernzahl (Blau-Wasser et
al,, 2009; Sukumaran et al., 2015). Basierend auf der Rolle der PP2A bei der Zellteilung
wurde in den phr2AB-GFP exprimierenden Zellen im Vergleich mit AX2 die Anzahl der

Kerne bestimmt.
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Abbildungen 18 A) und B): Anzahl der Zellkerne pro Zelle in AX2 und AX2 phr2AB-GFP.
Insgesamt wurden 360 Zellen fiir AX2 und 444 Zellen fiir AX2 phr2AB-GFP analysiert. In
B) ist rechts die statistische Analyse gezeigt. *** p <0.001. B) entnommen aus (Miiller et
al.,, 2018)
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Bei der Analyse der Zellkernanzahl zeigte sich, dass AX2 phr2AB-GFP weniger
einkernige Zellen besitzt als AX2 und stattdessen mehr Zellen mit einer ungew6hnlich
grofden Zellkernanzahl aufweist (Abbildung 184, B). Am stadrksten ist diese Differenz in
der Zellanzahl mit drei Zellkernen erkennbar, wobei ca. 9% der Zellen von AX2 phr2AB-
GFP drei Kerne besitzen, im Gegensatz zu nur 4,5% der Zellen des Wildtyps. Auffallig ist
auch die hohe Anzahl an Zellen mit sechs Zellkernen in AX2 phr2AB-GFP. Hier besitzen
2,8% der Zellen sechs Zellkerne, wobei nur 0,56% des Wildtyps sechs Kerne aufweisen.
Die Zunahme an Zellkernen pro Zelle in AX2 phr2AB-GFP war statistisch signifikant
(Abbildung 18B).

Die Uberexpression der Phosphataseuntereinheit und damit die verdnderte Regulation
von PP2A, konnte somit einen Einfluss auf die Anzahl der Kerne und auch die
Teilungsfahigkeit der Zellen haben. Ob eine grofiere Kernanzahl einen Vorteil fiir die
AX2 phr2AB-GFP Mutante darstellt ist unklar, denn eine grofdere DNA-Menge birgt auch
das Risiko vermehrter DNA-Schdden und damit eine grofiere Vulnerabilitit der Zelle

gegeniiber dufieren Einfliissen.

4.7 Bestimmung des Zellkern-Zentrosomabstands

Um die Auswirkung der Uberexpression der phr2AB Untereinheit auf das Zentrosom zu
erfassen, wurde der Zellkern - Zentrosomen - Abstand bestimmt. Die folgenden Graphen
zeigen die Anzahl der Zellen mit den jeweiligen Abstdnden von Zellkern und Zentrosom

in um (Abbildung 19 und 20).
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Abbildung 19: Zentrosom-Zellkernabstand bei AX2 Wildtyp. Insgesamt wurden 402
Zellen analysiert.

In AX2 haben die meisten Zellen einen Zellkern-Zentrosomen-Abstand von 1,5 bis 2 um
(Abbildung 19). Der Mittelwert der Abstande liegt bei 1,8 um, die Standardabweichung
betragt gerundet 0,6684. Es wurden insgesamt 402 Zellen analysiert. Der kleinste

beobachtete Abstand betrug 0,373 um, der grofte 4,6 um.
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Zentrosom-Zellkernabstand AX2 phr2AB-GFP
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Abbildung 20: Zentrosom-Zellkernabstand bei AX2 phr2AB-GFP. Insgesamt wurden 380
Zellen analysiert.

Die meisten Zellen der Mutante haben einen Zellkern-Zentrosom-Abstand von 1,5 bis 2
um. Dies ist vergleichbar zu den Werten von AX2. Der Mittelwert des Abstandes betragt
ebenfalls 1,8 pum, die Standardabweichung gerundet 0,6382. Es wurden insgesamt 380
Zellen gezahlt (Abbildung 20). Der kleinste beobachtete Abstand betrug 0,394 pum, der
grofste 5,31 um.

Ein prozentualer Vergleich der Abstdnde in den beiden Zellstimmen verdeutlicht das
Ergebnis und zeigt, dass der Zentrosom - Zellkernabstand beider Zelllinien sehr dhnlich
ist. Der Mittelwert aus den Ausmessungen ist fast identisch mit 1,8 um Abstand des

Zentrosoms vom Zellkern. Der Unterschied der Standardabweichung bei beiden
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Zelllinien ist gering. Die ektopische Expression von phr2AB scheint somit keinen

Einfluss auf diese Eigenschaft zu haben (Abbildung 21).

Prozentualer Vergleich des Zellkern- Zentrosomen-Abstand
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Abbildung 21: Zellkern-Zentrosomenabstand im prozentualen Vergleich von AX2 und
AX2 GFP-phr2AB. Die Daten wurden fir 402 AX2 und 380 AX2 phr2AB-GFP Zellen
erhoben.

Im Gegensatz zur Zellkernanzahl pro Zelle wurden hier also keine Unterschiede

zwischen beiden Stimmen beobachtet.
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4.8 Verhaltnis Zentrosom - Zellkernanzahl im Wildtyp AX2

In diesem Versuch wurde anhand von Immunfluoreszenzaufnahmen das Verhaltnis von
Zentrosom- zu Zellkernanzahl in den Zellen ausgewertet. Da die Phosphatase PP2A
einen entscheidenden Einfluss auf die zentrosomalen Komponenten hat, besteht die
Moglichkeit, dass die Uberexpression der regulatorischen Untereinheit eine

Veranderung der Zentrosomenzahl in der Zelle bewirkt.
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Abbildung 22: Verhaltnis der Zellkern- und Zentrosomenanzahl im Wildtyp AX2.
Insgesamt wurden fiir AX2 360 Zellen analysiert.

63



Verhiltnis Zentrosom - Zellkernanzahl AX2 phr2AB-GFP
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Abbildung 23: Verhaltnis der Zellkern- und Zentrosomenanzahl in AX2 phr2AB-GFP. Es
wurden 444 Zellen analysiert.
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B)

Verhiltnis Zentrosom-Zellkernanzahl Prozentualer Vergleich
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Abbildungen 24 A) und B): Vergleich des Verhiltnisses Zentrosom-Zellkernanzahl in
AX2 und AX2 phr2AB-GFP. Fir AX2 wurden 360 und fiir AX2 phr2AB-GFP 444 Zellen
analysiert. Die statistische Analyse zeigte einen signifikanten Unterschied von normalen
zu abnormalen Zentrosom-Kernverhaltnissen zwischen beiden Stammen (A, rechter
Teil). *** p < 0.001. A) entnommen aus (Miiller et al., 2018)

Ein Vergleich der Daten zeigt, dass die Mehrzahl der Zellen der beiden Zelltypen ein
Verhaltnis von Zellkern zu Zentrosom von 1:1 und 2:2 aufweist. Jedoch hat AX2 phr2AB-
GFP eine Vielzahl von Zellen mit sehr unausgeglichenen und ungewdhnlichen
Verteilungen, wie z. B. eine Zelle mit 7 Zellkernen und 12 Zentrosomen. Solche hohen

Werte konnte man bei AX2 nicht beobachten, dessen hochste Zellkernanzahl 4 betrug

und diese bei nur 2 Zellen beobachtet werden konnte (Abbildung 22, 24). Insgesamt war
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somit bei AX2 phr2AB-GFP im Vergleich mit AX2 eine weit grofiere Spanne an
unterschiedlichen Zellkern- und Zentrosomenanzahlen in den unterschiedlichsten

Verhiltnissen zu finden (Abbildung 24 A, normal - abnormal). Dieser Unterschied war

statistisch hoch signifikant.

4.9 Bestimmung der Zellgrofe

Da eine erhohte Zellkernanzahl auch die Zellgrofde beeinflusst, wurde im nachsten
Versuch die Zellgrofde analysiert. Dazu wurden die Zellen in Suspension fotografiert und
der Durchmesser mit dem Diskus-Programm gemessen.

Unter den Suspensionbedingungen sind die Zellen rund und die Messung des

Durchmessers ein zuverlassiger Hinweis auf die Zellgrofie.

Zelldurchmesser im Vergleich AX2 und AX2 phr2AB-GFP
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Abbildung 25: Vergleich der Zellgrofen von AX2 (blau) und AX2 phr2AB-GFP (rot)
Zellen. Als Maf$ fiir die Zellgrofde wurde der Durchmesser genommen, da davon
ausgegangen werden kann, dass die Zellen unter den experimentellen Bedingungen

vollstandig abgerundet sind. Fiir AX2 wurden 276 Zellen analysiert, fiir AX2 phr2AB-
GFP 309 Zellen.
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Aus dem Vergleich der Zelldurchmesser von AX2 und AX2 phr2AB-GFP wird deutlich,
dass die Mehrzahl der Zellen einen Durchmesser von 10 bis 14 pum besitzen, wobei AX2
phr2AB-GFP zu einem etwas gréfderen Durchmesser (bis 16 um) tendiert (Abbildung
25). Auffallend ist auch, dass bei den Mutanten Zellen zum Teil sehr grof3e Durchmesser
(>26 pm) beobachtet wurden. Diese grofieren Grofden konnten durch die beobachtete

erhohte Zellkernanzahl bedingt sein.

4.10 Wirkung des Phosphataseinhibitors Okadasaure auf Wildtyp und Mutante

Okadasaure ist ein Phosphataseinhibitor, der bevorzugt die Aktivitdt der PP2A hemmt.
Da fir D. discoideum kaum Daten zur Verwendung von Okadasaure vorliegen, wurden
verschiedene Konzentrationen des Toxins vewendet. Die Inkubation wurde fiir drei
Stunden durchgefiihrt. Die Auswirkungen des Toxins auf die Zellen war ebenfalls unklar.
Moglicherweise konnten z.B. Verdanderungen bei Prozessen, die mit dem Zentrosom in
Verbindung stehen, auftreten. Die Zellen wurden deshalb fir
Immunfluoreszenzanalysen verwendet, mit Methanol fixiert und mit einem
zentrosomalen Marker und mit DAPI gefarbt, um einen ersten Eindruck zu gewinnen.
Das Zentrosom war in Bezug auf Lage und Anzahl nicht signifikant beeintrachtigt, im
Vergleich zu unbehandelten Zellen (nicht gezeigt), es zeigte sich aber eine Veranderung
der Zellkerngrofde (Abbildung 26). Der Versuch wurde dreimal durchgefiihrt. Es wurden
unterschiedliche Toxinkonzentrationen verwendet. Das Ergebnis eines der Experimente
ist gezeigt. Pro Ansatz wurden jeweils 50 Zellkerndurchmesser bestimmt und die Daten

prozentual ausgewertet.
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Abbildung 26: Wirkung von Okadasdure auf AX2 und AX2 phr2AB-GFP. Die
verwendeten Toxinkonzentrationen (in puM) sind angegeben. Die Inkubationszeit betrug
drei Stunden. Der Kerndurchmesser wurde an Methanol-fixierten Zellen bestimmt.
Rechts sind die Grofsenbereiche der Zellkerne (in pum) angegeben.

Auffallig ist die Groéfenzunahme der Zellkerne in AX2 phr2AB-GFP mit steigender
Toxinkonzentration, die so bei AX2 nicht beobachtet wurde. In Abbildung 27 A) wurden
die Zellkerne in zwei Grof3enklassen eingeteilt, bis (-) 2,1 pum und grofder (>) 2,1 um, um

den direkten Vergleich zwischen den beiden Zelllinien zu erleichtern.
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Abbildung 27 A): Wirkung von Okadasaure (Konzentration in pM) auf die Grofie des
Zellkerns. Die Zellkerne wurden in zwei Grofdenklassen (-2,1 pm, >2,1 um) eingeteilt. Die
bei AX2 eingetragene Giftkonzentration in pM (in Klammern) entspricht jeweils der
Giftkonzentration fiir die nebenstehenden AX2 phr2AB-GFP Daten.

In B) ist der Effekt unterschiedlicher Okadasdurekonzentrationen auf den mittleren
Kerndurchmesser dargestellt. Die Unterschiede zwischen AX2 und AX2 phr2AB-GFP
sind statistisch signifikant (** p < 0.01; *** p < 0.001). B) entnommen aus (Miiller et al.,
2018)
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Die Zunahme des Durchmessers der Zellkerne bei AX2 phr2AB-GFP mit steigender
Okadasdaurekonzentration ist klar erkennbar. Bei hohen Konzentrationen liegt der
Durchmesser von ca. dreiviertel der Zellkerne iiber 2,1 um. Bei AX2 nimmt hingegen der
Zellkerndurchmesser bei hoheren Toxinkonzentrationen ab. Eine Analyse der mittleren
Durchmesser beider Zelllinien hat bei den Konzentrationen 0,5 und 1,5 uM eine
statistisch signifikante Zunahme fiir AX2 phr2AB-GFP ergeben (Abbildung 27 B).

Um zu untersuchen, ob der veranderte Durchmesser eventuell auf eine veranderte Hohe
der Zellen und damit auch der Zellkerne zurickzufiihren ist, wurde die Hohe der Kerne
fir Zellen, die mit 1,5 pM Okadasdure behandelt waren, im Confokalmikroskop
bestimmt. Dabei zeigte sich, dass die Kerne der Mutante flacher sind, das Volumen der
Kerne also nicht notwendigerweise verandert ist. Die Kerne von AX2 hatten eine Hohe
von 2,31+0,287 uM, die Kerne von AX2 phr2AB-GFP eine Hohe von 1,78+0,251 uM.
Dafiir wurden 38 Kerne pro Stamm vermessen. Der Unterschied war signifikant (*** p
0.0001). Das Ergebnis zeigt somit einen Effekt von Okadasaure auf die Morphologie des
Kerns an. Die Hohe der Zellen konnte nicht bestimmt werden, da die Zellen nicht

angefarbt waren.

4.11 Interaktion des humanen CDK5RAP2 mit PP2A

CEP161 ist das Ortholog des Saugerproteins CDK5RAP2 (alternativer Name: CEP215).
Um zu priifen, ob die Interaktion mit PP2A auch im Saugersystem Giiltigkeit hat, wurden
Prazipitationsexperimente in HEK293 Zellen durchgefiihrt. Da gegen endogenes CEP215

keine Antikérper vorhanden waren, mit denen Immunprazipitationsexperimente
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durchgefiihrt werden konnten, wurden HEK293T Zellen mit einem Plasmid transfiziert,
das die Expression von Myc-CEP215 ermoglichte (Sukumaran et al.,, 2017). Das Myc-
Epitop, ein Bereich von zehn Aminosauren, wird von mAb9E10 erkannt, der auch fir
Prazipitationsexperimente verwendet werden kann. Das Epitop, gegen das der
Antikorper gerichtet ist, hat die Aminosaurenabfolge EQKLISEEDL. Dies entspricht den
Aminosauren 410-419 des Myc-Proteins (Hilpert et al., 2001).

Das ektopisch exprimierte Protein Myc-CEP215 wurde mit Myc-Trap-Beads prazipitiert
und das Prazipitat in einem 3-15% SDS-PA-Gradientengel aufgetrennt. Es wurde
zunachst iiberpriift, ob Myc-CEP215 erfolgreich prazipitiert wurde, und der Pulldown
anschliefdend mit einem Antikdérper gegen die PP2A Untereinheit 55B, die das Ortholog

von phr2AB ist, geprobt.
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Abbildung 28: Nachweis des Myc-CEP215 im Myc-Pulldown mit mAb9E10. Die
Auftrennung der Proteine erfolgte in einem Gradientengel (3-12% Acrylamid).
HEK293T Zellen wurden mit einem Plasmid transfiziert, das die Expression von Myc-
CEP215 erlaubte und das Protein mit Myc-Trap Beads prazipitiert (PD) und im
Westernblot mit mAb9E10 nachgewiesen. Zur Kontrolle wurden Lysate von nicht-
transfizierten HEK293T Zellen verwendet. Die Banden bei ~37 und 70 kDa stellen
moglicherweise endogenes Myc dar.

Zum Nachweis der erfolgreichen Transfektion wurde die Membran mit dem Myc-Epitop
spezifischen monoklonalen Antikérper mAb9E10 inkubiert. Im Zelllysat war in diesem
Experiment Myc-CEP215 nicht nachweisbar. Dagegen war im Pulldown (PD), der mit
den transfizierten Zellen durchgefiihrt wurde, eine Bande bei ~250 kDa zu erkennen
(Abbildung 28). CEP215 hat im SDS-Gel ein Molekulargewicht von ~250 kDa. Die Fusion
mit dem 10 Aminosdauren langen Myc-Epitop beeinflusst das Laufverhalten nur

unwesentlich. Im Pulldown, der mit einem Lysat von HEK293T Kontrollzellen

durchgefiihrt wurde, war kein Signal zu sehen.
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Abbildung 29: Koprazipitation der 55B-Untereinheit der PP2A mit Myc-CEP215. Der in
Abbildung 28 gezeigte Blot wurde mit einem kommerziellen Antikorper spezifisch fiir
55B geprobt. Der Pfeil weisst auf die ~50 kDa 55B-Untereinheit hin. Die Identitit des
~70 kDa Proteins ist unklar.

Der Blot wurde nach dem Stripping des Erstantikorpers mit einem 55B spezifischen
Antikorper geprobt (Abbildung 29). In den Zelllysaten sind mehrere Banden zu
erkennen. Den veroffentlichten Daten nach soll 55B im SDS-Gel ein Molekulargewicht
von ~50 kDA besitzen, dies entsprache der untersten Bande. Im Pulldown der
untransfizierten Zellen sieht man keine Bande. Im Pulldown der transfizierten Zellen
sind ein ~50kDa Protein (Pfeil in Abbildung 29) und eine Bande bei ~72 kDA zu sehen.
Ihre Identitdt ist unklar. Dieses Ergebnis ist somit ein erster Hinweis darauf, dass auch

im Sdugersystem eine Interaktion zwischen dem zentrosomalen CDK5RAP2 und der

PP2A stattfinden kann.
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5) Diskussion

In jeder Zelle gibt es ein komplexes Zusammenspiel verschiedener Komponenten, seien
es nun Enzyme, DNA oder Zellorganellen. Ein kleiner Fehler in diesem System kann
bereits weitreichende Folgen haben, die dann den ganzen Organismus betreffen.

In der Medizin sind viele Erkrankungen noch nicht ganz verstanden, je weiter man
jedoch in der Erforschung des Zusammenspiels der Zellkomponenten kommt und je
mehr man iiber die Auswirkungen von Fehlern in diesem System versteht, desto besser
kann man auch zukiinftig die Therapie von Erkrankungen zielgerichteter fokussieren.

D. discoideum bietet als Modellorganismus ein sehr gutes Beispiel anhand dessen man
besagte Fehler studieren kann und damit auch Riickschliisse auf mogliche
Auswirkungen im menschlichen Organismus ziehen kann (Bozzaro, 2019; McLaren et
al.,, 2019).

Basierend auf diesen neuen Erkenntnissen konnen in der Zukunft zielgerichtetere
Therapien entwickelt werden, die langfristige Heilung versprechen, so wie zum Beispiel
die Therapie mittels Gene editing inklusive der Verwendung von CRISPR/Cas9 fiir die
Korrektur des dysfunktionalen CFTR-Gens bei Mukoviszidose Patienten (Miah et al.
2019).

CEP161 ist das Ortholog von CDKS5RAP2, welches als zentrosomales Protein in
Sdugetieren eine wichtige Funktion im Rahmen der Zellteilung und des Zellzyklus spielt
und dessen Fehlfunktion mit primarer Mikrozephalie und Alzheimer in Verbindung
steht.

Im Rahmen der primdren Mikrozephalie bedingt die Mutation von CDK5RAP2 zudem

hypothalamische, retinale und kochledare Entwicklungsdefekte (Nasser et al. 2020). Dies
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unterstreicht die Bedeutung dieses Proteins. Im Rahmen unserer Versuche konnte hier
eine Interaktion von CEP161 und phr2AB nachgewiesen werden. Aufgrund der hohen
Konservierung ist anzunehmen, dass auch in Sdugetieren CDK5RAP2 und das Ortholog
von phr2AB, die regulatorische Untereinheit B55 von PP2A, miteinander interagieren.
Ein Hinweis darauf sind erste Ergebnisse aus einem Pulldown Experiment (Abb. 29).
Dadurch erscheint es moglich, dass auch B55 durch Verdnderungen an CDK5RAP2
beeinflusst werden kann. Die Rolle von B55 im Rahmen der primaren Mikrozephalie ist
jedoch unklar und es benétigt weitergehende Untersuchungen, um das Ausmafd der
Interaktion und deren Auswirkungen zu erfassen.

Da hier gezeigt werden konnte, dass phr2AB vor allem mit dem Abschnitt von CEP161
interagiert der die yTuRC Region enthilt, bedeutet dies, dass phr2AB an den zentralen
Prozessen am Zentrosom, welche durch CEP161 ausgefiihrt werden, sehr
wahrscheinlich mit involviert ist. Inwieweit B55 in Sdugetieren an den Prozessen von
CDK5RAP2 involviert ist, bleibt unklar. Jedoch ist die Proteinphosphatse PP2A am
Zentrosom vorhanden, wo sie wichtige regulatorische Funktionen besitzt, und fiir die
B55 Untereinheit wurde eine Rolle bei der Regulation der Zentrosomentrennung in
Caenorhabditis elegans beschrieben (Boudreau et al, 2019). CDK5RAP2, der
wahrscheinliche Bindepartner von B55, ist ein Phosphoprotein der perizentrioldaren
Matrix. Die Entfernung der Phosphatreste ist ein regulatorisches Ereignis bei der
Auflésung dieser Matrix, an dem PP2A mit seiner regulatorischen Untereinheit beteilgt
ist (Enos et al., 2018).

Durch unsere Untersuchungen kann darauf geschlossen werden, dass B55 an den
Prozessen am Zentrosom durch CDK5RAP2 einen wichtigen Beitrag leistet und dass

Verdanderungen in einem der Proteine auch das andere Protein mitbeeinflussen kénnte.
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Es bleibt zu untersuchen, ob die Veranderung von CDK5RAP2 bei Mikrozephalie auch
eine Verdnderung oder Beeinflussung von B55 mit sich zieht und inwiefern dies eine
Bedeutung im Krankheitsgeschehen mit sich bringt.

In weiteren Versuchen wurde hier die Folge der Uberexpression von CEP161 und
phr2AB untersucht und die Lokalisation beider Proteine in der zentrosomalen Region
mittels Immunfluoreszenz dargestellt.

Die Uberexpression beider Proteine bedingte multiple Verdnderungen in den Zellen, was
sich in einem reduzierten Wachstumsverhalten, veranderten Zellkernanzahl pro Zelle
und einem veranderten Verhaltnis der Zellkern- zur Zentrosomenanzahl duf3ert.

Im menschlichen Organismus fithren die Veranderungen an CDKS5RAP2 auch zu
verringertem Zellwachstum, was in die Mikrozephalie miindet. Somit kann als
Riickschluss gefolgert werden, dass auch Verdnderungen in B55 zum
Krankheitsgeschehen beitragen konnten. Das Ausmafd dieses Beitrages bleibt durch die
Versuche unklar und es benétigt weitergehende Untersuchungen, inwieweit B55 eine
Rolle bei diesen Prozessen einnimmt. Jedoch wird durch die Ergebnisse deutlich, dass
vor allem die zentrosomalen Prozesse durch Veranderungen an CEP161 und phr2AB
beeintrachtigt werden, was zu weitreichenden Folgen vor allem in der Zellteilung und -
struktur fiihrt, welche wiederum, bezogen auf die Orthologe B55 und CDK5RAP2, die
Relevanz der zentrosomalen Prozesse fiir eine geregelte Zellfunktion zeigen.

Storungen und Dysbalancen in diesen Prozessen bedingen fiir den betroffenen
Organismus weitreichende Folgen. Inwieweit dieses Wissen fiir therapeutische Zwecke
in der Zukunft genutzt werden kann, bleibt abzuwarten.

Vielversprechende Vorstéfie in der Gentherapie, wie am Anfang in dem genannten

Beispiel zur Mukoviszidose, versprechen aber eine Vielfalt an neuen Therapieansatzen
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in der Zukunft. Vor allem der Ersatz dysfunktionaler Proteine durch Gentherapie
erscheint vielversprechend.

Auch die Inhibition der Phosphataseaktivitit mittels dem Phosphataseinhibitor
Okadasdure, der bevorzugt die Aktivitit der PP2A hemmt, zeigte einen Unterschied im
Verhalten der Mutante zur Wildtyp-Zellreihe. Dies unterstreicht erneut die verdnderte
Zellfunktion durch die Uberexpression von phr2AB. Dadurch kann darauf geschlossen
werden, dass auch ein verdandertes B55 Protein im Sdugetier-Organismus anders auf
aufere Einfliisse reagieren konnte als ein nicht verandertes B55. Die Zellen zeigen somit
nicht nur ein insgesamt verandertes Verhalten durch das veranderte Protein und damit
auch die veridnderte Funktion an den zentrosomalen Prozessen, sondern auch ein
verandertes Verhalten auf dufiere Einfliisse. Die weitreichenden Auswirkungen dieser
veranderten Reaktionsbereitschaft und was dies konkret fiir Erkrankungen wie die

Mikrozephalie bedeutet, auch im Bezug auf Therapieansatze, bleibt jedoch noch unklar.
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