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Zusammenfassungen

1 Zusammenfassungen

1.1 Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurde das humane F-box Protein Fbxw5 untersucht, von dem zuvor
weder seine Funktion noch seine Regulation bekannt waren.
Fbxw5 konnte als substratspezifische Untereinheit einer E3-Ligase identifiziert

werden, die den Zentrosomen- mit dem Zellzyklus verbindet.

Mit siRNA Experimenten und Uberexpressionsstudien konnte gezeigt werden, dass
Fbxw5 eine wichtige Rolle in der Regulation der Zentrosomenduplikation spielt und
den Zellzyklus beeinflusst: Der Verlust dieses Proteins bzw. die Uberexpression einer
F-box defizienten Variante fuhrte zur Akkumulation von Zentrosomen und zur Bildung
multipler Spindeln. Im Gegensatz dazu konnte die Zahl der Zentrosomen durch die
Uberexpression des Wildtyp Proteins reduziert und eine Arretierung der Zellen am
G1/S-Ubergang beobachtet werden. Zusétzlich lieR sich Fbxw5 nicht nur im

Zytoplasma, sondern auch teilweise am Zentrosom darstellen.

Fbxw5 konnte in dieser Arbeit als Bestandteil des SCF beschrieben werden. Somit
wurde untersucht ob es in seiner Funktion als E3-Ligase die Zentrosomenduplikation
reguliert. Mit hSAS6 konnte dann das an der Zentrosomenduplikation beteiligte,
kritische Substrat von Fbxw5 ermittelt werden: Die Proteinspiegel zeigten eine
entsprechende Regulation nach Uberexpression bzw. Verlust des Wildtyp Fbxw5
Proteins. Eine Interaktion von Fbxw5 mit hSAS6 konnte nicht nur nach Uber-
expression, sondern auch mit endogenem Protein durch Co-Immunprazipitation
gezeigt werden. Daruber hinaus konnte in in vivo His-Ubiquitinilierungsversuchen
nachgewiesen werden, dass der Abbau dieses Proteins durch Fbxw5 beeinflusst
wird. In weiteren Untersuchungen wurden mit Hilfe von Deletionsmutanten die letzten

beiden WD40 Wiederholungen des Fbxw5 als Interaktionsbereiche bestimmt.

Fir den genauen Ablauf der Zentrosomenduplikation ist es wichtig, dass alle
beteiligten Proteine zum richtigen Zeitpunkt aktiv sind. Deshalb werden sie
beispielsweise durch Phosphorylierung reguliert. In dieser Arbeit konnte bewiesen
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Zusammenfassungen

werden, dass der Abbau von hSAS6 durch den SCF™"* durch die Polo-like Kinase 4
(Plk4) negativ reguliert wird. In Anwesenheit von Plk4 zeigten sich eine Stabilisierung
der hSAS6 Proteinspiegel und eine Abnahme der Ubiquitinilierung. Diese Effekte
konnten auf die Kinaseaktivitat der Plk4 zurlckgefluhrt werden, da eine kinasetote

Variante keinen Einfluss auf die Regulation von hSAS6 hatte.

Als wichtiger Regulator des Zentrosomen- und Zellzyklus ist auch fur Fbxw5 eine
strikte Regulation zu erwarten. In der Tat konnte in dieser Arbeit Fbxw5 als ein im
Zellzyklus reguliertes Protein identifiziert werden, das am Ubergang von der G1- zur
S-Phase akkumuliert. In verschiedenen Versuchen konnte zudem gezeigt werden,
dass der Anaphase-Promoting-Complex (APC/C) mit Cdc20 als Adapter fur den

Abbau von Fbxw5 wahrend der Mitose verantwortlich ist.

Zusammenfassend konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass ein
zellzyklusregulierter SCF-Komplex mit Fbxw5 als substratspezifische Untereinheit die

Zentrosomenduplikation durch den Abbau von hSAS6 reguliert.



Zusammenfassungen

1.2 Abstract

In this work we investigated the so far unkown function and regulation of the human
F-box protein Fbxw5. Fbxw5 could be identified as the targeting subunit of an E3-
ligase which couples the centrosome- and the cell cycle.

SiRNA experiments and overexpression studies proofed the important role of Fbxw5
in the regulation of the centrosome duplication cycle and its influence on the cell
cycle: The loss of this protein as well as the overexpression of an F-box deficient
version led to the accumulation of centrosomes and to the formation of aberrant
mitotic spindles. Conversely, overexpression of the wildtype protein prevented
centrosome duplication and arrested the cells at the G1/S boundary. Furthermore,

Fbxwb5 localized to the cytoplasm and also partially to the centrosome.

In this work we showed that Fbxw5 is part of a functional SCF complex. Therefor we
investigated its function as an E3-ligase in the regulation of centrosome duplication.
In these studies the centiolar protein hSAS-6 was identified as a critical substrate of
the SCF™*° complex: The protein levels were regulated according to the
overexpression and the loss of wildtype Fbxw5. The interaction between Fbxw5 and
hSASG6 could be seen after overexpression and also at endogenous levels. Besides
that we were able to show that Fbxw5 specifically degrades hSAS6. Further
investigations with Fbxw5 deletion mutants mapped the site of interaction to the last
two WD40 repeats.

It is important for the exact timing of centrosome duplication that all involved proteins
are expressed at the right timepoint. Therefore they are getting regulated through
different mechanisms, e.g. by phosphorylation. In this work, we could show that the
ability of SCF™™"° to ubiquitylate hSAS6 is negatively regulated by Polo-like-kinase 4
(PIk4). In the presence of Plk4 hSAS6 protein levels were stabilized and its
degradation by Fbxw5 was reduced. These effects could be proven to be dependent

on Plk4 kinase activity.
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Fbxws5 is itself a cell cycle regulated protein which starts to accumulate at the G1/S
boundary. We also showed in this study that the anaphase promoting complex
(APC/C®*?) degrades Fbxw5 at the beginning of mitosis.

In summary, we could show in this work that a cell cycle regulated SCF complex with
Fbxw5 as the targeting subunit regulates centrosome duplication through the
degradation of hNSASG6.
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1.3 Schlagworte
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Abkurzngen

2  Abkirzungen

A Ampére

AA Acrylamid

Abb. Abbildung

ABI Applied Biosystems Incorporated
APC/C  Anaphase Promoting Komplex Zyklosom
APS Ammoniumperoxydisulfat

AS Aminosaure

bp Basenpaare

bzw. beziehungsweise

ca. circa

C- Carboxy-

cDNS  complementary DNS

°C Grad Celsius

cm Zentimeter

d 2'-Desoxyribo-

Da Dalton

dd doppelt destiliert

DMSO Dimethylsulfoxid

DNS Desoxyribonukleinsaure

dNTP 2'-Didesoxyribonukleosid-5"-triphosphat

EDTA  Ethylendiamin-N,N,N‘,N‘-tetraessigsaure-Dinatriumsalz
EtBr Ethidiumbromid

EtOH Ethanol

et al. und andere

FKS Fotales Kalberserum
g Gramm

h Stunde

HCI Salzsaure

kb Kilobasenpaare
kDa Kilodalton

m milli (10®)

M molar

MG132 z-leu-leu-leu-ala
min Minute(n)

mi Milliliter

mMRNS  messenger RNS
¥ mikro (107°)

Mg Mikrogramm

MM Mikromolar

n Nano (10®)

N- Amino-

NaAc Natriumacetat
NaCl Natriumchlorid
Nr. Nummer

oD Optische Dichte
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PAA Polyacrylamid

PCR Polymerasekettenreaktion (englisch: polymerase chain reaction)
PP Polypropylen

RNS Ribonukleinsaure

RT Raumtemperatur

SCF Skp1 — Cullin1 — F-box Protein
S.0. siehe oben

Std Standard

Tab. Tabelle

Taq Thermophilus aquaticus

TBE Tris-Borat/EDTA

TE Tris-EDTA

TEMED N,N,N’,N’-Tetramethyldiamin
Tris Trishydroxymethylaminomethan

TUNEL Terminale Desoxynukleotidyltransferase mediated dUTP Nick END Label
u.N. uber Nacht
Upm Umdrehung pro Minute

uv Ultraviolettes Licht
\Y Volt
W Watt
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3 Einleitung

3.1 Der eukaryotische Zellzyklus

Exponentiell wachsende Saugetierzellen durchlaufen wahrend ihrer Lebenszeit
wiederholt einen streng regulierten Zyklus, an dessen Ende grundsatzlich die Teilung
der Zelle steht. Dieser Zyklus garantiert den Fortbestand des Organismus, da er fur
Wachstum und Erneuerung steht. Die Zellteilung kann in zwei unterschiedliche
Abschnitte eingeteilt werden: die Mitose und die Interphase (s. Abb. 1). Wahrend der
Interphase sind drei distinkte Abschnitte zu unterscheiden: G1 (G = Gap, z.D. Licke),
Synthese (S) und G2. Wahrend in den beiden Gap Phasen primar Zellwachstum
stattfindet, erfolgt die komplette Verdopplung des Chromosomen-satzes in der S-

Phase.

Die Mitose hingegen kann in funf Bereiche unterteilt werden: Prophase, Metaphase,
Anaphase, Telophase und Zellteilung (Zytokinese). Die ersten vier Phasen bereiten
die Chromosomen auf die bevorstehende Zellteilung vor und sorgen flr eine
gleichmalige Anordnung an der Metaphasenplatte, damit eine gleichmalige
Verteilung auf die neuentstehenden Tochterzellen ermdglicht wird. Die
anschlielende Zellteilung beendet den Zellzyklus durch die Teilung des Zytoplasmas
mit der Einschnirung der Zellmembran durch einen kontraktilen Ring. Zellen, die
z. B. aufgrund von Differenzierung den Zellzyklus nicht mehr durchlaufen, befinden
sich in der Gap 0 (GO) Phase. In diesem Zustand sind die meisten Zellen, da der
vorliegende, einfache Chromosomensatz weniger anfallig fur Mutationen (= spezielle
Veranderung der DNS) ist. Einige Zellarten koénnen jedoch aus diesem
,Ruhezustand“ nach Stimulation z.B. unter dem Einfluss von Wachstumsfaktoren
wieder zurlck in den Zellzyklus gelangen. Eine Missregulation dieses elementaren
Ablaufs fuhrt zur Veranderung des Erbguts und/oder zum Zelltod. Sind die Zellen
durch weitere Veranderungen der DNS (Mutationen) nicht mehr in der Lage, den
programmierten Zelltod einzugehen oder im Zellzyklus zu arretieren bis alle Schaden

behoben sind, fihrt dieses zur Tumorbildung.
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3.2 Kontrollpunkte im Zellzyklus garantieren einen fehlerfreien Ablauf

Damit der Zellzyklus nicht fehlerhaft ablauft, existieren vor den Ubergéangen zur
nachsten Phase Kontrollpunkte. Hierzu zahlen der Restriktionspunkt (G1/S), der G2-
Kontrollpunkt (G2/M), der Spindelaufbaukontrollpunkt in der M-Phase (SAC) und der
DNS Beschadigungskontrollpunkt in der S-Phase. Der G1-Phase Restriktionspunkt
entscheidet, ob die Umgebung und die Vitalitat der Zelle eine Zellteilung
beglnstigen. Wahrend der S-Phase wird Uberprift, ob die Replikation der DNS
vollstandig und richtig durchgefuhrt wurde. Ist dieses nicht der Fall, wird die
Zellteilung solange unterbrochen, bis die notwendigen Reparaturen abgeschlossen
sind. AnschlieBend kann die Zelle die Zellteilung beenden. Ein weiterer, sehr
wichtiger Kontrollpunkt liegt in der M-Phase. Der SAC wird so lange aktiviert, bis alle
Chromosomen mit dem Spindelapparat verbunden werden koénnen. Dieses
verhindert eine vorschnelle Zellteilung und die DNS kann gleichmaliig auf die

neuentstehenden Tochterzellen verteilt werden (Salmon et al. 2007).

Viele verschiedene Molekiile sind fiir den fehlerfreien Ubergang zwischen den
Phasen verantwortlich. Zu den wichtigsten Regulatoren gehdren die Zykline und
Zyklin-abhangigen Kinasen (englisch: cyclin dependent kinase; Cdk). Die Menge der
Zykline ist im Gegensatz zu den Kinasen zyklischen Schwankungen unterworfen
(Murray 2004). Daher kann jede Zellzyklusphase durch ein bestimmtes Zyklin
charakterisiert werden. Beispielsweise wird die Akkumulation des B Typ Zyklins
bendtigt, damit Cdk1 aktiviert werden kann und die Zelle in die Mitose eintritt. Im
Gegensatz dazu muss Zyklin B zum Ende der Mitose abgebaut werden, damit Cdk1
inaktiviert wird und die Zelle mittels Zytokinese den Zellzyklus beenden kann.

Daruber hinaus hemmen inhibitorische Proteine, wie z.B. p27, p53, p21, die Arbeit
dieser Komplexe durch reversible Phosphorylierung. Die Aktivitat der zyklischen

Kinasen ist essentiell fir den Verlauf im Zellzyklus.
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Abb. 1: Schematische Darstellung des eukaryotischen Zellzyklus.
3.3 Zentrosomenaufbau

Dass das Zentrosom eine wichtige und zentrale Funktion in der Zelle Gbernimmt,
erkannte bereits sein Namensgeber Theodor Boveri im frihen 20. Jahrhundert. Es
besteht aus zwei Zentriolen, die im rechten Winkel zueinander angeordnet sind.
Diese 0,5 ym x 0,2 uym grofRen, fassahnlichen Strukturen bestehen aus neun
ringformig angeordneten Mikrotubuli-Triplets, die von einem elektronendichten
Bereich, dem Perizentriolaren Material (PCM) umgeben sind (Bettencourt-Dias und
Glover 2007; Doxsey 2001; Chretien et al. 1997; Kuriyama und Borisy 1981,
Paintrand et al. 1992; Vorobjev und Chentsov 1982) (s. Abb. 2). Der Haupt-
bestandteil dieser Matrix sind gro3e Doppelwendelproteine der Perizentrin Familie,
wie beispielsweise Perizentrin, die zusammen eine salatblattahnliche Struktur
formen. Sie bilden die Plattform flUr andere regulatorische Proteine, wie zum Beispiel
Ninein, Centriolin und NIp. Dabei dient dieser Proteinkomplex zusatzlich als
Startpunkt fir die spindelbildenden Mikrotubuli. Dieser Bereich wird daher auch als
primares Mikrotubuli Organisationszentrum (MTOC) bezeichnet (Stearns et al. 1991;
Zheng et al. 1991; Zheng et al. 1995; Doxsey et al. 1994; Stearns und Kirschner
1994; Moritz et al. 1995; Dictenberg et al. 1998; Schnackenberg et al. 1998). Die
wichtigsten Bestandteile hierbei sind der gamma Tubulin Ringkomplex (y-TuRC), der
fur die Bildung der Mikrotubuli verantwortlich ist. Dieser Proteinkomplex besteht aus
dem gamma-tubulin Subkomplex (y-TuSC), der aus zwei gamma Tubulin und jeweils
einem GCP2 & GCP3 Protein aufgebaut ist. Mehrere dieser Tetramere formen eine

ringférmige Struktur, die durch mindestens vier weitere Proteine stabilisiert wird und
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somit den funktionierenden y-TuRC bildet. Bei Verlust des y-Tubulins ist die Zelle

nicht mehr in der Lage, geordnete Spindeln auszubilden.

Mutterzentiriole

distale Anhéngsel

AN

Perizentrioldres
Material (PCM)

el

Mikrotubuli

\

/Fdserbrﬁ(:ke Tochterzentriole

Abb. 2: Schematischer Aufbau des menschlichen Zentrosom.

+-TURC

3.4 Der Zentrosomenduplikationzyklus

Bis heute sind noch nicht alle Funktionen des Zentrosoms vollstandig geklart. Neben
seiner Aufgabe in der Mikrotubuliorganisation und des Aufbaus des Spindel-
apparates in der Mitose Ubernimmt es wahrend der Interphase zusatzlich noch
weitere Aufgaben in der Zellmotilitat, -adhasion und —polaritat (Bettencourt-Dias und
Glover 2007; Sankaran und Parvin 2006; Luders und Stearns 2007; Azimzadeh und
Bornens 2007).

Und auch Boveris Vorhersage eines unersetzlichen Zentrosoms mit zentralen
Aufgaben konnte nicht vollkommen bestatigt werden. Es zeigte sich, dass selbst in
Zellen, die keine Zentrosomen besitzen, wie beispielsweise weibliche Oozyten und
hdheren Pflanzen, eine geordnete Mitose ablauft. Die Aufgabe der Zentrosomen wird
hierbei durch Basalkdrperchen ibernommen, die fur die Mikrotubuliverankerung und
Definition der Spindelpolenden wichtig sind (Lloyd und Chan 2006; Luders und
Stearns 2007).

Der Aufbau des Spindelapparates erfolgt in tierischen Zellen mit Hilfe des PCMs.

Hier keimen die Mikrotubuli und wachsen mit ihrem Plusende in Richtung der

Metaphasenplatte. Obwohl das PCM sowohl Tochter- als auch Mutterzentriole
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umgibt, besitzt nur die Mutter entsprechende Auswilichse flir die Verankerung der
Filamentfasern. Diese Auswuichse gelten als Anhaftungsstelle fur die Mikrotubuli am
Zentriol und auch als Verankerungsstelle an der Plasmamembran wahrend der
Ziliabildung. Es dauert in etwa eineinhalb Zellteilungen, bis die neu synthetisierten

Tochterzentriolen die GroRe und das Aussehen inrer Mittern erhalten.

Die Duplikation der Zentrosomen kann in vier distinkte Abschnitte, die eng mit dem

Zellzyklus verbunden sind, unterteilt werden (Abb. 3):

Disorientierung
Duplikation
Reifung

W bh =

Separation

Der erste Schritt wahrend des Zentrosomenzyklus ist die Disorientierung. Sie beginnt
am Ende der vorhergehenden Mitose und kann bis in die nachfolgende G1-Phase
andauern. Der genaue Mechanismus konnte noch nicht geklart werden, es wird
jedoch vermutet, dass zwei Komplexe, die den Abbau von Proteinen im Zellzyklus
regulieren, der SCF-Komplex (Skp1-Cullin1-F-Box Proteinabbaukomplex) (Hinchcliffe
und Sluder 2001) und der APC/C (Anaphase Promoting Komplex/Zyklosom)
(Vidwans et al. 1999) zusammen mit dem Enzym Separase (Tsou und Stearns 2006)
fur die Entkopplung verantwortlich sind. Nach der anschlieRenden Zellteilung
befinden sich die neu gebildeten Tochterzellen, die jeweils ein Zentrosom besitzen,
bestehend aus zwei Zentriolen, in der G1-Phase. Im weiteren Verlauf entfernen sich
die beiden Mutterzentriolen voneinander. Sie sind aber weiterhin am proximalen
Ende durch eine Faserbricke, hauptsachlich bestehend aus Rootletin und C-Nap1,
miteinander verbunden (Xiaoqing Liu et al. 2002). Die Initiation der Duplikation erfolgt
beim Ubergang der G1- zur S-Phase. Ein Proteinkomplex bestehend aus Zyklin E
und Cdk2 signalisiert dem Zentrosom, dass die Verdopplung beginnen kann (Okuda
et al. 2008).

Als Folge der Initiation bilden sich am apikalen Ende der Mutterzentriolen kleine

Knospen, die Tochterzentriolen (Chretien et al. 1997; Kuriyama und Borisy 1981;
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Paintrand et al. 1992; Vorobjev und Chentsov 1982). Aufgrund des symmetrischen
Aufbaus wird diese sich initial bildende Struktur auch als Wagenrad (englisch:

cartwheel) bezeichnet.

Der genaue Mechanismus der Zentriolenduplikation konnte bisher noch nicht geklart
werden (Strnad et al. 2007). Berichte, in denen die Mutterzentriole als Vorlage fur die
heranwachsende Tochterzentriole dient (Pelletier, 2007; Duensing et al. 2007),
konnten nicht bestatigt werden (Loncarek et al. 2008). Es scheint vielmehr, dass die
Grolle des PCMs einen Einfluss auf die Anzahl der sich neubildenden Tochter hat.
Nach Uberexpression von Perizentrin zeigte sich eine Korrelation zwischen der
Zunahme an Tdchterzentriolen und der GroRe des PCMs. Die Mutter war in diesen
Versuchen vernachlassigbar, da im gesamten PCM Zentriolen de Novo gebildet
wurden. Dennoch ist die Mutterzentriole unabkdommlich, wenn es darum geht,

funktionsfahige Tochterzentriolen zu bilden.

Im Verlauf der S-Phase erfolgt die Maturation der duplizierten Zentriolen. Wahrend
der Reifung, die bis zum Ende der G2-Phase dauert, wachsen die Tochterzentriolen
bis zu 80 % der Muttergrofde an. Den Abschluss dieser Phase bildet das Beladen des
PCMs auf die neu gebildeten Tochter sowie die Assoziation der zweiten
Mutterzentriole mit spezifischen Anhangseln an ihrem distalen Ende (Bornens 2002).
Die Zelle besteht zu diesem Zeitpunkt des Zellzyklus aus zwei vollstandig

funktionsfahigen Zentrosomen.
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Abb. 3: Schematische Darstellung des Zentrosomenduplikationzyklus.

Damit sich die beiden Zentrosomen in der folgenden Separationsphase trennen
konnen, muss die verbindende Faserbricke durch ein Enzym geldst werden. Im
Laufe der nun stattfindenden Mitose wandern die Zentrosomen in entgegengesetzte
Richtungen der Zelle und definieren somit die Lage der Spindel. Daruber hinaus
markieren diese zwei Spindelpole die Positionen, zu denen die DNS hingezogen
wird. Nach der nun folgenden Zytokinese erhalt jede der zwei Tochterzellen ein
funktionsfahiges Zentrosom bestehend aus zwei Zentriolen.

3.5 Die Polo-like Kinase 4 (Plk4) ist ein wichtiger Regulator wahrend

der Zentrosomenduplikation

Als Folge der Initiation bilden sich am apikalen Ende der Mutterzentriolen kleine
Knospen, die Tochterzentriolen. Der genaue Mechanismus konnte bisher noch nicht
geklart werden (Strnad et al. 2007). Berichte, in denen die Mutterzentriole als Vorlage

fur die heranwachsende Tochterzentriole dient (Pelletier, 2007; Duensing et al.
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2007), konnten nicht bestatigt werden (Loncarek et al. 2008). Wie in Abb. 4
vereinfacht dargestellt ist, sind sehr viele Proteine an den ersten Schritten der
Zentrosomenduplikation beteiligt. Als aller erstes Signal gilt die Phosphorylierung von
Nucleophosmin durch den Proteinkomplex Zyklin E und Cdk2, welche zu seiner
Translokation vom Zentrosomen fiuhrt (Okuda 2002). Diese Initilerung hat zur Folge,
dass nun sequentiell eine ganze Gruppe von konservierten Proteinen unter der
Kontrolle von Plk4 rekrutiert wird (Kleylein-Sohn et al. 2007; Habedanck et al. 2005;
Salisbury et al. 2002). Hierzu gehdéren nach bisherigen Erkenntnissen hSAS6,
CEP135 und CPAP, welche eine Art Startplattform fir das nun folgende
Zentriolenwachstum bilden (Kleylein-Sohn et al. 2007). Neben Cdk2 und Zyklin E
gehort Plk4 zu den wichtigsten Initiatoren der Zentrosomenduplikation sowohl in
humanen Zellen als auch in D. melanogaster (Habedank et al. 2005; Bettencourt-
Dias et al. 2005). Fur verschiedene Organismen konnte gezeigt werden, dass bei
Verlust des Proteins die Zellen keine neuen Zentriolen bilden kdnnen (Bettencourt-
Dias et al. 2005). Wahrend Plk4 knockout Mause direkt nach der Gastrulation in ihrer
Entwicklung anhalten, waren Heterozygote Wurfgeschwister lebensfahig und zeigten
zudem eine Zunahme an spontanen Tumoren in der Leber und in anderen Organen
aufgrund von Haploinssuffizienz (Habedanck et al. 2005; Ko et al. 2005).
Unterstutzend dazu zeigten verschiedene Arbeitsgruppen unabhangig voneinander,
dass die Uberexpression von Plk4 in S&ugetierzellen zur Bildung von multiplen
Prozentriolen an einer Mutterzentriole fuhrte. Diese Strukturen haben unter dem
Mikroskop eine charakteristische Blutenstruktur (Kleylein-Sohn et al 2007;
Habedanck et al. 2005). Beide Experimente weisen daraufhin, dass Plk4 eine
unersetzliche Rolle in der Zentrosomenduplikation einnimmt. Die komplette Funktion
und Regulation ist bis heute noch nicht geklart. Bisher ist jedoch bekannt, dass Plk4
sehr frih in der Zentrosomenduplikation agiert. Sobald es aktiviert wird, ladt es
hSAS6 zusammen mit hSAS5 und CPAP auf das sich bildende Wagenrad. In
mehreren Veroffentlichungen wird aufgrund dieser wichtigen Funktion postuliert, dass
der Plk4 Proteinspiegel stark reguliert werden muss (Kleylein-Sohn et al. 2007) und
dass es nur ein kleines Zeitfenster im Zellzyklus geben dirfe, wahrenddessen dieses
Protein aktiv sei. Bisher konnte gezeigt werden, dass Plk4 Proteinspiegel wahrend
der G2-Phase zunehmen bis zu einem Maximum in der Mitose (Cunha-Ferreira et al.

2008; Rogers et al. 2009). Der Abbau von Plk4 erfolgt anschlieRend aufgrund
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unterschiedlicher Mechanismen. Michel Bornens konnte zeigen, dass Plk4 am Ende
der Mitose einer starken Autophosphorylierung unterliegt, die zu einer SCF
unabhangigen Degradation dieses Proteins fuhrt. Des Weiteren zeigen verschiedene
Publikationen, dass Plk4 in der Mitose vom APC reguliert wird, und fur D.
melanogaster (Bettencourt-Dias) und Saugetierzellen (Duensing) konnte gezeigt
werden, dass B-TRCP das Protein wahrend der G1-Phase abbaut.

Wagenradbildung

i Zentriolduplikation

. - %] ammeramnn
) CPAP
Tang
Migg

Bettencourt-Dias
Cuensing

— @

Ganczy

Hige Hirono

- OICDnne”

Abb. 4: Schematische Darstellung der Initiation der Zentrosomenduplikation.

3.6 HSAS6 Ubernimmt wichtige Aufgaben wahrend der Zentrosomen-

duplikation

HSASG6 ist ein konserviertes Doppelwendelprotein, dass eine wichtige Rolle in
verschiedenen Organismen wahrend der Prozentriolformation einnimmt (Strnad et al.
2007; Dammermann et al. 2004; Leidel et al. 2005; Peel et al. 2007). Immun-
fluoreszenzanalysen ergaben, dass dieses Protein sowohl in Saugetierzellen (Strnad
et al. 2007) als auch in D. melanogaster (Rodrigues-Martins et al. 2007)
asymmetrisch an der Zentriole wahrend der Prozentriolformation angelagert ist. Der
genaue Wirkmechanismus konnte bisher noch nicht geklart werden. Aufgrund der

konservierten Sequenz wird vermutet, dass hSAS6 ahnlich agiert wie die Vorlaufer
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der Spindelpolkorper in S. cerevisiae (Adams und Kilmartin 1999; Byers und
Goetsch 1974).

Es konnte von mehreren Arbeitsgruppen gezeigt werden, dass der Verlust von
hSASG6 in verschiedenen Organismen zu einem Anstieg an monopolaren Spindeln
und zu einem Verlust von Zentriolen fuhrt (Strnad et al. 2007; Rodrigues-Martins et
al. 2007). Im Gegensatz dazu erhalt man nach Uberexpression dieses Proteins
multiple Punkte an der Mutterzentriole, die mit zentriolaren Markern Ubereinstimmen.
Dieses spiegelt sich auch in einer erhdhten Frequenz von multipolaren Spindeln in
diesen Proben wieder (Strnad et al. 2007; Leidel et al. 2005). In
Drosophilaembryonen fihrt diese Uberreprasentation von DSAS-6 zur zuséatzlich
Neubildung von MTOCs (Rodrigues-Martins et al. 2007), wahrend sich in C. elegans
Mutanten ungewohnliche Strukturen bildeten, die auf mogliche Intermediate der

Prozentriolformation hindeuten (Pelletier et al. 2006).

Aufgrund seiner wichtigen Funktion wahrend der Zentrosomenduplikation wird ein
enges Aktivitatszeitfenster dieses Proteins wahrend des Zellzyklus gefordert. Hierzu
konnten verschiedene Versuche zeigen, dass hSAS6 beginnend in der S-Phase
akkumuliert und sich dieses bis zur Mitose fortsetzt. Zum Ende der Mitose wird das
Protein dann vom APC®™' abgebaut und kann anschlieRend im néchsten

Zentrosomenzyklus wieder neu gebildet werden (Strnad et al. 2007).

Strnad et al. konnten in ihren Versuchen zeigen, dass hSAS6 bereits sehr frih
wahrend der Prozentriolformation rekrutiert wird und dass dieses Plk4 unabhangig zu
sein scheint. Die Plk4 Kinaseaktivitat scheint eher bei der Aufrechterhaltung der

zentriolaren Lokalisation von hSASG6 eine wichtige Rolle zu spielen.

3.7 Proteinabbaukomplexe ubernehmen wichtige Funktionen wahrend

der Zentrosomenduplikation

Das Zentrosom erhalt eine immer groRer werdende Bedeutung als Regulator der
Zellzyklusiibergange, einschlieRlich des G1/S Ubergangs (Hinchliffe et al. 2001;
Khodjakov und Rieder 2001), des Metaphase-Anaphase Ubergangs (Huang und Raff
1999; Wakefield et al. 2000) und Abschluss der Zytokinese (Khodjakov und Rieder
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2001; Piel et al. 2001). Der genaue Mechanismus, wie das Zentrosom diese
regulatorische Funktion Ubernimmt, ist bis heute noch nicht eindeutig geklart. Ein weit
verbreitetes Modell sieht das Zentrosom als eine Art Plattform, auf der Enzyme und
Substrate in engen Kontakt treten und alle wichtigen Signale von dieser zentralen
Stelle aus in die Zelle geleitet werden kénnen (Hansen et al. 2002). In friheren
Veroffentlichungen konnte bereits gezeigt werden, dass die Komponenten der
proteolytischen Maschinerie phasenweise am Zentrosom lokalisiert sind. Bereits
1999 haben verschiedene Gruppen gezeigt, dass Proteinabbaukomplexe, wie der
SCF-Komplex und der APC-Komplex, nicht nur den Chromosomenzyklus
kontrollieren, sondern auch grundlegende Funktionen in der Zentrosomenduplikation
haben (Freed et al. 1999; Hinchcliffe et al. 1999; Lacey et al. 1999; Meraldi et al.
1999; Vidwans et al. 1999; Cunha-Fereirra et al. 2008; Rogers et al. 2009;
Korzeniewski et al. 2009). Freed et al. konnten zeigen, dass in Saugetieren die SCF
Untereinheiten Skp1 und Cul1 nicht nur am Interphase Zentrosom, sondern auch am
mitotische Zentrosom lokalisiert sind. Wurde die Funktion dieser Proteine durch
spezifische Antikdrper inhibiert, hatte dieses eine Stdérung der Zentriolenseparation
zur Folge. Ein weiteres Indiz flr die Beteiligung ubiquitinabhangiger Ligasen in der
Regulation des Zentrosomenzyklus zeigte sich bei der Hemmung des 26S
Proteasomes. Der Verlust flhrte zu einer Blockade der Zentriolseparation in vitro
sowie nach Injektion von Proteasominhibitoren in Xenopus Embryonen zu einer
Blockade der Zentrosomenduplikation (Freed et al. 1999). Neben den Saugetieren
konnte zusatzlich in anderen Organismen, wie beispielsweise Drosophila, der
Einfluss verschiedener Abbaukomplexe auf den Zentrosomenzyklus gezeigt werden
(Wojcik et al. 2000; Bettencourt-Dias et al. 2005; Patton et al. 1998; Peters 1998;
McDonald und Byers 1997).

3.8 Abbau von Proteinen mittels des E1-E2-E3 Ligase Systems

Damit Proteine mittels des 26S Proteasome abgebaut werden kdnnen, miussen sie
durch an Lysine gekoppelte Ubiquitinketten fir den Abbau markiert werden. Fur die
Aufarbeitung der Ubiquitinmolekile werden drei unterschiedliche Enzyme bendtigt
(s. Abb. 5). Zu Beginn wird das Ubiquitin durch die E1-Ligase mittels ATP aktiviert
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und an ein Ubiquitin-konjugierendes Enzym gebunden (Pagano 1997). Diese E2-
Ligase wiederum interagiert mit einer E3-Ligase. Beispiele fur E3-Ligasen sind der
SCF-Komplex, der APC/C oder pVHL (Patton et al. 1998; Peters 1998; Deshaies
1999; Pause et al. 1999). Durch diese Interaktion wird das Ubiquitinmolekil in
raumliche Nahe zum Substrat gebracht (del Pozo und Estelle 2000). Nach der
Ubertragung des ersten Ubiquitins kdnnen dem Zielprotein noch mehrere Molekiile
angehangt werden, so dass ein verzweigtes Netz aus Ubiquitinmolekilen entsteht.
Die E3-Ligasen bestimmen durch ihre Assoziation mit unterschiedlichen Co-
Aktivatoren bzw. F-box Proteinen das entsprechende Zielprotein. (Hansen et al.
2002).

Abb. 5: Schematische Darstellung der Proteindegradation mittels des 26 S Proteasoms.

Der Abbau bestimmter zellzyklusassoziierter Substrate mittels ubiquitinabhangiger

Proteolyse ist ein weit verbreiteter Mechanismus (Deshaies 1999; Freed et al. 2000).
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3.9 Der SCF-Komplex und seine Funktion im Zellzyklus

Der SCF-Komplex erhielt seinen Namen durch die Zusammensetzung seiner
Untereinheiten: Skp1 (Bai et al. 1996), Cullin 1 (Cul1) und einem austauschbaren
F-box Protein (s. Abb. 6). Zusatzlich zu diesen drei Komponenten ist eine Zink-
bindende Untereinheit, das RING-Protein Rbx1, integriert (Patton et al. 1998;
Deshaies 1999). Wahrend Cul1 und Rbx1 das Rulckgrat fur die Interaktion zwischen
dem E2-Enzym und dem abzubauenden Substrat bilden, wird Skp1 als Bindestelle
fur das F-box Protein bendtigt. Hierbei ist die F-box die entscheidende
Proteindomane, da bei Infunktionalitat keine Anlagerung erfolgen kann. Zusatzlich
bildet das F-box Protein in diesem Komplex die substratspezifische Einheit, d.h. je
nachdem welches F-box Protein mit dem SCF-Komplex assoziiert ist, werden
unterschiedliche Substrate abgebaut bzw. Funktionen Ubernommen (Freed et al.
2000; Skowyra et al. 1997; del Pozo und Estelle 2000).

Die Interaktion zwischen dem F-box-Protein und seinem Substrat spielt in der
Zellzyklus Regulation eine zentrale Rolle. Die grofRe Flexibilitat dieses Systems wird
durch das gleichbleibende Rickgrat und die variierende Affinitdt zwischen Substrat
und F-box-Protein erreicht. Das Substrat wird in den meisten Fallen erst nach einer
Phosphorylierung durch Cdk und anderer Kinasen durch das F-box Protein erkannt.
Die enge Regulation dieser Kinasen flhrt wiederum zu einem zellzyklusspezifischen

Abbau dieser Proteine.

Beispielsweise erkennt das humane F-box Protein Skp2 spezifisch phosphoryliertes
p27, welches auf einen selektiven Abbau dieses Protein durch den SCF**? hindeutet
(Carrano et al. 1999; del Pozo und Estelle 2000).
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Abb. 6: Aufbau des SCF — Komplexes.

3.10 F-box-Proteine und ihre Funktion im Zellzyklus

F-box Proteine gehdéren zu einer sehr inhomogenen Proteinfamilie, die ein
gemeinsames 40 Aminosauremotiv, die F-box, haben, das fir Protein-Protein
Interaktionen bendtigt wird (Kipreos und Pagano 2000; Cenciarelli et al. 1999). Ein
Groldteil dieser Proteine hat zusatzlich Sekundarmotive (Jin et al. 2004), wie
beispielsweise Zinkfinger, Zyklindomanen, Leucinreilverschlisse, Ringfinger-protein
sowie Tetratricopeptidwiederholungen (TPR) und prolinreiche Regionen (Kipreos und
Pagano 2000).

Diese breitgefacherte Familie konnte bisher in allen Organismen bis auf Prokaryoten
nachgewiesen werden (Kipreos und Pagano 2000). Hierbei gab es jedoch teilweise
grolke Abweichungen in der Gruppenanzahl. Wahrend beispielsweise flr Arabidopsis
an die 700 F-box Proteine gezahlt wurden (Lechner et al. 2006), konnten im
Menschen bisher nur 68 identifiziert werden. Den Namen erhielt die F-box Familie
von dem Zellzyklusprotein Zyklin F, da in diesem Protein zum ersten Mal die
charakteristische F-box Domane entdeckt wurde. Aufgrund der teilweise sehr grof3en
Anzahl an Familienmitgliedern einigte man sich auf eine allgemeine Nomenklatur, die
die einzelnen Protein nochmals in drei Unterklassen aufteilt. Diese Einordnung ist
davon abhangig, welche weiteren Proteindomanen enthalten sind: Fbxw (WD 40
Wiederholungen — Trp, Asp), Fbxl (Leucin reiche Regionen) und Fbxo (ohne weitere
bisher bekannte Motive) (Kipreos und Pagano 2000; Cenciarelli et al. 1999; Winston
et al. 1999). Wahrend es fur die ersten beiden Klassen fur fast jedes Protein ein

Gegenstuck in C.elegans und grofdtenteils auch in Hefe gibt, ist nur die Halfte der
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Fbxo Klasse in Nematoden oder Hefe konserviert (Kipreos und Pagano 2000). Diese
Homologie spiegelt sich in gemeinsamen Abbauwegen in unterschiedlichen
Organismen wieder. Beispielsweise wird Notch sowohl in Saugetieren als auch in
C. elegans von Sel-10/Fbxw7 abgebaut (Hubbard et al. 1997; Wu et al. 2001).

Es konnte bereits durch mehrere Arbeitsgruppen gezeigt werden, dass F-box
Proteine eine wichtige Funktion im Zellzyklus einnehmen. Beispielsweise ist Skp2
das Produkt eines Proto-Onkogens, wahrend Fbxw7 ein Tumorsuppressor ist
(Pagano und Benmaamar 2003; Yamasaki und Pagano 2004). Die Uberexpression
von BR-TRCP1 fuhrt teilweise zur Transformation in einigen Epithelgeweben (Kudo et
al. 2004). Emi1/Fbxo5, ein Inhibitor des APC/C, ist in vielen Tumorzelllinien
Uberexprimiert (Hsu et al. 2002; van’'t Veer et al. 2002). Zusatzlich gibt es viele
Beispiele von F-box Proteinen, die bei Verlust zu verschiedenen Krankheiten fihren
(Basel et al. 2003; Masuda et al. 2002; Bodine et al. 2001; Gomes et al. 2001).
Aufgrund der oben erwahnten Eigenschaften sind F-box Proteine interessante
Kandidaten fir neue Therapieansatzpunkte, da sie in sehr vielen Signalwegen

kritische Aufgaben tbernehmen (Jin et al. 2004; Cardozo und Pagano 2004).

3.11 Der APC/C Ubernimmt wichtige Funktionen im Zellzyklus

Neben dem SCF-Komplex ist der APC/Zyklosom (APC/C) ein weiterer wichtiger
Abbaukomplex im Zellzyklus. Er war einer der ersten Multikomponenten
Ubiquitinligasen, die identifiziert werden konnte. (Hansen et al. 2002). Ahnlich wie der
SCF-Komplex besitzt der APC/C Cullin- und RING-Finger Domanen. Bis zum
heutigen Zeitpunkt sind im Menschen mindestens zwolf unterschiedliche
Untereinheiten bekannt. Der APC/C kann mit einem von zwei Co-Aktivatoren
assoziieren: Cdh1 oder Cdc20 (Burton und Solomon 2000; Hilioti et al. 2001; Pfleger
et al. 2001; Schwab et al. 2001) (s. Abb. 7). Zu seinen wichtigsten Funktionen
gehoren der Abbau von Zielproteinen, die den Metaphase-Anaphase Ubergang
kontrollieren und das Ende der Mitose einleiten, sowie die Replikation der DNS
wahrend der S-Phase. Verschiedene Publikationen weisen daraufhin, dass der
APC/C zusatzlich noch wichtige Aufgaben wahrend der Meiose Ubernimmt. Zu den

wichtigsten Substraten gehdren deshalb beispielsweise Aurora-Kinasen und Polo-
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like-Kinase 1 sowie mitotische Zykline, welche Cdk1 und Cdk2 aktivieren. Zusatzlich
bewirkt die Ubiquitinilierung des Substrates Securin die Trennung der

Schwesterchromatiden.

APC11
- APC 2 (Culln - &hnlich)

Abb. 7: Schematische Darstellung des APC/C Komplexes.

Im Gegensatz zum SCF-Komplex bendtigt der APC/C neben dem E2-Enzym
(UBCH5 oder UBCH10) zusatzlich einen von zwei Co-Aktivatoren, Cdc20 oder Cdh1.
Ahnlich wie bei einigen F-box Proteinen besitzen beide Proteine an ihrem
C-terminalen Ende WD40 Motive, die fur die Interaktion mit dem Substrat notwendig
sind. Der APC/C erkennt seine Substrate anhand von zwei Abbaumotiven, der
Destruktionsbox (D-Box) und der KEN Box (Pfleger und Kirschner, 2000). Der Co-
Aktivator Cdc20, der hauptsachlich wahrend der Mitose aktiv ist, erkennt seine
Zielproteine grundsatzlich anhand der D-Box, wahrend Cdh1 sowohl diese als auch
die KEN-Box erkennt. Cdc20 wird in der spaten Mitose durch Cdh1 abgel6ést und
sogar von APC Cdh1 abgebaut (Glotzer et al. 1991; Pfleger und Kirschner 2000).

Die Ubiquitinilierung von APC Substraten kann durch zwei unterschiedliche
Mechanismen reguliert werden, durch Phosphorylierung der APC Untereinheiten
und/oder durch die Phosphorylierung von Cdh1 (Kramer et al. 2000). Zusatzlich wird
dieser Komplex durch inhibitorisch wirkende Proteine gehemmt, wie z.B. Mad2 und
Emi1, das als Pseudosubstrat von Cdc20 und Cdh1 agiert und somit den Abbau
anderer Zielproteine verhindert (Shah and Cleveland 2000; Hsu et al. 2002; Reimann
et al. 2001). Eine weitere Funktion des APC®®" in der G1-Phase konnte durch Wenyi
Wie et al. (2004) gezeigt werden. Die Versuche bestatigten, dass das F-box Protein

Skp2, Teil eines SCF-Komplexes, vom APC in der G1-Phase durch Ubiquitinilierung
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fur den Abbau markiert wird. Dieses ist nur ein Beispiel, wie der APC/C Einfluss auf
den Ablauf des Zellzyklus nimmt, da ohne die Degradation von Skp2 die Zelle nicht in

die S-Phase gehen kann.

3.12 Das Zentrosom und seine Rolle in der Tumorentstehung

Einer der wichtigsten Aufgaben wahrend des Zellzyklus ist die gleichmafige
Verteilung der Chromosomen auf die sich bildenden Tochterzellen, die durch die
Ausbildung einer binaren mitotischen Spindel erreicht wird. Damit diese Bipolaritat
etabliert werden kann, werden kleine Organellen, die Zentrosomen, auch
Zentralkdrperchen genannt, benétigt. Die Duplikation dieser Zentrosomen findet nur
einmal pro Zellzyklus statt. Falls dieser Mechanismus gestort ist und keine
Vervielfaltigung erfolgt, wird in der nachfolgenden Mitose nur eine monopolare
Spindel aufgebaut, die nicht in der Lage ist, die Zelle zu teilen. Diese Fehlregulation
kann zur Entstehung polyploider Zellen fihren. Wenn Im Gegensatz hierzu, zu viele
Zentrosomen pro Duplikationszyklus gebildet werden, bewirkt dieses in den meisten
Fallen die Ausbildung von multipolaren Spindeln, die den Chromosomensatz
ungleichmalig auf die entstehenden Tochterzellen aufteilen und somit zur
Aneuploidie fuhren (Strnad et al. 2007) (Abb. 8). In der sich nun anschlieRenden G1-
Phase besitzen diese Zellen dann zu viele Zentrosomen und moglicherweise einen
tetraploiden Chromosomensatz. Wenn die Zelle dann nicht beispielsweise durch
einen p53 induzierten Zellzyklusarrest aufgehalten wird, erhodht sich das Risiko
weiterer Mutationen, die dann als Resultat zur Tumorentstehung fiihren kdénnen
(Mikule et al. 2006).

Die einzige Madglichkeit der Zelle mit Uberzahligen Zentrosomen eine normale
Zellteilung zu erreichen, besteht in der Gruppierung bzw. Anhaufung dieser, um eine
bindre Spindel aufzubauen (Jaspersen und Stearns 2008). Mit diesem Trick schafft
die Zelle es zwar sich zu teilen, spatestens aber im folgenden Zyklus wird sie durch

Kontrollmechanismen aufgehalten.
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Ein Zentrosom Zwei Zentrosomen Multiple Zentrosomen

e e e
7N
VAN
ks \
e

Abb. 8: Exemplarische Anordnung mitotischer Spindeln verursacht durch ungleiche

Zentrosomenduplikation.

Fehler in der normalen Zentrosomenduplikation wurden in sehr vielen
unterschiedlichen Tumoren beobachtet (Nigg 2002; Hinchcliffe und Sluder 2001;
Sankaran und Parvin 2006). Hierbei korrelierte das AusmaR der Uberduplikation

haufig mit einer schlechteren Prognose fur den Patienten.

Bisher konnte jedoch noch nicht eindeutig geklart werden, ob die Amplifikation der
Zentrosomen zur Tumorbildung gefuhrt hat, oder ob diese eine Folge der
Krebsentstehung ist. (Srsen und Merdes et al. 2006; Parvin et al. 2006). Eine Theorie
sieht die Zentrosomenduplikation als Ursache bzw. ersten Schritt in der
Tumorentstehung. Es wird argumentiert, das Fehler wahrend des Zentrosomenzyklus
weitere Zellveranderungen in Richtung Tumorentstehung begunstigen (D’Assoro et
al. 2002; Pihan et al. 2003). Diese Fehlregulation der Zentrosomenzahl kann durch
unterschiedliche Mechanismen hervorgerufen werden. Die erste Moglichkeit entsteht
durch Ungenauigkeiten/Fehler in der Zellteilung, und zum zweiten kann der
Zentrosomenzyklus selbst von der Fehlregulierung betroffen sein (Nigg 2002;
Duensing 2005). Zur Unterscheidung, welcher der beiden Mechanismen fur die
inkorrekte Anzahl verantwortlich ist, hilft es, die Tochterzentriolen naher zu
betrachten. Guarguaglini et al. postulierte in 2005, dass die Uberduplikation von
Zentrosomen durch das Vorhandensein vieler unreifer Tochterzentriolen

gekennzeichnet ist (Guarguaglini et al. 2005). Diese Zentrosomenabnormalitaten
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kénnen auf unterschiedliche Art und Weise in den Tumorzellen auftreten. Zu den
strukturellen Veranderungen zahlen der Anstieg in Zentrosomenanzahl und -
volumen sowie Uberzahlige Zentriolen, Akkumulation Uberschussigen PCMs sowie
die unkontrollierte Phosphorylierung von zentrosomalen Proteinen (Lingle et al. 1998;
Pihan et al. 1998). Im Gegensatz dazu sind die Moglichkeiten, Uberzahlige

Zentrosomen zu erhalten, bisher auf vier Mechanismen begrenzt (Nigg 2002):

1) Die Reduplikation der Zentrosomen wahrend einer Zellteilungsrunde.
2) Fehler in der Zytokinese und somit wiederholte Duplikation im nachsten Zellzyklus.
3) Die Fragmentierung von Zentrosomen und zentrosomalen Komponenten.

4) Anstieg der Zentrosomenzahl durch Zellfusionsereignisse.

Bisher konnte kein Kontrollpunkt identifiziert werden, der bei einer falschen
Zentrosomenanzahl eingreift und den Fehler korrigiert (Uetake und Sluder 2004;
Wong und Stearns 2003). Dieses fiihrt bei Uberduplikation zu einer fatalen
Konstellation, die nur noch durch kontrollierten Zelltod oder Zellzyklusarrest
aufgehalten werden kann. Ansonsten ware die Folge, wie bereits oben beschrieben,
An- bzw. Polyploidie sowie eine beglnstigte Grundlage flr die Tumorentstehung.
Einer der wenigen existierenden Kontrollmechanismen in der Zentrosomen-
duplikation greift ein, wenn die Struktur des Zentrosoms seine Intaktheit verliert und
arretiert die Zelle am G1/S Ubergang (Hinchcliffe et al. 2001; Mikule et al. 2007;
Srsen et al. 2006). Dieses konnten Doxsey und Mitarbeiter anhand des
nachfolgenden Experimentes beweisen: Nach Deletion von 15 verschiedenen
zentrosomalen Proteinen mittels siRNA Technologie, die wichtig fur die Integritat des
Zentrosomens sind, entstand mit einer Ausnahme grundsatzlich ein p53 abhangiger
G1-Arrest in diesen Zellen. Daraus schlussfolgerte er, dass bei Verlust dieser
wichtigen Proteine ein Kontrollmechanismus ausgeldst wird, der die Zelle zwingt, am

G1/S Ubergang zu arretieren.
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3.13 Die Kopplung des Zentrosomen- und Zellzyklus

Damit die Wahrscheinlichkeit der Tumorentstehung bzw. fehlerhaften Zentrosomen-
und Zellteilung mdglichst gering ist, ist es sowohl fur den Zell- als auch fir den
Zentrosomenzyklus wichtig, dass diese unidirektional und streng kontrolliert ablaufen.
Durch die Verbindung beider Zyklen wahrend der Duplikationsinitiation sowie
wahrend der Mitose ergibt sich ein gekoppeltes Systems. Dieses wird durch
gemeinsame regulatorische Komplexe wahrend der DNS Replikation und
Zentrosomenduplikation ermdglicht. Hierflr gibt es unterschiedliche Beispiele. Die
Initiation sowohl der Zentrosomenduplikation als auch der DNS Replikation wird
durch denselben Cdk2/Zyklin E Proteinkomplex initiiert (Hinchchliffe et al. 1999;
Lacey et al. 1999; Matsumoto et al. 1999; Meraldi et al 1999; Stearns 2001). In
manchen Zelltypen kann auch Zyklin A die Rolle von Zyklin E Ubernehmen. Zudem
konnte in verschiedenen Organismen gezeigt werden, wenn der Proteinabbau durch
das SCF Ubiquiti- Ligase System nicht-funktionell ist, dass dieses zur Reduplikation
der DNS und der Zentrosomen flhrte. Kandidaten hierfir sind z.B. Cdk1, SkpA,
Geminin, B-TRCP sowie MCM 2-7 (Blow und Dutta 2005; Vidwans et al. 2003;
Tachibana et al. 2005; Wojcik et al. 2000; Murphy 2003).

Nach erfolgter Duplikation sorgt ein Enzym zu Beginn (beim Zentrosom) bzw. nach
Inaktivierung des SAC (bei den Schwesterchromatiden) zu einer Auflosung der
Proteinbriicken zwischen den replizierten Strukturen. Wirde die Teilung des
Zentrosoms nicht zeitlich korrekt erfolgen, dann ware der Aufbau des
Spindelapparates betroffen, und die Chromosomen koénnten nicht gleichmafig auf

die entstehenden Tochterzellen verteilt werden.
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4 Zielsetzung

Ziel der Arbeit war es, mit Hilfe der siRNA Interferenz Proteine wichtiger
regulatorischer Familien in Zellen auszuschalten, um dadurch einen interessanten,
bisher in der Literatur unbekannten Kandidaten herauszusuchen, um seine
Funktionen im Zellzyklus naher zu charakterisieren.

Hierfar wurden nacheinander alle Familienmitglieder der humanen F-box - und Cullin-
Familien mit Hilfe der siRNA Interferenz ausgeschaltet. Damit mdgliche Nebeneffekte
(“offtarget effects®) ausgeschlossen werden konnten, wurden fur jedes Gen drei
unterschiedliche siRNAs hergestellt und in Kombination eingesetzt. Die Auswertung
der Genverluste hatte ihren Schwerpunkt auf Zellzyklusphanotypen. Hierflir wurden
FACS Analysen und Immunfluoreszenzfarbungen durchgefiihrt. Proteine, die einen
Zellzyklusarrest zeigten, wurden gesondert unter dem Mikroskop mit dem

Kernfarbstoff DAPI gefarbt und auf abnormales Aussehen der DNS hin begutachtet.

Bei diesen Versuchen zeigte sich das F-box Protein Fbxw5 aufgrund seines sehr
auffalligen DNS Phanotyps als ein interessanter Kandidat fur tiefergehende

Untersuchungen.

Fbxw5 gehort zur ersten Gruppe der F-box Proteine, da es neben dem
namensgebenden Motiv noch drei weitere WD40 Domanen besitzt (s. Abb. 9). Es ist
ein 64 kDa Protein, das ubiquitar in Saugetierzellen exprimiert wird. Bezuglich seiner
Funktion konnten Tsou et al. 2007 zeigen, dass es mit Cullin 4 zusammen einen
Degradationskomplex bildet, der das tuberdse Sklerose Protein TSC2 abbaut.
Aulerdem konnte in einer weiteren Veroffentlichung (Minoda et al. 2009) Fbxw5 als
negativer Regulator der MAP3 Kinase TAK1 identifiziert werden. Mittels
vergleichender Sequenzanalysen postulierte Winston et al., dass Fbxw5 zusatzlich
die Moglichkeit besitzt, einen SCF-Komplex zu formen.

Eigene Sequenzanalysen zeigten zudem das Vorhandensein einer D-Box, welche

auf eine mdgliche Interaktion mit dem APC/C hinweist.
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Abb. 9: Schematischer Aufbau des Fbxw5 Proteins.

Diese Doktorarbeit beschaftigt sich daher mit der genauen Charakterisierung von

Fbxw5 in Hinblick auf seine Funktion, Regulation und méglicher Interaktionspartner.
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5 Methoden
5.1 Allgemeine Zellkulturtechniken

5.1.1 Kultivierung von adharenten Monolayerkulturen

Die in dieser Arbeit verwendeten adharenten Monolayerkulturen wurden in einer
10 cm? Kunststoffzellkulturplatte kultiviert. Um die in-vivo Umgebungsbedingungen
moglichst nahe zu simulieren, wurden die Zellen mit 8 ml Medium in einer
Wasserdampf gesattigten CO,-Atmosphare (5 %) inkubiert. Die wahrend der
Kultivierung entstandenen Abfallprodukte wurden durch einen Mediumwechsel, der

alle zwei Tage erfolgte, entfernt.

5.1.2 Subkultivierung von adharenten Monolayerkulturen

Eine Eigenschaft von Monolayerkulturen ist, dass sie durch Kontaktinhibition ihr
Wachstum einstellen. Um dieses Absterben der Kultur zu verhindern, mussen die
Zellen spatestens bei einer 90 %igen Bodenbedeckung (Konfluenz) in eine neue
Zellkulturflasche umgesetzt (passagiert) werden.

Vor Beginn des Passagierens wurden das Medium und das Trypsin/EDTA auf 37 °C
erwarmt. Das alte Medium wurde abgesaugt, und die Zellen wurden zweimal mit je
5 ml 1 x PBS gewaschen. Nach dem Absaugen wurden 5 ml Trypsin auf die Zellen
gegeben und fur etwa 3 min bei 37 °C und 5 % CO; inkubiert. Das Trypsin 16st die
Saccharidbindungen auf, die die Zellen zur Verankerung auf dem Flaschenboden
gebildet haben. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde die Zellsuspension mit PBS
im Verhaltnis 1 : 3 verdinnt. Danach wurden die Zellen flr 5 min bei 1200 Upm und
Raumtemperatur zentrifugiert. Der Uberstand wurde mittels einer Vakuumpumpe
abgesaugt. Das verbleibende Pellet wurde je nach GréfRe in 5 - 15 ml Medium
resuspendiert.

Die Ermittlung der Zellzahl erfolgte anhand einer mikroskopischen Zahlung in einer

Neubauer-Zahlkammer (siehe 5.2.1.3).
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5.1.3 Zellzahlbestimmung

Fur die Bestimmung der Zellzahl wurden zunachst 25 ul der Zellsuspension mit 25 pl
Trypanblau (Stocklésung 0,5 % in 100 ml NaCl/K;PQO4) vermischt und fur 1 min bei
RT inkubiert. Das Prinzip dieser Vitalfarbung beruht auf der Aufnahme des
Farbstoffes Trypanblau durch die permeabel gewordenen Zellmembranen von toten
Zellen. Die Membran ist intakt eine naturliche Barriere fur diesen Farbstoff. Nach
Ablauf der Inkubationszeit wurden 25 ul der Suspension in eine vorbereitete
Zahlkammer gefullt. Es wurden nur die angefarbten, lebenden Zellen gezahlt. Durch
diese Methode sind tote Zellen farblich abgrenzbar von lebenden.

Zur Vorbereitung der Zellzahlung wurde ein Deckglaschen auf eine Neubauer-
Zahlkammer gedruckt, bis die Newtonschen Ringe zu sehen waren. Dieses
Erkennungsmerkmal signalisierte, dass die gewilnschte Spaltbreite von 0,2 mm
zwischen Deckglas und Kammer erreicht war.

Die Zahlkammer besteht aus 16 GrolRquadraten, die wiederum in 16 Kleinquadrate
aufgeteilt sind. Bei einer Flache von je 1 mm? und einer Tiefe von 0,2 mm ergibt sich
ein Volumen von 0,2 pl pro grolRes Quadrat. Ausgezahlt wurden jeweils vier
Groldquadrate, die sich zueinander auf einer Diagonalen befanden. Zellen, die auf
dem oberen oder linken Rand lagen, wurden beim Zahlen nicht berucksichtigt. Beim
rechten und unteren Rand wurden alle Zellen bis zur mittleren der drei
Begrenzungslinien gezahlt. Von den vier Quadraten wurde der Mittelwert berechnet

und zur Bestimmung der Zellzahl in folgende Formel eingesetzt:

Glg. 1: Z:%*Z*V

V4 Gesamtzellzahl

\% Ausgangsvolumen

N Anzahl der ausgezahlten Grolquadrate
n gezahlte Zellzahl

\% Ausgangsvolumen
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5.1.4 Kryokonservierung von Zellkulturen

Einfrieren:

Das Einfrieren dient der langfristigen Lagerung von Zellen unter Erhalt ihrer
Lebensfahigkeit. Die Vorbereitung der Zellen erfolgte analog zu 5.1.2. Nach dem
Sedimentieren wurden die Zellen in ihrem Wachstumsmedium resuspendiert. Mittels
Trypanblaufarbung wurde die Zellzahl bestimmt. Das Einfriermedium war das
entsprechende Wachstumsmedium, das zusatzlich 10 % DMSO und 10 % FKS
enthielt. DMSO verhindert die Wasserkristallbildung im Inneren und AuBeren der
Zelle und bewahrt die Zellen vor Membranschaden. Es wurden je 1 Million Zellen in
einem Volumen von 1 ml in ein beschriftetes Kryoréhrchen pipettiert. Die Zellen
wurden Uber Nacht auf -80 °C abgekuhlt. Am nachsten Tag wurden die Kryogefalie
in den Stickstofftank (-169 °C) Uberfuhrt.

Auftauen:

Die bendtigten Zellen wurden aus dem Stickstofftank genommen und direkt bei 37 °C
im Wasserbad aufgetaut. Sobald die Zellsuspension vollstandig flussig war, wurde
das gesamte Volumen auf eine 6 cm? Kunststoffzellkulturplatte mit 4 ml
vorgewarmtem Wachstumsmedium gegeben. Die Zellen wurden im Brutschrank uber
Nacht kultiviert. Damit die restlichen DMSO Rickstande die Zellen nicht schadigen
konnten, erfolgte am darauf folgenden Tag ein Medienwechsel. Sobald eine
Konfluenz von 80 - 90 % erreicht wurde, konnten die Zellen in eine 75 cm? Flasche
Uberfuhrt werden. Alle Zellarten konnten, sobald sie die gewlinschte Dichte erreicht

hatten, fur Versuche verwendet werden.

5.1.5 Transfektion
5.1.5.1 siRNA Transfektion

Am Vortag wurden jeweils 1,7 x 10° Zellen in eine 12-Lochplatte ausgesat. Fir die
nachfolgende Transfektion wurden 30 nM siRNA eingesetzt. Hierfur wurde die siRNA
in 100 pl serum- und antibiotikafreiem Medium verdinnt. Nach Zugabe von 12

HiPerfect Transfektionsreagenz erfolgte eine zehnminuitige Inkubation bei RT. Der
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Transfektionsansatz wurde anschlieend tropfenweise auf die Zellen gegeben. Bis

zur Analyse wurden die Zellen fur weitere 48 h im Inkubator kultiviert.

5.1.5.2 Polyethylenimin Transfektion

Fir alle Versuche wurde das kationische Polymer Polyethylenimin (PEI) verwendet.
Es bildet zusammen mit der DNS Polyplexe, die dann von der Zelle durch
Endozytose aufgenommen werden kénnen.

Am Vortag wurden jeweils 5 x 10° Zellen auf eine 6 cm? Zellkulturplatte ausgesat. Fiir
die nachfolgende Transfektion wurden 5 pg Plasmid eingesetzt. HierfUr wurde die
DNS in einem 1,5 ml Eppendorfgefall vorgelegt und mit 400 ul serum- und
antibiotikafreiem Medium verdinnt. Nach Zugabe von 10 pl PEI erfolgte ein kurzes
Durchmischen mit Hilfe eines Vortexers. Der verwendete pH-Wert wurde in
Abhangigkeit der Zelllinie entweder auf 6,4 fur 293- und U20S-Zellen oder auf 7,3 fur
HelLa-Zellen eingestellt. Die Komplexbildung erfolgte in der anschlielRenden
zehnminutigen Inkubationszeit bei RT. Im Anschluss an die Inkubation wurde das
Medium von der Platte entfernt und der Transfektionsansatz tropfenweise auf die
Zellen gegeben. Nach zehn Minuten im Inkubator erfolgte die Zugabe von 7 ml

Vollmedium. Die Zellen wurden 48 h nach der Transfektion analysiert.

5.1.6  Zellsynchronisation
5.1.6.1 Nocodazolblock

Die Vorkultivierung der Zellen (s. 5.1.2) erfolgte in Zellkulturplatten. Fir den Versuch
wurden die Zellen in einer Dichte von 1x 10° Zellen/ 10 cm® Platte ausgesét.
Nocodazol gehdrt zu den Spindelgiften und sorgt durch die Depolimerisation der
Spindelfilamente wahrend der Mitose fur eine Blockade in der Metaphase.

Fur jeden Zeitpunkt wurden doppelt so viele Zellkulturplatten eingeplant, wie nach
dem Arrest bendtigt werden. Am nachsten Tag erfolgte, wenn nétig, die Transfektion
der Zellen (s. 5.1.5). Anschlielend wurden die Proben fir 12 — 14 h mit 400 ng/ml
Nocodazol inkubiert. Die Ernte der Zellen erfolgte durch leichtes Abklopfen an der

Arbeitsplatte. Nach zweimaligem Waschen mit warmen Wachstumsmedium und
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anschlielRender Zentrifugation bei 800 Upm fur 5 min wurde die Zellzahl bestimmt.
AnschlieRend erfolgte die Aussaat der benétigten Zelldichte von 1 x 10° Zellen/
10 cm? Zellkulturplatte. In regelmaRigen Abstanden von zwei bzw. vier Stunden
wurden Proben genommen und flr die SDS-Gelelektrophorese (s. 5.2.2.1) bis zum
Gebrauch bei -20 °C weggefroren bzw. fur die Durchflusszytometrie (s. 5.1.7) in
70 %igen Ethanol fixiert.

5.1.6.2 Doppelter Thymidinblock

Die Vorkultivierung der Zellen (s. 5.1.2) erfolgte in Zellkulturplatten. Fur den Versuch
wurden die Zellen in einer Dichte von 1 x 10° Zellen/ 10 cm? Platte ausgesit.
Thymidin ist ein Basenanalogon, das bei Uberschussigem Vorhandensein in der Zelle
die Transferase inhibiert und somit die Zellen zu Beginn der S-Phase anhalt. Fur den
doppelten Thymidin Arrest wurden die Zellen fir 18 h mit 2 mM Thymidin blockiert
und anschlie®end nach zweimaligem Waschen mit 1 x PBS flr neun Stunden von
der Blockade befreit. Danach erfolgte der zweite Arrest flir wiederum 18 h mit 2 mM
Thymidin. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden die Zellen zweimal mit 1 x PBS
gewaschen, und die Blockade wurde durch Zugabe des Wachstumsmediums
aufgehoben. Die Probenahme erfolgte nach null Stunden (S-Phase), drei Stunden
(S-Phase), funf Stunden (G2-Phase), acht Stunden (M-Phase), zehn Stunden (frihe
G1-Phase) und 12 Stunden (G1-Phase). Die Zellen wurden entweder fur die SDS-
Gelelektrophorese (s. 5.2.2.1) bis zum Gebrauch bei -20 °C weggefroren oder fur die

Durchflusszytometrie (s. 5.1.7) in 70 %igen Ethanol fixiert.

5.1.6.3 Hydroxyureablock

Hydroxyurea hemmt spezifisch die DNS-Synthese durch die Inhibition des zellularen
Enzyms Ribonukleotid-Reduktase. Dieses Enzym wird fir die Bereitstellung der
Nukleotide bendtigt.

Die U20S Zellen wurden analog zu 5.1.2 in 10 cm? Zellkulturplatten vorkultiviert.
Sobald eine entsprechende Zelldichte erreicht wurde, erfolgte die Aussaat auf

unbeschichtete Deckglaser in 6 cm? Platten. Am néchsten Tag wurden die Zellen
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12 h vor Zugabe von 5 mM Hydroxyurea mit 5 pg unterschiedlicher Plasmid DNS
oder mit 20 nM siRNA transfiziert (s. 5.1.5). Nach Ablauf der 48-stiindigen Inkubation
erfolgte die Fixierung der Zellen in 100 %igem, eiskalten Methanol fir 10 min bei
-20 °C. HierfGr wurden die Proben zuerst 3 Mal mit 1 x PBS gewaschen,
anschlief3end fixiert und dann nochmals einem Waschschritt mit PBS unterzogen. Bis
zum Gebrauch (s. 5.2.9) wurden die Deckglaser bei 4 °C in 1 x PBS gelagert. Die

Analyse mittels Immunfluoreszenz wurde analog zu Abschnitt 5.2.9 durchgefunhrt.

5.1.6.4 Aphidicolinblock

Aphidicolin ist ein tetrazyklisches Diterpen, das aus dem Pilz Cephalosporium
aphidicola gewonnen wird. Dieses Toxin ist in der Lage, die eukaryotische DNS
Replikation durch die Inhibierung der DNS- Polymerasen o und & reversibel zu
hemmen.

Die Kultivierung der Zellen (s. 5.1.2) und Transfektion (s. 5.1.5) erfolgte analog zum
Abschnitt 5.1.1.6.3. Fur den Aphidicolin Arrest wurden die Zellen mit 2 mM des
Toxins fur 48 h kultiviert und anschlielend in Methanol fixiert. Die Analyse mittels

Immunfluoreszenz wurde analog zu Abschnitt 5.2.9 durchgefihrt.

5.1.7 Durchflusszytometrie

Die Vorkultivierung der Zellen (s. 5.1.2) erfolgte in Zellkulturplatten. Nach dem
Abtrypsinieren der Zellen wurden die Zellpellets bei 800 Upm fir 5 min zentrifugiert.
Das so erhaltene Pellet wurde einmal in 1 x kaltem PBS gewaschen und erneut
zentrifugiert. Die Probe wurde anschlielend mit 5 ml 70 %igen EtOH tropfenweise
unter standigem Mischen fixiert. Bis zur Analyse erfolgte die Lagerung bei 4 °C.

Kurz vor der Messung wurden die fixierten Proben bei 1200 Upm pelletiert und
anschlieBend in 1 x PBS + 1 % FKS gewaschen. In der Zwischenzeit wurde die
1 x Propidiumiodid (Pl) Gebrauchslosung hergestellt. Die Zellzahl jeder Probe wurde
mittels dieser Losung auf 1 x 10° Zellen/ml eingestellt. Die Zellen wurden durch
mehrmaliges Auf- und Abpipettieren resuspendiert. AnschlieRend erfolgte eine
halbstindige Inkubation bei 37 °C im Wasserbad. Fur die Messung wurde ein
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Durchflusszytometer der Firma BD Bioscience verwendet. Die Auswertung erfolgte
mittels Flowdo OSX.

5.2 Analytische Zellkulturtechniken

5.2.1 Quantifizierung des Proteingehalts mittel D. Protein-Assay

Die Vorkultivierung der Zellen (s. 5.1.2) erfolgte in Zellkulturplatten. Nach dem
Abtrypsinieren der Zellen wurden die Zellpellets entweder sofort weiterverarbeitet
oder bei -20 °C uber Nacht eingefroren.

Je nach Ausgangsplatte wurden die Zellen im nachfolgenden Volumen Lysispuffer

aufgenommen: 300 pl fur eine 6 cm? und 500 l fiir eine 10 cm?-Zellkulturplatte.

Durch Auf- und Abpipettieren wurden die Zellen vollstandig im Lysispuffer
resuspendiert. AnschlieBend erfolgte die Zelllyse durch Sonifikation. Die Zellen
wurden fur 15 s bei einer Amplitude von 30 und einem Zyklus von 1 sonifiziert. Die
anschlieBende 20-minutige Zentrifugation bei 4000 Upm und 4 °C diente zur
Abtrennung der Zelltratmmer und —kerne. Wahrend der Zentrifugationszeit konnte die
Verdinnungsreihe fiur die bendtigten Proteinstandards und die Arbeitsldsung
angesetzt werden. Fur die Verdlinnung der BSA-Stammlésung (1,24 ug/ pl) wurde
RIPA Puffer ohne Inhibitoren verwendet. Es wurden vier Verdlinnungen
entsprechend der nachfolgenden Tabelle erstellt. Fur die Arbeitsldsung wurden die

im Kit mitgelieferten Reagenzien A und S im Verhaltnis 1 ml : 20 ul gemischt.

Tab. 1: Schema der Verdiinnungsreihe zur Herstellung des Protein-Standards.

Losung 1 2 3 4
Stammldsung [pl] 10 10 20 10
RIPA [pl] 63 19,2 (19,2 |-
Endkonzentration [ug/pl] [0,2 |0,5 1,0 1,24

Die Proben wurden 10fach mit RIPA Puffer ohne Inhibitoren verdinnt. Entsprechend

des nachfolgenden Pipettierschemas wurden je 5 pl Zelllysat bzw. Protein-Standard

in die Vertiefung einer 96-Napfplatte gefullt. Mit einer Multipette wurden jeweils 25 pl
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vom Gemisch A + S zu jeder Probe hinzupipettiert. Anschliel3end erfolgte die Zugabe
von 200 pyl Reagenz B. Die nun fertige Napfplatte wurde fur 15 min bei
Raumtemperatur (RT) inkubiert. Die spektralphotometrische Messung erfolgte bei
650 nm im Mikrotiterplatten Photometer. Die Daten wurden mit Hilfe von Excel mittels

linearer Regression ausgewertet und graphisch dargestellt.

Tab. 2: Auftragsschema fiir die Proteinbestimmung

1 2 3 4 5) 6 7 8 9 10 11 12

A Std Std Std Std Std Std Std Std Std Std Std Std
1 1 1 2 2 2 3 3 3 4 4 4

B Probe |Probe |Probe |Probe |Probe |Probe |Probe |Probe |Probe |Probe |Probe |Probe
1 1 1 2 2 2 3 3 3 4 4 4

Cc Probe |Probe |Probe |Probe |Probe |Probe |Probe |Probe |Probe |Probe |Probe |Probe
5 5 5 6 6 6 7 7 7 8 8 8

D Probe |Probe |Probe |Probe |Probe |Probe |Probe |Probe |Probe |Probe |Probe |Probe
9 9 9 10 10 10 11 11 11 12 12 12

E Probe |Probe |Probe |Probe |Probe |Probe |Probe |Probe |Probe |Probe |Probe |Probe
13 13 13 14 14 14 15 15 15 16 16 16

F Probe |Probe |Probe |Probe |Probe |Probe |Probe |Probe |Probe |Probe |Probe |Probe
17 17 17 18 18 18 19 19 19 20 20 20

G Probe |Probe |Probe |Probe |Probe |Probe |Probe |Probe |Probe |Probe |Probe |Probe
21 21 21 22 22 22 23 23 23 24 24 24

H Probe |Probe |Probe |Probe |Probe |Probe |Probe |Probe |Probe |Probe |Probe |Probe
25 25 25 26 26 26 27 27 27 28 28 28

5.2.2 Proteintransfer auf eine Nitrozellulosemembran
5.2.2.1 SDS-Gelelektrophorese

Die Auftrennung von Proteinen anhand ihrer molaren Masse erfolgte mittels
denaturierender, diskontinuierlicher SDS-Gelelektrophorese nach Laemmli. Hierfur
wurde zu Beginn des Versuches ein 10 %iges Polyacrylamidgel gegossen.

Nach einer grindlichen Reinigung mit 70 %igem EtOH wurden die Abstandsplatte
und die Deckplatte mit Hilfe einer Halterung fixiert und in den Gie3stand eingespannt.
Anschliefend wurde die Gellésung fur das Trenngel in einem Erlenmeyerkolben
vorbereitet (s. Tabelle 3) und nach Zugabe aller Bestandteile vorsichtig in die
Gelkassette gegossen. Damit sich wahrend der Polymerisation eine glatte
Grenzflache ausbilden konnte, erfolgte eine Uberschichtung der Trenngelldsung mit
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100 %igem Ethanol. Nach einer Polymerisationszeit von etwa 20 min wurde der
Alkohol vollstandig entfernt. AnschlieRend wurde die Gellésung fur das Sammelgel
vorbereitet (s. Tabelle 3) und bis zum oberen Rand in die Gelkassette gefullt. Sofort
wurde die Schablone fur die Probentaschen eingesetzt. Nach einer weiteren
Polymerisationszeit von etwa 20 min konnte das Gel flr die Elektrophorese

verwendet oder bei 4 °C Uber einen kurzen Zeitraum gelagert werden.

Tabelle 3: Mischungsverhaltnis eines 10%igen Polyacrylamidgels.

Sammelgel | Trenngel

ddH20 [ml] 1,13 4.1
Acrylamid [ml] 3,92 3,3

1,5M Tris pH 8.8 [ml] |- 2,5
0,5M Tris pH 6,8 [ml] | 1,75 -

10% SDS [pl] 70 100
10% APS [ul] 70 105
TEMED [pl] 7 15

Die Proben wurden im Verhaltnis 1 : 4 mit einem 4 x Probenpuffer gemischt und fir
funf Minuten bei 95 °C inkubiert. In der Zwischenzeit wurde die Gelkassette
entsprechend den Herstellerangaben in die Elektrophoreseapparatur eingespannt.
Nach dem Beflllen mit 1 x SDS Laufpuffer konnten die Proben inklusive einer
ProteingrofRenleiter in die entsprechenden Probentaschen pipettiert werden. Die
Aufkonzentrierung der Proteine erfolgte im Sammelgel bei 70 V. Sobald die
Bromphenolblau-Front das Trenngel erreicht hatte, konnte die Spannung auf 90 V
erhdoht werden. Die Elektrophorese wurde beendet, sobald die ProteingrofRenleiter
die gewinschte Auftrennung zeigte. Die Gele wurden aus der Apparatur
herausgenommen, und das Sammelgel wurde entfernt. Die Gele wurden

entsprechend der Fragestellung weiterbearbeitet.
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Tabelle 4: Zusammensetzung des Proteinladepuffers.

4 x Probenpuffer:

Endkonzentration | Eingesetzte Menge
2M Tris pH 6,8 [ml] 0,25 M 1,25
SDS [g] 8 % 0,8
Glycerin [ml] 40 % 4
- Mercaptoethanol [ml] |10 % 1
Bromophenolblau [g] 0,05 % 0,005
ddH,0 [ml] 3,6

Tabelle 5: Zusammensetzung des SDS-Laufpuffers.

10 x SDS-Laufpuffer:

Endkonzentration | Eingesetzte Menge
Tris-HCI pH 8,3 [g] 250 mM 120
SDS [g] 1% 40
Glyzin [g] 1,92 M 576
ddH,0 [ml] auf 4000

5.2.2.2 Western Blot

Ziel der Western Blot Analyse ist es, Proteine, die zuvor mittels Gelelektrophorese
entsprechend ihrer molekularen Masse aufgetrennt wurden, auf einer Membran zu
fixieren, um spater durch Antikorperinkubation einzelne Proteine spezifisch
nachweisen zu kénnen.

Die Vorbereitung des Gels erfolgte wie in 5.2.2.1 beschrieben. Fir den Transfer
wurde eine Nylonmembran der Firma Millipore verwendet, die kurz in 100 %igen
Methanol und anschliefend in kaltem 1 x Transferpuffer geschwenkt wurde.
Nachdem das Gel kurzzeitig mit demselben Puffer benetzt wurde, konnte die
vorgekuhlte Blotapparatur entsprechend den Herstellerangaben zusammengebaut

werden. Der Transfer erfolgte fur 1 h bei einer konstanten Spannung von 100 V und
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einem Strom von 350 mA bei 4 °C. Nach Ablauf der Zeit wurde die Membran fur
20 min bei RT in 5 % Magermilch inkubiert. Die anschlieRende Inkubation mit dem
verdunnten, primaren Antikorper (s. Tab. 16) erfolgte Uber Nacht bei 4 °C. Am
nachsten Tag wurde die Membran flur jeweils zehn Minuten dreimal mit 1x TNT
Puffer gewaschen. Die nachfolgende Inkubation mit dem sekundaren Antikorper
(s. Tab. 17) erfolgte fur 1 h bei RT auf der Wippe. Der anschlieRende Waschschritt
erfolgte in 1 x TNT.

Fur die Detektion der Banden wurden die in Tab. 4.8 angegebenen Losungen im
Verhaltnis 1 : 1 gemischt und fir 5 min bei RT inkubiert. AnschlieRend wurden die
Membranen in dieser selbsthergestellten ECL Ldésung fur 1 min inkubiert und
anschlieend in einer Filmkassette durch auflegen eines Filmes bis zur gewlnschten

Intensitat entwickelt.

Tabelle 6: Zusammensetzung des Transferpuffers fiir die Western Blot Analyse.

10 x Transferpuffer:

Eingesetzte Menge
Tris [g] 60,6
Glyzin [g] 288
ddH,0 auf 2000

Tabelle 7: Zusammensetzung des Waschpuffers.

10 x TNT:

Eingesetzte Menge
NaCl [ml] 1500

TrispH 7,5 [ml] |625

Tween 20 [ml] 250

ddH,0 [ml] 2625
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Tabelle 8: Zusammensetzung der ECL Gebrauchslésung.

Losung I
Eingesetzte Menge
Luminol [ml] 0,5
p-Cumarsaure [ml] |0,22
1M Tris pH 8,5[ml] |5
ddH,0 [ml] 44
Lésung II:
Eingesetzte Menge
30 % H20;, [ml] 0,0305
1M TrispH8,5[ml] |5
ddH,0O [ml] 44

5.2.2.3 Phos-tag™ Polyacrylamidgele

Die Polyacrylamidgele, flr die spezifische Auftrennung phosphorylierter Proteine,
wurden mit einigen Modifikationen analog zu Abschnitt 5.2.2.1 durchgefuhrt. Far ein
7,5 %iges Gel wurden 10 yM AAL-107 und 10 yM 1 M MnCl;, verwendet. Die PAA
Gele liefen bevorzugt U.N. bei RT und 25 V. Vor dem Transfer der Proteine auf eine
Nitrozellulosemembran wurde das Gel fur 10 min in 1 x Transferpuffer mit 1 mmol/L
EDTA bei RT inkubiert. AnschlielRend erfolgte ein zweiter Inkubationsschritt fir 10
min nur mit 1 x Transferpuffer. Das nun folgende Elektroblotting wurde analog zu
5.2.2.2 durchgefuhrt.

5.2.3 Probenvorbereitung fur die MASDAQ Analyse

Die Vorkultivierung der Zellen (s. 5.1.2) und die anschlieRende Proteinbestimmung
erfolgte wie in 5.2.1 beschrieben. Fur die MASDAQ Analyse wurde der unter 5.2.4
beschriebene Versuch expandiert, und fir jeden Ansatz wurden elf 10 cm?
Zellkulturplatten verwendet. Nach der Co-Immunprazipitation wurden die

Sepharosekugeln parallel mit und ohne Phosphatase (CIAP) behandelt, um das
49



Material und Methoden

Vorhandensein phosphorylierter Proteine zu bestatigen. Bevor die Proben fur die
MASDAQ Analyse auf ein PAA-Gel aufgetragen werden konnten, wurden sie mit
Acrylamid fur 5 min bei 95 °C aufgekocht und anschlieend fir 20 min bei RT
inkubiert. Nach erfolgter Auftrennung (s. 5.2.2.1) wurden die Proteine mittels
kolloidaler Coomassiefarbung detektiert. Hierfir wurde das Gel fur eine Stunde in
40 % Ethanol und 10 % Essigsaure bei RT unter leichtem Schutteln fixiert.
AnschlielRend erfolgten zwei Waschschritte fur jeweils zehn Minuten mit ddH,O. Die
Farbung des Gels wurde U.N. bei RT auf dem Schuttler durchgefihrt. Zum Entfarben
wurde das Gel am nachsten Tag mit 1 % Essigsaure so lange inkubiert, bis alle
uberschussigen Coomassie Partikel entfernt waren Bis zur Analyse konnte das Gel in

dieser Losung gelagert werden.

Herstellen der Vorratsfarbel6sung

20 g Phosphorsaure und 100 g Ammoniumsulfat wurden vollstandig in 800 ml ddH,O
geldst. Anschlie3end erfolgte unter Ruhren die Zugabe von 1 g Coomassie Brilliant
Blue G250. Die Vorratsfarbelésung wurde auf 1 Liter aufgeflillt und sollte mindestens
24 h vor Gebrauch angesetzt werden. Die Losung kann mehrere Wochen im Dunkeln
bei RT gelagert werden. Mogliche abgesetzte Partikel dirfen nicht durch Filtern

entfernt werden.

Herstellen der Gebrauchslosung

Fir die Gebrauchsfarbelésung werden % der Vorratsldsung mit %2 100 %igen Ethanol
durch Ruhren vermischt. Die Gebrauchslosung muss grundsatzlich frisch direkt vor

der Verwendung angesetzt werden.

5.2.4 Immunprazipitation

Die Vorkultivierung der Zellen (s. 5.1.2) und die anschlieRende Proteinbestimmung
erfolgte wie in 5.2.1 beschrieben. Fur die nun nachfolgende Immunprazipitation
wurden 500 pg Proteinlysat eingesetzt und auf ein Volumen von 500 pl mit NP40
Puffer aufgefillt. AnschlieRend erfolgte die zweistliindige Antikérperinkubation bei
4 °C auf dem Rotierer. Danach wurden zu jeder Probe 30 ul Sepharosetrager
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gegeben. Je nach Antikérper wurden entweder G-Sepharosekugeln (Maus) oder
A-Sepharosekugeln (Kaninchen) verwendet, die vor der Zugabe dreimal mit NP40
Puffer gewaschen wurden. Die Proben wurden fur eine weitere Stunde auf dem
Rotierer inkubiert. Anschlielend folgten drei Waschschritte mit jeweils 1 ml NP40
Puffer. Zur Sedimentation der Sepharosekugeln wurden die Proben flir 1 min bei
1 000 Upm bei 4 °C zentrifugiert. Nach dem letzten Waschschritt wurde der
komplette Uberstand entfernt und die Proben in 30 pl 2 x Probenpuffer (s. 5.2.2.1)
aufgenommen. Nach einer anschlieBenden zehnmindtigen Inkubation bei 95 °C
konnten die Ansatze auf ein Polyacrylamidgel aufgetragen und analysiert werden
(s. 5.2.2.1).

5.2.5 His-Ubiquitinilierung

Die HEK 293 Zellen wurden analog zu 5.1.2 in Zellkulturplatten vorkultiviert. Sobald
eine entsprechende Zelldichte erreicht wurde, erfolgte die Aussaat von 1 x 10°
Zellen/ 10 cm? Platte. Die Transfektion der Zellen am nachsten Tag erfolgte analog
zu 5.1.5.2. Fur diesen Versuch wurden jeweils gleiche Mengen der
Interaktionspartner in An- bzw. Abwesenheit von 3 pg eines His Ubiquitin Plasmids
transfiziert. Vor Ablauf der 48-stiindigen Inkubationszeit wurden die Zellen fur drei
Stunden mit 25 uyM des Proteasominhibitors MG132 inkubiert. Die anschlieRende
Zelllyse in 1 ml Harnstoffpuffer erfolgte nach zweimaligem Waschen mit 1 x PBS.
Damit ein moglichst vollstandiges Lysieren der Proben erreicht wurde, wurden die
Ansatze fir eine Stunde bei RT auf der Wippe inkubiert. Anschlieend wurden die
Zellen 3 x fur jeweils 15 s auf Eis sonifiziert. Das Pelletieren der Zelltrimmer erfolgte
bei 14 000 Upm und 4 °C in einer Tischzentrifuge. Der Uberstand wurde in ein neues
Eppendorfgefall tberfuhrt. 60 pl jeder Probe wurden mit 20 pl 4 x Probenpuffer
vermischt. Anschliellend erfolgte die Zugabe von jeweils 40 pl Ni?* Talonkugeln, die
vorher 1 x mit ddH,O und 2 x mit Harnstoffpuffer gewaschen wurden. Die Inkubation
der Proben erfolgte je nach Bedarf U.N. oder fir zwei Stunden bei RT auf dem
Rotierer. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden die Proben viermal mit jeweils 1 ml
Harnstoffpuffer gewaschen. Zur besseren Sedimentation der Talonkugeln wurden die
Ansatze zwischen den Waschschritten fur 1 min bei 1 000 Upm und 4 °C pelletiert.
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Nach dem kompletten Entfernen des Uberstandes wurden die Proben in 35 pl 2 x
Probenpuffer + 200 mM Imidiazol aufgenommen und fur 5 min bei 95 °C aufgekocht.
Anschlielend konnten die Ansatze auf ein Polyacrylamidgel aufgetragen und

analysiert werden (s. 5.2.2.1).

Tabelle 9:Zusammensetzung des Phosphatpuffers.

1M Phosphatpuffer pH 8.0:

‘ Eingesetzte Menge
1M Na,HPO, [mI] |93.2 ml
1 M NaH,PO, [mi] |6.8 ml

Tabelle 10:Zusammensetzung des Harnstoffpuffers fiir die His-Ubiquitinilierung.

Harnstoffpuffer:
Endkonzentration
Harnstoff [ml] 8M
Imidiazol [ml] 10 mM
Phosphatpuffer [ml] (0,1 M

5.2.6 Halbwertszeitbestimmung von Proteinen

Die Vorkultivierung der Zellen (s. 5.1.2) erfolgte in 10 cm? Zellkulturschalen. Sobald
eine entsprechende Zelldichte erreicht wurde, erfolgte die Aussaat von 5 x 10°
Zellen/ 6 cm? Platte. Wenn es fiir den Versuch erforderlich gewesen ist, dann wurden
die Zellen am nachsten Tag mit der entsprechenden Plasmidkonzentration analog zu
5.1.5.2 transfiziert. Nach Ablauf der Inkubationszeit erfolgte die Zugabe von 10 ug/ml
Cycloheximid zum Wachstumsmedium. Je nach erwarteter Protein-halbwertszeit
konnte dadurch die Proteinneusynthese bis zu zehn Stunden blockiert werden. Die
Probenahme erfolgte nach 0 h, 1 h, 2 h, 4 h, 6 h und 8 h nach Zugabe von

Cycloheximid. Die Proben wurden fir diesen Versuch direkt in 200 upl 2 x
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Probenpuffer aufgenommen und anschlieend fir 5 min bei 95 °C gekocht. Die

Auftrennung und Analyse der Proben erfolgte analog zu 5.2.2.1.

5.2.7 RNS Isolierung

Die Vorkultivierung der Zellen (s. 5.1.2) erfolgte in 10 cm? Zellkulturschalen. Nach
dem Abtrypsinieren der Zellen wurden die Zellpellets bei 800 Upm fur 5 min
zentrifugiert. Nach einmaligem Waschen mit 1 x PBS erfolgte die erneute
Sedimentation der Proben fur 2 min bei 4 °C und 10 000 Upm. AnschlieRend wurde
das so erhaltene Pellet in 500 pl Losung D resuspendiert. Falls der Versuch zu
einem anderen Zeitpunkt fortgesetzt werden sollte, konnten die Proben bis dahin bei
—70 °C gelagert werden. Das in Losung D resuspendierte Pellet wurde nach Zugabe
von 50 pl Natriumacetat (pH 5.2) gut durchmischt. AnschlielRend erfolgte die
Extraktion der RNA mittels Phenol-Chloroform-Extraktion. Hierfir wurden zuerst
500 ul H,O-gesattigtes Phenol zur Probe gegeben und anschlieRend gut vermischt.
Nach Zugabe von weiteren 100 pl Chloroform und wiederholtem Mischen folgte eine
15 minutige Inkubationszeit der Ansatze auf Eis. Im Anschluss daran wurden die
Proben zur Etablierung der einzelnen Phasen fur 5 min bei 4 °C und 10 000 Upm
zentrifugiert. Nach Uberfiihrung der oberen wassrigen Phase, in der sich die zu
extrahierende RNA befindet, erfolgte die Prazipitation dieser mit dem gleichen
Volumen 100 %igen Isopropanol fur 90 min bei —20 °C. Zur Aufkonzentrierung
wurden die Proben fir 10 min bei 4 °C und 10 000 Upm zentrifugiert und
anschlieBend mindestens einmal mit 80 %igen Ethanol und mindestens einmal mit
100 %igen Ethanol gewaschen. Nach einer kurzen Trocknung bei Raumtemperatur
konnte das Pellet je nach GroRRe in 10 — 30 yl DEPC H,O geldst werden. Bis zur

Verwendung wurden die Proben bei —70 °C gelagert.

5.2.7.1 cDNS Synthese

Die cDNS Synthese dient der Umschreibung der RNS in cDNS, damit diese in der
Polymerasekettenreaktion verwendet werden kann. Das hier benutzte Protokoll
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entspricht den Vorgaben des Herstellers BioRAD, von dem das Testsystem erworben

wurde. Fur die Synthese wurden pro Probe jeweils 2 ug isolierte RNS eingesetzt.

5.2.7.2 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die Polymerasekettenreaktion (PCR) beruht auf einer Wiederholung dreier einfacher
Schritte, die zur Vervielfaltigung der DNS fuhren: Denaturierung, Hybridisierung und
Verlangerung.

Die in dieser Arbeit durchgefihrten RT-PCRs konnen durch ein Programm
wiedergegeben werden. Lediglich die Anlagerungstemperatur (engl. Annealing) und
die Verlangerungszeit wurden an die verwendeten Primer und DNS Langen

angepasst.

Tab. 11: PCR Mastermix.

MasterMix Volumen [ul] pro Ansatz
MilliQ Wasser 17,5

Primer A 1

Primer B 1

ThermoPol Reaktionspuffer 2,5

dNTP’s 1

Taq Polymerase 1

DNS 2

Tab. 12: Verwendetes PCR Programm.

Schritt Temperatur [°C] Zeit [min;s]
Denaturierung 94 3
94 30”
Hybridisierung Primer spezifisch 1’
Verlangerung 72 1" pro 1000 bp
Verlangerung (final) 72 10°
Lagerung 4 0
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5.2.8 Klonierung

Die Klonierung der Fbxw5 Mutanten konnten nur mittels PCR erfolgen, da in den
entsprechenden Bereichen keine geeigneten Enzymschnittstellen vorhanden waren.
Die fur die einzelnen Konstrukte verwendeten Primer sind unter 5.3.5 aufgelistet. An
deren Enden wurden zusatzlich jeweils 5’ eine EcoRI und 3’ eine Xhol Schnittstelle
eingefigt, um eine spatere Klonierung tber ,klebrige Enden® (engl. sticky ends) in ein
pCS2+ Plasmid zu ermdglichen. Zur besseren Detektion erhielten die Proteine
dadurch sechs Myc Epitope. Die PCR erfolgte mit der kommerziell erhaltlichen Pfu
Polymerase von der Firma Stratagene und wurde analog zum Herstellerprotokoll

durchgeflhrt.

5.2.8.1 DNS Fallung

Die DNS Fallung dient der Aufkonzentrierung in Losung befindlicher Molekule zur
besseren Weiterverarbeitung. Hierfur wurde die Probe (z.B. PCR Produkt) mit 1/10
Volumen NaAc pH 5.2 versetzt und gut durchmischt. Zur Initiation der
Fallungsreaktion erfolgte die Zugabe von 2,5 Volumen 100 %igen Ethanol. Je nach
Menge der ausfallenden DNS wurden die Proben fir 1 h bei 4 °C oder —20 °C
inkubiert. Im Anschluss an diese Inkubationszeit erfolgte die Sedimentation der
Ansatze fir 20 min bei 4°C und 13 000 Upm. Das nun sichtbare Pellet wurde
zweimal mit 70 %igen Ethanol gewaschen. Nach kurzer Trocknungszeit bei RT
konnte die DNS je nach Menge in 10 — 30 ul ddH,O gel6st werden. Bis zur weiteren

Verarbeitung wurden die Proben bei 4 °C gelagert.

5.2.8.2 Restriktionsverdau

Beim Restriktionsverdau nutzt man die Wirkungsweise der in der Natur
vorkommenden Enzyme, die spezifisch eine palindromische Sequenz erkennen und
schneiden. Hierdurch kbnnen DNS Molekile an bestimmten Stellen geschnitten und

spater, nach Einbringen des gewlnschten DNS Fragmentes, wieder miteinander
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verbunden werden (s. 5.2.8.4). Fur den Restriktionsverdau der Fbxw5 Konstrukte

wurde folgender MasterMix verwendet:

Tab. 13: MasterMix fiir den Restriktionsverdau.

Eingesetzte Menge [ul]
PCR Produkt oder Plasmid 5
Enzym 1 (hier EcoRI) 1
Enzym 2 (hier Xhol) 1
10 x Restriktionspuffer 2
ddH,0O 11

Die optimale Temperatur und Inkubationszeit fir den doppelten Restriktionsverdau

Iasst sich anhand der Herstellerseiten im Internet oder im Katalog bestimmen.

5.2.8.3 DNS Elution aus Agarosegelen

Die unter 5.2.8.2 verdauten DNS Fragmenten wurden auf einem 2 %igen Agarosegel
bei 100 Volt gelektrophoretisch aufgetrennt. Sobald die untere Lauffront des
Ladepuffers eine genlgend weite Auftrennung anzeigte, wurde das Gel fotografiert.
Anschlielend wurde die gewilnschte Bande mit Hilfe eines UV - Tisches
herausgeschnitten. Die Elution der DNS aus der Agarose erfolgte analog zum

Herstellerprotokoll von OLS.

5.2.8.4 Ligation

Wahrend der Ligation verbindet das Enzym, die DNS Ligase, die beiden DNS
Strange mittels einer Esterbindung zwischen dem Phosphatrest des 5’ Endes des
einen Fragmentes und dem Zucker Desoxyribose des 3' Endes des anderen
Fragmentes.

Fur die in dieser Doktorarbeit verwendeten Ligationen wurde die T4 Ligase und das
Protokoll der Firma Fermentas verwendet. Durch die vorhandene Pufferzusammen-

setzung musste kein zusatzliches ATP hinzugegeben werden.
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5.2.8.5 Transformation

Fur die Transformation in chemisch kompetente Bakterien wurden 5 ul des
Ligationsansatzes verwendet. Als erster Schritt erfolgte eine finfminatige Inkubation
auf Eis. Die Aufnahme der DNS durch die Bakterien wurde forciert, indem die Proben
einem einminutigen Hitzeschock bei 42 °C ausgesetzt wurden. Anschlieend kuhlten
die Ansatze fur zwei Minuten auf Eis ab, um dann auf die entsprechenden
Selektionsplatten ausgestrichen zu werden. Bei Bedarf, um die Effizienz zu erhéhen,
konnte vor dem Ausstreichen eine halbstindige Inkubation bei 37 °C in 1 x LB ohne

Antibiotikum erfolgen.

5.2.8.6 Plasmidaufreinigung - Mini

Die Plasmidminipraparation bietet eine gute Mdglichkeit, ohne viel Aufwand schnell
und gunstig an Plasmid DNS zu gelangen. Dieses Material eignet sich zwar nicht fur
Plasmidtransfektionen, kann aber gut zur Uberprifung einer Klonierung oder fiir
einen Restriktionsverdau eingesetzt werden. In Kombination mit einer RNAse
Behandlung sind die Proben sogar teilweise fir die Sequenzierung geeignet.

Am Vortag wurde eine auf den Selektionsplatten gewachsene Kolonien (s. 5.2.8.5),
in 5 ml 1 x LB mit dem entsprechenden Antibiotikum angeimpft. Nach 16 h konnten
3 ml der U.N Kultur durch zweimaliges Zentrifugieren bei RT und 13 000 Upm in ein
2 ml Eppendorfgefall Uberfihrt werden. Die Lyse der Zellen erfolgte durch die
Zugabe von 200 pl Losung | und einer Inkubationszeit von 5 min bei RT.
AnschlielRend erfolgte die alkalische Lyse der Zellen durch 200 pl Lésung Il. Eine
optimale Durchmischung wurde durch mehrmaliges Invertieren gewahrleistet. Die
nun anschlielende finfmindtige Inkubation der Proben erfolgte auf Eis. Zum
Abstoppen der Reaktion wurden 200 ul Losung Il hinzugegeben, und die Ansatze
wurden wiederum fur 5 min auf Eis inkubiert. Durch einen anschlieRenden
Zentrifugationsschritt fur 5 min bei RT und 13 000 Upm konnte die extrahierte DNS
von den ausgeféllten Proteinen abgetrennt werden. Die im Uberstand befindliche
DNS wurde in ein neues 2 ml Eppendorfgefal® uberfihrt und fir 2 min mit 1 ml
100 %igen Ethanol gefallt. Die gefallten Proben wurden fir 5 min bei RT und 13 000
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Upm zentrifugiert. AnschlieRend folgte ein Waschschritt mit 70 %igen Ethanol. Nach
einer kurzen Trocknung bei RT konnte das Pellet je nach Groflde in 30 — 50 pl TE

pH 8.0 resuspendiert werden.

Tab. 14: Gebrauchslésungen fiir die Plasmidaufreinigung.

Losung |
Endkonzentration | Eingesetzte Menge
TrissHCIpH 7,5 [ml] |25 mM 0,25
EDTA pH 8,0 [ml] 10 mM 0,2
Glukose [ml] 50 mM 0,5
ddH,0 [ml] auf 10
Lésung |l
Endkonzentration | Eingesetzte Menge
1 N NaOH [ml] 0,2N 2
10 % SDS [ml] 1% 1
ddH,0 [ml] auf 10
Losung lll:
Endkonzentration | Eingesetzte Menge
Kaliumacetat [g] 3M 147
Essigsaure [ml] 11,5 % 57,5
ddH,0 [ml] auf 500

5.2.8.7 Plasmidaufreinigung — CsCl,

Die Plasmidaufreinigung mittels CsCl, bietet aufgrund ihrer mehrfachen
Extraktionsschritte eine Moglichkeit, mit einfachen Mitteln an eine gro3e Menge sehr
reiner Plasmid DNS zu gelangen. Diese so erhaltenen Proben kdnnen fur alle weitere
Versuchsansatze verwendet werden.

Zu Beginn des Versuches wurde eine 200 ml 1 x LB Bakterienkultur mit
entsprechendem Antibiotikum aus einer kleineren 5 ml Vorkultur angeimpft. Die
Bakterien sollten mindestens 16 h unter Schutteln wachsen kdnnen. Am nachsten
Tag wurde die Kultur in einen 400 ml Zentrifugenbecher uberfihrt und fir 20 min bei
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4 °C und 4 000 Upm in einer Beckman Zentrifuge pelletiert. Das so erhaltene
Bakterienpellet wurde durch die Zugabe von 12 ml Losung | (s. 5.2.8.6) mit einer
Glaspipette resuspendiert. Durch die anschlieBende Zugabe 24 ml Ldésung I
(s. 5.2.8.6) erfolgte die alkalische Lyse der Zellen. Hierfir wurden die Proben
vorsichtig durch Invertieren gemischt, bis die Lésung von trib und fllssig auf klar und
viskos wechselte. Nach einer 5-minutigen Inkubation bei RT wurden zum Abstoppen
der Reaktion 18 ml Losung Il (s. 5.2.8.6) hinzupipettiert. Nach 20 min auf Eis erfolgte
die Abtrennung der ausgefallten Proteine durch eine 20-minutige Zentrifugation bei
4 °C und 4 000 Upm. Der so erhaltene Uberstand wurde filtriert und in einen neuen
Zentrifugenbecher Uberfuhrt. AnschlieRend erfolgte eine erneute Fallung der DNS
durch die Zugabe von 40 ml 100 %igen Isopropanol pro Ansatz. Nach 20 min
Zentrifugation bei 4 °C und 4 000 Upm konnte das Pellet in 10 ml TE pH 8.0 geldst
werden. Anschliel3end erfolgte die Zugabe von 2 ml 10 M NH4Ac und eine Inkubation
von 15 min auf Eis. Die Proben wurden danach fur 20 Minuten bei 4 °C und
4 000 Upm zentrifugiert. Die Prazipitation der im Uberstand befindlichen DNS erfolgte
durch die Zugabe von 32 ml 100 %igen Ethanols und einer anschlieRenden
Zentrifugation fur 20 min bei 4 °C und 4 000 Upm. Nach einer kurzen Trocknung bei
RT wurde das Pellet in 3,5 ml TE pH 8.0 gelést. Fur die anschlielende
Dichtezentrifugation erfolgte die Zugabe von 4,71 g CsCl, 200 ul Ethidiumbromid und
51 ul Triton X100 pro Ansatz. Zur Abtrennung aller nicht gelésten Bestandteile
wurden die Proben fir 10 min bei RT und 4 000 Upm zentrifugiert. Der so erhaltene
Uberstand wurde luftblasenfrei in das Zentrifugenréhrchen (berfiihrt. AnschlieRend
erfolgte die Auftrennung der DNS mittels Dichtegradientenzentrifugation. Hierfur
wurden die Proben flir mehr als 16 Stunden unter Vakuum in der Ultrazentrifuge
(50 000 Upm; 21 °C) zentrifugiert. Am nachsten Tag waren in jedem Ansatz zwei
EtBr Banden sichtbar, von denen die obere chromosomale DNS und die untere die
gewunschte Plasmid DNS enthielt. Zur besseren Detektion wurden die Proben unter
UV-Licht betrachtet. Damit bei der Probenentnahme kein Unterdruck im
Zentrifugenrohrchen entsteht, wurde am oberen Ende mit einer Kandile ein Loch in
das Roéhrchen gebohrt. Um ein mdgliches Spritzen wahrend dieses Vorgangs zu
verhindern, wurde die Einstichstelle mit einem Papiertuch abgeschirmt.

Das Abziehen der unteren Bande erfolgte mittels einer 5 ml Spritze mit einer 0,8 x

40 mm Kanule. Hierfur wurde die Spritze etwas unterhalb der Probe in einem
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45° Winkel schrdg nach oben zeigend angesetzt. Das Durchstechen des
Zentrifugenrohrchens erfolge durch vorsichtiges Drehen der Spritze. Hierbei war
darauf zu achten, dass das Rohrchen so fest gehalten wurde, dass bei einem
eventuellen Durchstechen der gegentberliegenden Wand keine Verletzungsgefahr
besteht.

Damit die abgezogene DNS nicht unnétigen Scherkraften ausgesetzt war, wurde flr
die Uberfiihrung der Probe in ein 15 ml Polypropylenréhrchen die Kaniile entfernt.
Die Trennung der DNS vom EtBr erfolgte durch eine mehrmalige Extraktion mit
5 M NaCl gesattigten 100 %igen Isopropanol. Hierfir wurde die Probe mit dem
gleichen Volumen des Extraktionsmittels versetzt und durch wiederholtes Invertieren
extrahiert. Die sich daraus bildende obere Phase, in der sich das EtBr anreichert,
wurde verworfen. Dieser Extraktionsschritt erfolgte mindestens sechsmal oder so
lange, bis beide Phasen zweimal farblos erschienen. Fir die anschliellende
Prazipitation der DNS wurde die Probe mit zwei Volumen Wasser und zweieinhalb
Volumen 100 %igen Ethanol versetzt. Die Fallung erfolgte fur eine Stunde bei
—20 °C. Durch einen anschlielienden Zentrifugationsschritt fir 10 min bei 4 °C und
4 000 Upm wurde die prazipitierte DNS pelletiert. Nach einmaligem Waschen mit
70 %igen EtOH und einer kurzen Trocknung der Proben bei RT konnte die DNS je
nach Menge in 300 — 500 pl TE pH 8.0 U.N. gelést werden. Die
Konzentrationsbestimmung erfolgte am nachsten Tag photometrisch bei einer OD
von 260/280 nm. Bis zum Gebrauch wurde die Plasmid DNS bei 4 °C gelagert.

5.2.9 Immunfluoreszenz

Die fur die Immunfluoreszenz verwendeten Antikorper und ihre eingesetzten
Verdlinnungen sowie das entsprechende Fixierungsmittels sind unter 5.3.1 und 5.3.2
nachzulesen.

Die fixierten und in 1 x PBS gelagerten Proben wurden zu Beginn der Farbung zur
Reduktion unspezifische Antikdrperbindungen flir eine Stunde bei RT mit 2 % BSA in
1 x PBS blockiert. Nach dreimaligem Waschen mit 1 x PBS erfolgte optional die
Permeabilisierung der Zellen fir zwei min mit 0,2 % Triton X 100 in x PBS auf Eis.

FUr die sich anschlieBende Inkubation mit dem primaren Antikdrper wurde eine
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feuchte Kammer vorbereitet. Hierfir wurde eine Plastikschale mit feuchten
Papiertichern ausgelegt, und auf den darauf positionierten Parafilmstreifen wurden
pro Ansatz 40 ul verdinnte, primare Antikdrper gegeben. Die Proben wurden nach
einem erneuten Waschschritt mit 1 x PBS gewaschen und anschlieRend mit dem
sekundaren Antikdrper (falls der primare unkonjugiert gewesen ist) analog zum
Primaren inkubiert. Die Kernfarbung mittels DAPI erfolgte nach einem weiteren
Waschschritt mit 1 x PBS. Der mit der DNS interkalierende Farbstoff wurde dafur
1 : 50 000 in ddH20 geldst und fir finf Minuten bei RT auf die Zellen gegeben. Nach
Ablauf der Inkubationszeit konnten die Proben direkt mit ProLong® Gold antifade von
der Firma Invitrogen eingedeckelt werden und entweder sofort mikroskopisch

analysiert oder bis zum Gebrauch im Dunkeln bei 4 °C gelagert werden.

5.2.9.1 TUNEL Farbung

Die Vorkultivierung der Zellen erfolgte wie in Abschnitt 5.1.2 und 5.2.9 beschrieben.

Die Farbung wurde analog zum Protokoll des Herstellers Roche durchgeflnhrt.

5.2.10 Antikorperherstellung

5.2.10.1  Proteinexpression in Bakterien

Fur die Expression in Bakterien wurde die Wildtyp (WT) Variante von Fbxw5 in den
bakteriellen Expressionsvektor pGEX kloniert (s. 5.2.8). Nach Bestatigung der
fehlerfreien Sequenz konnte das Plasmid in chemisch kompetente BL21 Zellen
transformiert werden (s. 5.2.8.5).

Zur Austestung der optimalen Induktionszeit und —konzentration des IPTGs wurden
unterschiedliche Ansatze ausgetestet. Fur dieses Konstrukt wurde eine optimale

Induktionszeit von drei Stunden und eine Konzentration von 2 mM IPTG ermittelt.
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5.2.10.2 Proteinaufreinigung mittels Elektroelution

Die induzierte Probe wurde mit Hilfe der SDS-Gelelektrophorese (s. 5.2.2.1) auf
einem 20 cm x 16 cm x 0,5 cm Gel aufgetrennt. Fir die Proteinfallung wurde das Gel
mehrere Minuten in eiskaltem 3 M KCI geschwenkt. Die Bande, die dem induzierten
Protein entspricht, wurde mittels Skalpell ausgeschnitten und in eine 10 ml Spritze
Uberfihrt. In der Zwischenzeit wurde ein Dialyseschlauch auf die Breite einer
Elektrophoresekammer zugeschnitten und mehrmals mit 1x TBE Puffer gespdlt. Der
Dialyseschlauch wurde an einem Ende mit einer Klammer verschlossen und das
ausgeschnittende Gelstiick wurde mittels einer 10 ml Spritze ohne Kanule eingefullt.
Zusatzlich erfolgte die Zugabe von 5 ml 1 x TBE Puffer zu den Gelstlicken. Nach
dem VerschlieRen des zweiten Endes wurde der Dialyseschlauch quer zur
Laufrichtung in eine mit 1x TBE befullte Agarosegelkammer gelegt. Die Elektroelution
erfolgte bei 100 V fur eineinhalb Stunden bei 4 °C. Im Anschluss daran wurde die
Polaritat geandert und die Probe fir weitere 1,5 Minute elektroeluiert. Der Inhalt des
Dialyseschlauches wurde nach dem Lauf in ein 50 ml Falconréhrchen Uberflhrt.
Nach kurzer Absetzzeit erfolgte die Uberfiihrung des Uberstandes in 1,5 ml
Eppendorfgefalle. Zur Bestimmung der Proteinkonzentration wurde eine 1:10
Verdinnung der Probe mit einer bekannten BSA Konzentrationsreihe mittels SDS-
Gelelektrophorese (s. 5.2.2.1) aufgetrennt. Zur Detektion der Proteinbande erfolgte

im Anschluss an den Lauf eine Farbung mittels Coomassie.

5.2.10.3 Proteinaufkonzentrierung

Die Aufkonzentrierung der Proben erfolgte mittels einer kommerziell erhaltlichen
Membran von Millipore (Amicon Pure). Der Ausschlussgrad wurde entsprechend der
zu erwartenden ProteingréRe gewahlt. Hierfir wurden 15 ml von der aufzu-
konzentrierenden Losung auf den Filter gegeben und flir 15 min bei 4 °C und
4 000 Upm in einer Beckmann Zentrifuge zentrifugiert. Das hierbei Ubrig bleibende,
eingeengte Volumen wurde mittels einer 200 ul Pipette in ein Eppendorfgefal®
uberfuhrt. Der Zentrifugationsschritt wurde so lange wiederholt, bis das gewtinschte

Volumen bzw. die gewlnschte Endkonzentration erreicht wurde.
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Fir die Immunisierung wurden 4 ml der Probe mit einer Konzentration von 1 mg/mi
zu Sigma geschickt. Nach funf Immunisierungsschritten wurden die Kaninchen
ausgeblutet, und das so erhaltene Serum konnte fur die Affinitatsaufreinigung zur

Optimierung des Antikorpers (s. 5.2.10.4) verwendet werden.

5.2.10.4 Affinitatsaufreinigung von Antikorpern

Zu Beginn des Experiments wurde 1 g CNBr aktivierte Agarose in ein 50 ml
Polypropylenréhrchen eingewogen und mit 50 ml 1 mM HCI gemischt. Nach einer
funfminutigen Inkubation bei RT folgte ein Zentrifugationsschritt fur 5 min bei
4 000 Upm. Dieser Waschschritt wurde dreimal wiederholt. Anschlielend erfolgte die
Zugabe von 50 ml Borsaure (pH 8,3) zum Pellet. Nach kurzer Durchmischung wurde
die Probe fur 5 min bei 4 000 Upm zentrifugiert. In der Zwischenzeit wurden 2,7 mg
Protein in 1 ml 1x PBS gel6st und anschlielend zusammen mit weiteren 10 ml
1x PBS zum Pellet gegeben. Es folgte eine zweistlindige Inkubation bei 4 °C auf dem
Rotierer. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde die Probe erneut zentrifugiert.
Anschlieflend erfolgte die Zugabe von 50 ml kaltem 0,1 M Natriumacetat pH 4,0/
0,5 M NaCl. Nach dem nun folgenden Zentrifugationsschritt wurde das Pellet in 50 ml
kaltem 0,1 M Tris pH 8,0/ 0,5 M NaCl gewaschen und erneut zentrifugiert. Der
nachste Waschschritt erfolgte mit 50 ml kaltem 0,1 M Glyzin pH 2,3. Das Pellet
wurde nach dem folgenden Zentrifugationsschritt in kaltem 1x PBS erneut
gewaschen. AnschlieRend wurde das Pellet in 10 ml resuspendiert und dabei in ein
15 ml PP-RdAhrchen Uberfihrt. Nach einer weiteren Zentrifugation wurden 3 ml
aufgetautes Antiserum auf das Sepharosepellet gegeben. Die Probe wurde
anschlielend Uber Nacht bei 4 °C auf dem Rotierer inkubiert. Am nachsten Tag
wurde frisch Puffer A angesetzt. Nach dem Abzentrifugieren der Probe wurde der
Uberstand bei 4 °C gelagert und das Pellet mit 14 ml kaltem Puffer A gewaschen.
Dieser Waschschritt wurde dreimal wiederholt. Das Sepharosepellet wurde
anschlieBend mittels 14 ml Puffer A auf eine Saule transferiert. Es folgte ein
zweimaliger Waschschritt mit 1x PBS. In der Zwischenzeit wurden
10 Eppendorfgefalle mit jeweils 50 yl 1 M Tris pH 9,5 geflllt und auf Eis zum
Abkuhlen gestellt. Nach dem die Saule verschlossen wurde, erfolgte die Elution mit
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5 ml Glyzin pH 2,3. Es wurden jeweils 500 pl Fraktionen aufgefangen und nach
sofortigem Mischen zu 4°C gestellt. Die Saule kann nach viermaligem Waschen mit
50 mM Tris pH 7,5 in 50 mM Tris pH 7,5/ 0,02 % Natriumazid bei 4 °C bis zum
nachsten Gebrauch gelagert werden.

Die aufgefangenen Fraktionen 1 — 9 kénnen auf einem 10 %igem SDS-Gel nach

dem Elutionshohepunkt hin Gberpriuft werden.

Tab. 15: Zusammensetzung des Waschpuffers A.

Puffer A:
Endkonzentration | Eingesetzte Menge
1M TrispH7,5[ml] |50 mM 5
5 M NaCl [ml] 500 mM 10
10 % NP 40 [ml] 0,1 % 1
ddH,0 [ml] 84
5.3 Material
5.3.1 Gerate

Absaugpumpe, Vacuumbrand GmbH und Co KG, Wertheim
Analysenwaage, AE 200, Mettler-Toledo, Giel3en
Brutschrank,Hera Cell“, Heraeus Instruments GmbH, Osterode
Clean Bench, Hera Safe, Kendro, Osterode
Flexcycler, Analytik Jena, Jena
Fluoreszenzmikroskope, ,,Leica DM5000”, Leica, Wetzlar
,Leica DM6000”, Leica, Wetzlar
Gelelektrophorese, ,»Sub-cell Model 96 Cell”, BioRAD, Miinchen
,,Mini-Sub Cell GT Cell”, BioRAD, Minchen
Kamera, Nikon Digitalkamera CoolPix 950, Nikon GmbH, Dusseldorf
Kuhl- und Gefrierkombination, Leifheit, Nassau/Lahn
Magnetruhrer, HANNA, HLL, Hannover
Mikrotiterplatten-Lumiometer ,,SAFIRE“, Tecan Deutschland GmbH, Crailsheim
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Mikrowelle, Bauknecht, Stuttgart
Multipette®plus, Eppendorf, Hamburg
pH-Meter, 763 Multi-Calimazik, Knick
Pipettierhilfe, Eppendorf, Hamburg
Proteinelektrophorese, ,,Mini-Protean Electrophoresis System”, BioRAD,
Munchen
,Mini-Protean Tetra Electrophoresis System”, BioRAD,
Minchen
Proteintransfer, ,,Mini Trans-Blot Cell, BioRAD, Minchen
Rotatoren SB 2, Roth, Karlsruhe
Spannungsgerate, ,,PowerPac Basic Power Supply“, BioRAD, Minchen
»PowerPac HC Power Supply”, BioRAD, Minchen
Stereomikroskop ,,MZ 12“, Leica, Solms
Schiittler ,,Rocky“, Heidolph, Schwabach
Thermomixer compact fiir EppendorfgefalRe, Eppendorf, Hamburg
Vortex-Genie, Scientific Industries, Bohemia, USA
Vibrationsschiittler, Heidolph, Schwabach
Wasserbad, Gesellschaft fur Labortechnik, Burgwedel
Zentrifugen, Eppendorf Zentrifuge, 5415 D, Hamburg
Tischzentrifuge MIKRO 220 R cooled, Roth Karlsruhe
Hettich Zentrifuge ,,Rotina 38R“, Tuttlingen
Beckman Zentrifuge ,,L8-55M*, Tuttlingen

Megafuge 1.0, Heraeus, Osterode

5.3.2 Verbrauchsmaterialien

6 Lochplatten, Greiner, Solingen
12 Lochplatten, Greiner, Solingen
96 Lochplatten, Greiner, Solingen
Cellulose Ester Dialyse Membran MWCO 25,000, Roth, Rancho Dominguez
Combitips plus 10 ml, Eppendorf, Hamburg
Deckglaser, d= 15 mm, Menzel, Braunschweig
Eppendorfgefale, 0,2 ml, Greiner, Solingen
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Filterspitzen 0,1 - 10 pl, Starlab, Nimbrecht
Filterspitzen 20 pl, Starlab, NUmbrecht
Filterspitzen 200 pl, Sarstedt, NUumbrecht
Filterspitzen 1000 pl, Sarstedt, Nimbrecht
Gelauftragsspitzen, Vitaris, Baar

Immobilon-P Transfer Membran, Millipore, Schwalbach
Kryorohrchen, Vitaris, Baar

Kiivetten, BioRad, Miinchen

Objekttrager, Menzel, Braunschweig
Petrischalen, d=14,5 cm, Greiner, Solingen
Polypropylen Réhrchen, 15 ml, Greiner, Solingen
Polypropylen Réhrchen, 50 ml, Greiner, Solingen

5.3.3 Chemikalien

Aceton, Merck, Darmstadt

Acrylamid-Lésung (30%) Mix 37,5 : 1, AppliChem, Darmstadt
Agar, AppliChem, Darmstadt

Agarose-Multi-Purpose, Bioline, Luckenwalde

Albumin aus Rinderserum, BioChemika FractionV, Fluka, Steinheim
Ammoniumacetat, AppliChem, Darmstadt

Ammoniumpersulfat, AppliChem, Darmstadt

Ammoniumsulfat, AppliChem, Darmstadt

Ampicillin, AppliChem, Darmstadt

Aphidicolin aus Nigrospora Sphaerica, Sigma-Aldrich, Schnelldorf
A-Sepharosekugeln, GE Healthcare, Minchen

Bacto""Peptone, Becton Dickinson, Heidelberg

Benzamidine, Sigma-Aldrich, Schnelldorf

R- Glycerophosphat, AppliChem, Darmstadt

R-Mercaptoethanol, AppliChem, Darmstadt

Bromphenolblau, AppliChem, Darmstadt

Borsaure, Merck, Darmstadt

Casiumchlorid 99%, AppliChem, Darmstadt

66



Material und Methoden

Calciumchlorid- Dihydrat, AppliChem, Darmstadt
Coomassie Brilliantblau, AppliChem, Darmstadt
Coomassie Colloidal, Serva, Heidelberg

DAPI, AppliChem, Darmstadt

DEPC, AppliChem, Darmstadt

di- Kaliumhydrogenphosphat, Merck, Darmstadt
di- Kaliumhydrogenphosphat-Heptahydrat, Merck, Darmstadt
di- Kaliumhydrogenphosphat-Monohydrat, Merck, Darmstadt
Dimethylsulfoxid, AppliChem, Darmstadt

DMEM, Invitrogen, Karlsruhe

DNAse |, Roche, Mannheim

Dithiothreitol (DTT), AppliChem, Darmstadt

DOC, AppliChem, Darmstadt

EDTA, AppliChem, Darmstadt

EGTA, AppliChem, Darmstadt

Essigsaure, Baker, Griesheim

Ethanol, Merck, Darmstadt

Ethanolamine, Sigma-Aldrich, Schnelldorf
Ethidiumbromid, AppliChem, Darmstadt

FKS, Biochrom, Berlin

Formaldehydléosung min 37 % saurefrei, Merck, Darmstadt
Gelatine, Sigma-Aldrich, Schnelldorf

Glukose, AppliChem, Darmstadt

Glutamayx, Invitrogen, Karlsruhe

Glutathione Agarose, Sigma-Aldrich, Schnelldorf
Glycerin wasserfrei, AppliChem, Darmstadt
Glyzin, AppliChem, Darmstadt
G-Sepharosekugeln, GE Healthcare, Munchen
Harnstoff, AppliChem, Darmstadt

Hefeextrakt, AppliChem, Darmstadt

HEPES, AppliChem, Darmstadt

HiPerfect, Qiagen, Hilden

Hydroxyurea, Sigma-Aldrich, Schnelldorf
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Imidazol, AppliChem, Darmstadt

IPTG, AppliChem, Darmstadt

Isopropanol, Merck, Darmstadt

Kaliumacetat, AppliChem, Darmstadt

Kaliumchlorid, AppliChem, Darmstadt
Kaliumhydrogenphosphat, Merck, Darmstadt
Kanamycinsulfat, AppliChem, Darmstadt
Kristallviolett, Sigma-Aldrich, Schnelldorf

L-Leucin, AppliChem, Darmstadt

Luminol min 97%, HPLC, Sigma-Aldrich, Schnelldorf
Magermilchpulver, AppliChem, Darmstadt
Magnesiumchlorid, AppliChem, Darmstadt

Methanol, AppliChem, Darmstadt

Natriumazid, AppliChem, Darmstadt

Natriumcarbonat wasserfrei, AppliChem, Darmstadt
Natriumchlorid, AppliChem, Darmstadt
Natriumfluorid, AppliChem, Darmstadt
Natriumhydroxid Platzchen, AppliChem, Darmstadt
Natriumpyrophospat, Sigma-Aldrich, Schnelldorf
Natriumthiosulfat-Pentahydrat, AppliChem, Darmstadt
Nikotinamid, Sigma-Aldrich, Schnelldorf

Nocodazol, Sigma-Aldrich, Schnelldorf

Nonidet P40, AppliChem, Darmstadt

Penicillin- Streptomycin Losung, Invitrogen, Karlsruhe
ProLong®Gold Antifade reagent, Invitrogen, Karlsruhe
Roti-Phenol, Roth, Karlsruhe

Roti-Phenol/C/l, Roth, Karlsruhe

Salzsaure, Merck, Darmstadt

Sukrose, Fluka, Steinheim

Talon Metallaffinitatskugeln, Becton Dickinson, Heidelberg
TEMED, AppliChem, Darmstadt

Thymidine 99 — 100%, Sigma-Aldrich, Schnelldorf

Trasylol® (Aprotinin), hausinterne Apotheke, Hannover
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Tris ultrapure, AppliChem, Darmstadt

Triton X 100, AppliChem, Darmstadt

Trypsin/EDTA Loésung, Biochrom, Berlin

Trypton, AppliChem, Darmstadt

Tween 20, AppliChem, Darmstadt

o-Phosphorsaure, Merck- Schuchard, Darmstadt
p-Cumarsaure, Merck- Schuchard, Darmstadt

Pepstatin A, AppliChem, Darmstadt

PIPES, AppliChem, Darmstadt

PMSF, AppliChem, Darmstadt

Polyethylenglykol 6000, AppliChem, Darmstadt
Polyethylenimin, Sigma-Aldrich, Schnelldorf

Protein G Sepharose 4 Fast Flow, Amersham Biosciences
Propidium lodid, Fluka, Steinheim

SDS ultrapure, AppliChem, Darmstadt

Sukrose, Fluka,Steinheim

Vanadat, AppliChem, Darmstadt

Wasserstoffperoxid 30 Gew % Losung in Wasser, Sigma-Aldrich, Schnelldorf
Xylencyanol FF, AppliChem, Darmstadt

5.3.4
5.3.4.1 Primare Antikorper

Antikorper

Tab. 16: Verwendete primare Antikorper fiir die Inmunfluoreszenz.

Antikdrper Fixiermittel Temperatur Fixierzeit [min] |Verdlnnung
o-Tubulin Methanol -20°C 15 1:300
v-Tubulin Methanol -20°C 10 1:400
9E10 Methanol -20°C 5 1:200
9E10 Alexa Methanol -20°C 10 1:500
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Tab. 17: Verwendete primére Antikoérper fiir die Western Blot Analyse.

Antikorper |Hersteller Ausgangs- Blockierung Verdunnung
konzentration
9E10 Sigma 1 mg/ml 5 % Magermilch |1 :10 000
Aktin C2 Santa Cruz 200 pg/mi far IP 1:5000
Aktin C4 ICN Biomedicals |2 mg/ml 5 % Magermilch |1 :5 000
AurA Santa Cruz 200 pg/mi 5 % Magermilch |1 :1 000
Cul 1 Neolabs 200 pg/ml 5 % Magermilch |1 :1 000
Cdc20 Santa Cruz 200 pg/ml 5 % Magermilch |1 :1 000
Cdc27 Santa Cruz 200 pg/mi 5 % Magermilch |1 :1 000
Fbxw5b Eigenproduktion |nicht bestimmt |5 % Magermilch |1 :1 000
Flag Sigma 4.6 mg/ml 5 % Magermilch |1 :5 000
GFP Roche 200 pg/ml 5 % Magermilch |1 :5 000
HA Sigma 5 mg/ml 5 % Magermilch |1 :5 000
hSAS6 Santa Cruz 200 pg/ml 5 % Magermilch |1 :1 000
Plk4 Cell Signaling 0,5 pg/ml 5 % Magermilch |1 :1 000
Skp 1 Santa Cruz 200 pg/mi 5 % Magermilch |1 : 500
Zyklin B Santa Cruz 200 ug/ml 5 % Magermilch |1 :1 000

5.3.4.2 Sekundare Antikorper

Tab. 18: Verdiinnungen und Reaktivitit der sekundaren Antikorper fiir die Inmunfluoreszenz.

Antikorper Verdinnung Reaktivitat
Cy3 1:1000 Kaninchen
FITC 1:400 Kaninchen
FITC 1:400 Maus
Rhodamin 1:200 Maus
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Tab. 19: Verdiinnungen des sekundaren Antikorpers fiir die Western Blot Analyse.

Antikorper Hersteller Ausgangs- Verdunnung

konzentration

Anti-Maus Dianova 1,5 mg/ml 1:10 000
Anti-Kaninchen |Dianova 1.5 mg/ml 1:10 000
5.3.5 Primer

FUr die Klonierung der Fbxw5 Konstrukte wurden folgende Primer verwendet:

Foxw5 Wildtyp F1:

5 AAA AAA GAATTC CAC GAT GGACGA GGG C 3°
Fbxw5 Wildtyp B1:

5TTTTTT CTC GAG GCA CCC AGC ACACCTCA 3
Fbxw5 deltaFbox F1:

5 AAA AAA GAATTC CAT GTT CTACCG CTACTACCA GG 3°
Fbxw5 deltaFBox B1:

5TTTTTT CTC GAG GCA CCC AGC ACACCTCA 3
Fbxw5 deltaWD1 F1:

5 AAA AAA GAATTC ATGCGG CCC TACAACT 3
Fbxw5 deltaWwD1 B1:

5 TTTTTT CTC GAG GCA CCC AGC ACACCTCAZ3
Fbxw5 deltaWD2 F1:

5 AAA AAA GAATTC CAC GAT GGACGA GGG C 3
Fbxw5 deltawD2 B1:

5TTTTTT CTC GAG CGT GTA GGC GCG GTG 3
Fbxw5 deltaWD3 F1:

5 AAA AAA GAATTC CAC GAT GGACGA GGG C 3
Fbxw5 deltaWD3 B1:

5TTTTTT CTC GAG CAG CCT GGC CAG ACAGAT &
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FUr die Herstellung der Fbxw5 Phosphomutanten wurden folgende Primer

verwendet:

Fbxw5 S151A 5TCA ACAAGG ACGACGCGCTACTGCTGGCC &
Fbxw5 S200A 5'GCT CAC CGA GAC CGC CCT CAT CTC GGG &
Fbxwb T344A 5 GAG CGC AGT GCC GCAAGG CGC CAAG 3

5.3.6  Zellkulturmaterialien
5.3.6.1 Zellkulturen

Hela: Diese Zelllinie wurde ursprunglich aus einer Patientin namens Henrietta
Lacks, die an einem Cervix Carcinom erkrankt gewesen ist, isoliert. Die
hier verwendeten Zellen haben uUber die Zeit eine zusatzliche Mutation

im Tumorsuppressorgen p53 akkumuliert und sind somit p53 -/-.

U20S: Diese Zelllinie stammt urspringlich aus einem Patienten, der an einem

Osteosarkom erkrankt gewesen ist.

HEK 293:  Diese Zelllinie wurde ursprunglich Ende der 1970er Jahre aus
menschlichen embryonalen Nierenzellen gewonnen. lhre Inmortalitat
erhielten diese Zellen durch die Transformation mit Teilen eines

menschlichen Adenovirus 5.
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5.3.6.2 Zellkulturmedien

Alle Zelllinien wurden im nachfolgenden Medium kultiviert:

Wachstumsmedium: DMEM (Invitrogen, Karlsruhe)
Zusatze Cfinal
L-Glutamine (100x) 2 mM
FKS 10 %
Penicillin/Streptomycin 100 pg/ ml

Einfriermedium : FKS 10 %
DMSO 10 %
Wachstumsmedium 80 %

Tab. 20: Gebrauchslosung fiir den Proteinlysispuffer.

RIPA: Stammldsung Cfinal
NP40 10 % 1%
DOC 10 % 0,5 %
SDS 20 % 0,1 %
TRIS pH 8,0 1M 50 mM
NaF 0,5M 50 mM
NaCl 5M 8 mM
NasP.07 1M 20 mM
EDTA 0,5M 1 mM
EGTA 0,5M 1 mM
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Hinzuzufiigende Proteinaseinhibitoren: Benzamidin

Leupeptin

Pepstatin

PMSF

Trasylol® (Aprotinin)

537 Verwendete Software

Fur die Erstellung dieser Arbeit und die Akquirierung der Ergebnisse wurde folgende

Software verwendet.
Tabellenkalkulation:
Textverarbeitung:

Bildverarbeitung:

Bilderstellung:

Sequenzauswertung:

FACS:

Internetrecherche:

Excel 2007 (Microsoft)
Word v. X 2001 (Microsoft); Reader 6.0 (Adobe)

Photoshop 7.0 und CS (Adobe), lllustrator CS (Adobe)
und ImageJ

Leica FireCam Version 1.7.1 (Leica Microsystems Imaging
Solutions Ltd UK); FUJIFILM Photograb-300Z (FUJI Photo
Film Co, Ltd.); FUJIFILM Image Reader Version 1.8E
(FUJI PhotoFilm Co, Ltd.);

MacVector™ 7.2 (Accelrys Inc.)

BD Cell Quest Pro™ (BD Biosciences), FlowJo Version
7.3 (Tree Star Inc.)

Netscape Communicator 7.1 (Netscape Communications
Corporation); Safari Version 2.0.4 (Apple Computer, Inc.)

Auf folgende Datenbanken wurde im Rahmen dieser Arbeit zugegriffen:

NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/),
Ensemble (http://www.ensembl.org/index.html),
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6 Ergebnisse

6.1 Funktion
6.1.1 Mikroskopische Untersuchung Fbxw5 siRNA behandelter Zellen

6.1.1.1 Der Verlust von Fbxw5 fuhrt zur Bildung multipolarer Spindeln

Fir die Darstellung atypischer Spindelkonformationen wurden immunfluoreszenz-
technische Methoden verwendet. Neben anderen Motorproteinen ist a—Tubulin ein
Hauptbestandteil der eukaryotischen Spindel. In diesem Versuch wurden Hela
Zellen in Methanol fixiet und mit einem fluoreszenzgekoppelten a~Tubulin
Antikdrper angefarbt. Als Gegenfarbung wurde der Kernfarbstoff DAPI verwendet. In
Abb. 10 a-d sind unterschiedliche Spindelphanotypen nach Transfektion mit Fbxw5
siRNA dargestellt. Zu erkennen sind sowohl dreipolige (b, d), als auch vier- (c) oder
mehrpolige (a) Spindeln. Abb. 10 €) zeigt eine normale binare Spindel, wie sie in der

Kontrolle mehrheitlich zu sehen gewesen ist.

JECIN

Abb. 10: Spindelphanotypen nach Transfektion mit Foxw5 siRNA.

a-Tubulin

HelLa-Zellen wurden mit Kontroll-siRNA (e) oder siRNA gegen Fbxw5 (a-d) transfektiert, und
mitotische Spindeln wurden mittels a—Tubulin (grin) Antikdrper angefarbt. Die DNS wurde mittels
DAPI (blau) gefarbt. Die Zellen wurden in folgende Kategorien eingeordnet: a-d) multipolare Spindeln,

e) bipolare Spindel. Die Bilder sind Beispiele reprasentativ fir den jeweiligen Ansatz.

SiRNA Interferenz ist ein molekularbiologisch bedeutendes Werkzeug, welches
ermoglicht, spezifisch die Translation eines Gens herunterzuregulieren, um

anschlieBend die biologischen Folgen der reduzierten Expression des
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entsprechenden Proteins untersuchen zu kénnen. Nachteile dieser Methode sind
unspezifische Reaktionen, die zu sogenannten ,off-target” Effekten fuhren konnen.
Um diese unerwinschten Nebeneffekte auf ein Minimum zu begrenzen, wurden
Kombinationen verschiedener gegen Fbxw5 gerichteter siRNAs miteinander
verglichen (s. Abb. 11). Der grofdtmoglichste Effekt von ca. 20 % multipolarer
Spindeln bei minimal eingesetzter Menge pro siRNA wurde durch eine Kombination
aus vier verschiedenen, gegen Fbxw5 gerichteten siRNAs erzielt. Fur alle weiteren

Versuche wurde diese Kombination von siRNAs verwendet.
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Abb. 11: Spindelphanotypen nach Transfektion mit Foxw5 siRNA.

Hela wurden mit Kontroll-siRNA (e) oder siRNA gegen Fbxw5 (a-d) transfektiert, und mitotische
Spindeln wurden mittels o-Tubulin (griin) Antikdrper angefarbt. Die DNS wurde mittels DAPI (blau)
gefarbt. Die Zellen wurden in folgende Kategorien eingeordnet: a-d) multipolare Spindeln, e) bipolare

Spindel. Die Bilder sind Beispiele reprasentativ fir den jeweiligen Ansatz.

Damit mogliche signifikante Unterschiede in den verschiedenen Ansatzen deutlicher
hervorgehoben werden koénnen, wurde die Farbung der mitotischen Spindeln
quantifiziert. Hierfur wurden mitotische Zellen gezahlt, die mehrpolige Spindeln
ausbildeten (s. Abb. 12). Wahrend zwischen der Kontroll-siRNA und den
unbehandelten Zellen kaum ein Unterschied bestand, konnte fur die Zellen, die mit
Fbxw5 siRNA transfektiert wurden, eine signifikante Zunahme von 5 % auf bis zu

20 % an mehrpoligen Spindeln gezeigt werden. Der Transfer des Testsystems in
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eine andere Zelllinie (U20S) zeigte den gleichen Effekt in einer etwas schwacheren
Auspragung. Bei diesem Versuchsansatz konnte ein Anstieg von 5 % auf ca. 15 %
an mehrpoligen Spindeln ermittelt werden.

Zusammenfassend kann ein Zelltyp unabhangiger Anstieg an Zellen mit mehrpoligen

Spindeln nach Fbxw5 siRNA Transfektion festgestellt werden.
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Abb. 12: Quantifizierung der Spindelphanotypen nach siRNA Transfektion.

Quantifizierung von HeLa und U20S Zellen anhand der unter Abb. 5.1 beschriebenen Kategorien. Die
dargestellten Mittelwerte sind das Ergebnis dreier unabhangiger Versuche, in denen jeweils
mindestens 200 Zellen pro Ansatz gezahlt wurden. Die Zellen wurden entweder mit Kontroll-siRNA

oder siRNA gerichtet gegen Fbxw5 transfektiert. Die Spindeln wurden mittels o-Tubulin angefarbt.
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6.1.1.2 Der Verlust von Fbxwb fuhrt zum Anstieg der

Zentrosomenzahl

Zentrosomen sind flr die Ausbildung der eukaryotischen, mitotischen Spindel
unabkémmlich. Uberzahliges Auftreten fihrt im Allgemeinen zu mehrpoligen
Spindeln, die in der anschlieBenden Zytokinese das Erbgut ungleichmalig auf die
sich bildenden Tochterzellen verteilen. Durch Gruppierungsmechanismen kann die
Zentrosomenanzahl ungleich grélRer sein als die entstehenden Spindelpole. Damit
der Fbxw5 Spindelphanotyp zugeordnet werden kann (s. Abschnitt 6.1.1.1), wurden
zusatzlich zu den Spindelmikrotubuli auch die Zentrosomen mit dem spezifischen
Marker y-Tubulin angefarbt. Fir jeden Spindelpol konnte ein Uberlappendes
zentrosomales Signal detektiert werden, wobei fur diesen Versuchsansatz keine
Aussage uber die Anzahl der Zentrosomen pro Pol gemacht werden konnte
(s. Abb. 13).

o-Tubulin DAPI y-Tubulin

Kontroll-siRNA

Fbxw5 siRNA

Abb. 13: Uberzihlige Zentrosomen nach siRNA Transfektion.

HelLa Zellen wurden mit Kontroll-siRNA (a) oder Fbxw5 siRNA (b) in Kombination mit Cy3 markierter
siRNA transfektiert. Die Zentrosomen wurden mit y-Tubulin (rot) und die Spindeln mit a-Tubulin (grin)

gefarbt. Die DNS ist hier in blau dargestellit.

Abb. 5.5 zeigt die Quantifizierung der vorangegangen Fluoreszenzfarbung. Durch die
Co-Transfektion mit Cy3 markierter siRNA konnten direkt die Zellen analysiert
werden, die stark durch die siRNA Interferenz betroffen sind. Sowohl HelLa als auch
U20S Zellen wurden wie angegeben mit siRNA behandelt, und anschlieRend die
Zentrosomen mit einem y-Tubulin Antikdrper angefarbt. Die Quantifizierung zeigte

entsprechend der Zunahme an mehrpoligen Spindeln einen signifikanten Anstieg auf

78



Ergebnisse

bis zu 50 % fur HelLa und ca. 60 % fur U20S Zellen, die zwei oder mehr
Zentrosomen besallen. Es gab keinen Unterschied zwischen den beiden getesteten

Zelllinien im Vergleich zu den Kontrollen.
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Abb. 14: Zentrosomenanzahl nach siRNA Transfektion.

Quantifizierung von HeLa und U20S Zellen. Die dargestellten Mittelwerte sind das Ergebnis dreier
unabhangiger Versuche, in denen jeweils mindestens 200 Zellen pro Ansatz gezahlt wurden. Die
Zellen wurden entweder mit Kontroll-siRNA oder siRNA gerichtet gegen Fbxw5 transfektiert. Die

Spindeln wurden mittels a-Tubulin angefarbt und die Zentrosomen mit y-Tubulin.

6.1.1.3 Effekte der Uberexpression von Myc Fbxw5 auf die

Zentrosomenzahl

Um unerwinschte Nebenwirkungen durch ,off-target* Effekte zu verringern, wurde
bereits fur vorherigen Experimente eine Kombination aus vier verschiedenen siRNAs
gegen Fbxw5 eingesetzt und die Konzentration bis auf ein Minimum herabgesetzt.
Eine einfache Moglichkeit, die Spezifizitat des beobachteten Ergebnisses zu
Uberprufen ist, das Zielprotein Uberexprimieren. Da dieser Ansatz eine Anhaufung
von Fbxw5 anstatt einer Reduktion wie bei dem siRNA Ansatz in der Zelle zur Folge
hat, kann ein gegenteiliger Effekt erwartet werden. Ist dieses Ergebnis spezifisch,
sollte zudem eine konzentrationsabhangige Auswirkung sichtbar werden. Wie in

79



Ergebnisse

Abb. 15 zu erkennen ist, wurden jeweils 5 ug oder 10 uyg Myc markiertes (kurz: MT)
Fbxw5 Plasmid oder dsRED Kontrollplasmid transfektiert. Nach 48-stindiger
Kultivierung wurden die HeLa Zellen fixiert und mit y-Tubulin und 9E10 anti-Myc
Antikérper inkubiert. Es wurden jeweils mindestens 200 Zellen pro Experiment
ausgewertet. Betrachtete man die Fraktion der Zellen, die nur ein Zentrosom
besitzen, zeigte sich ein hochsignifikanter Unterschied von 10 % fir die
Uberexpression von Fbxw5 im Vergleich zur Kontrolle. Dieser Anstieg konnte durch

die Konzentrationszunahme um weitere 10 % verstarkt werden.

100 7 ®m Myc Fbxw5 il
% EdsRED .,
5 801 E—
o
S 60 -
N
5
2 40 -
(0]
€
5 20 1
Ko
N
0 -

S ug 10 ug

Abb. 15: Zentrosomenanzahl nach Proteiniiberexpression.

Quantifizierung von HelLa Zellen mit nur einem Zentrosom nach Plasmidtransfektion mit Myc Fbxw5.
Hierflir wurden zwei unterschiedliche Konzentrationen verwendet. Die dargestellten Mittelwerte sind
das Ergebnis dreier unabhangiger Versuche, von denen pro Ansatz mindestens 200 Zellen ausgezahlt

wurden.
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6.1.1.4 Effekte der Fbxw5 siRNA Behandlung auf die Zellzahl

Optische Kontrollen nach siRNA Transfektion zeigten unter dem Lichtmikroskop eine
Verringerung der Zellzahl nach Fbxw5 siRNA Behandlung im Vergleich zu den
Kontrollen. Abb. 16 zeigt die aufgrund der Beobachtungen durchgefiihrte
Zellzahlbestimmung mittels Trypanblaufarbung. Wahrend die siRNA Interferenz im
Vergleich zu unbehandelten Zellen kaum einen Einfluss auf die Zellzahl hatte, konnte
eine signifikante, 50 %ige Verringerung der Fbxw5 behandelten Proben festgestellt

werden.
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Abb. 16: Zellzahl nach siRNA Transfektion.

HelLa Zellen wurden mit Kontroll- oder Fbxw5 siRNA transfektiert. Apoptotische Zellen wurden zu
unterschiedlichen Zeitpunkten geerntet, und die Zellzahl wurde mittels Trypanblaufarbung bestimmt.

Die dargestellten Ergebnisse sind die Mittelwerte aus drei unterschiedlichen Versuchen.

Diese Zellzahlverringerung konnte durch verschiedene Mechanismen verursacht

werden:
1. Apoptose

2. Zellzyklusarrest

3. Seneszenz
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Apoptose kann mit Hilfe der TUNEL Farbung getestet werden. Hierfur wird das
Prinzip der freiwerdenden Hydroxylgruppen nach DNS Strangbrichen ausgenutzt.
Die Terminale Desoxynukleotidyltransferase kann diese Bruchenden mit markierten
Nukleotiden versehen, welche dann unter dem Fluoreszenzmikroskop sichtbar
werden. Abb. 17 zeigt einen Anstieg der apoptotischen Zellen um ca. 10 % in Fbxw5
behandelten Proben. Zwischen der Kontroll-siRNA und den unbehandelten Ansatzen

gab es keinen nennenswerten Unterschied.
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Abb. 17: Anzahl apoptotischer Zellen nach siRNA Transfektion.

HelLa Zellen wurden mit Kontroll- oder Fbxw5 siRNA transfektiert. Zu den angegebenen Zeitpunkten
wurden Proben genommen, und apoptotische Zellen wurden mittels TUNEL Farbung sichtbar
gemacht. Die Quantifizierung zeigt die Mittelwerte dreier unabhangiger Versuche. Fir jeden Ansatz

wurden mindestens 200 Zellen gezahlt.

6.1.1.5 Zelluldre Lokalisation von Myc Fbxw5 nach Uberexpression

Wenn die Funktion von Fbxw5 einen Einfluss auf die Anzahl der Zentrosomen hat,
wirde man eine Co-Lokalisation dieses Proteins mit zentrosomalen Markern
erwarten. Hierfur wurden Hela Zellen mit 2 pyg Myc Fbxw5 oder dsRED
Kontrollplasmid transfektiert. Nach 48-stlindiger Kultivierung wurden die Zellen fixiert
und mit 9E10 anti-Myc in Kombination mit y-Tubulin Antikdrper angefarbt. Abb. 18
zeigt exemplarisch die Lokalisation von Fbxw5 innerhalb der Zelle. Es konnte
grundsatzlich eine zytoplasmatische Farbung beobachtet werden. In einigen wenigen
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Zellen konnte eine Colokalisation von Fbxw5 mit dem zentrosomalen Marker

v-Tubulin gezeigt werden.

9E10 y-Tubulin DAPI

Abb. 18: Colokalisation von Fbxw5 mit dem zentrosomalen Marker y-Tubulin.

HelLa Zellen wurden mit Myc Fbxw5 transfektiert. Nach 48-stundiger Kultivierung wurden die Zellen
mit Methanol fixiert und die Zentrosomen mit y-Tubulin angefarbt (grtin). Fbxw5 konnte mit Hilfe des

9E10 Antikdrpers (rot) dargestellt werden. Die DNS wurde blau angefarbt.
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6.1.2 Identifizierung von Fbxw5 als eine Komponente eines SCF-
Komplexes
6.1.2.1 Assoziation von Fbxw5 mit den Komponenten des SCF

Komplexes

Wie bereits in der Einleitung erwahnt, werden sehr viele zentrosomale Funktionen
durch Ubiquitin-Ligase-Abbaukomplexe reguliert. Hierzu gehort auch der SCF-
Komplex, der durch die Verbindung mit F-box Proteinen seinen Namen erhalten hat.
Da Fbxw5 zu dieser Proteinfamilie gehdért, sollte im nachsten Versuch geklart
werden, ob es in der Lage ist, als Teil eines SCF-Komplexes zu wirken. Hierflr
wurden Hela Zellen zusatzlich mit einer nicht-funktionellen Version von Fbxw5
transfektiert. Bei dieser deltaFbox Variante wurde die komplette F-box (Amino-
sauren 1 — 147), die als Bindemotiv fir den SCF — Komplex benétigt wird, deletiert
(s. Abb. 19).

Fhox WD1 DBOX WD2 WD3
B r | i

Fbxws WD1 DBOX WD WD3
] u [

deltaFbox Fbxw5

Abb. 19: Schematische Darstellung der deltaFbox Fbxw5 Deletionsmutante.

Durch die N-terminale Lage der F-box in diesem Protein konnte mittels PCR dieser komplette Bereich
deletiert werden. Zur besseren Detektion dieses Konstrukts wurden ahnlich wie beim WT Protein
zusatzlich sechs Myc-Epitope N-Terminal angefiigt. Detailliertere Informationen bezlglich der

Klonierungsstrategie befinden sich im Material- und Methoden-Teil.

Nachdem die Lysate mit 9E10 anti-Myc immunprazipitiert wurden, erfolgte die
Auftrennung der Proben mittels SDS-PAGE. AnschlielRend wurden die Proteine auf
eine Nylonmembran transferiert und mit 9E10 anti-Myc-, anti-Cul1- und anti-
Skp1- Antikdrper inkubiert. Wahrend Uberexprimiertes Myc Fbxw5 in der Lage ist, die
SCF Untereinheiten Cul1 und Skp1 zu prazipitieren, konnten diese in der Negativ-
Kontrolle (Leerplasmid) und der deltaFbox Mutante nicht nachgewiesen werden
(s. Abb. 20).

84



Ergebnisse

IP: 9E10

X

o

o]
© s
= = o
X [0) =
a2 ©DTw 3
o S X =
s S @

WB: 9E10

WB: Skp1 S

SCF Untereinheiten

WB: Cull |

Abb. 20: Identifizierung von Fbxws5 als Teil einer SCF Komplexes.

Lysate aus HelLa Zellen, die Myc Fbxw5, Myc deltaFbox Fbxw5 oder Myc Kontrollplasmid exprimieren,
wurden mit 9E10 anti-Myc Antikérper immunprazipitiert. Prazipierte Proteine wurden mittels
Natriumdodexylsulfat Polyacrylamid Gelelektrophorese (SDS-PAGE) aufgetrennt und anschlielend
nach einem Western Blot mit 9E10 anti-Myc, anti-Cul1 und anti-Skp1 Antikérper inkubiert.

6.1.2.2 Assoziation des endogenen Fbxw5 Proteins mit Komponenten

des SCF Komplexes

Die Uberexpression von Proteinen vergroRert das Risiko, Artefakte, wie
beispielsweise unspezifische Bindungen, zu erhalten, da das naturliche
Gleichgewicht der Zelle beeinflusst wird. Optimalerweise sollten deshalb
Bindungspartner nicht nach Uberexpression immunprazipitiert werden, sondern aus
Zellen ohne zusatzliche Plasmidtransfektion. Hierfir wurden unbehandelte Hela
Zellen lysiert und Fbxw5 mittels eines in Zusammenarbeit mit der Firma Sigma
selbsthergestellten Antikorpers immunprazipitiert (s. Abschnitt 5.2.4). Die Proben
wurden nach einer anschlieBenden Auftrennung in der SDS-PAGE auf eine
Nylonmembran transferiert und gegen anti-Fbxw5, anti-Cul1 und anti-Skp1 geprobt.
Wie in Abb. 21 zu erkennen ist, konnte auch endogenes Fbxw5 die SCF-
Untereinheiten prazipitieren. Zur Kontrolle wurde anstelle des spezifischen

Antikodrpers ein sekundarer IgG Antikérper aus dem Kaninchen verwendet. Wie zu
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erkennen ist, war die Bindung zwischen Cul1 bzw. Skp1 und Fbxw5 spezifisch. In der

Kontrolle konnten diese Proteine nicht immunprazipitiert werden.
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Abb. 21: Endogenes Fbxws5 ist Teil eines SCF Komplexes.

Lysate aus unbehandelten HelLa Zellen wurden mit anti-Fbxw5 Antikérper immunprazipitiert.
Prazipierte Proteine wurden mittels Natriumdodexylsulfat Polyacrylamid Gelelektrophorese (SDS-
PAGE) aufgetrennt und anschlieRend nach einem Western Blot mit anti-Fbxw5, anti-Cul1 und anti-

Skp1 Antikorper inkubiert.

6.1.2.3 Effekte der Uberexpression von Myc deltaFbox Fbxw5 auf die

Zentrosomenzahl

Zur Bestatigung der Infunktionalitat der deltaFbox Deletionsmutante wurde dieses
Plasmid oder ein Kontrollplasmid in zwei unterschiedlichen Konzentrationen (5 ug
und 10 pg) in HelLa Zellen exprimiert. Nach 48-stiindiger Kultivierung wurden die
Proben mit Methanol fixiert und anschliefend mit y-Tubulin angefarbt. Es wurde die
Anzahl der Zentrosomen pro transfektierter Zelle, wie in Abb. 22 dargestellt,
ausgewertet und quantifiziert. Analog zur Uberexpression des Wildtypproteins zeigte
sich ein konzentrationsabhangiger Anstieg des Phanotyps. Im Vergleich zur Kontrolle
konnte fur beide Ansatze von deltaFbox Fbxw5 eine hoch signifikante Zunahme an
Zellen, die mehr als zwei Zentrosomen besitzen, festgestellt werden. Fir 5 pg
transfektiertes Plasmid waren es 6 % und flr die doppelte Konzentration konnte eine

Differenz von ca. 10 % ermittelt werden.
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Abb. 22: Zentrosomenanzahl nach Uberexpression der deltaFbox Mutante.

Quantifizierung von HelLa Zellen mit mehr als zwei Zentrosomen nach Plasmidtransfektion mit Myc
deltaFbox Fbxw5 und dsRED als Kontrolle. Hierfir wurden zwei unterschiedliche Konzentrationen
verwendet. Die dargestellten Mittelwerte sind das Ergebnis dreier unabhangiger Versuche, von denen

pro Ansatz mindestens 200 Zellen ausgezahlt wurden.
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6.1.3  Zellzyklusunabhangiger Einfluss von Fbxw5 auf die
Zentrosomenduplikation

6.1.3.1 Zentrosomenuberduplikation in Hydroxyurea und Aphidicolin
behandelten U20S Zellen

Eine Zentrosomenuberduplikation kann durch unterschiedliche Mechanismen
verursacht werden. Die wichtigste Unterscheidung besteht darin, ob diese durch
einen Zytokinesedefekt hervorgerufen werden, oder ob es sich um einen direkt den
Zentrosomenzyklus betreffenden Effekt handelt. Fur die nachfolgenden Experimente
wurden U20S Zellen anstelle von HelLa Zellen verwendet. Der Vorteil dieser Zelllinie
besteht in ihrer Besonderheit, dass sie ihren Zentrosomenduplikationszyklus vom
Zellzyklus trennen kann. Dieses fuhrt dazu, dass ein durch bestimmte Chemikalien
hervorgerufener Zellzyklusarrest keinen Einfluss mehr auf die Zentrosomen-
duplikation hat. Diese Zellen konnen sich nicht mehr teilen, verdoppeln ihre
Zentrosomen aber weiterhin im normalen Zeitintervall. Wenn die Uberexpression
eines Proteins zu einer Uberduplikation des Zentrosoms fiihrt, miisste es unter
diesen Bedingungen auch mehr Zentrosomen im Vergleich zur Kontrolle zeigen. Fur
Abb. 23 wurden U20S Zellen nach der Plasmidtransfektion mit dem
Ribonukleotidreduktase-Inhibitor Hydroxyurea oder mit Aphidicolin fir 48 h
behandelt. Wahrend Hydroxyurea spezifisch das Enzym Ribonukleotid-Reduktase
hemmt, inhibiert Aphidicolin, im Gegensatz dazu die DNS Polymerase o. Beide
Mechanismen fuhren gezielt zu einer Blockade der DNS-Synthese und arretieren die
Zellen am G1/S Ubergang. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden die Zellen fixiert
und die Zentrosomen mittels y—Tubulin angefarbt.

Die Verwendung zweier unterschiedlicher Blockierungsarten sollte zeigen, dass die
vorhandene Zentrosomenuberduplikation unabhangig vom Mechanismus der
Zellzyklussynchronisation ist. Wie in Abb. 23 zu erkennen ist, konnte in allen
Ansatzen eine signifikante Zunahme zwischen der Kontrolle und der deltaFbox
Mutante detektiert werden. Fir den Arrest mittels Hydroxyurea zeigte sich fur dieses
Plasmid ein Anstieg auf 40 % und fur Aphidicolin eine Zunahme auf 50 % im
Vergleich zu unsynchronisierten Zellen, wahrend in nur 25 % des Kontrollansatzes

Zellen mit mehr als zwei Zentrosomen gezahlt wurden.
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Zwischen den Kontrollansatzen und den mit WT Fbxw5 transfektierten Proben
konnte eine signifikante Verringerung der Zentrosomenanzahl pro Zelle fur das WT
Protein, von 25 % auf 18 % fur die Hydroxyurea behandelten Zellen, bzw. von 20 %

auf 18 % fur die Aphidicolin synchronisierten Proben ermittelt werden.
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Abb. 23: Zentrosomenanzahl Hydroxyurea Behandlung.

Quantifizierung von U20S Zellen mit mehr als zwei Zentrosomen nach Plasmidtransfektion mit Myc
deltaFbox Fbxw5, Myc Fbxw5 und dsRED als Kontrolle. Fir die Versuche wurden jeweils 5 g
Plasmid eingesetzt. 12 Stunden nach der Plasmidtransfektion wurde fir weitere 48 Stunden 5 mM
Hydroxyurea oder 2mM Aphidicolin zu den Proben gegeben. Die dargestellten Mittelwerte sind das
Ergebnis dreier unabhangiger Versuche, von denen pro Ansatz mindestens 200 Zellen ausgezahlt

wurden.
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Zur Bestatigung der Uberexpressionsversuche wurden die Versuche aus Abb. 23 mit
Hilfe der siRNA Technologie wiederholt. Fur die unbehandelten Zellen zeigte sich ein
deutlich gréRerer Unterschied zwischen der Kontroll- und Fbxw5 siRNA behandelten
Proben als nach Plasmidtransfektion (s. Abb. 24). Dieser Anstieg blieb auch nach
Hydroxyurea und Aphidicolin Zugabe erhalten. Fur unbehandelte U20S Zellen
konnte ein signifikanter Unterschied von ca. 25 % zwischen dem Kontrollansatz und
Fbxw5 siRNA behandelten Zellen ermittelt werden. Diese Differenz verringerte sich
in den synchronisierten Proben auf jeweils 20 %, die jedoch weiterhin im

signifikanten Bereich lagen.
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Abb. 24: Zentrosomenanzahl nach siRNA Transfektion in Hydroxyurea und Aphidicolin
behandelten und unbehandelten U20S Zellen.

Quantifizierung von U20S Zellen mit mehr als zwei Zentrosomen nach siRNA Transfektion mit
Kontroll-siRNA oder siRNA gerichtet gegen Fbxw5. 12 Stunden nach der Transfektion wurde fir
weitere 48 Stunden 5 mM Hydroxyurea oder 2 mM Aphidicolin zu den Proben gegeben. Die
dargestellten Mittelwerte sind das Ergebnis dreier unabhangiger Versuche, von denen pro Ansatz

mindestens 200 Zellen ausgezahlt wurden.
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6.2 Regulation
6.2.1 Modifikation der Fbxw5 Proteinmenge in Abhangigkeit der
Zellzyklusphase

Wichtige Zellzyklusregulatoren, wie z.B. Zykline und Zyklin Abhangige Kinasen
(cyclin dependent kinase, cdk), unterliegen oftmals selbst einem streng, an den
Zellzyklus gekoppelten Aktivitatsprofil. Durch diese zyklische Tatigkeit wird
sichergestellt, dass das gewulnschte Protein nur zu bestimmten Zeiten, wenn seine
Funktion bendtigt wird, agiert. Stérungen dieses sensiblen Ablaufs fihren deswegen
zu Zellzyklusblockaden oder Zelltod.

Fur zellzyklusregulierte Proteine gibt es in der Zelle zwei verschiedene
Regulationsebenen: Transkription und Translation. Im nachsten Versuch sollte
uberpruft werden, ob die oben beschriebene Regulation von Fbxw5 nur auf der

Proteinebene stattfindet oder dieses Protein bereits auf RNS Ebene reguliert wird.

6.2.1.1 Veranderung der Fbxwb5 Proteinmenge 2zu bestimmten

Zeitpunkten im Zellzyklus

In den vorherigen Versuchen konnte gezeigt werden, dass Fbxw5 eine wichtige
Funktion in der Zentrosomenduplikation Ubernimmt. Damit dieser zyklische Prozess
immer wieder von Neuem beginnen kann, ergibt sich die Notwendigkeit einer
zellzyklusabhangigen Aktivitat von Foxwb5.

In ersten Versuchen konnte nach einem doppelten Thymidinblock eine Regulation
von Fbxw5 auf Proteinebene beobachtet werden. Das so erhaltene Aktivitatsprofil
deutete auf einen Abbau dieses Proteins am Ubergang der G2- zur M-Phase hin, der
wahrend der gesamten M-Phase und zu Beginn der nachsten G1-Phase anhielt. Zur
Bestatigung dieser Ergebnisse wurden HelLa Zellen mittels Nocodazol am G2/M
Ubergang (adharente Zellen) bzw. in der Metaphase (Zellen im Uberstand) nach
Protokoll 5.1.6.1 blockiert und geerntet. Als Probe fiir den G1/S Ubergang wurden
HelLa Zellen mittels doppelten Thymidinblock blockiert und direkt nach Ablauf der
Inkubationszeit verarbeitet. Zur Bestatigung der richtigen Laufhdhe wurden parallel
Fbxw5 siRNA behandelt und Myc Fbxw5 Uberexprimierende Zellen geladen. Die
Western Blot Analyse (Abb. 25) zeigte fur die beiden beschriebenen Kontrollen die
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erwartete Zu- (Uberexpression) bzw. Abnahme (siRNA) der Proteinbande. Fiir den
Nullstunden Thymidin Zeitpunkt ist eine deutliche Bande auf der entsprechenden
Hohe sichtbar, die fur die beiden Nocodazol behandelten Proben abnimmt. Die mit
dem Aktin Antikérper inkubierte Membran zeigt flr alle Proben gleiche
Proteinmengen. Die anderen Kontrollantikdrper, wie z.B. Zyklin B, Cdc27 und Cdc20,
zeigten die erwartete zellzyklusabhangige Regulation. Die Expression von Zyklin B
und Cdc20 wird am Ubergang zur M-Phase induziert, wahrend Cdc27 phosphoryliert
wird (s. Abb. 25).
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Abb. 25: Fbxw5 Proteinmenge im Zeitkurvenexperiment.

HeLa Zellen wurden mittels Nocodazol am G2/M Ubergang (adhérente Zellen) bzw. in der Metaphase
(Zellen im Uberstand) blockiert. Fur die Arretierung in der G1/S Phase wurde ein doppelter
Thymidinblock (2 mM) verwendet. Fur diesen Versuch wurde die jeweilige Blockade nicht aufgehoben,
sondern die Proben wurden direkt nach Ablauf der entsprechenden Inkubationszeiten in Lysispuffer
geerntet. Die Analyse der Proteinmengen erfolgte mittels Western Blot Analyse. Zur Kontrolle der
Funktionalitat der beiden Blockierungen wurden zusatzlich zu den Proteinpellets auch noch Proben fur
FACS genommen. Diese Abbildung zeigt exemplarisch das Ergebnis aus drei unabhangig

durchgefiihrten Versuchen.
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6.2.1.2 Veranderung der Fbxw5 Proteinmenge nach Nocodazolblock

Der APC/C kann mit zwei unterschiedlichen Adaptern assoziieren, um
unterschiedliche Substrate abzubauen. Cdc20 ist am Ubergang von der G2- zur M-
Phase und in der M-Phase aktiv. In der anschlielenden G1-Phase wird dessen
Funktion von Cdh1 Ubernommen, das zusatzlich Cdc20 als Substrat erkennt. Damit
der genaue Zeitpunkt der Re-Akkumulation der Fbxw5 Proteinspiegel bestimmt
werden kann, wurde ein weiteres Zeitkurvenexperiment angefertigt. Fur die
Betrachtung mitotischer Zellen, wurde das Spindelgift Nocodazol verwendet., Nach
Aufhebung dieser Blockade durchlaufen die Zellen die restliche Mitose, um dann fur
die nachsten acht Stunden in der sich anschlielenden G1-Phase zu verweilen.
Dieser Versuch wurde ahnlich der anderen Zeitkurvenexperimente durchgefuhrt. Es
wurden alle vier Stunden parallel Proben fur FACS und Western Blot genommen und
anschlieBend analysiert. Wie in Abb. 26 zu erkennen ist, konnte mittels FACS und
dem Kontrollantikérper Zyklin B die Funktionalitat dieses Zeitkurvenexperiments
bestatigt werden. Das Zielprotein Fbxw5 wird in der Mitose nicht exprimiert. Die

Akkumulation beginnt in der Zytokinese und erreicht am Ende der G1-Phase ihr
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Abb. 26: Fbxw5 Proteinmenge nach Nocodazolbehandung.

HelLa Zellen wurden mittels Nocodazol in der Metaphase blockiert und durch leichtes Abklopfen
geerntet und anschlieBend im frischen Medium fiir das Zeitexperiment wieder ausgesat. Zu den
angegebenen Zeitpunkten wurden Proben fir die RNS Bestimmung genommen. Diese Abbildung

zeigt exemplarisch das Ergebnis aus drei unabhangig durchgefiihrten Versuchen.
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6.2.1.3 Veranderung der FbxwS RNS Konzentration nach
Thymidinblock

Parallel zur vorangegangenen Western Blot Analyse wurden Proben fir die RNS
Extraktion genommen. Hierbei sollte GUberpruft werden, ob das Protein Fbxw5 nur auf
Translations- oder auch auf Transkriptionsebene reguliert wird. Die Durchfuhrung
erfolgte analog zu 5.1.6.2. Wie in Abb. 27 zu sehen ist, konnte nach Normierung und
Quantifizierung kein signifikanter Unterschied in den RNS Mengen der einzelnen

Zeitpunkte festgestellt werden.
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Abb. 27: Fbxw5 RNS Konzentration nach Nocodazolbehandlung.

HelLa Zellen wurden mittels Nocodazol in der Metaphase blockiert und durch leichtes Abklopfen
geerntet und anschlieBend im frischen Medium fir das Zeitexperiment wieder ausgesat. Zu den
angegebenen Zeitpunkten wurden Proben fir die RNS Bestimmung genommen. Diese Abbildung

zeigt exemplarisch das Ergebnis aus drei unabhangig durchgefiihrten Versuchen.
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6.2.2Fbxw5 Proteinabbau durch den APC/C

Alle bisher gesammelten Daten weisen auf einen Einfluss des APC/C in
Zusammenhang mit dem Proteinabbau von Fbxw5 hin. Ahnlich wie beim SCF-
Komplex werden die Substrate nach erfolgter Polyubiquitinilierung durch das 26S
Proteasom abgebaut. Dieses bedeutet, wenn Fbxw5 tatsachlich ein Substrat des
APC/C ist, dass der Proteinspiegel nach erfolgter Inhibition des Proteasoms
ansteigen musste. Fur diesen Versuch wurden HelLa Zellen mit dem spezifischen
Proteasominhibitor MG132 fur drei Stunden kultiviert und anschlielend die
Proteinlysate in Bezug auf Fbxw5 Proteinspiegel hin untersucht. Wie in Abb. 28 zu
erkennen ist, verursachte die Zugabe von MG132 einen deutlichen Anstieg der
Fbxw5 Spiegel. Dieses bestatigt die bereits aufgestellte Hypothese, dass das Protein

uber einen proteasomabhangigen Stoffwechselweg abgebaut wird.

MG132 + -
WB: 9E10 -_
WB: Aktin ———

Abb. 28: Fbxw5 Proteinspiegel nach Zugabe des Proteasominhibitors MG132.

HelLa Zellen wurden mit 5 yg Myc Fbxw5 transfektiert und nach einer 48-stiindigen Inkubation fir
weitere drei Stunden mit oder ohne 25 pM MG132 kultiviert. Die daraus erhaltenen Proteinlysate
wurden nach Quantifizierung mittels SDS-PAGE aufgetrennt. Fir die Detektion des Proteins wurde ein
9E10 anti-Myc Antikdrper verwendet. Zur Bestatigung der gleichen Auftragsmenge wurde ein Aktin
Antikorper verwendet. Der hier dargestellte Western Blot ist ein reprasentatives Beispiel fur drei

unabhangig durchgefihrte Versuche.
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6.2.2.1 Identifizierung von Cdc20 als Interaktionspartner von Fbxw5

Wie bereits unter 6.1.1 erwahnt, kann der APC/C mit zwei unterschiedlichen
Adaptern assoziieren, um verschiedene Substrate abzubauen. Nachdem gezeigt
werden konnte, dass Fbxw5 nicht nur ein zellzyklusreguliertes, sondern auch ein
durch das 26S Proteasom degradiertes Protein ist, sollte als nachstes der
vermittelnde Co-Faktor des APC/Cs in diesem Prozess ermittelt werden. Durch das
gezeigte Aktivitatsprofil von Fbxw5 deutet vieles auf Cdc20 als den gesuchten
Adapter. Um diese Hypothese zu untersuchen, wurden Co-Immunprazipitations-
experimente in 293 Zellen durchgeflhrt. Hierfir wurden gleichen Mengen von Myc
Fbxw5 und HA Cdc20 transfektiert. Nach dem die Lysate mit 9E10 anti-Myc oder
anti-HA Antikérper immunprazipitiert wurden, erfolgte die Auftrennung der Proben
mittels SDS-PAGE. Anschlieend wurden die Proteine auf eine Nylonmembran
transferiert und mit 9E10 anti-Myc Antikorper inkubiert. Wie in Abb. 29 zu erkennen

ist, konnte Fbxw5 spezifisch durch Cdc20 immunprazipitiert werden.

Myc Fbxwd [wal|5 |5 |5 |5 |5 |5
HA Cdc20 [ug] 5 (5 |5
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Abb. 29: Co-Immunoprazipitation von HA Cdc20 und Myc Fbxw5.

293 Zellen wurden mit jeweils 5 pg Myc Fbxw5 in Kombination mit und ohne 5 yg HA Cdc20
transfektiert. Nach erfolgter Proteinlyse wurden die Proben mit 9E10 anti-Myc oder anti-HA Antikdrper
immunprazipitiert. Die auf eine Nylonmembran transferierten Proteine wurden mittels 9E10 anti-Myc

Antikdrper nachgewiesen.

96



Ergebnisse

6.2.2.2 Cdc20 abhangiger Proteinabbau von Fbxw5

Wenn die im vorherigen Abschnitt dargestellte Interaktion zwischen Cdc20 und
Fbxw5 nicht nur aufgrund der Uberexpression beider Proteine erfolgte, dann sollte
man in einem in vivo His-Ubiquitinilierungsexperiment nur aufgrund der Zugabe von
Cdc20 einen Anstieg des Proteinabbaus von Fbxw5 erkennen konnen. Hierfur
wurden 293 Zellen mit Myc Fbxwb5 in Kombination mit unterschiedlichen
Konzentrationen von Cdc20 transfektiert. Durch die Zugabe des Proteasominhibitors
MG132 konnten der Proteinabbau spezifisch inhibiert und mégliche Abbauprodukte
akkumuliert werden. Die so erhaltenen mono- bis polyubiquitinilierten Proteine
konnten nach erfolgter Ni** Aufreinigung auf eine Nylonmembran transferiert und
mittels 9E10 anti-Myc Antikorper dargestellt werden. Zur Bestatigung gleicher
eingesetzter Proteinmengen wurden die Proteinspiegel vor der Aufreinigung
verglichen. Die ermittelten Spiegel entsprachen den transfektierten Konzentrationen
der einzeln, transfektierten Proteine. Wie in Abb. 30 zu erkennen ist, zeigte sich ein
spezifischer, konzentrationsabhangiger Anstieg der Fbxw5 Ubiquitinilierung nach
Zugabe von Cdc20.

His Ubiquitin [ugl | 3 3133 |3
HA Cdc20 [ugl |3 |3 112 |3
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WB: Fbxw5 Ni** Aufreinigung
WB: Fbxw5
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Abb. 30: Proteindegradation von Fbxw5 durch den Ubiquitinabbauweg.

293 Zellen wurden mit 5 ug Myc Fbxw5 in Kombination mit unterschiedlichen Konzentrationen von HA
Cdc20 transfektiert. Im Anschluss an die 48-stlindige Kultivierung erfolgte eine dreistiindige Inkubation
der Zellen mit dem Proteasominhibitor mM MG132. Nach erfolgter Ni%* Aufreinigung wurden die
Proteine auf eine Membran transferiert und mittels 9E10 anti-Myc Antikérper detektiert. Der hier

dargestellte Versuch zeigt beispielhaft das Ergebnis aus drei unabhangig durchgefiihrten Versuchen.
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6.2.2.3 Inhibition des Proteinabbaus von Fbxw5 durch Emi1

Der APC/C und seine Adapter werden nicht nur durch aktivierende Faktoren
beeinflusst, sondern auch durch inhibierende. Eines dieser inhibitorischen Proteine
ist Emi1. Es agiert als Pseudosubstrat, indem es die Bindungsstelle potentieller
Abbauproteine blockiert. Mit Hilfe dieses Mechanismus kann fur einige Substrate des
APC/C der durch die Adapter verursachte Anstieg der Ubiquitinilierung teilweise
blockiert werden. Wie in Abb. 31 zu erkennen ist, konnte durch eine Erhdhung der
eingesetzten Emi1 Proteinkonzentration auf 5 ug der Proteinabbau von Fbxw5 fast

vollstandig inhibiert werden.

His Ubiquitin [ugl| 3 31313
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Abb. 31: Proteindegradation von Fbxw5 durch den Ubiquitinabbauweg.

293 Zellen wurden mit 5 pug Fbxw5 und 2 pug Myc Cdc20 transfektiert. Zur Uberprifung der
inhibitorischen Fahigkeit von Emi1 auf dieses System wurden zusatzlich zwei unterschiedliche
Konzentrationen dieses Proteins zum vorherigen Ansatz pipettiert. Im Anschluss an die 48-stlindige
Kultivierung erfolgte eine dreistiindige Inkubation der Zellen mit dem Proteasominhibitor 25 uM
MG132. Nach erfolgter Ni%* Aufreinigung wurden die Proteine auf eine Membran transferiert und
mittels 9E10 anti-Myc Antikérper detektiert. Der hier dargestellte Versuch zeigt beispielhaft das

Ergebnis aus drei unabhangig durchgefuhrten Versuchen.
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6.3 Interaktionspartner

6.3.1 hSASG6 als Interaktionspartner von Fbxw5

6.3.1.1 Veranderung der hSAS6 Proteinspiegel in Abhangigkeit von
Fbxwb

Aufgrund des in dieser Arbeit gezeigten Phanotyps, wurden mdgliche
Interaktionspartner aus dem Bereich der Zentrosomeninitation auf mogliche
Wechselwirkungen mit Fbxw5 untersucht. Neben Zyklin E, Aurora A und den Polo-
like Kinasen (Plk) gehért hSAS6 zu den wichtigsten Proteinen.

Fir das Protein hSAS6 konnten verschiedene Funktionen in der
Zentrosomenduplikation und — elongation gezeigt werden. Aufgrund des inversen
Phanotyps nach Uberexpression bzw. Verlust, wurde hSAS6 in die Gruppe moglicher
Interaktionspartner eingeteilt. Zuerst wurde Uberprtft, ob sich die Proteinspiegel des
Proteins nach Uberexpression bzw. Verlust von Fbxw5 gegenteilig verandern. Wie in
Abb. 32 zu erkennen ist, zeigte sich ein Anstieg der hSAS6 Spiegel nach Fbxw5
siRNA Behandlung und passend dazu ein fast vollstandiger Verlust der Expression
bei Uberexpression des Fbxw5 Proteins.

Kontroll siRNA

unbehandelt
Myc Fbxw5
Fbxw5 siRNA

WB: hSAS6 [—

WB: HA | c—— |

WB: Aktin e p———

Abb. 32: hSAS6 Proteinspiegel nach Verlust bzw. Uberexpression von Fbxw5.

HelLa Zellen wurden mit 20 nM Kontroll-siRNA bzw. siRNA gerichtet gegen Fbxw5 transfektiert. Fir
die Uberexpression verschiedener Proteine wurden jeweils 5 ug Myc Fbxw5 oder HA Plk4 eingesetzt.
Nach erfolgter Proteinquantifikation wurden gleiche Mengen der oben beschriebenen Ansatze mittels
SDS-PAGE aufgetrennt. Die auf eine Nylonmembran transferierten Proteine wurden mittels anti-
hSASBG, anti-HA, anti-Aktin und anti-Fbxw5 Antikdrper detektiert.
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6.3.1.2 Identifizierung von Fbxw5 als Interaktionspartner von hSAS6

Nachdem gezeigt werden konnte, dass Fbxw5 die Proteinspiegel von hSASG je nach
An- bzw. Abwesenheit moduliert, war der nachste Schritt, die Interaktion dieser
beiden Proteine in Co-Immunoprazipitationsexperimenten zu untersuchen. Hierfur
wurden 293 Zellen mit 5 uyg Myc deltaFbox Fbxw5 in Kombination mit und ohne
hSAS6 transfektiert. Nach dem die Lysate mit 9E10 anti-Myc oder anti-hSAS6
Antikdrper immunprazipitiert wurden, erfolgte die Auftrennung der Proben mittels
SDS-PAGE. Anschlieend wurden die Proteine auf eine Nylonmembran transferiert
und mit 9E10 anti-Myc oder anti-hSAS6 Antikérper inkubiert. Wie in Abb. 33 zu
erkennen ist, konnte sowohl deltaFbox Fbxw5 spezifisch durch hSAS6
immunprazipitiert werden, als auch hSAS6 durch Fbxw5. Hierbei erzeugte die
Zugabe des Proteasominhibitors MG132 keinen Unterschied in der prazipitierten
Proteinmenge. Das schwache Signal flr deltaFbox Fbxw5 in Abwesenheit von
transfektiertem hSAS6 nach Immunprazipitation mit hSAS6 kbénnte an einer
Interaktion zwischen Uberexprimierten Fbxw5 und endogenem hSAS6 liegen, da die
Immunprazipitation gegen hSASG6 fur das endogene Protein durchgefuhrt wurde. Die

endogenen Proteinspiegel sind in diesem Versuch nicht dargestelit.

Myc deltaFbox Fbxw5 [ugl|5 |5 (5|5 |5 |5 |5 |5 |5
GFP hSAS6 [Mgl|5 |5 |5|5|5 |5

Input + + +

IP 9E10 + + +
IP hSAS6 + + +

WB: 9E10

WB: hSAS6 [—-— —-— |

- MG + MG + MG
Abb. 33: Co-Immunoprazipitation von deltaFbox myc-Fbxw5 und GFP-hSAS6

293 Zellen wurden mit jeweils 5 pg Myc deltaFbox Fbxw5 in Kombination mit und ohne 5 yg GFP-
hSASG transfektiert. Nach erfolgter Proteinlyse wurden die Proben mit 9E10 anti-Myc oder anti-hSAS6
Antikdrper immunprazipitiert. Die auf eine Nylonmembran transferierten Proteine wurden mittels 9E10

anti-Myc oder anti-hSAS6 Antikdrper nachgewiesen.
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Zur Uberpriifung, ob es sich bei der oben gezeigten Interaktion nur um eine durch die
Uberexpression beider Partner hervorgerufene unspezifische Bindung handelt,
wurden im nachsten Versuch nur die WT und deltaFbox Mutante von Fbxw5 oder ein
Kontrollvektor in 293 Zellen transfektiert. Die Co-Immunprazipitation der
Proteinlysate wurde mittels anti-hSAS6 Antikorper durchgefuhrt. Die Detektion der
Proben erfolgte durch die 9E10 anti-Myc und anti-hSAS6 Antikorper. Wie in
Abb. 34 zu erkennen ist, konnte deltaFbox Fbxw5 spezifisch mit dem endogenen
hSAS6 Protein immunprazipitiert werden. Fur die WT Version dieses Proteins konnte

keine Interaktion detektiert werden.

GFP hSAS6 Mol | 5|5|5|5|5]|5
Myc pCS2+ Mgl | 5| 5
Myc Fbxw5 (Mgl 5|5
Myc deltaFbox Fboxw5 [ug] 5|5
Input + + +
IP hSAS6 + + +
—_— 4_
WB: 9E10
—
= 8B =B
— -
‘—
WB: hSAS6
" —— -
— ‘ —-—

Abb. 34: Co-Immunoprazipitation Fbxw5 mit endogenem hSAS6.

293 Zellen wurden mit jeweils 5 uyg Myc Fbxw5, Myc deltaFbox Fbxw5 oder Kontrollvektor
transfektiert. Nach erfolgter Proteinlyse wurden die Proben mit anti-hSAS6 Antikdrper
immunprazipitiert. Die auf eine Nylonmembran transferierten Proteine wurden mittels 9E10 anti-Myc
oder anti-hSAS6 Antikdrper nachgewiesen.

Wie bereits oben erwahnt, kann die Uberexpression von Proteinen das Risiko,
Artefakte zu erhalten, vergroRern, da das natirliche Gleichgewicht der Zelle
beeinflusst wird. Optimalerweise sollten deshalb Bindungspartner nicht nach
Uberexpression immunprazipitiert  werden, sondern ohne zusatzliche

Plasmidtransfektion. Hierfir wurden unbehandelte bzw. fir drei Stunden mit MG132
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behandelte 293 Zellen lysiert und mittels FbxwS oder hSAS6 Antikorper
immunprazipitiert. Die Proben wurden nach einer anschlielfenden Auftrennung mit
SDS-PAGE auf eine Nylonmembran transferiert und mit anti-Fbxw5 und anti-hSAS6
Antikoérper inkubiert. Wie in Abb. 35 zu erkennen ist, konnte endogenes hSAS6 erst
nach Zugabe von MG132 Fbxw5 prazipitieren, wahrend endogenes Fbxw5 in beiden
Versuchsansatzen trotz funktionierender Immunprazipitation keine detektierbare
Bindung zu hSASG6 zeigte.

Input 5[/5(5|5|5]|5
IP hSAS6 5|5
IP Fbxw5 5

WB: hSAS6

5
s
a—
WB: Fbxw5 __-._ __. <+

+ MG - MG

Abb. 35: Endogenes hSAS6 immunprazipiert Foxwb5.

Lysate aus unbehandelten bzw. fir drei Stunden mit MG132 behandelten 293 Zellen wurden mit anti-
Fbxw5 und anti-hSAS6 Antikdérper immunprazipitiert. Prazipierte Proteine wurden mittels
Natriumdodexylsulfat Polyacrylamid Gelelektrophorese (SDS-PAGE) aufgetrennt und anschliefend
nach einem Western Blot mit anti-Fbxw5 und anti-hSAS6 Antikorper inkubiert.

6.3.1.3 Verlangerung der hSAS6 Halbwertszeit durch Verlust von
Fbxwb

Die Stabilitat einzelner Proteine kann durch unterschiedliche Faktoren beeinflusst
werden. Eine Moglichkeit besteht in der Verringerung des Proteinabbaus, durch den
die Halbwertszeit des Proteins verlangert wird. Wenn Fbxw5 nicht nur irgendein
Interaktionspartner von hSAS6 ist, sondern es zusatzlich Einfluss auf den Abbau
bzw. die Stabilitat dieses Proteins hat, dann sollte nach Transfektion der inaktiven
deltaFbox Mutante eine Veranderung in der Halbwertszeit von hSAS6 zu erkennen
sein. Um diese Theorie zu beweisen, wurden HelLa Zellen mit einem Kontrollplasmid
oder der deltaFbox Version von Fbxw5 transfektiert. Nach 48-stindiger Inkubation

wurde die Proteinneusynthese durch die Zugabe von 10 pg/ml Cycloheximid
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blockiert. Zu den in Abb. 36 indizierten Zeitpunkten wurden Proben genommen, und
die Lysate wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt. Die einzelnen Proteine wurden
mit den entsprechenden Antikorpern detektiert. Zusatzlich wurde Aktin als
Ladekontrolle verwendet.Es zeigte sich, dass das endogene hSAS6 nach
Transfektion mit dem Kontrollplasmid eine Halbwertszeit von ca. vier Stunden hat. Im
Gegensatz dazu, stabilisierte die Expression der deltaFbox Mutante hSAS6 und
verhinderte fast vollstandig dessen Abbau.

CHX [h]
01246 8

WB: hSAS6 S - -

WB: 9E10 |-- - - .- -l Myc deltaFbox Fbxw5

WB: Aktin [ v |

WB: hSAS6 ————

dsRED
m  deltaFbox Fbxw5 ¢ dsRED
120 Linear (deltaFbox Fboxw5) —— Linear (dsRED)

= 0 |
= 100
)
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2
‘© 60 A
2 ¥
o 40 A
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2
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o

0 T T T 1

0 2 4 6 8

Zeit nach CHX Behandlung [h]

Abb. 36: Bestimmung der Proteinhalbwertszeit von hSAS6.

293 Zellen wurden mit 5 yg Myc deltaFbox Fbxw5 oder dsRED Kontrollplasmid transfektiert. Nach 48-
stindiger Inkubation wurde die Proteinneusynthese durch die Zugabe von 10 pg/ml Cycloheximid
inhibiert. Zur Bestimmung der hSAS6 Proteinlevel wurden nach Oh, 1h, 2h, 4h, 6h und 8h Proben
genommen und mittels Western Blot Analyse untersucht. Fur die Detektion der einzelnen Proteine
wurden 9E10 anti-Myc, anti-hSAS6 und anti-Aktin Antikdrper verwendet.
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6.3.1.4 Fbxw5 abhangiger Proteinabbau von hSAS6

Nachdem nicht nur Veranderungen der Fbxw5 Proteinspiegel zu einer Modulation
von hSASG6 fuhrten, sondern auch die Halbwertszeit des Proteins nach Transfektion
mit der deltaFbox Mutante verlangert wurde, war die Konsequenz aus diesen
Beobachtungen, einen moglichen Proteinabbau von hSAS6 durch Fbxw5 zu
Uberprifen. Hierfur wurden 293 Zellen, wie bereits fur Fbxw5 und Cdc20
beschrieben, mit beiden Proteinen transfektiert. Als zusatzliche Kontrollen wurden
die deltaFbox Mutante und Skp2 als Negativ- sowie Cdh1 als Positivkontrolle
verwendet. Nach erfolgter Ni** Aufreinigung und Transfer auf eine Nylonmembran
wurde GFP-hSAS6 mittels anti-hSAS6 Antikorper detektiert. Zur Bestatigung gleicher
eingesetzter Proteinmengen wurden die Proteinspiegel der Proteine vor der
Aufreinigung verglichen. Die ermittelten Spiegel entsprachen den transfektierten
Konzentrationen der einzelnen, transfektierten Proteine. Wie in Abb. 37 zu erkennen
ist, konnte ein spezifischer, konzentrationsabhangiger Anstieg in der Ubiquitinilierung
von hSAS6 durch Cdh1 (Positivkontrolle) und Fbxw5 gezeigt werden, wobei der
Abbau durch Cdh1 bei gleicher Menge Plasmid effektiver ist als durch Fbxw5. Fur die
beiden Negativkontrollen konnte kein Anstieg von Mono- bzw. Polyubiquitinilierten
hSASG6 detektiert werden.

GFP hSAS6 [ugl|5/5|5|5|5|5|5|5|5|5
Myc Cdh1 [ua] 113
Myc Fbxw5 [ua] 113
Myc deltaFbox Fbxw5 [ug] 113
Myc Skp2 [ug] 113
His Ubiquitin (gl | 3 3/3[3[3|3[3[3]|3
WB: hSAS6 b Ni* Aufreinigung
" — F-!-——n_‘ =
WB: 9E10 _“— ——
- ——— Input
WB: hSAS6 e —————

Abb. 37: hSAS6 spezifischer Proteinabbau durch Cdh1 und Fbxw5.

104



Ergebnisse

293 Zellen wurden mit unterschiedlichen Konzentrationen von Myc Fbxw5 oder Myc deltaFbox Fbxws5,
Myc Skp2 oder Myc Cdh1 transfektiert. Im Anschluss an die 48-stlindige Kultivierung erfolgte eine
drei-stiindige Inkubation der Zellen mit 25 yM des Proteasominhibitors MG132. Nach erfolgter Ni%*
Aufreinigung wurden die Proteine auf eine Membran transferiert und mittels anti-hSAS6 Antikorper
detektiert. Der hier dargestellie Versuch zeigt beispielhaft das Ergebnis aus drei unabhangig

durchgefiihrten Versuchen.

6.3.1.5 hSASSG Interaktion mit verschiedenen WD40 Deletionsmutanten

Protein-Protein Interaktionen beruhen auf sterischen und sequenzspezifischen
Faktoren. Eine konkrete Vorhersage, wo sich die genaue Bindungsstelle zwischen
zwei Partnern befindet, ist jedoch oftmals schwierig vorherzusagen. Fur die
Eingrenzung der Bindung zwischen hSAS6 und Fbxw5 wurden deltaWD40 Fbxw5
Mutanten erstellt, in denen alle moglichen bekannten Interaktionsmotive deletiert
sind. FUr Fbxw5 konnten drei potentielle Bereiche (WD40 Wiederholungen) ermittelt
werden, die bereits in der Literatur in anderen Proteinen als Vermittler fur Protein-

Protein Interaktionen identifiziert wurden (s. Abb. 38).

DaOX W2 W3

deltaWD1 Fbxw5

deltaWD2 Fbxw5

Fbox WD DBOX WD2'WD3

deltaWD3 Fbxw5

Abb. 38: Schematische Darstellung der deltaWD40 Fbxw5 Deletionsmutanten.

FUr die Deletion der einzelnen WD40 Wiederholungen in Fbxw5 wurde eine Klonierungsstrategie
mittels PCR angewendet. Zur besseren Detektion dieser Konstrukte wurden ahnlich wie beim WT und
deltaFbox Protein zusatzlich sechs Myc-Epitope N-terminal angefiigt. Detailliertere Informationen

bezlglich der Klonierungsstrategie befinden sich im Material- und Methoden-Teil.

Befindet sich nun die gesuchte Bindungsstelle in einem der deletierten Bereiche, so
wurde man einen Verlust der Interaktion zwischen hSAS6 und Fbxw5 erwarten. Um

dieses zu untersuchen, wurden erneut Co-Immunprazipitationens wie bereits oben
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beschrieben mit hSAS6 und den einzelnen deltaWD40 Mutanten durchgefuhrt. Wie
in Abb. 39 zu erkennen ist, fuhrte die Deletion der letzen beiden WDA40
Wiederholungen zu einem kompletten Verlust der Interaktion zwischen den
Proteinen. Die Spezifizitat dieser durchgeflhrten Immunprazipitation konnte durch
die parallele Durchfuhrung einer unspezifischen Immunprazipitation gegen Aktin

bestatigt werden. Zudem zeigte sich kein Unterschied in den eingesetzten
Proteinspiegeln.

Myc deltaWD1 [ug]| 5 | 5
Myc deltaWD2 [ug] 515
Myc deltaWD3 [ug] 515
GFPhSAS6  [ugl| 5|5 |5|5|5 |5
IP Aktin + + +
IP hSAS6 + + +
WB: 9E10 s — |
~— N
0o oK
8 = =g
< & 83
s 2 £ 8
< 5 33
o o O o
L > > >
0o 5 5 =5
WB: 9E10 - | Input

Abb. 39: Co-Immunoprazipitation von hSAS6 und verschiedenen deltaWD40 Mutanten.

293 Zellen wurden mit jeweils 5 ug der verschiedenen Myc deltaWD40 Fbxw5 Deletionsmutanten in
Kombination mit 5 yg GFP hSASG transfektiert. Nach erfolgter Proteinlyse wurden die Proben mit anti-
hSAS6 oder anti-Aktin Antikérper immunprazipitiert. Die auf eine Nylonmembran transferierten
Proteine wurden mittels 9E10 anti-Myc nachgewiesen.

6.3.1.6 Fbxw5 spezifischer Proteinabbau von hSAS6 in Abhangigkeit
der WD40 Deletionsmutanten

Zur Uberpriifung der in 6.3.1.5 festgestellten Abnahme der Interaktion zwischen
hSAS6 und Fbxw5 fir die deltaWD2 Mutante wurde zusatzlich untersucht, ob dieser
Verlust zu einer Verringerung des Proteinabbaus von hSASG6 fuhrt. Hierfur wurde wie
bereits oben beschrieben ein in vivo Ubiquitinilierungsversuch durchgefuhrt. Analog

zum vorherigen Abschnitt konnte auch in diesem Experiment gezeigt werden, dass

106



Ergebnisse

die Deletion der beiden letzten WD40 Wiederholungen nicht nur zu einer
Verringerung der Interaktion, sondern auch zu einem kompletten Verlust der
Ubiquitinilierung von hSASG6 flhrt (s. Abb. 40).

GFPhSAS6 [ugl| 5 |5 |5 |5 |5 |5
Myc Fbxw5 [mg] 5
Myc deltaWD1 [ug] 5
Myc deltaWD2 [ug] 5
Myc deltaWD3 [ug] 5
His Ubiquitin ~ [ug]| 3 3131313
WB: hSAS6 ' Ni“* Aufreinigung
——
WB: hSAS6 | = e = || Input
~— N (s}
o O o o
L 9 s = =
X £ &£ & =
£ 2 3 8 3
3 o o 3 [$]
> L > > >
S 0o 5 5 =
- -
e =]
WB: 9E10 - -— Input

Abb. 40: hSAS6 spezifischer Proteinabbau in Abhangigkeit der deltaWD40 Deletions-mutanten.

293 Zellen wurden mit jeweils 5ug verschiedener deltaWD40 Deletionsmutanten transfektiert. Im
Anschluss an die 48-stindige Kultivierung erfolgte eine dreistiindige Inkubation der Zellen mit 25 yM
des Proteasominhibitors MG132. Nach erfolgter Ni%* Aufreinigung wurden die Proteine auf eine
Membran transferiert und mittels anti-hnSAS6 Antikérper detektiert. Der hier dargestellte Versuch zeigt

beispielhaft das Ergebnis aus drei unabhangig durchgeflhrten Versuchen.
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6.3.2 Zyklin E ist kein Interaktionspartner von Fbxw5

Wie bereits in der Einleitung erwahnt, gehort Zyklin E zur Gruppe der Proteine, die
fur die allerersten Schritte in der Zentrosomenduplikation verantwortlich sind.
Aufgrund der zentrosomalen Phanotypen, die sich bei Verlust bzw. Uberexpression
dieses Proteins ergeben, gehdérte Zyklin E zur Gruppe der moglichen
Interaktionspartner von Fbxw5. Zur Uberprifung dieser Hypothese wurden Co-
Immunprézipitationsexperimente (s. Abschnitt 5.2.4) nach Uberexpression beider
madglicher Interaktionspartner durchgefiihrt. Wie in Abb. 41 zu sehen ist, konnten die
jeweiligen Proteine nur mit dem eigenen Antikorper prazipitiert werden. Das Ergebnis
entspricht der Veroffentlichung von et al. in der gezeigt wird, dass zwischen Fbxw5
und Zyklin E keine Bindung erfolgt.

Myc ZyklinE  [ug]| 5|5 |5
GFP Fbxw5 [ug]|5|5|5|5|5]|5
Input + +
IP 9E10] + +
IP GFP + +

|

WB: GFP

GFP Fbxw5
Myc Zyklin E

WB: 9E10 Input

Abb. 41: Co-Immunoprazipitation von Myc Zyklin E und GFP Fbxw5.

293 Zellen wurden mit 5 uyg Fbxw5 GFP in Kombination mit und ohne 5 ug Zyklin E transfektiert. Nach
erfolgter Proteinlyse wurden die Proben mit 9E10 anti-Myc oder anti-GFP Antikérper

immunprazipitiert. Die auf eine Nylonmembran transferierten Proteine wurden mittels 9E10 anti-Myc
nachgewiesen.
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6.4 Regulation der hSAS6/Fbxw5 Interaktion

Nachdem sehr viele experimentelle Ergebnisse daraufhin deuten, dass hSAS6 das
Substrat von Fbxw5 ist, war die nachste Frage, die beantwortet werden sollte, ob
diese Interaktion moglicherweise durch ein drittes Protein reguliert bzw. vermittelt
wird. Als mdgliche Regulatoren sind Proteinkinasen aufgrund ihrer Funktion
besonders interessant. Zu den in dieser Arbeit auf ihren Einfluss getesteten Kinasen
gehoren eine Aurora Kinase (AurA) und drei Polo-like-Kinasen (PIk1, PIk3 und Plk4).

6.4.1 Aurora Kinasen

Aurora Kinasen gehoéren zur Familie der Serin/Threonin Kinasen, die wichtige
Funktionen wahrend der Zellproliferation Gbernehmen. Hierzu gehért vor allem die
Kontrolle der richtigen Verteilung der DNS wahrend der Mitose, da Fehlregulationen
in Zusammenhang mit Tumorentstehung gebracht werden.

Bis zum heutigen Tag wurden drei Familienmitglieder identifiziert: AurA, AurB und
AurC. Wahrend AurC nur in der Keimbahn exprimiert wird, steht die Funktion der
beiden anderen Mitglieder im direkten Zusammenhang mit dem Zentrosom. Hierbei
ubernimmt AurB Aufgaben in der Verknupfung der mitotische Spindel mit den

Zentrosomen, und AurA ist fur das korrekte Funktionieren des MOZ verantwortlich.
6.4.1.1 Aurora A ist ein moglicher Interaktionspartner von Fbxw5

Aufgrund der Aufgabenverteilung innerhalb der Familie der Aurora Kinasen wurde
Aurora A beispielhaft als mdglicher Interaktionspartner von Fbxw5 ausgewahlt.

Zur Uberprifung einer méglichen Bindung zwischen Aurora A und Fbxw5 wurden
Co-Immunprézipitationsexperimente (s. Abschnitt 5.2.4) nach Uberexpression beider
Proteine durchgefiihrt. Wie in Abb. 42 zu sehen ist, konnte Fbxw5 spezifisch mit dem
Aurora A Antikdrper prazipitiert werden, da fur die Leervektor Kontrolle kein Signal

detektiert werden konnte.
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Myc Fbxw5 [ual | 5 5

Myc deltaFbox Fbxw5 [ug] 5 5

Myc pCS2+ [Mg] 5 5

IP AurA + | + | +

Input + |+ | +
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Abb. 42: Co-Immunoprazipitation von GFP Aurora A und Fbxw5.

293 Zellen wurden mit 5 yg WT Myc Fbxw5, Myc deltaFbox Fbxw5 oder pCS2+ Leervektor in
Kombination mit 5 yg GFP Aurora A transfektiert. Nach erfolgter Proteinlyse wurden die Proben mit
anti-Aurora A Antikdrper immunprazipitiert. Die auf eine Nylonmembran transferierten Proteine wurden
mittels 9E10 anti-Myc und anti-Aurora A Antikérper nachgewiesen. Dieser Versuch ist das

reprasentative Ergebnis aus drei unabhangigen Experimenten.

6.4.1.2 Aurora ist kein Substrat von Fbxw5

Da Aurora A aufgrund seiner bisher bekannten Funktionen und seines
Expressionsprofils im Zellzyklus als Regulator des Komplexes hSAS6 und Fbxw5
nicht relevant ist, sollte im nachfolgenden Versuch Uberprift werden, ob AurA
vielleicht ein weiteres Substrat von Fbxw5 ist. Hierfir wurde ein His-
Ubiquitinilierungsexperiment durchgefihrt (s. Abschnitt 5.2.5). Wie in Abb. 43 zu
erkennen ist, konnte durch die Zugabe von WT Fbxw5 bzw. deltaFbox Fbxw5 kein
Uberzeugender Anstieg im Proteinabbau von AurA detektiert werden. Zudem liel3
sich auch keine konzentrationsabhangige Veranderung in der Ubiquitinilierung
darstellen. Der im Hintergrund erkennbare Schmier nach oben scheint somit ein

Artefakt des Testsystems zu sein.
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Myc Fbxw5 [bd] 11214 1124
Myc deltaFbox Fbxw5 [ug] 1124 1124
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Abb. 43: hSASG6 spezifischer Proteinabbau in Abhangigkeit von Fbxws5.

293 Zellen wurden mit unterschiedlichen Konzentrationen von WT und Myc deltaFbox Fbxw5 in
Kombination mit und ohne Aurora A transfektiert. Im Anschluss an die 48-stiindige Kultivierung
erfolgte eine dreistiindige Inkubation der Zellen mit 25 yM des Proteasominhibitors MG132. Nach
erfolgter Ni%* Aufreinigung wurden die Proteine auf eine Membran transferiert und mittels anti-AurA
Antikorper detektiert. Der hier dargestellte Versuch zeigt beispielhaft das Ergebnis aus drei

unabhangig durchgefiihrten Versuchen.

6.4.2 Polo-like-Kinasen

Die Polo Kinasen gehdéren zu einer homogenen Proteinfamilie von Serin/Threonin
Kinasen, die wichtige Funktionen im Zellzyklus uUbernehmen. Hierzu gehort die
Bildung und Veranderung der mitotischen Spindel sowie die Aktivierung von

Cdk/Zyklin Komplexen wahrend der Mitose.

6.4.2.1 Polo-like-Kinase 1 (Plk1) ist kein Interaktionspartner von Fbxw5

PIk1 ist ein von der Hefe bis zum Menschen hochkonserviertes Protein. Diese
Serin/Threonin-Kinase erflllt wichtige Funktionen am G2/M-Ubergang, beim Aufbau
der Metaphasenplatte und der bipolaren Spindel sowie der Zytokinese. Plk1
ubernimmt zudem eine wichtige Aufgabe in der Zentrosomenreifung.

Zur Uberpriifung einer méglichen Interaktion zwischen Plk1 und Fbxw5 wurden Co-
Immunprézipitationsexperimente (s. Abschnitt 5.2.4) nach Uberexpression beider
Bindungspartner durchgefuhrt. Wie in Abb. 44 zu sehen ist, konnte Fbxw5 nur mit

dem dazugehorigen Antikorper prazipitiert werden. Die schwach sichtbaren Banden
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waren Hintergrundbanden, da sie selbst bei Abwesenheit von transfektierten Fbxw5

auftreten.

Myc FbxwS lugl|5|5|5 5|5
HA Plk1 [Mgl|5|5|(5|5|5]|5
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IP HA + + | +
WB: 9E10 —— —
0
2
3 T
PO
s I

WB: HA

!

Input
Abb. 44: Co-Immunoprazipitation von HA Plk1 und Myc Fbxw5.

293 Zellen wurden mit 5 ug Myc Fbxw5 in Kombination mit und ohne 5 ug HA PIk1 transfektiert. Nach
erfolgter Proteinlyse wurden die Proben mit 9E10 anti-Myc oder anti-HA Antikdrper immunprazipitiert.
Die auf eine Nylonmembran transferierten Proteine wurden mittels 9E10 anti-Myc nachgewiesen. Der
hier dargestellte Versuch zeigt beispielhaft das Ergebnis aus drei unabhangig durchgefihrten

Versuchen.

6.4.2.2 Polo-like-Kinase 3 (Plk3) ist kein Interaktionspartner von Fbxw5

Uber PIk3 ist bisher noch sehr wenig bekannt. Es konnte bisher gezeigt werden,
dass seine Polo Box Domane als Zentrosomenlokalisationssignal dient (Jiang et al.
2006) und es teilweise die Funktion von PIk1 und Plk4 Gbernehmen konnte.

Zur Uberprifung einer méglichen Interaktion zwischen PIk3 und Fbxw5 wurden Co-
Immunprézipitationsexperimente (s. Abschnitt 5.2.4) nach Uberexpression beider
Bindungspartner durchgefuhrt. Wie in Abb. 45 zu sehen ist, konnte Fbxw5 nur mit

dem dazugehdrigen Antikdrper prazipitiert werden.
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Abb. 45: Co-Immunoprazipitation von Flag Plk3 und Myc Fbxw5.

293 Zellen wurden mit 5 yg Myc Fbxw5 in Kombination mit und ohne 5 ug Flag Plk3 transfektiert.
Nach erfolgter Proteinlyse wurden die Proben mit 9E10 anti-Myc oder anti-Flag Antikérper
immunprazipitiert. Die auf eine Nylonmembran transferierten Proteine wurden mittels 9E10 anti-Myc
nachgewiesen. Der hier dargestellte Versuch zeigt beispielhaft das Ergebnis aus drei unabhangig
durchgefiihrten Versuchen.

6.4.2.3 Polo-like-Kinase 4 (Plk4) interagiert mit Fbxw5 nach

Uberexpression

Wie bereits in der Einleitung erwahnt, gibt es bereits einige Veroéffentlichungen Gber
die Interaktion zwischen Plk4 und hSAS6 (Kleylein-Sohn et al. 2007; Strnad et al.
2007). Da auch das Aktivitatsfenster von Plk4 in dieser Phase mit dem von Fbxw5
uberlappt, kdnnte dieses Protein den Komplex aus hSAS6 und Fbxw5 regulieren. Zur
Uberprifung  dieser Hypothese wurden  Co-Immunprazipitationsversuche
(s. Abschnitt 5.2.4) nach Uberexpression von Plk4 und Fbxw5 durchgefiihrt. Wie in
Abb. 46 zu sehen ist, konnte Fbxw5 nicht nur mit dem 9E10 anti-Myc, sondern auch
mit dem anti-HA Antikérper immunprazipitiert werden. Als Kontrolle der Spezifizitat
dieser Interaktion wurden jeweils die einzelnen Proteine mit beiden Antikdrpern

getestet. Hierbei konnte keine unspezifische Bindung festgestellt werden.
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Abb. 46: Co-Immunoprazipitation von HA Plk4 und Myc Fbxw5.

293 Zellen wurden mit 5 pg Myc Fbxw5 in Kombination mit und ohne 5 ug HA Plk4 transfektiert. Nach
erfolgter Proteinlyse wurden die Proben mit 9E10 anti-Myc oder anti-HA Antikdrper immunprazipitiert.
Die auf eine Nylonmembran transferierten Proteine wurden mittels 9E10 anti-Myc nachgewiesen. Der
hier dargestellte Versuch zeigt beispielhaft das Ergebnis aus drei unabhangig durchgeflhrten

Versuchen.

6.4.2.3.1 PIlk4 ist kein Substrat von Fbxw5

Zur Uberpriifung des Interaktionsverhaltnisses zwischen Plk4 und Fbxw5 wurden in
vivo Ubiquitinilierungsversuche durchgefuhrt. Es konnte jedoch trotz funktionierender
Positivkontrollen, keine Ubiquitinilierung von Plk4 festgestellt werden konnte (Daten
hier nicht dargestellt). Somit scheint Plk4 kein Substrat von Fbxw5 zu sein. Diese
Annahme konnte zusatzlich durch eine nicht vorhandene Modulation der Plk4
Proteinspiegel nach Uberexpression von verschiedenen Fbxw5 Varianten (WT und
deltaFbox Mutante) bestatigt werden (s. Abb. 47).
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Abb. 47: Plk4 Proteinspiegel nach Uberexpression von Fbxw5.

HeLa Zellen wurden mit 20 nM Kontroll-siRNA bzw. siRNA gerichtet gegen Plk4 zur Uberpriifung der
Laufhéhe des Proteins transfektiert. Fiir die Uberexpression verschiedener Proteine wurden jeweils 5
Mg WT Fbxw5, Myc deltaFbox Fbxw5, hSAS6 GFP oder HA-PIk4 eingesetzt. Nach erfolgter
Proteinquantifikation wurden gleiche Mengen der oben beschriebenen Ansatze mittels SDS-PAGE
aufgetrennt. Die auf eine Nylonmembran transferierten Proteine wurden mittels anti-GFP, anti-Plk4,
anti-Aktin und anti-Fbxw5 Antikorper detektiert.

6.4.2.3.2 Plk4 reguliert den Abbau von hSAS6 durch Fbxw5

Nachdem gezeigt werden konnte, dass Plk4 zwar mit Fbxw5 interagiert, aber nicht
zur Gruppe potentieller Substrate gehort, sollte Uberpruft werden, ob Plk4 vielleicht
der gesuchte Regulator der Interaktion zwischen hSAS6 und Fbxw5 ist. Trifft diese
Theorie zu, dann sollte die Uberexpression von Plk4 in Anwesenheit der beiden
anderen Proteine zu einer Veranderung des Proteinabbaus von hSAS6 fuhren. Fur

den nachfolgenden His-Ubiquitinilierungsversuch (s. Abschnitt 5.2.5) wurden gleiche
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Mengen hSAS6 und Fbxw5 in Kombination mit WT PIk4 oder einer in funktionellen
Version der Kinase (abgekurzt: KD) transfektiert. Wie in Abb. 48 zu erkennen ist,
konnte eine Reduktion in der Ubiquitinilierung von hSAS6 durch Fbxw5 detektiert

werden. Diese Verminderung war abhangig von der Kinaseaktivitat von Plk4.

HA Plk4 [Mo] 5
HA Plk4 KD [Mg] 5
Myc Fbxw5 [ual 5|15 |5
GFPhSAS6 [ugl| 5|5 |5 |5 |5
His Ubiquitin ~ [ug] | 3 31313
WB: hSAS6 I!I Ni** Aufreinigung
WB: hSAS6 |---- -l
WB: 9E10 - J Input
-
WB: HA

Abb. 48: Regulation des Fbxw5 abhdngigen Proteinabbaus von hSAS6 durch Plk4.

293 Zellen wurden mit jeweils 5 uyg Myc Fbxw5 und GFP hSAS6 in Kombination mit 5 ug WT oder KD
Plk4 transfektiert. Im Anschluss an die 48-stlindige Kultivierung erfolgte eine dreistiindige Inkubation
der Zellen mit 25 pyM des Proteasominhibitors MG132. Nach erfolgter Ni%* Aufreinigung wurden die
Proteine auf eine Membran transferiert und mittels anti-hSAS6 Antikdrper detektiert. Der hier

dargestellte Versuch zeigt beispielhaft das Ergebnis aus drei unabhéngig durchgefiihrten Versuchen.

6.4.2.3.3 Plk4 verlangert die Halbwertszeit von hSAS6 in Anwesenheit

von Fbxw5

Die bereits gezeigte Auswirkung von Plk4 auf den Proteinabbau von hSAS6 fuhrt zur
Vermutung, dass durch die Uberexpression der WT Variante der degradierende
Einfluss von Fbxw5 auf hSAS6 verringert werden kann. Stimmt diese Theorie, dann
sollte nicht nur der Abbau von hSAS6, sondern auch die Halbwertszeit davon
betroffen sein. Hierfir wurde analog zu Abschnitt 5.2.6 ein Halbwertszeitexperiment
durchgefuhrt. Wie in Abb. 49 zu erkennen ist, konnte eine Verlangerung der hSAS6
Halbwertszeit nach Transfektion von WT PIk4 im Vergleich zur KD Variante dieses
Proteins festgestellt werden.
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Abb. 49: Bestimmung der Protein-Halbwertszeit von hSAS6 nach Transfektion von WT Plk4
oder KD Plk4.

293 Zellen wurden jeweils mit 5 uyg Myc Fbxw5 und 5 ug GFP hSAS6 in Kombination mit WT oder KD
Plk4 transfektiert. Nach 48-stiindiger Inkubation wurde die Proteinneusynthese durch die Zugabe von
10 pg/ml Cycloheximid inhibiert. Zur Bestimmung der hSAS6 Proteinlevel wurden nach Oh, 1h, 2h, 4h,
6h und 8h Proben genommen und mittels Western Blot Analyse untersucht. Fir die Detektion der

einzelnen Proteine wurden 9E10 anti-Myc, anti-hSAS6 und anti-Aktin Antikérper verwendet.

6.4.2.3.4 Plk4 fuhrt zum Anstieg von hSAS6 Proteinspiegeln

Die Verlangerung der Halbwertszeit von hSAS6 in Kombination mit der
Uberexpression von WT Plk4 in Kombination mit transfektiertem Fbxw5 sowie die
Beeinflussung des Proteinabbaus weisen auf eine mdgliche regulatorische Funktion
vermittelt durch PIk4 hin. Zur naheren Untersuchung der Auswirkung der
Uberexpression von Plk4 in Anwesenheit von Fbxw5 wurden hSAS6 Proteinspiegel

nach Transfektion betrachtet. Dabei zeigte sich, dass nach gleichzeitiger
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Uberexpression von WT Plk4 und WT oder Myc deltaFbox Fbxw5 ein starker Anstieg
der GFP hSAS6 Proteinspiegel detektiert werden konnte (s. Abb. 50). Diese
Veranderung war so stark, dass eine so kurze Exposition der Proben gewahlt werden
usste, wodurch das Signal fur die restlichen transfektierten Proben flir GFP hSAS6
noch nicht detektiert werden konnte. Erst bei langerer Exposition (hier nicht
dargestellt) konnte auch fir die anderen Versuchsansatze das Uberexprimierte
Protein dargestellt werden, so dass sicher gestellt werden konnte, dass das Ergebnis
nicht aufgrund unterschiedlicher Transfektionseffizienzen zustande gekommen ist.
Der starke Anstieg der hSAS6 Proteinspiegel nach Transfektion von WT Plk4 und
Fbxw5 konnte durch die Uberexpression der KD Plk4 Mutante teilweise riickgangig

gemacht werden.

HA Plk4 [bgl | 2 2 2 2
Myc Fbxw5 [pal 5|5
Myc deltaFbox Fbxw5 [ugl| 5 | 5
GFP hSAS6 Mgl| 5|/ 5|5|5|5|5|5]|5
WB: hSAS6 - — G-

. — —— —
WB: Aktin | =
HA Plk4 KD [bgl | 2 2 2 2
Myc Fbxw5 [ug] 5|5
Myc deltaFboxFbxw5 [ug] | 5 | 5
GFP hSAS6 gl | 5| 5|5|5|5|5 |55
WB: hSAS6 e = WD
WB: Aktin D —— <= D ———

Abb. 50: hSAS6 Proteinspiegel nach Uberexpression von Fbxw5 und WT oder KD Plk4.

HelLa Zellen wurden mit jeweils 5 yg WT Fbxw5 oder Myc deltaFbox Fbxw5 in Kombination mit 5 ug
GFP hSASG6 transfektiert. Zur Uberpriifung der Proteinspiegel wurden zusétzlich in einigen Anséatzen
WT oder KD Plk4 hinzupipettiert. Nach erfolgter Proteinquantifikation wurden gleiche Mengen der
oben beschriebenen Ansatze mittels SDS-PAGE aufgetrennt. Die auf eine Nylonmembran

transferierten Proteine wurden mittels anti-hSAS6 und anti-Aktin Antikérper detektiert.
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6.4.2.3.5 Plk4 abhangige Phosphorylierung von Fbxw5

PIk4 wird nicht nur fur die Beladung von hSAS6 auf das Zentriol, sondern auch fir
seine Stabilitat bendtigt (Kleylein-Sohn et al. 2007; Strnad et al. 2007). Da bereits in
vorherigen Arbeiten ein phosphorylierungsabhangiger Mechanismus ausgeschlossen
wurde (Strnad et al. 2007), stellte sich die Frage, ob PIk4 nicht Fbxw5 anstelle von
hSAS6 phosphoryliert und somit zur Stabilisierung bzw. zur Verringerung des
Proteinabbaus fuhrt. FUr diese Fragestellung wurde in Zusammenarbeit mit
Dr. Sangeeta Chauhan die Plk4 abhangige Phosphorylierung von Fbxw5 untersucht.
Hierfiir wurden spezielle Phos-tag™ Gele (s. Abschnitt 5.2.2.3) verwendet. Diese
fuhren zu einer starken Veranderung der Mobilitat von phosphorylierten Proteinen, so
dass phosphorylierte Proteine besser aufgetrennt und dargestellt werden kénnen.
Fur diesen Versuch wurden HelLa Zellen mit Myc deltaFbox Fbxw5 in An- bzw.
Abwesenheit von WT Plk4 transfektiert und anschlie3end einer Immunprazipitation
mit 9E10 anti-Myc oder anti-Aktin Antikdrper unterzogen. Bevor die Lysate mittels
SDS-PAGE aufgetrennt wurden, erfolgte die Phosphatasebehandlung mittels
alkalischer Phosphatase aus Kalberdarm (kurz: CIAP). Wie in Abb. 51 zu erkennen
ist, zeigte sich ein spezifischer Anstieg in der Phosphorylierung von deltaFbox Fbxw5
nach Zugabe von Plk4. Durch die Phosphatasebehandlung konnte dieser Schmier

fast vollstandig unterdrickt werden.
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Abb. 51: Plk4 abhangige Phosphorylierung von Fbxw5.

HelLa Zellen wurden mit jeweils 5 ug Myc deltaFbox Fbxw5 in Kombination mit oder ohne 4 uyg WT
Plk4 transfektiert. Nach 48-stindiger Inkubation wurden die Proben fir drei Stunden mit 25 uM
MG132 behandelt. AnschlieRend erfolgte die Immunprazipitation von Fbxw5 mittels 9E10 anti-Myc
oder als Kontrolle mittels anti-Aktin Antikérper. Die auf eine Nylonmembran transferierten Proteine

wurden mittels 9E10 anti-Myc Antikdrper detektiert.
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7 Diskussion

Der fehlerfreie Ablauf des Zentrosomenzyklus ist notwendig fur die Verteilung der
DNS auf die sich bildenden Tochterzellen wahrend der Mitose. Die Fehlregulation
dieses Prozesses fuhrt zur genetischen Instabilitat und tragt somit zur

Tumorentstehung bei.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass der Zentrosomen- und der Zellzyklus
durch eine E3-Ligase, mit Fbxw5 als Untereinheit, gekoppelt sind. Zudem konnte das
zentrosomale Protein hSAS6 als ein wichtiges Zielprotein dieses SCF-Komplexes
identifiziert werden. Fbxw5 bindet an hSAS6 und fordert seinen Abbau in vivo.
Desweiteren konnte gezeigt werden, dass Fbxw5 ein Zellzyklus reguliertes Protein
ist, mit einem Aktivitaitsmaximum am G1/S-Ubergang. Der anschlieBRende Abbau
durch den Anaphase Promoting Komlex (APC/C) am Ubergang zur Mitose
ermdglicht ein Zurlicksetzen des Zentrosomenzyklus fur die nachste Zellteilung.
Zudem konnte bewiesen werden, dass der Abbau von hSAS6 durch Fbxw5 negativ

von Plk4 beeinflusst wird.

Zusammenfassend konnte diese Arbeit zeigen, dass ein durch den Zellzyklus
regulierter SCF-Komplex die Zentrosomenduplikation durch den Abbau des

zentrosomalen Proteins hSASG6 reguliert.

7.1 Aufklarung der biologischen Funktion des humanen F-box Proteins
Fbxwb
7.1.1 Verlust von Fbxw5 mittels siRNA Technologie

Im ersten Teil der hier vorgelegten Arbeit wurde die biologische Funktion des
humanen F-box Proteins mittels siRNA Interferenz untersucht. Die siRNA
Technologie ist ein weitverbreitetes Instrument um den Verlust einzelner Gene
systematisch zu untersuchen (Mizuno et al. 1984). Zu beachten ist dennoch, dass
die Technik der siRNA Interferenz einige mogliche Fehlerquellen birgt, die bei der

Beurteilung der Versuche berlUcksichtigt werden mussen. Es kann nicht
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ausgeschlossen werden, dass sogenannte ,off-target” Effekte (z.D. = unspezifische
Nebeneffekte) die beobachteten Ergebnisse verursachen (Birmingham et al. 2006;
Tian et al. 2004; Sontheimer 2005). Damit diese Fehlerquelle moglichst
vernachlassigt werden kann, wurden unterschiedliche Herangehensweisen gewahlt.
Je niedriger die Konzentration der eingesetzten siRNA ist, desto geringer ist der zu
erwartende ,off-target® Effekt. Daher wurde flr die Versuche grundsatzlich eine
Kombination aus vier unterschiedlichen siRNAs verwendet. Dieses hatte den Vorteil,
dass bei gleicher Endkonzentration der individuelle Anteil jeder einzelnen siRNA
reduziert werden konnte. Fur die ersten Versuche wurde das Protein Fbxw5 mittels
siRNA Interferenz ausgeschaltet und die so entstandenen Spindelphanotypen in
mitotischen Zellen quantifiziert. Es zeigte sich eine spezifische, signifikante Zunahme
der Zentrosomenzahl pro Zelle in Fbxw5 behandelten Proben. Wie bereits in
mehreren anderen Verodffentlichungen gezeigt werden konnte, gibt es haufig einen
Zusammenhang zwischen der Anzahl der sich bildenden Spindelpole und der Anzahl
der Zentrosomen pro Zelle (Ma et al. 2007; Pelletier 2007; Bettencourt-Dias und
Glover 2007, Balczon 2001; Yun et al. 2004). Dieses ergibt sich durch die zentrale
Funktion des Zentrosoms als Mikrotubuliorganisationszentrum (MOZ). Ein
Bestandteil ist der y-Tubulin Ring Komplex, der fur die Rekrutierung der
Mikrotubulibausteine verantwortlich ist. Hieraus ergibt sich ein dynamisches
Gleichgewicht aus Polymerisation und Depolymerisation, die zum Aufbau der
mitotischen Spindel mit einem Ursprung am Zentrosom fuhren. Aus diesem Grund
wurde der siRNA Versuch wiederholt und die Anzahl der Zentrosomen pro Zelle
gezahlt. Analog zum beobachteten Spindelphanotyp konnte eine Zunahme an
Zentrosomen in Fbxw5 siRNA behandelten Zellen festgestellt werden. Der Effekt fallt
womoglich deswegen etwas geringer aus, da nicht unterschieden werden kann, ob
eine Zelle mit zwei Zentrosomen tatsachlich in der G2/M-Phase ist, oder ob es sich
hierbei um eine G1-Phase Zelle handelt, die eigentlich nur ein Zentrosom besitzen
dirfte. Zur Uberpriifung dieser Theorie kénnte man synchronisierte Zellen in einem
Zeitkurvenversuch untersuchen, da aufgrund des experimentellen Ansatzes die

Zellzyklusphase und somit auch die Zentrosomenzahl bekannt sind.

Nach lichtmikroskopischer Kontrolle zeigte sich eine Abnahme der Zellzahl in Fbxw5
siRNA behandelten Proben. Dieser Eindruck konnte durch einen entsprechenden
Versuch bestatigt werden. Eine Verringerung der Zellzahl kann auf verschiedene

122



Diskussion

Mechanismen, wie beispielsweise Apoptose, Nekrose, Zellzyklusarrest, Autophagie
und Seneszenz zuruckgefuhrt werden. Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Zahl
apoptotischer Zellen mit der s.g. TUNEL Farbung (s. Abschnitt 5.2.9.1) bestimmt. Es
zeigte sich im gleichen Zeitrahmen zur Abnahme der Zellzahl eine 10 %ige Zunahme
apoptotischer Zellen in Fbxw5 behandelten Zellen. Somit ist anzunehmen, dass
weitere Mechanismen zur beobachteten Verringerung der Zellzahl beitragen. Hierzu
konnten FACS Analysen fur den Zellzyklusarrest, sowie weitere spezifische

Farbungen zur Detektion von Nekrose und Seneszenz verwendet werden.

Die Kopplung des Zell- und Zentrosomenzyklus wahrend der Duplikationsinitiation
durch gemeinsame Regulatoren, wie beispielsweise Cdk2 und Zyklin E (Hinchchliffe
et al. 1999; Lacey et al. 1999; Matsumoto et al. 1999; Meraldi et al 1999; Stearns
2001) sorgt fur einen unidirektionalen und kontrollierten Verlauf beider Zyklen. Diese
Verbindung ist im Hinblick auf die Tumorentstehung besonders wichtig, da Krebs die
Folge mehrerer genetischer Veranderungen der Zelle ist. Bisher konnte noch nicht
geklart werden, ob Fehler in der Zentrosomenamplifikation oder Zellzyklusregulation
der Ursprung hierflr sind (Srsen und Merdes et al. 2006, Parvin et al. 2006). Es
konnte zwar bisher kein Kontrollpunkt identifiziert werden, der die Uberduplikation
von Zentrosomen kontrolliert (Uetake und Sluder 2004; Wong und Stearns 2003),
doch konnten in diesem Zusammenhang Mikule et al. bereits 2007 zeigen, dass der

Verlust zentrosomaler Proteine zu einem p53 induzierten G1/S Arrest fuhrt.

In ersten FACS Analysen konnte bei Verlust von Fbxw5 kein Zellzyklusarrest
nachgewiesen werden, wahrend nach Uberexpression des Gens ein G1/S-Arrest
detektiert werden konnte. Dieses zur Literatur inverse Verhalten kann durch die
Funktion von Fbxw5 erklart werden. Im Gegensatz zu den untersuchten Proteinen,
die beispielsweise fur die Initiation und Duplikation verantwortlich sind, inhibiert
Fbxw5 durch seine Aktivitdt die Uberduplikation der Zentrosomen. Nach erfolgter
Zentrosomenduplikation in der S-Phase baut das F-box Protein sein Substrat ab und
verhindert damit eine weitere Amplifikation der Zentriolen. Ist nun durch
Uberexpression zu viel Protein vorhanden, blockiert dieses bereits zu einem viel zu
frihen Zeitpunkt den Zentrosomenzyklus. Wie bereits mehrfach in der Literatur
beschrieben fuhrt diese Infunktionalitdt des Zentrosoms dann zum G1/S-Phase
Arrest (Mikule et al. 2006).

123



Diskussion

7.1.2 Uberexpression des humanen F-box Proteins Fbxw5

Die Identifizierung zentrosomaler Proteine erfolgt in der Literatur mittels
unterschiedlicher Methoden. Zum Einen werden Proteinanalysen isolierter
Zentrosomen durchgefuhrt, um bisher unbekannte Regulatoren zu identifizieren
(Andersen et al. 2003). Zum Anderen wird die Technik der RNS Interferenz
verwendet, um gezielt jedes Gen auszuschalten, wie beispielsweise in
D. Melanogaster (Dobbelaere et al. 2008) oder in C. Elegans (Sonnichsen et al.
2005). Die Detektion zentrosomaler Phanotypen erfolgte dann mittels

mikroskopischer Analysen.

In dieser Arbeit wurde die Technik der siRNA Interferenz verwendet, um Proteine der
F-box- und Cullin-Familien auszuschalten. Hierbei wurde Fbxw5 anhand
mikroskopischer Analysen als moglicher Regulator des Zentrosomenzyklus
identifiziert. Nachdem der Verlust des F-box Proteins Fbxw5 zu einem Anstieg der
Zentrosomenzahl und einer Zunahme von Spindelphanotypen fihrte, sollte die
Auswirkung der Uberexpression dieses Proteins auf die Zelle Uberpriift werden. Es
konnte bereits mehrfach in der Literatur gezeigt werden, dass die Uberexpression
des entsprechenden Proteins das gegenteilige Ergebnis zur RNS Interferenz liefert
(Habedanck et al. 2005; Leidel et al. 2005; Prigent et al. 2005; Bettencourt-Dias et al.
2006; Azimzadeh und Bornens, 2007). Entsprechend konnte flir Fbxw5 eine
Verringerung der Zentrosomenzahl nach Uberexpression detektiert werden. Durch
die Transfektion dieses Proteins ist zu viel aktives Fbxw5 vorhanden, das bereits zu
einem zu frlhen Zeitpunkt wichtige Komponenten der Zentrosomenduplikation
inhibiert. Daher kann zwar die Initiation am G1/S Ubergang erfolgen, jedoch keine
Zentriolduplikation, da Fbxw5 die Beladung der notwendigen Proteine behindert. Als
Folge dieses infunktionellen Zentrosoms wird die Zelle in der G1/S Phase arretiert
(Mikule et al. 2007).

F-box Proteine gehdéren zu einer inhomogenen Proteinfamilie, die durch das
gemeinsame Motiv, der F-box, charakterisiert sind (Kipreos und Pagano 2000;
Cenciarelli et al. 1999). Dieses Proteinmotiv ermoglicht die Assoziation mit einer E3-
Ligase, dem SCF-Komplex, der seinen Namen aufgrund seiner Komponenten

erhalten hat. Fur viele F-box Proteine konnte bereits gezeigt werden, dass sie
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Bestandteil eines SCF-Komplexes sind (Pagano und Benmaamar 2003; Yamasaki
und Pagano 2004; Freed et al. 2000; Skowyra et al. 1997; del Pozo und Estelle
2000). Bei Verlust des F-box Motives kann keine funktionierende E3-Ligase mehr
gebildet werden und der sich hieraus ergebene Phanotyp ahnelt dem Verlust des

Proteins.

Die Transfektion einer deltaFbox defizienten Version von Fbxw5 flhrte zu einer
signifikanten Zunahme der Zentrosomenzahl pro Zelle. Die Uberexpression lieferte

hierbei vergleichbare Ergebnisse, wie der Verlust des Proteins.

Die Deletion der F-box verhindert die Bildung eines funktionellen SCF-Komplexes
und den Abbau seiner Zielproteine (Hermand 2006). Durch die nun fehlende
Regulation des Substrates ist die mehrfache Bildung von Tochterzentriolen nicht
mehr blockiert und somit kdnnen sich Uberzahlige Zentrosomen wahrend einer
Zellteilung bilden. Es konnte bereits mehrfach in der Literatur gezeigt werden, dass
bei Uberexpression fir die Duplikation wichtiger zentrosomaler Proteine, wie
beispielsweise Plk4, eine Zentrioluberduplikation stattfindet (Bettencourt-Dias et al.
2005; Duensing et al. 2007; Loncarek et al. 2008). Das diese Zellen mit
Uberschissigen Zentrosomen teilweise trotzdem die Zellteilung erfolgreich
abschlieBen koénnen, liegt an der Zentrosomengruppierung. Dieser Mechanismus
ermdglicht der Zelle bei Uberzahligen Zentrosomen den Aufbau einer binaren Spindel

und somit eine normale Zellteilung (Jaspersen und Stearns 2008).

7.2 Die Zentrosomenuberduplikation nach Verlust von Fbxw5 ist

Zellzyklus unabhangig

Es konnte bereits mehrfach gezeigt werden, dass das Vorhandensein Uberzahliger
Zentrosomen pro Zelle auf verschiedene Mechanismen zurickgeflhrt werden kann
(Nigg 2002; Duensing 2005). Neben einer direkten Stérung der Zentrosomen-
duplikation, ist es auch moglich, dass Fehler in der Zellzykluskontrolle indirekt die
Zahl der Zentrosomen beeinflussen. Daher war ein wichtiger Aspekt dieser Arbeit
herauszufinden, ob die beobachteten Zentrosomenabnormalitdten abhangig oder

unabhangig von der Zellteilung auftreten. Ein gut etabliertes System, welches sich flur
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diese Untersuchung anbietet, sind U20S- oder CHO-Zellen. In diesen beiden
Zelltypen kann der Zellzyklus vom Zentrosomenzyklus losgekoppelt werden.
(Balczon et al. 1995; Kuriyama et al. 2007; Liu und Erikson 2002; Mikule et al. 2006).
Dieses fuhrt zur wiederholten Verdopplung der Zentrosomen, ohne dass sich die
Zellen teilen. Wenn der beobachtete Phanotyp Zellzyklus abhangig ist, dann sollte es
keinen Unterschied zwischen der Kontrolle und den Fbxw5 behandelten Proben
geben. Nur wenn Fbxw5 direkt die Zentrosomenduplikation beeinflusst, ist in diesem
System ein deutlicher Unterschied der Zahl der Zentrosomen (Anstieg oder Abfall) in
Abhangigkeit von der Aktivitat des Fbxwb5 zu erwarten. Es zeigte sich fur die
deltaFbox Mutante in unbehandelten U20S-Zellen ein signifikanter Anstieg in der
Zentrosomenzahl, der nach der Hydroxyurea Behandlung weiterhin erkennbar ist
(s. Abb. 23). Der nicht proportionale Anstieg in behandelten und unbehandelten
Zellen konnte an einer oberen Toleranzgrenze der Zellen liegen. Moglicherweise
Uberschreiten einige dieser Zellen diese Grenze und werden apoptotisch. Betrachtet
man nun zusatzlich die Uberexpression des Wildtyp Gens, dann erkennt man sowohl
fur die behandelten, als auch die unbehandelten Proben eine signifikante
Reduzierung der Zentrosomenzahl pro Zelle. Fbxw5 transfektierte Proben wurden
durch die Hydroxyurea Behandlung weniger beeinflusst als die Kontrolle. Damit
ausgeschlossen werden kann, dass dieser Effekt nicht abhangig vom Mechanismus
der Zellzyklusblockade ist, wurde zusatzlich Aphidicolin verwendet. Aphidicolin, im
Gegensatz zu Hydroxyurea, inhibiert nicht das Enzym Ribonukleotidreduktase,

sondern hemmt direkt die DNS Polymerasen o und 3.

Es konnte auch in diesem Versuch ein signifikanter Unterschied zwischen der
deltaFbox Mutante und der Kontrolle bezuglich der Zentrosomenzahl detektiert
werden. Die hier teilweise groflen Standardabweichungen resultieren wahrscheinlich
daraus, dass transient transfektierte Zellen verwendet wurden, die teilweise grof3e
Unterschiede im Expressionsniveau der verschiedenen Konstrukte aufwiesen. Fur
eine gleichmalige Auswertung wurde kein Unterschied zwischen starker und
schwacher exprimierenden Zellen gemacht. Es wurden alle transfektierten Zellen pro
Deckglas ausgezahlt. Deshalb war nicht auszuschlieen, dass nicht nur der optimale
Expressionsbereich betrachtet wurde, sondern auch die weniger effektiven
Grenzbereiche. Dieses Problem konnte man durch die Etablierung induzierbarer
Zellen umgehen. Die Herstellung einer stabilen Zelllinie, war aufgrund der wichtigen
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regulatorischen Funktion von Fbxwb und dem damit verbundenen Zellzyklusarrest

nicht moglich.

Zur Bestéatigung der Uberexpressionsversuche und um die normale Physiologie der
Zelle nicht unndétig zu stéren, wurde der vorangegangene Versuch mit Hilfe der
siRNA Technologie wiederholt. Auch fir diesen experimentellen Ansatz konnte nach
Zugabe von Hydroxyurea oder Aphidicolin immer noch eine signifikante Zunahme

der Zentrosomenzahl festgestellt werden.

7.3 Fbxwb5 bildet einen SCF-Komplex

F-box Proteine gehdren zu einer sehr inhomogene Proteinfamilie, die die F-box als
gemeinsames Motiv haben. Diese Proteindomane wird fir die Assoziation mit dem
Proteinabbaukomplex SCF bendtigt, dessen Name stellvertretend flr seine
Komponenten Skp1, Cullin 1 und einem F-box Protein steht (Bai et al. 1996; Patton
et al. 1998; Deshaies 1999). Da F-box Proteine sehr unterschiedliche Funktionen
ubernehmen, war ein besonders wichtiger Aspekt dieser Arbeit die molekulare
Aufgabe von Fbxw5 zu entschlisseln. Aufgrund der Familienzugehérigkeit musste
zunachste uberpruft werden, ob das Fbxw5 Protein in der Lage ist einen
Abbaukomplex zu bilden. Hierfir wurden unterschiedliche Fbxw5 Konstrukte in
HelLa-Zellen Uberexprimiert und mit Hilfe des Myc Epitops immunprazipitiert. Wie
bereits in der Literatur mehrfach beschrieben, konnte eine F-box abhangige
Assoziation mit dem Abbaukomplex nachgewiesen werden (Schulman et al. 2000;
Freed et al. 2000; Skowyra et al. 1997; del Pozo und Estelle 2000). Wahrend mit
dem Wildtyp Protein die SCF Untereinheiten Skp1 und Cul1 co-immunprazipitiert
werden konnten, wurden weder im Kontrollansatz noch mit einem Fbxw5 Protein,
dem die F-box fehlt, SCF Untereinheiten im Immunprazipitat identifiziert. Bei der
Uberexpression von Proteinen in Zellsystemen muss das Ergebnis in Hinblick auf
Artefakte kritisch bewertet werden. Die Abweichung zur natdrlich vorliegenden
Konzentration des Proteins kann zu falschen Interaktionen flhren, die dann irrtimlich
als reale Bindungspartner interpretiert werden konnten. Wenn moglich wird
endogenes Protein immunprazipitiert, um dann anschlieBend seine madglichen
Interaktionspartner mittels Western Blot Analyse zu detektieren. Da fur Fbxw5 zu
Beginn der Arbeit noch kein kommerzieller Antikorper erhaltlich gewesen ist, wurden

die ersten Untersuchungen nach Uberexpression dieses Proteins durchgefiihrt. Zur
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Bestatigung der Ergebnisse und fur weiterfuhrende Experimente wurde ein
polyklonaler Fbxw5 Antikorper in Zusammenarbeit mit der Firma Sigma in Kaninchen
hergestellt und validiert (s. Abschnitt 5.2.10). Immunprazipitationsexperimente mit
diesem Antikorper und endogenem Fbxw5 bestatigten die Ergebnisse nach

Uberexpression.

Fasst man alle bisherigen Daten zusammen, dann erhalt man folgende Hypothese:
Das F-box Protein Fbxw5 bildet einen SCF-Komplex, der madglicherweise
zellzyklusphasenspezifisch am Zentrosom lokalisiert ist. Dieser Abbaukomplex
degradiert ein oder mehrere Zielproteine, die fur die Zentrosomenduplikation
essentiell sind. Diese Hypothese wurde sich sehr gut in die vorhandene Literatur
einfiugen, die fir die Regulation der Zentrosomenduplikation bzw. als
Kontrollmechanismus gegen Zentrosomenuberduplikation einen noch nicht naher
beschriebenen Abbaukomplex fordert (Freed et al. 1999; Hinchcliffe et al. 1999). Wie
in der Einleitung beschrieben, konnten mehrere Arbeitsgruppen in verschiedenen
Organismen bereits Proteinabbaukomplexe mit wichtigen Aufgaben in der
Zentrosomenduplikation verknipfen (Blow und Dutta 2005; Vidwans et al. 2003;
Tachibana et al. 2005; Woijcik et al. 2000; Murphy 2003), so dass die Idee eines SCF
Komplexes, der die Initiation der Zentrosomen reguliert, schon durch experimentelle
Daten gestutzt wird. Hierfir wirde man erwarten, dass dieser Abbaukomplex direkt
nach dem Initiationssignal auf das Mutterzentriol geladen wird, um dort alle weitere
Signale, die zu einer wiederholten Verdopplung fuhren, zu blockieren. Dieser
Komplex wirde erwartungsgemals bis zur G2- bzw. M-Phase aktiv bleiben und
musste dann, um im nachsten Zellzyklus die Zentrosomenduplikation zu
ermoglichen, inaktiviert werden. Diese Theorie kann nicht nur den
Kontrolimechanismus der Zelle gegen Uberduplikation erklaren, sondern auch das
Phanomen, dass G2-Phase Zentrosomen nach Fusion mit S-Phase Zellen nicht
mehr in der Lage sind erneut zu duplizieren (Wong und Stearns 2003). Trifft diese
Theorie zu, dann sollte Fbxw5 am Zentrosom lokalisiert oder durch die Assoziation
mit dem SCF-Komplex dorthin transferiert werden. Zur Uberprifung dieser
Uberlegung wurden Co-Lokalisationsexperimente mit Fbxw5 und dem zentrosomalen
Marker y-Tubulin durchgefthrt. Hierfir konnte durchgangig zytoplasmatische und
vereinzelt auch eine zentrosomale Lokalisation nachgewiesen werden. Zum Einen

konnte die starke zytoplasmatische Farbung ein Signal am Zentrosomen uberlagern
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und zum Anderen ist eine zellzyklusphasenspefizifsche Lokalisation von Fbxw5 am
Zentrosom moglich bzw. sogar erforderlich, damit es sich in die aufgestellte
Hypothese einfligt. Analog zur Co-Immunprazipitation muss auch hier das Ergebnis
kritisch diskutiert werden, da eine Lokalisation am Zentrosom nach Uberexpression
eines bestimmten Proteins keine zuverlassige Aussage uUber dessen tatsachliche
zellulare Lokalisation zulasst. Haufig werden Uberexprimierte Proteine zum
Zentrosom transportiert und dort konzentriert, ohne dass dieses einen
Zusammenhang zur tatsachlichen Funktion darstellt. Aus diesem Grund ware der
Nachweis des endogenen Proteins am Zentrosom ein besseres Argument in Bezug
auf die Lokalisation von Fbxw5. Dieser Versuchsansatz war jedoch nicht
durchfuihrbar, da der selbst hergestellte Antikérper das endogene Protein nicht

spezifisch detektieren konnte.

Zur Uberprifung, ob Fbxw5 nur in Verbindung mit einer funktionellen E3-Ligase am
Zentrosomen lokalisiert ist, kdnnten Co-Immunprazipitationsversuche mit Cul1 oder
Skp1 aus zentrosomalen Fraktionen durchgefuihrt werden und auf ihre Assoziation
mit Fbxw5 hin untersucht werden. Dass die Untereinheiten des SCF-Komplexes
zellzyklusphasenweise am Zentrosom lokalisiert sind, wurde bereits in der Literatur
beschrieben (Freed et al. 1999).

7.4 Fbxw5 ist im Zellzyklus reguliert und wird durch den APC/C®%?%
abgebaut

Proteine, die fur den fehlerfreien Ablauf des Zellzyklus bzw. Zentrosomenzyklus
verantwortlich sind, werden in ihrer Aktivitat streng reguliert. Eine Maoglichkeit die
Aktivitat eines Proteins zu kontrollieren ist sein spezifischer Abbau. Diese zyklische
Degradation von Proteinen im Zellzyklus ermdglicht es der Zelle nur fir die aktuelle
Zellzyklusphase wichtige Prozesse zu aktivieren und gleichzeitig nicht mehr
bendtigte Proteine abzubauen. Beispiele hierfur sind Zyklin E (Brotz et al. 1996) und
Plk4 (Habedanck et al. 2005). Ist Fbxw5 ein an der Zentrosomenduplikation
beteiligtes Protein, dann konnte seine Aktivitat durch mehrere Mechanismen
moduliert werden. Zum Einen koénnte es eine zellzyklusabhangige Regulation auf

Transkriptions- bzw. Translationsebene geben. Die Expression sollte zwischen der
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Zentrosomeninitiation (G1) und — separation (M) liegen, da in der G1-Phase das
Startsignal fur die Duplikation der Zentrosomen gegeben wird und in der M-Phase
die Zentrosomen fir die nachste Verdopplung vorbereitet werden. Zum Anderen
konnte die Funktion oder die Lokalisation dieses Proteins zyklisch reguliert sein.

Zur Bestimmung ob die Proteinmenge von Fbxw5 im Zellzyklus reguliert wird,
wurden unterschiedliche Blockierungsmechanismen verwendet (s. Abschnitt 5.1.6).
Die durchgefuhrten Versuche zeigten eine Akkumulation des Proteins am Ende der
G1-Phase, die bis zum Ubergang von der G2 zur M-Phase anhielt. Parallel
durchgefuhrte RT-PCRs konnten zu keinem Zeitpunkt wahrend des Zellzyklus eine
Regulation auf RNS Ebene bestatigen. FACS Analysen und die parallele
Betrachtung bereits bekannter, im Zellzyklus regulierter, Proteine bestatigten die

Synchronitat der Zellen der hier durchgeflihrten Zeitkurvenexperimente.

Wahrend der Zellteilung regulieren verschiedene E3-Ligasen die Expression
Zellzyklus relevanter Proteine. Neben dem SCF-Komplex gehort der APC/C zu den
wichtigsten Multikomponenten Ubiquitinligasen, die bisher identifiziert wurden
(Hansen et al. 2002). Zu seinen Aufgaben gehdren der Abbau von Zielproteinen, die
den Metaphase-Anaphase Ubergang kontrollieren (Ge et al. 2009) und das Ende der
Mitose einleiten (Nilsson et al. 2008), sowie die Replikation der DNS wahrend der
S-Phase (Di Fiore et al. 2008). Je nach Zellzyklusphase ist der APC/C mit einem von
zwei Co-Aktivatoren assoziiert Cdh1 oder Cdc20 (Burton und Solomon, 2000; Hilioti
et al. 2001; Pfleger et al. 2001; Schwab et al. 2001). Im Gegensatz zum SCF-
Komplex benétigt der APC/C zusatzlich diese zwei Co-Aktivatoren. Durch das
Vorhandensein von WD40 Motiven, die fir die Interaktion mit den Zielproteinen
notwendig sind, Ubernehmen Cdh1 und Cdc20, ahnlich wie bei einigen F-box
Proteinen, die Funktion der Substraterkennung und —bindung. Die Zielproteine des
APC/C werden anhand von zwei Abbaumotiven, der Destruktionsbox (D-Box) und
der KEN Box (Pfleger und Kirschner, 2000) erkannt. Der Co-Aktivator Cdc20, der
hauptsachlich wahrend der Mitose aktiv ist, erkennt seine Zielproteine grundsatzlich
anhand der D-Box, wahrend Cdh1 sowohl diese als auch die KEN-Box erkennt.
Aufgrund des Vorhandenseins einer D-Box und dem Abbau von Fbxw5 am
Ubergang von der G2- zur M-Phase wurde untersucht, ob der APC/C mit Cdc20 als
Co-Aktivator moglicherweise an der Degradation dieses Proteins beteiligt ist.
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In Zusammenarbeit mit Sangeeta Chauhan konnte in Co-Immunprazipitations-
experimenten gezeigt werden, dass Cdc20 und Fbxw5 nach Uberexpression
spezifisch interagieren. Zudem zeigte sich ein spezifischer Anstieg in der
Ubiquitinilierung von Fbxw5 nach Titration von Cdc20. Wie bereits mehrfach in der
Literatur fur andere Substrate des APC/C (Machida und Dutta, 2007; Seki und Fang
2007) beschrieben, konnte nach Zugabe von Emi1 der Abbau von Fbxw5 blockiert

werden.

Fbxw5 verhindert in der S-Phase die wiederholte Neubildung der Tochterzentriolen.
Damit im nachsten Zellzyklus die Zentrosomenduplikation erfolgen kann, muss
dieser Regulator rechtzeitig abgebaut werden. Dieses wird am Ubergang von der
G2- zur M-Phase durch den APC/C®%? erreicht und passt zur Hypothese, dass sich
der Zentrosomenzyklus bereits am Ende der Mitose auf die nachste Zellteilung
vorbereitet. FUr andere wichtige, zentrosomale Proteine, wie beispielsweise CEP170
(Tachibana et al. 2005) und Nek2 (Fry et al. 1998) konnte bereits ein Abbau wahrend

der Mitose nachgewiesen werden.

7.5 Fbxw5 reguliert die Zentrosomenduplikation durch den Abbau von
hSAS6

Um Substrate von F-box Proteinen zu identifizieren, kann man nach interagierenden
Proteinen mit diversen Methoden, wie z.B. Hefe-Zwei-Hybrid-System, Co-
Immunprazipitationsversuchen in Zusammenarbeit mit MASDAQ und TAP TAG,
suchen. In dieser Arbeit wurden verschiedene Herangehensweisen ausprobiert, die
aber aufgrund der meist phosphorilierungsabhangigen Bindung zwischen F-box-
Proteinen und deren Substraten nicht erfolgreich gewesen sind (Galan und Peter
1999). Ein weiterer Ansatz ist es, spezielle Proteine, die eine wichtige Funktion in der
Zentrosomenduplikation Ubernehmen, auf ihre Interaktion mit Fbxw5 hin zu
untersuchen. In diesen Co-Immunprazipitationsexperimenten konnte Zyklin E, das
zusammen mit Cdk2 an der Initiation der Zentrosomenduplikation beteiligt ist (Okuda
et al. 2008), als Bindungspartner ausgeschlossen werden. Dieses Ergebnis stimmt

uberein mit einer Verodffentlichung, in der u.a. Fbxw5 als Negativkontrolle von F-box
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Proteinen mit WD40 Wiederholungen verwendet wurde, um die spezifische

Interaktion von Fbxw7 und Zyklin E zu bestatigen (Koepp et al. 2001).

Ein weiterer interessanter Kandidat auf dem Gebiet der Zentrosomenduplikation ist
das von Pierre Gonczy in C. elegans zuerst beschriebene Protein SAS6
(Dammermann et al. 2004; Leidel et al. 2005; Strnad et al. 2007; Peel et al. 2007).
Strnad et al. konnten in ihren Versuchen zeigen, dass HsSAS6 bereits sehr frih
wahrend der Prozentriolformation rekrutiert wird und dass dieses Plk4 unabhangig zu
sein scheint. Die Plk4 Kinaseaktivitat scheint eher bei der Aufrechterhaltung der

zentriolaren Lokalisation von hSASG6 eine wichtige Rolle zu spielen.

In der Literatur wurden zwar bereits mehrere Abbauwege dieses Proteins
beschrieben, sie beziehen sich aber auf Zellzyklusphasen, die, fur die in dieser Arbeit
aufgestellte Hypothese keinen Einfluss haben (Leidel et al. 2005). Beispielsweise
wird hSAS6 zu Beginn der G1-Phase durch den APC/C® abgebaut. Ein weiteres
Argument, das fir hSAS6 als mdgliches Substrat spricht, ist, dass der durch
Fehlregulation verursachte Phanotyp dieses Proteins (Leidel et al. 2005) invers dem
der Uberexpression bzw. Minderung von Fbxw5 Proteinspiegeln ist. In dieser Arbeit
konnte in verschiedenen Versuchen nicht nur die Interaktion beider Proteine
bewiesen werden, sondern auch der spezifische Abbau von hSAS6 durch Fbxw5 in
vivo. In der Literatur wurde bereits fir die G1-Phase der APC/C® als
Abbaukomplex beschrieben (Tang et al. 2009). Dieses konnte auch in dieser Arbeit
reproduziert werden. Zudem konnte der Bereich, der flr die Bindung verantwortlich
ist fur Fbxw5 auf die vorletzte WD40 Wiederholung eingegrenzt werden. Dieses
korreliert mit der Literatur, in der dieses Proteinmotiv bereits als

Substratinteraktionsdomane charakterisiert wurde (He et al. 2006).

Die in diesem Teil der Arbeit erhaltenen Ergebnisse lassen sich sehr gut in den
bereits bekannten Ablauf der Zentrosomenduplikation einfiUgen. Nach erfolgter
Zentrosomeninitiation wird die Mutterzentriole mit verschiedenen, flr die Duplikation
notwendigen, Proteinen beladen. Hierzu zahlt neben Plk4, CPAP und CEP135 auch
hSAS6 (Kleylein-Sohn et al. 2007; Habedanck et al. 2005; Salisbury et al. 2002).
Wahrend dieser Zeit wird Fbxw5 bereits exprimiert, kann aber durch Modifikationen,

wie beispielsweise Phosphorylierung, fehlende Lokalisation am Zentrosom oder zu
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niedriger Proteinspiegel, nicht in die Zentrosomenduplikation eingreifen. Dieses ist
notwendig, damit eine einmalige Verdopplung der Zentriolen stattfinden kann.
Nachdem sich die Tochterzentriolen ausgebildet haben, erfolgt der Abbau der
beteiligten Proteine am Zentrosom. Zu diesem Zeitpunkt bildet Fbxw5 einen aktiven
SCF-Komplex und inhibiert die Bildung multipler Tochterzentriolen durch die
Degradation von hSASG6.

Wie in der Literatur beschrieben, konnten bereits zwei Interaktionspartner von Fbxw5
identifiziert werden (Hu et al. 2008; Minoda et al. 2009). Hu et al. konnten das
tuberdse Sklerose Protein TSC2 als Substrat von Fbxw5 identifizieren, das in
Verbindung mit der DDB1-Cul4 E3-Ligase abgebaut wird. Komponenten dieses
Abbaukomplexes, im Gegensatz zum SCF( Freed et al. 1999), wurden bisher in der
Literatur noch nicht am Zentrosomen identifiziert. Zusatzlich zeigt TSC2 eine hohe
Expression in GO- und G1- Phase Zellen (Soucek et al. 1997), zu einem Zeitpunkt im
Zellzyklus, der mit der Zentrosomenduplikation nicht Ubereinstimmt. Der Verlust
dieses Proteins verhindert den Ubergang in die GO-Phase und lasst Zellen den G1/S
Kontrollpunkt inaktivieren (Soucek et al 1997). Im Gegensatz dazu fuhrt die
Uberexpression zu einem Anstieg von p27 Proteinspiegeln und als Konsequenz
daraus zu einer Verringerung der Zellproliferation (Soucek et al. 2001). Aufgrund
dieser bereits sehr detailiert beschriebenen Funktionen von TSC2 kann keine

Verbindung zum Zentrosomenzyklus hergestellt werden.

Als weiteren Interaktionspartner von Fbxw5 konnten Minoda et al. 2009 TAK1
MAP3K identifizieren. Die in dieser Veroéffentlichung gezeigte Regulation konnte auf
keine bekannte E3-Ligase zuruckgefuhrt werden. Hoffmann et al. konnten TAK1 als
einen wichtigen Faktor wahrend der Zelldifferenzierung identifizieren. Zusatzlich ist
dieses Protein an der Stressantwort der Zelle auf dul3ere Faktoren beteiligt, sowie an
der Transkription des nuklearen Faktors Kappa B. Die Moglichkeit, dass einer dieser
beiden Interaktionspartner den beobachteten zentrosomalen Phanotyp auslost, ist

eher unwahrscheinlich.
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7.6 PIk4 abhangige Phosphorylierung reguliert Fbxw5 Interaktion mit
hSAS6

Die Polo-like-Kinasen gehdren, wie bereits oben erwahnt, zur Gruppe der
Serin/Threonin Kinasen, die wichtige Funktionen im Zellzyklus Gbernehmen. Neben
der Aktivierung von Cdk/Zyklin Komplexen wahrend der Mitose gehort auch die

Bildung und Veranderung der mitotischen Spindel zu ihren Aufgaben.

Insbesondere der Tumorsuppressor Polo-like-Kinase 4 (Plk4) Ubernimmt eine
Schlusselfunktion in der Zentriolduplikation. Es konnte bereits mehrfach gezeigt
werden, dass die Uberexpression dieses Proteins zur Bildung Uberzahliger
Zentrosomen fuhrt (Bettencourt-Dias et al. 2005; Habedanck et al. 2005; Kleylein-
Sohn et al. 2007; Peel et al. 2007; Rodrigues-Martins et al. 2007). Plk4 ist ein
Zellzyklus reguliertes Protein, mit einem Expressionsmaximum in der Mitose und
einem -minimum wahrend der S-Phase (Cunha-Ferreira et al. 2009; Rogers et al.
2009; Korzeniewski et al. 2009). Diese Regulation ist notwendig, um die Ausbildung
multipler Tochterzentriolen zu verhindern. Die genaue Funktion, die Plk4 wahrend
der Zentriolduplikation ubernimmt, konnte noch nicht im Detail geklart werden. Nach
erfolgter Initiation durch den Cdk2/Zyklin E Komplex rekrutiert Plk4 sequentiell eine
ganze Gruppe von konservierten Proteinen, die flr die Duplikation notwendig sind
(Kleylein-Sohn et al. 2007; Habedanck et al. 2005; Salisbury et al. 2002). Hierzu
gehdren nach bisherigen Erkenntnissen hSAS6, CEP135 und CPAP, welche eine Art
Startplattform fur die Bildung der Zentriolen schaffen (Kleylein-Sohn et al. 2007;
Strnad et al. 2007). Nachdem die Prozentriolformation abgeschlossen ist, wird Plk4
durch Slimb (Drosophila), dem Homolog zu B-TRCP, abgebaut, wodurch die Bildung
multipler Tochterzentriolen verhindert wird (Cunha-Ferreira et al. 2009; Rogers et al.
2009). Fur den Menschen konnte bisher eine SCF abhangige Degradation von Plk4

wahrend der S-Phase gezeigt werden (Korzeniewski et al. 2009).
Die in dieser Arbeit erhaltenen Ergebnisse weisen auf eine negative Regulation der

hSAS6 Interaktion mit Fbxw5 durch Plk4 hin, da nur fur diese Kinase spezifisch eine

Interaktion und ein Einfluss auf hSAS6 nachgewiesen werden konnte.
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Die Akkumulation der Fbxw5 Proteinspiegel erfolgt am Ende der G1-Phase, wenn
Plk4 und hSASG6 bereits exprimiert sind. Zu diesem Zeitpunkt erfolgt das Start Signal
fur die Phosphorylierung von Nucleophosmin durch Cdk2/ Zyklin E (Okuda, 2002).
Durch die anschlieBende Translokation dieses Proteins vom Zentrosom beginnt Plk4
mit der Beladung von hSAS6 und weiterer zentrosomaler Proteine, die fur die
Prozentriolformation wichtig sind. In dieser Hypothese wirde die Kinase Fbxw5
inaktivieren, damit kein zu friher Abbau von hSAS6 und damit eine Blockierung der
Zentriolduplikation, wie es bereits in der Literatur beschrieben wurde (Kleylein-Sohn
et al. 2007), stattfindet. Die bereits in der Literatur beschriebene transiente
Assoziation von hSAS6 mit der Prozentriole (Kleylein-Sohn et al. 2007) Iasst sich
durch den Abbau von Fbxw5 erklaren. Sobald die Prozentriolformation begonnen hat
und alle nachfolgenden Faktoren, wie beispielsweise CEP135, CPAP und y-Tubulin
auf die nun wachsende Tochterzentriole geladen wurden (Kleylein-Sohn et al. 2007),
wird hSAS6 nicht mehr bendtigt und kann abgebaut werden. Dieses ist notwendig,
da hSAS6 als ,Saatkorn® fur die sich neubildende Prozentriole angesehen wird
(Kleylein-Sohn et al. 2007) und bei Fehlregulation fur die Bildung multipler
Tochterzentriolen verantwortlich ist. Dieser Abbau von hSAS6 wird durch die in der
Literatur bereits beschriebene Degradation von Plk4 in der S-Phase (Korzeniewski et
al. 2009) hervorgerufen. Das F-box Protein Fbxw5 wird nicht mehr durch die Kinase
inaktiviert und kann somit einen funktionellen SCF-Komplex bilden, der wiederum die
Aktivitat von hSASG6 reguliert. Wird nun PIk4 Gberexprimiert, hat dieses einen Anstieg
der hSAS6 Proteinspiegel zur Folge (Le Clech, 2008), da Fbxw5 keine funktionelle
E3-Ligase mehr bilden kann. Die hier vorliegende Arbeit konnte entsprechen zu
dieser Veroffentlichung die Stabilisierung der hSAS6 Proteinspiegel nach Plk4
Uberexpression bestatigen, sowie zusatzlich einen Anstieg der Spiegel nach Fbxw5
siRNA Transfektion zeigen. In dieser Arbeit konnte zudem bewiesen werden, dass
bei Uberexpression von Plk4 der Abbau von hSASG6 inhibiert wird und dass diese
Reduzierung abhangig von der Kinaseaktivitat ist. Betrachtet man die oben
beschriebenen Ergebnisse, dann unterstitzen sie die Hypothese, dass Plk4 die
Interaktion von hSAS6 und Fbxw5 reguliert. Eine der wenigen offenen Fragen, die
jedoch bleibt, ist, wie genau diese Regulation funktioniert. Da es sich bei Plk4 um
eine Kinase handelt, liegt die Vermutung nahe, dass eines der beiden Proteine durch
diese phosphoryliert wird. In Veroffentlichungen Uber die Interaktion von Plk4 und
hSASG6 ist beschrieben, dass die Kinase zwar fur die Stabilitat dieses Proteins
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notwendig ist (Kleylein-Sohn et al. 2007; Strnad et al. 2007), dass diese
Stabilisierung aber phosphorylierungs-unabhangig erfolgt (Strnad et al. 2007). Um
dieses zu uberprifen wurden von Gunnar Wenninger aus unserer Arbeitsgruppe
Sequenzanalysen von Fbxw5 im Hinblick auf moégliche konservierte Bereiche, die
von Plk4 als Phosphorylierungsstellen verwendet werden konnten, durchgefuhrt. Es
konnten hierbei acht mogliche Bereiche ermittelt werden, von denen drei Sequenzen
(AA 147 — 155; AA 196 — 204 und AA 340 - 348) eine fast 100 %ige
Ubereinstimmung mit der Konsensus-Substrat Sequenz von Plk4 aufwiesen. Weitere
Analysen bezuglich der Lage dieser Bereiche ergaben, dass AA 340 — 348 mit sehr
hoher Wahrscheinlichkeit an der Oberflache liegen und somit fur eine mogliche
Interaktion zuganglich waren. Um die bereits in ersten Vorversuchen auftretende
verminderte Mobilitat in der Elektrophorese nach Plk4 Zugabe definieren zu kdnnen,
wurden die prazipitierten Proteine aufgeteilt und einmal mit und einmal ohne
Phosphatase behandelt. Phosphatasen sind die molekularen Antagonisten der
Kinasen. Sie sind in der Lage die von Kinasen verursachten Phosphorylierungen
rickgangig zu machen. Somit ist zu erwarten, dass, wenn die durch Plk4 Zugabe
induzierte Retardation im Gel von Fbxw5 phosphorylierungsabhangig ist, durch die
Phosphatasebehandlung verringert werden kann. Dieses konnte in Zusammenhang
mit der Phosphatasebehandlung bestatigt werden, da ein spezifischer Rickgang

dieses Effektes detektiert werden konnte.

Zur ldentifizierung moglicher Phosphorylierungsstellen wurden zum Schluss dieser
Arbeit noch zwei unterschiedliche Versuchsansatze gestartet. Fir die MASDAQ-
Analyse wurde der Ansatz flr die Co-Immunprazipitationsexperimente vergroRert,
damit genug Material fur die sich anschlieenden Schritte zur Verfugung gestellt
werden kann. Die Banden wurden mittels Coomassiefarbung detektiert und
anschlieBend zu Dr. Andreas Pich zur Analyse in die Massenspektrometrie gegeben,
um tatsachlich phosphorylierte Bereiche von Fbxw5 zu identifizieren. Bei
Fertigstellung dieser Arbeit lagen noch keine verwertbaren Ergebnisse vor, da die
Analysen noch andauerten. Die zweite Moglichkeit zur ldentifizierung moglicher
Phosphorylierungsstellen in Fbxw5 ware, die in der Sequenzanalyse ermittelten
Phosphorylierungs-Konsensusstellen so zu verandern, dass keine Phosphorylierung
erfolgen kann.
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7.7 Modell zur Funktion und Regulation von Fbxw5 im Zentrosomen-

duplikationszyklus

Anhand der in dieser Arbeit zusammengetragenen Ergebnisse kann fur die Funktion
und Regulation von Fbxw5 das unter Abb. 52 dargestellte Modell erstellt werden.

Das humane F-box Protein Fbxw5 bildet zusammen mit Cul1 und Skp1 einen SCF-
Komplex, der die Bildung multipler Tochterzentriolen durch den Abbau eines oder
mehrerer Substrate verhindert. Der SCF™"*° bleibt bis zum Ubergang der G2/M
Phase aktiv, wo er dann durch den Abbau des F-box Proteins durch den APC/CC4¢?0
auseinanderfallt. Hierdurch sind die beiden vollkommen funktionsfahigen
Zentrosomen vom Duplikationsblock befreit und kdnnen wahrend der Mitose auf die

nachste Runde des Zentrosomenzyklus vorbereitet werden.

Bisher konnte durch diese Arbeit noch nicht geklart werden, ab wann und wie lange
der SCF-Komplex auf der sich neubildenden Tochterzentriole verweilt. Hierflr sind

weiterfuhrende Versuche naotig.

Abb.52: Modell zur Funktion und Regulation des humanen F-box Proteins Fbxw5 im Zellzyklus.
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Mit dem zentrosomalen Protein hSAS6 wurde ein zentrosomales Substrat von Fbxw5
identifiziert. Es konnte nicht nur eine Interaktion beider Proteine gezeigt werden,
sondern zusatzlich eine Fbxw5 abhangiger Abbau in vivo. Dabei konnte fur Fbxw5
der Bereich der Interaktion mit hSAS6 auf die vorletzte WD40 Wiederholung
eingegrenzt werden. In weitergehenden Versuchen zeigte sich ein deutlicher Einfluss
von Plk4 auf die Stabilitat bzw. die Ubiquitinilierung von hSAS6. Da in der Sequenz
von Fbxw5 Plk4 Konsensus-Phophorylierungsstellen zu finden sind, und aufgrund
erster Experimente kann die Hypothese aufgestellt werden, dass die Aktivitat von
Fbwx5 gegenuber hSASS6 mdglicherweise durch Plk4 abhangige Phosphorylierung
reguliert wird.

Fasst man alle in dieser Doktorarbeit erhaltenen Ergebnisse bezuglich Fbxw),
seinem Substrat und dessen Regulierung zusammen, kann man, wie in Abb. 53

dargestellt, folgendes Modell erstellen:

Das Startsignal fir die Initiation der Zentrosomenduplikation erfolgt durch die
Phosphorylierung von Nucleophosmin durch Cdk2/ Zyklin E (Okuda, 2002). Plk4
beginnt daraufhin mit der sequentiellen Beladung von hSAS6, CPAP, CEP135 und
y-Tubulin (Kleylein-Sohn et al. 2007). Gleichzeitig inaktiviert die Kinase das F-box
Protein Fbxw5, damit kein zu fruher Abbau von hSAS6 und als Folge eine
Blockierung der Duplikation der Tochterzentriolen (Kleylein-Sohn et al. 2007)
stattfindet. Nach erfolgter Prozentriolformation wird Plk4 durch einen SCF-Komplex
abgebaut (Korzeniewski et al. 2009). Das F-box Protein Fbxw5 wird daraufhin nicht
mehr durch die Kinase inaktiviert und kann somit einen funktionellen SCF-Komplex
bilden. Dieser Abbaukomplex reguliert die hSAS6 Proteinspiegel direkt an der
Prozentriole und verhindert dadurch die Bildung multipler Tochterzentriolen. Dieser
Kontrollmechanismus wird bis zum Ubergang der G2/M-Phase aufrechterhalten, bis
Fbxw5 durch den APC/C®%® abgebaut wird. Wahrend der nun folgenden Mitose

kann die Zelle sich auf die nachste Zentrosomenduplikation vorbereiten.
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Abb. 53: Modell der Interaktion von hSAS6 und Fbxw5 durch Plk4.

Zur weiteren Abrundung des Modells ware es von Interesse zu analysieren wann und
wo diese Wechselwirkungen zwischen Plk4 und Fbxw5 stattfinden konnte durch die
bisher durchgeflhrten Versuche noch nicht geklart werden. Eine Moglichkeit, den Ort
der Interaktion zu ermitteln, bestinde in der Verwendung einer Kinase, bei der das
Zentrosomenlokalisationssignal mutiert ist. Auch konnten Zeitkurvenexperimente, bei
denen durch siRNA Fbxw5 und/oder PIk4 ausgeschaltet ist, Aufschluss auf die
hSASG6 Proteinlevel geben.

Zur weiteren Aufklarung der Funktion von Fbxw5 ware der nachste Schritt in diesem
Projekt die Etablierung einer induzierbaren Fbxw5 knockout Maus. Durch diesen
Versuchsansatz besteht die Moglichkeit direkt den Verlust des F-box Proteins im

lebenden Organismus zu untersuchen.

Es konnte bisher noch nicht vollstandig geklart werden, ob die Fehlregulation im
Zentrosomenzyklus Ursache oder Folge der Tumorentstehung ist (Srsen und Merdes
et al. 2006, Parvin et al. 2006). Jedoch konnte fur viele zentrosomale Proteine eine
Veranderung ihrer Proteinspiegel in Tumoren festgestellt werden (Wang und Zhan,
2007). Zur Beantwortung dieser Fragestellung konnte die Fbxw5 knockout mit
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anderen bereits etablierten knockout Mausen wichtiger Zellzyklusregulatoren, wie
beispielsweise p53 verpaart werden, um einen moglichen Zentrosomenduplikations-

kontrollpunkt zu identifizieren.
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