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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Die wichtigste Aufgabe der mitotischen Spindel ist die genaue Segregation der
duplizierten Chromosomen in der Mitose. Diese dynamische Struktur wird von sich
teilenden Zellen gebildet, um die Bewegung der Chromosomen, das Markenzeichen
der Mitose, zu dirigieren. Trotz aller Unterschiede in Form und GrofRe der Spindeln
unterschiedlicher Zelltypen, haben alle eukaryontischen Spindeln fundamentale
strukturelle Eigenschaften gemeinsam. Eine der wichtigsten Eigenschaften ist die
bipolare Symmetrie. Innerhalb der Spindel sind unterschiedliche Klassen der
Mikrotubuli vorhanden, die durch ihre Organisation und durch ihre dynamischen
Eigenschaften unterteilt sind. Alle Klassen der Mikrotubuli zeigen dynamische
Instabilitdt. Dennoch weisen die Kinetochor-Mikrotubuli und die Spindel-Mikrotubuli
zusatzlich ein anderes Verhalten auf, das als polwarts gerichteter Mikrotubuli-Flux
(,Poleward Microtubule Flux®) bezeichnet wird. Dabei werden die Tubulin-
Untereinheiten stetig an den Plus-Enden der Mikrotubuli eingefugt und dann zu den
Minus-Enden getragen, wo sie abgebaut werden. Dieser polwarts gerichtete
Mikrotubuli-Flux ist fur die Segregation der Chromosomen von grof3er Bedeutung.
Mehrere regulatorische Proteine der Mikrotubuli, einschliel3lich der destabilisierenden
und der depolymerisierenden Proteine, steuern die Dynamik dieser Mikrotubuli, um
eine fehlerfreie Bildung der Spindel und eine korrekte Segregation der
Chromosomen gewahrleisten zu konnen. Die Kinesin-13 Familie der Depolymerasen
gehort zu den prominentesten Modulatoren der Dynamik der Mikrotubuli. Das am
Besten charakterisierte und intensiv studierte Mitglied dieser Familie ist das Protein
KIF2C/MCAK. Aufgrund der unterschiedlichen Lokalisationen von MCAK wahrend
der Mitose, an den Spindelpolen, an den Chromosomen-Armen, an den
Centromeren/Kinetochoren, kann MCAK eine Reihe an wichtigen Funktionen
erzielen.  Allerdings bleibt die  Korrektur von  Kinetochor-Mikrotubuli
Fehlverknupfungen die wichtigste Aufgabe von MCAK wahrend der Mitose. Diese
wesentliche Funktion steht unter der Kontrolle von Aurora B. In dieser Arbeit konnte
gezeigt werden, dass MCAK wahrend der Mitose auch von einem wichtigen
Komplex, dem Cyclin B1/CDK1 Komplex, reguliert wird. In der Tat steuert die Kinase
CDK1 sowohl die Lokalisation als auch die katalytische Aktivitat von MCAK. Mit Hilfe
einer systematischen Reihe an Experimenten konnte nachgewiesen werden, dass

MCAK sowohl in vitro als auch in vivo von CDK1 phosphoryliert wird.



Zusammenfassung

CDK1 phosphoryliert den katalytischen Bereich von MCAK genau am Threonin 537
und fuhrt zu einer deutlichen Abnahme der Depolymerisierungsaktivitat von MCAK in
vitro und in humanen Zellen. Diese Inhibition erfolgt wahrscheinlich durch eine
Reduzierung der Affinitat von MCAK zu den Mikrotubuli-Enden. Die Expression der
Phosphostatus-vortauschenden Mutante T537E in Hela-Zellen verursachte eine
fehlerhafte Verteilung der Chromosomen in der Mitose. Die Chromosomen waren in
Anwesenheit der T537E Mutante nicht mehr in der Lage, sich auf der
Metaphaseplatte anzuordnen. Daruber hinaus fuhrte die Expression von T537E zu
einer signifikanten Reduzierung des centromerischen Abstandes, was auf eine
Anhaufung von Kinetochor-Mikrotubuli Fehlverknupfungen hindeutet. Ferner zeigt die
Expression der nichtphosphorylierbaren Mutante T537A in den HelLa-Zellen eine
verstarkte Lokalisation an den Spindelpolen, was zum Auftreten von erheblichen
Spindel-Aberrationen fuhrte.

Basierend auf den Daten der vorliegenden Arbeit wurde ein Modell entwickelt, in dem
die Phosphorylierung von MCAK durch CDK1 frih in der Mitose stattfinden muss, um
einerseits MCAK zu inaktivieren und andererseits diese Depolymerase aus den
Spindelpolen zu verdrangen. Beide Ereignisse sind fur den Aufbau einer bipolaren
Spindel unentbehrlich. Zu spateren Zeitpunkten der Mitose muss das Threonin 537
dephosphoryliert werden, um eine Reaktivierung von MCAK an den
Centrosomen/Kinetochoren zu ermoglichen. Dies wird die Korrektur-Funktion fur
Kinetochor-Mikrotubuli Fehlverknupfungen von MCAK wiederherstellen, was eine
korrekte Anordnung der Chromosomen auf der Metaphaseplatte fordert.



Einfuhrung

1 Einfiihrung

Die Zellteilung ist ein grundlegender Prozess des Lebens. Durch diesen Prozess
entstehen aus einer elterlichen Zelle zwei Tochter-Zellen, die Uber identisches
genetisches Material verfugen. Einer der wichtigsten Aspekte der Zellteilung ist,
sicherzustellen, dass die genetische Information konserviert wird, da Fehler in der
Chromosomen Verteilung in humanen Zellen zu massiver Tumorentstehung fuhren
konnen. Daruber hinaus tragt zum Beispiel der Verlust oder der Gewinn von
genetischer Information zum Auftreten von Krebserkrankungen bei. In allen
eukaryontischen Zellen wird die Trennung der Chromosomen (,Chromosome
segregation®) durch eine sehr wichtige zellulare Struktur vollendet, durch die
mitotische Spindel. Eine spezifische Anordnung sowohl der Mikrotubuli als auch der
Chromosomen innerhalb dieser Spindel ist entscheidend fur den Verlauf des
Trennungsprozesses. Die Mikrotubuli mussen in einem bipolaren Array organisiert
werden, so dass jede Halfte der Spindel uUber eine gleichmalige Anzahl an
orientierten Mikrotubuli verfugt (Nogales, 2000). Wenn man die Komplexitat dieses
Prozesses betrachtet, stellt man sich automatisch die Frage: Welche Molekile sind

fur diesen Mechanismus verantwortlich?

Die erste Antwort findet man in der molekularen Beschaffenheit der Mikrotubuli
selbst. Die Mikrotubuli bestehen aus der Verbindung von a- und (3-Heterodimeren.
Durch die Assoziation mehrerer a/B-Heterodimere, die weiterhin polymerisieren,
bildet sich der typische hohle, zylindrische Mikrotubuli. Dieses Polymer ist zu einem
hohen Grad dynamisch und wechselt willkurlich zwischen wachsenden und
schrumpfenden Phasen sowohl in vitro als auch in vivo (Abb. 1 A). Dieses Verhalten
ist als dynamische Instabilitat (,dynamic instability®) bekannt und basiert auf der
Bindung und der Hydrolyse des GTP, die an der sogenannten Nukleotid-Austausch-
Stelle (,nucleotide exchangeable site®, kurz: E-site) innerhalb der B-Tubulin-
Untereinheit stattfinden. Nur die Dimere, die Uber GTP in ihrer E-site verfugen, sind
in der Lage, zu polymerisieren. Dennoch wird unmittelbar nach der Polymerisierung
dieses GTP hydrolysiert und kann nicht mehr ausgetauscht werden. Daraufhin
entstand das ,GTP-Kappe Modell* (,GTP cap model®). Das Modell besagt, dass der
Rumpf der Mikrotubuli, der aus GDP-Tubulin besteht, instabil ist. Daruber hinaus wird
die komplette Struktur der Mikrotubuli durch eine Art Kappe stabilisiert, die aus GTP-
verbundenen Tubulin-Untereinheiten besteht. Diese GTP-Kappe behalt die Bindung
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zwischen benachbarten Protofilamenten bei. Wenn die GTP-Kappe willkirlich
verloren geht, I0sen sich die Protofilamente voneinander und es bilden sich typische
Strukturen am Ende der Mikrotubuli. Diese Strukturen werden als ,peels® oder ,curls*
bezeichnet und ihre Anwesenheit fuhrt zur schnellen Depolymerisierung der
Mikrotubuli (Nogales, 2000).

& )

b~ @ GTP tubulin

!~ B GDP tubulin

Shrinkage
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Abbildung 1 A: Die Regulation der Dynamik der Mikrotubuli

Die Hydrolyse der GTP-Kappe durch die Tubulin-Untereinheiten fihrt zur
dynamischen Instabilitat der Protofilamente.

(Abbildung modifiziert aus S. Gadde et al., 2004)

Die Organisation der Mikrotubuli in einer polaren Struktur ist eine ihrer wichtigsten
Eigenschaften. Die a-Tubulin-Untereinheit wird an einem Ende verlangert und
herausgestellt (Minus-Ende), wahrend die B-Tubulin-Untereinheit am anderen Ende
herausgestellt wird und das Plus-Ende darstellt (Risinger et al., 2009). Innerhalb der
mitotischen Spindel wird das Minus-Ende der Mikrotubuli an den Polen verankert,
wahrend das Plus-Ende mit den Chromosomen verbunden wird. Jedes duplizierte
Chromosom verfugt Uber eine spezifische Struktur an den Centromeren, die
Kinetochore genannt werden. Sie fungieren wahrend der Mitose als Bindungsstelle
fur die Mikrotubuli der Kinetochore-Fiber (,K-Fiber”) und ermdglichen dadurch eine
gerichtete Translokation der Chromosomen innerhalb der Spindel (Rieder et al.,
1998). Die meisten tierischen Zellen besitzen eine einzelne Struktur, das Centrosom,
aus der die Mikrotubuli organisiert, aufgebaut und verlangert werden. Diese

Centrosomen bestehen aus einem Paar Centrioli, die von einem formlosen Material

4
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umgeben sind. Diese amorphe Substanz spielt eine grof3e Rolle beim Aufbau und
der Verlangerung der Mikrotubuli (Rieder et al., 1998).

In der Prophase am Anfang der Mitose sind sowohl die Centrosomen als auch die
Chromosomen bereits dupliziert worden. Daraufhin setzt eine Kaskade sehr wichtiger
Ereignisse ein, einschliellich des Zerfalls der Kernmembran, der Kondensierung der
Chromosomen und der Trennung der Centrosomen. Auf der einen Seite tragt die
Zunahme der Ereignisse, die zum Verkurzen der Mikrotubuli fuhren (Mikrotubuli
Katastrophen) (Belmont et al., 1990) zum Abbau des interphasischen Mikrotubuli-
Netzwerks bei, und auf der anderen Seite findet eine Reduktion der
Wachstumsphasen der Mikrotubuli statt (Rusan et al., 2001). Auf diese Weise erfolgt
die Herstellung von Interaktionen zwischen den Plus-Enden der Mikrotubuli und den
Chromosomen. Wahrend der Metaphase binden einige Mikrotubuli, die aus einem
Spindelpol ausstromen, an ein Kinetochor der bereits duplizierten Chromatiden. Die
Bindung des Schwester-Kinetochors mit den Mikrotubuli des entgegengesetzten
Spindelpols fuhrt zur Entstehung bipolarer Chromosomen. Sobald alle
Chromosomen biorientiert und auf der Metaphaseplatte angeordnet sind, befindet
sich die Zelle in der Metaphase (Abb.1 B). Wenn die Chromosomen angeordnet und
korrekt orientiert sind, wird das zellulare Kontrollsystem (,Spindle Assembly
Checkpoint®) inaktiviert und anschlieBend beginnt die Anaphase A. Wahrend der
Anaphase A trennen sich die Chromosomen und bewegen sich in Richtung der
entgegengesetzten Pole. Die Anaphase B tragt ebenso zur Trennung der
Chromosomen bei, da sich die Spindelpole in dieser Phase trennen. Die Telophase
wird durch die erneute Bildung der Kernmembran der neu entstandenen Schwester-
Kerne und durch die Bildung einer Furche, die beide Zellen trennt, gekennzeichnet
(Abb. 1 B).
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Abbildung 1 B: Schematische Darstellung der mitotischen Phasen

Wahrend der Interphase sind die Chromosomen und Centrosomen bereits dupliziert.
In der Prophase beginnt die Kondensierung der Chromosomen, die Centrosomen
trennen sich und die Kernmembran zerfallt. Wahrend der Prometaphase werden die
Chromosomen von den Mikrotubuli der getrennten Centrosomen ,gefangen®. In der
Metaphase werden alle Chromosomen zur Metaphaseplatte gebracht. Die Anaphase
wird durch den Verlust der Kohasion zwischen den Schwester-Chromatiden und
deren Bewegung in Richtung der Spindelpole gekennzeichnet.

(Bild modifiziert aus S. Gadde and Heald, 2004).

Current Biology

1.1 Modelle zur Bildung der mitotischen Spindel

Das vorherrschende Modell zur Bildung der mitotischen Spindeln in Anwesenheit von
Centrosomen basiert auf der dynamischen Instabilitat der Mikrotubuli. Dieser
Mechanismus wird als ,search and capture® Modell bezeichnet (Kirschner et al.,
1986): Mikrotubuli, die aus einem Centrosom stromen, werden mehreren
Wachstums- und Abbau-Zyklen unterzogen. Durch diesen dynamischen Prozess
werden sie nach dem Zufallsprinzip das Zytoplasma erkunden bis sie das Kinetochor
eines Chromosoms treffen und eine bestandige Bindung eingehen. Weil die
Mikrotubuli der duplizierten Centrosomen die bivalenten Kinetochore treffen und an
sie binden, entsteht eine bipolare Spindel. Das zweite Modell wird als ,self
organization® bezeichnet (Kirschner et al., 1986). Im Gegensatz zum ersten Modell
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polymerisieren die Mikrotubuli in Abwesenheit von Centrosomen in einer
unorganisierten Art und Weise, ohne konzentrierte Spindelpole. Fur die Organisation
einer bipolaren Spindel in diesen Zellen ist die Aktivitat mehrerer Motorproteine
unverzichtbar. Diese Proteine sind dafur verantwortlich, die nach dem Zufallsprinzip
organisierten Mikrotubuli auszusortieren und zu einer bipolaren Struktur anzuordnen.
Dennoch haben in den letzten Jahren mehrere Beweise die Existenz zusatzlicher
Mechanismen zur Herstellung der bipolaren Spindel verdeutlicht, was die

Komplexitat dieses Forschungsgebietes widerspiegelt.

1.2 Die Regulatoren der Dynamik der Mikrotubuli

Mikrotubuli-regulierende Proteine (stabilisierende und destabilisierende Proteine)
kontrollieren die Dynamik der Mikrotubuli, um eine korrekte Bildung der mitotischen
Spindel und eine reibungslose Trennung der Chromosomen in der Anaphase
sicherzustellen (Maney et al., 1998). In der letzten Dekade haben sich viele Arbeiten
mit der Rolle und der Aktivitat der Kinesin-13 Familie bei der Regulation der Dynamik
der Mikrotubuli wahrend der Mitose beschaftigt, da die Mitglieder dieser Familie der
Depolymerasen eine wichtige Rolle beim Aufbau der Spindel, bei der Spindel
Dynamik, der Bindung der Chromosomen an der Spindel und letztlich bei der

korrekten Segregation der Chromosomen spielen.

1.3 Die Kinesin-13 Familie der Motorproteine

Die Superfamilie der Kinesine enthalt molekulare Motorproteine, die ATP-Hydrolyse
nutzen, um Energie zu produzieren. Ursprunglich wurde angenommen, dass die
durch ATP-Hydrolyse produzierte Energie von allen Kinesinen benutzt wird, um sich
entlang der Mikrotubuli bewegen zu konnen. In den letzten Jahren hat die
Entdeckung der Kinesin-13 Familie, deren Mitglieder ausschliel3lich die Mikrotubuli
von beiden Enden depolymerisieren, die Annahme widerlegt (Desai et al., 1999). Die
Mitglieder der Kinesin-13 Familie wurden in mehreren Studien phylogenetisch
eingestuft (Lawrence et al., 2004; Wickstead et al., 2006). Drei Mitglieder dieser
Familie wurden in humanen Zellen identifiziert: Kif2A, Kif2B und Kif2C/MCAK
(,Mitotic Centromer Associated Kinesin®). Verwandte Kinesine mit ahnlichen

7
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katalytischen Fahigkeiten oder Sequenzahnlichkeiten wurden ebenfalls bei
Invertebraten beschrieben z. B. bei Saccharomyces cerevisiae Kip3 (Miller et al.,
1999), Plasmodium falciparum pKin-l (Moores et al., 2002) und Drosophila
melanogaster KIp10A, KIp59C (Rogers et al., 2004). Betrachtet man die
Proteinstruktur, stellt man fest, dass sie bei allen Kinesin-13 Mitgliedern aus einer
globularen N-terminalen Domane bestehen, die die subzellulare Lokalisation
mitbestimmt (Maney et al., 1998; Wordeman et al., 1990, Kline-Smith et al., 2004).
Nach der N-terminalen Domane folgt eine positiv geladene ,Neck“-Domane, die an
der Regulation der katalytischen Aktivitat beteiligt ist (Maney et al., 2001). Der
katalytische Bereich, der die ATP- und Mikrotubuli-Bindestellen beinhaltet, befindet
sich in der Mitte des offenen Leserasters. Infolge dessen wird die Familie der
Kinesine als Kin-M (,Middle Kinesin®“) oder Kin-l (,/nternal Kinesin“) bezeichnet (Vale
et al., 1997). Die C-terminale Domane wird fur die Dimerisierung bendtigt (Maney et
al., 2001) (Abb. 2).

4 R
CT
Regulation der  Regulation der katalytischen hoch-konservierter ATP und Dimerisierung
Subzellularen Aktivitat Mikrotubuli Bindungsbereich
Lokalisationen

J

Abbildung 2: Schematische Darstellung der sekunddren Aminosaure-Struktur
der Kinesine-13 sowie der Funktion der einzelnen Bereiche
(Bild modifiziert aus S.C. Ems-McClung et al., 2010)

1.3.1 Die subzellulare Lokalisation der Kinesin-13 Familie in der Mitose

Das erste Mitglied der Kinesin-13 Familie, dessen mitotische Lokalisationen
beschrieben wurden, war das Protein MCAK. Wahrend der Mitose befindet es sich
an den Spindelpolen, an den Centromeren/Kinetochoren, sowie an den Plus-Tips der
Mikrotubuli und im Zytoplasma (Wordeman et al., 2005; Moore et al., 2005). Das
zweite Mitglied dieser Familie KIF2A ist hauptsachlich an den Spindelpolen lokalisiert
(Gaetz et al., 2004; Ohi et al., 2007). Aufgrund der sehr niedrigen Expression von
KIF2B, ist die Lokalisation des Proteins noch nicht klar identifiziert. Dennoch weist
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das EGFP-KIF2B Fusionsprotein ebenfalls eine centromerische Lokalisierung auf
und auch eine Prasenz an den Spindelpolen (Manning et al., 2007). Diese
verschiedenen Lokalisationen heben das Potential der Kinesin-13 Mitglieder in der
Bildung der mitotischen Spindel hervor. Dariiber hinaus weist die Uberlagerung ihrer

mitotischen Lokalisationen auf eine mogliche Redundanz ihrer Funktion hin (Abb. 3
A, B).

\
MOCAK
Cont Minus-End K-feer Kinetochong- Microbubule
B Se rus-:me Microtubule Microtubule Microtubule Plus-End
g —" Dynamics Dynamics Attachmeants Tracking
N\

Abbildung 3: Lokalisation und Funktion der Kinesin-13 Familie in der Mitose

A: Die Kinesine-13 der Vertebraten haben Uberdeckende Lokalisationen an den
Spindelpolen, an den Centromeren/Kinetochoren. Zusatzlich wird MCAK im
Zytoplasma und an den Plus-Tips der Mikrotubuli beobachtet. (Kif2A in grin, Kif2B in
blau und MCAK in rot)

B: Zusammenfassung der Funktionen der Kinesin-13 Familie in der Mitose. Das
Modell zeigt die Funktion der Kinesin-13 Mitglieder in der Prophase, Metaphase und
Anaphase. (Kif2A in grin, Kif2B in blau und MCAK in rot)

(Abbildung modifiziert aus SC. Ems-McClung et al., 2010)

1.3.2 Die Kinesine-13 sind fiir den Aufbau der Spindel erforderlich

Es gibt keine Zweifel an der bedeutenden Rolle der Kinesine-13 beim Aufbau der
mitotischen Spindel. Dennoch unterscheiden sich die Prozesse, die von diesen
Depolymerasen reguliert werden, je nach untersuchtem System. So fuhrt zum
Beispiel die Depletion von MCAK in den Xenopus Ei-Extrakten zu einem sehr hohen
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Prozentsatz an monopolaren Spindeln (Walczak et al., 1996), wahrend die Inhibition
oder der Einsatz von siRNA gegen MCAK in Mammalia-Zellen nur eine leichte
Erhohung der Rate der monopolaren Spindeln verursacht (Cassimeris et al., 2004).
Diese Erkenntnisse weisen darauf hin, dass die Aktivitat von MCAK wahrend der
embryonalen Entwicklung starker bendtigt wird als in somatischen Zellen. Im
Gegensatz zur Inhibition von MCAK, verursacht die Depletion von KIF2A eine
drastische Erh6hung der monopolaren Spindeln in somatischen Zellen (Ganem et al.,
2004; Zhu et al., 2005). Alle diese Erkenntnisse liefern sehr deutliche Beweise fur die

Funktion der Kinesine-13 in der Herstellung bipolarer Spindeiln.

1.3.3 Die Kinesine-13 regulieren die Spindel Dynamik

Mit der Veroffentlichung von zahlreichen Untersuchungen zu den zellularen
Funktionen der Kinesin-13 Depolymerasen in den letzten Jahren, ist klar geworden,
dass sie eine bedeutende Rolle bei der Regulation der Dynamik der Spindel spielen.
Diese Erkenntnisse kamen aus Studien, in denen die Inhibition dieser
Depolymerasen zur Storung des Verhaltens und der Dynamik der Mikrotubuli-
Polymere fuhrten. Interessanterweise wurden diese Beobachtungen in annahernd
jedem untersuchten System, sei es mitotisch oder meiotisch, festgestellt (Walczak et
al., 1996; Goshima et al., 2003; Rogers et al., 2004; Ganem et al., 2004; Holmfeldt et
al., 2004; Morales et al., 2005). Dennoch hangt die betroffene Unterklasse der
Mikrotubuli mit dem untersuchten Mitglied der Kinesin-13 Familie zusammen (Abb. 2
B). So fuhrt einerseits die Behandlung von Drosophila-Zellen mit einer siRNA gegen
KLP10A (KIF2ZA Homolg) zu erheblichen Storungen des Mikrotubuli-Umsatzes
(,turnover*) spezifisch in der Nahe der Mikrotubuli Minus-Enden (Buster et al., 2007).
Andererseits verursacht die Inhibition von MCAK eine deutliche Reduzierung im
Umsatz der Mikrotubuli der Kinetochor-Fiber (spater als K-Fiber bezeichnet), aber
keinen sichtbaren Effekt auf die Mikrotubuli der Spindel. Die genaue Regulation der
Mikrotubuli der K-Fiber durch MCAK ist fur die Segregation der Chromosomen
wahrend der Anaphase und dadurch fur die genomische Stabilitat unentbehrlich
(Bakhoum et al., 2009). Die unglaublich komplizierten Effekte der Kinesine-13 sowohl
auf den Aufbau der Spindel als auch auf die Regulation der Dynamik der Mikrotubuli
fuhren zu einer sehr interessanten Vorstellung, die in den letzten Jahren bestatigt
wurde: Storungen in der Dynamik einer Unterklasse der Mikrotubuli, seien es die

10



Einfuhrung

Mikrotubuli der Spindel oder die Mikrotubuli der K-Fiber, konnte auf indirektem Weg
ebenfalls Stérungen in der Dynamik der Mikrotubuli der anderen Klasse hervorrufen
(Manning et al., 2007).

Zusammen zeigen diese Studien, dass die Aktivitat jedes Mitgliedes der Kinesin-13
Familie in den unterschiedlichen Bereichen der Spindel nachzuweisen und zeitlich
fein gesteuert ist, um einen korrekten Aufbau der Spindel und eine reibungslose

Segregation der Chromosomen gewahrleisten zu kdnnen.

1.3.4 Die Kinesine-13 sind fiur die Korrektur der Mikrotubuli-Kinetochor
Fehlverknupfungen verantwortlich

Die Depletion von centromerischem MCAK in den Saugetierzellen Ptk2 fuhrte zum
Auftreten zurtckgebliebener oder ,lagging“ Chromosome in der Anaphase (Kline-
Smith et al., 2004). Im Rahmen einer Arbeit wurden diese ,/lagging”“ Chromosome auf
morphologische Unterschiede im centromerischem Bereich nach Depletion von
MCAK untersucht. Diese Untersuchungen basierten auf der Analyse der Verteilung
von CREST, ein autoimmun Serum, das fur die Darstellung der Centromere
verwendet wird. Diese ,lagging”“ Chromosome zeigten eine ubermallig ausgedehnte
Farbung im Bereich des Centromers, was auf merotelische Bindungen hindeutete.
Dies wurde mit Hilfe der Elektronenmikroskopie bestatigt. ,Live Imaging” Techniken
zeigten, dass das Auftreten dieser ,/lagging” Chromosome als Folge der Anhaufung
von Kinetochor-Mikrotubuli Fehlverknipfungen nach Depletion von MCAK (Kline-
Smith et al., 2004) auftrat. Die Fehlverknupfungen konnten nicht korrigiert werden
und fuhrten zu Problemen bei der Bewegung der Chromosomen in Richtung der
Metaphaseplatte (,chromosome congression®) wahrend der Prometa-Metaphase. In
einer anderen interessanten Studie zu den Korrektur-Mechanismen solcher
Fehlverknipfungen konnte gezeigt werden, dass MCAK diese Bindungsfehler nicht
nur durch den kompletten Abbau der falsch verbundenen Mikrotubuli aufhebt,
sondern agiert auch nur durch die Lockerung der in den Kinetochoren eingebetteten
Mikrotubuli. Diese Lockerung fuhrt schlieBlich zum Verlust der Affinitat der
Mikrotubuli zu den Kinetochoren und letztlich zum Verlust dieser Fehlverknipfungen
(Wordeman et al., 2007). Aus den Ergebnissen beider Studien lasst sich

zusammenfassen, dass die Funktion der Kinesine-13, im Wesentlichen die von
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MCAK, sehr wichtig fur die Regulation der Kinetochor-Mikrotubuli Bindungen ist und
spiegelt gleichzeitig die Komplexitat der Mechanismen wider, die von den Kinesinen-

13 verwendet werden, um diese Bindungen zu kontrollieren.

1.3.5 Modell zur Depolymerisierung der Mikrotubuli durch die Kinesine-13

Wie genau depolymerisieren die Kinesine-13 die terminalen Tubulineinheiten?

Lange Zeit war diese Frage ein grof3es Ratsel fur Forschungsgruppen, die sich mit
der Familie der Kinesine-13 beschaftigt haben. Erst nach der Veroffentlichung einer
beeindruckenden Studie im Jahr 2004 (Ogawa et al., 2004), gewann man endlich
detaillierte Einblicke in die Mechanismen der Depolymerisierung des Tubulins durch
die Kinesin-13 Familie. Eine der wichtigsten Erkenntnisse dieser Studie war die
Aufklarung der ,X-ray* Kristallstruktur des minimal-aktiven Konstruktes der Maus
KIF2C/MCAK. Dieses minimal aktive Konstrukt bestand aus dem katalytischen
Bereich und 50 N-terminalen Aminosauren des ,Neck® Bereiches (Ogawa et al.,
2004). Die Wahl dieses Konstruktes basierte auf vorangegangenen Studien (Maney
et al., 2001), die die Fahigkeit des Konstruktes zur Depolymerisierung der Mikrotubuli
in vivo nachgewiesen haben. Experimentell wurde die Kristallstruktur von MCAK in
Anwesenheit von ADP und einem ATP-Analog AMP-PNP angefertigt. Es hatte sich
aber feststellen lassen, dass MCAK die gleiche Kristallstruktur aufweist unabhangig
davon, mit welchem Nukleotid MCAK verbunden war. An diesem Modell liel3 sich
beobachten, dass alle konservierten Bereiche, die spezifisch fur die Kinesin-13
Familie sind, bestimmte funktionelle Strukturen bilden. Diese hoch-konservierten

Bereiche organisieren sich in vier funktionellen Doméanen (Abb. 4 A):

1. Der ,Neck“-Bereich: sehr reich an positiv geladenen Aminosauren mit einer
sehr steifen und klar definierten Struktur. Die proximale Region des ,Neck"-
Bereiches zeigt eine helikale Struktur. Ein anderes Merkmal ist die
Anwesenheit einer Art Schlaufe im Bereich des Familien-spezifischen und
hoch-konservierten Prolin 243 (Abb. 4). Mit Hilfe dieser Schlaufe wechselt die
,Neck‘-Helix die Richtung und erstreckt sich vertikal in Richtung der
Mikrotubuli.

2. Der KVD-Finger: Ist in der Loop-2 Iokalisiert und stellt eine der

signifikantesten und Familien-spezifischen Bereiche dar. Er besteht aus zwei
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antiparallelen B-Faltblattern (,3-sheets), die mit einem sogenannten ,Turn"
verbunden werden. Dieser ,,Turn“ besteht aus drei Familien-spezifischen und
konservierten Aminosauren: Lysin 293, Valin 294 und Aspartat 295. Das
Ganze bildet eine starke fingerartige Struktur, die eine kritische Rolle bei der
Aktivitat der Kinesine-13 spielt.

. Der ,switch I“ (a-Helix 2-Loop 9) Bereich: Der Bereich, der die ATP-
Hydrolyse reguliert.

. Der ,,switch lI“(a-Helix 4- a-Helix 6) Bereich: Ein sehr gut charakterisierter
Bereich, der fur die Bindung des Proteins MCAK mit den Mikrotubuli

verantwortlich ist.

Prolin 243

Switch |

Switch Il

KVD-Finger

J

Abbildung 4: Schematische Darstellung der Kristallstruktur von MCAK sowie
des Mechanismus der Mikrotubuli Depolymerisierung

A: Darstellung der Kristallstruktur von MCAK. Vergleich der Struktur von MCAK in
Anwesenheit von ADP (,Switch | in blau) und vom ATP-Analog AMP-PNP
(,Switch 1 in rot). Die wichtigsten Doméanen fur die Mikrotubuli Depolymerisierung
wurden ebenfalls dargestellt.

(Bild modifiziert aus Ogawa T. et al., 2004)

B: Der Mechanismus der Mikrotubuli Depolymerisierung durch MCAK. (1) Das ADP-
gebundene MCAK (blau) bindet an die Oberflache der Mikrotubuli. (2) Der positiv
geladene ,Neck® interferiert mit der negativ geladenen Mikrotubuli Oberflache und
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verhindert dadurch die Bindung zwischen MCAK und Mikrotubuli. Die ATP-Tasche
bleibt offen, so dass keine ATP-Hydrolyse stattfindet bis MCAK das Ende der
Mikrotubuli erreicht hat. (3) MCAK erreicht das Ende der Mikrotubuli. Die verbogene
Konformation der Protofilamente erlaubt den vollstdndigen Kontakt zwischen dem
katalytischen Bereich von MCAK und den Protofilamenten. Es erfolgt die Hydrolyse
des ATP. AnschlieBend destabilisiert die ,Neck-Helix (grin) die lateralen
Verbindungen der benachbarten Protofilamente, und der KVD-Finger (in Rot) fuhrt zur
Stabilisierung der verbogenen Konformation der Protofilament-Interdimere. (4) Die
Tubulin-Untereinheiten werden spontan aus den Protofilamenten entlassen. Die ATP-
Hydrolyse ermdglicht MCAK, sich von den entlassenen Tubulin-Untereinheiten zu
trennen und sich fir andere Depolymerisierungszyklen vorzubereiten. (5 und 6)
Andernfalls bleibt MCAK nach der Entlassung der Tubulin-Untereinheiten an der
Oberflache des Protofilaments und gleitet zurlick zum nachsten Tubulin-Dimer.

(Bild modifiziert aus Ogawa T. et al., 2004)

1.3.6 Modell zur Depolymerisierung der Mikrotubuli durch MCAK

Die ersten Beobachtungen zur Aktivitat der Kinesin-13 lielen vermuten, dass die
Mitglieder dieser Familie mdogliche Interaktionen mit der Mikrotubuli-Oberflache
zeigen. Nachdem gezeigt wurde, dass diese Interaktion sehr instabil ist und die
Kinesine-13 vielmehr eine sehr groRe Affinitdt zu beiden Enden der Mikrotubuli
haben, hat sich die Vermutung als falsch erwiesen. Es steht inzwischen fest, dass
die ATP-Hydrolyse nicht oder nur sehr geringfugig auf der Seitenwand der
Mikrotubuli stattfindet. Dies bedeutet, dass die Kinesine-13 in der Lage sind, bis an
die Enden der Mikrotubuli (Plus-Enden oder Minus-Enden) zu gleiten ohne jeglichen
Verlust von Energie (Desai et al., 1999; Hunter et al., 2003). Im Laufe der letzten
Jahre lielen sich enorme Fortschritte im Verstandnis der Funktion von MCAK und
allgemein der Kinesin-13 Familie erzielen. Eines der interessantesten und
aufschlussreichsten Modelle (siehe Abbildung 4) wurde im Jahr 2004 publiziert
(Ogawa et al., 2004). Es ist bereits bekannt, dass der katalytische Bereich des
Proteins MCAK eine konvexe Struktur besitzt. Diese konvexe Struktur passt nicht zu
der flachen und geraden Oberflache der Mikrotubuli, was zu Instabilitat zwischen
dem katalytischen Bereich und der Oberflache der Mikrotubuli fuhrt. Diese unstabilen
Bindungen wurden als ,frustrierte® Bindungen bezeichnet. Dazu inhibieren die
sterischen Interferenzen den vollstandigen Kontakt zwischen dem ,Neck“-Bereich
von MCAK und den danebenliegenden Mikrotubuli-Protofilamenten. Zusatzlich
unterstutzten die elektrostatischen Interaktionen zwischen den positiv geladenen
,Neck“-Bereich und der negativ geladenen Oberflache der Mikrotubuli die

eindimensionale Diffusion von MCAK bis zu den Enden der Mikrotubuli. Wahrend
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dieser Diffusion bleibt die ATP-,Tasche” in einem offenen Zustand, so dass das
gebundene ATP nicht oder sehr langsam hydrolysiert wird. An den Enden der
Mikrotubuli nehmen die Protofilamente spontan eine gebogene Struktur an (,curls®
oder ,peels®). Wenn MCAK das gebogene Ende der Protofilamente erreicht, etabliert
sich ein vollstandiger Kontakt zwischen dem katalytischen Bereich und den Tubulin-
Untereinheiten. Nach Herstellung des Kontaktes fugt sich die a4-Helix in der
intradimerischen Furche (Bereich zwischen a-Tubulin-Untereinheit und B-Tubulin-
Untereinheit) der Tubulin-Untereinheiten ein, was zur Stabilisierung dieser
verbogenen Struktur fuhrt. Erst zu diesem Zeitpunkt schlie3t sich die ATP-Tasche
und daraufhin erfolgt die ATP-Hydrolyse. Parallel zur Hydrolyse wird der KVD-Finger
in der interdimerischen Furche (Bereich zwischen zwei a- und B-Tubulin-Einheiten)
eingesetzt und fuhrt ebenfalls zur Stabilisierung der verbogenen Struktur am Ende
der Protofilamente. Die Helix des ,Neck“-Bereiches wird anschlieffend tief entlang
der seitlichen Wand der Protofilamenten eingesetzt. Dies fuhrt zur Destabilisierung
der lateralen Kontakte und Wechselwirkungen mit den benachbarten
Protofilamenten. Es scheint, als ob die wichtigste Funktion von MCAK die
Stabilisierung der spontan entstandenen verbogenen Struktur der Protofilamente am
Ende der Mikrotubuli ist. Interessanterweise wurde in mehreren anderen Studien
berichtet, dass die Stabilisierung solcher verbogenen Strukturen am Ende der
Protofilamente allein ausreichend ist, um die Dynamik der Mikrotubuli in Richtung
Depolymerisierung umzuschalten. Die Tubulin-Oligomere werden aufgrund dieser
Stabilisierung spontan aus den Enden der Protofilamenten entlassen (Muller Reichert
et al., 1998). Als Beispiel wurde in einer Studie gezeigt, dass das Stathmin Protein
die Depolymerisierung der Mikrotubuli nur durch eine passive Bindung und
Stabilisierung der verbogenen Enden der Protofilamente erzielt (Gigant et al., 2000;
Watts et al., 2000). Offenbar verwendet MCAK den gleichen passiven Mechanismus
zur Depolymerisierung der Mikrotubuli. MCAK bleibt an den Enden der Mikrotubuli
gebunden und fuhrt dabei unwirksam mehrere ATP-Hydrolyse Runden durch, bis die

Tubulin-Untereinheiten spontan aus den Protofilamenten entlassen werden.

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass dieser Mechanismus auf der Rolle von
MCAK bei der Stabilisierung der verbogenen Enden der Protofilamente basiert.
Diese Stabilisierung erfolgt durch die Wechselwirkungen der drei wichtigen

funktionellen Bereiche des Proteins MCAK, dem ,Neck“-Bereich, dem KVD-Finger,
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und dem ,Switch [“-Bereich, mit den intradimeren bzw. interdimeren Furchen der

Protofilamente.

1.4 Mitotische Regulation der Aktivitat von MCAK

Die Komplexitat der von den Kinesin-13 erfullten Funktionen sowie die erstaunliche
Uberlappung ihrer Expression in der Mitose deuten darauf hin, dass die Aktivitat der
Mitglieder dieser Familie sehr genau reguliert ist. Daruber hinaus muss ihre
raumliche Verteilung in der Mitose so kontrolliert werden, dass sie zur passenden
Zeit am richtigen Ort sind, um ihre Funktion richtig durchfihren zu konnen. Ein
groler Schritt im Verstandnis der Funktion der Kinesine-13 kam aus den
Untersuchungen zur Phosphorylierung von MCAK durch die mitotische Kinase
Aurora B (Andrews et al., 2004; Ohi et al., 2004). Interessanterweise fuhrt diese
Phosphorylierung zur Inhibition der Depolymerisierungsaktivitat von MCAK in vivo
und in vitro. Aurora B phosphoryliet MCAK an mehreren Stellen innerhalb des N-
terminalen Bereiches und innerhalb des ,Neck“-Bereiches (Andrews et al., 2004; Ohi
et al., 2004; Zhang et al., 2007). Es hat sich aber gezeigt, dass das Serin 196 die
wichtigste Phosphorylierungsstelle bezlglich der Regulation der Aktivitat von MCAK
ist (Lan et al., 2004) (Abb. 5 A). Das Serin 196 und die umgebenen Aminosauren
sind bei allen Mitgliedern der Kinesine-13 hoch-konserviert (Abb. 5 B). Dies zeigt,
dass moglicherweise andere Kinesine-13 wie KIF2A und KIF2B auch durch die
Phosphorylierung dieser Stelle gesteuert werden kdnnen.
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A T Neck | cT
T95 S196 S719
Centromere/ Microtubule Microtubule Spindle
Kinetochore Plus-End Depolymerization Pole
Targeting Tracking Activity Targeting
Aurora B Aurora A
B T95 S196 S719
HSKif2B 106 IRDQRTATKWVA 142 MKQ/ S CLW 668 VKS——-———-
HSKif2A 92 VKNRRTVASIKN 152 PSRI/SICVK 690 EEE S QIN
X1Kif2A 91 VKNRRTVAPVKN 134 ASRIISICVK 670 EEE! S/ QIN
HSMCAK 90 KQKRRSVNSKIP) 187 SVRI‘SCLVK 710 LEE "S"QIS
CgMCAK 87 KQKRRSVMNSKIP 181 PAR‘KSCIVK 703 LEE)"S/QMN
X1MCAK 90 NHKRKTI—SKIP 191 QGR:ISIIVK 714 VEE ' S/QIS

Abbildung 5: Die Lokalisation und Funktion der Kinesine-13 sind durch die
Phosphorylierung von konservierten Aminosauren bestimmt
A: Schematische Darstellung der funktionellen Domane von MCAK und
Zusammenfassung der Effekte der Phosphorylierung durch Aurora B, Aurora A. Die
griinen Pfeile stellen eine Férderung und die roten Linien eine Inhibition der Aktivitat
bzw. der Lokalisation von MCAK dar.
B: Die MCAK Phosphorylierungsstellen, Threonin 95, Serin 196 und Serin 719 sind in
KIF2A konserviert, wahrend nur das Serin 196 in KIF2B konserviert ist. Die
Phosphorylierungsstellen sind rot beschriftet. Die umgebenen Aminosauren, die
ebenfalls konserviert sind, sind fur das Threonin 95 in blau, fir das Serin 196 in grin
und fur das Serin 719 in orange markiert. Das Mikrotubuli-Tip Erkennungssignal,
SXIP ist eingerahmt. Dieses Signal ist nur in MCAK konserviert.
Hs = human, XI = Xenopus laevis, CQMCAK, Chinese hamster.
(Bild modifiziert aus SC. Ems-McClung et al., 2010)

In der Tat wird die depolymerisierende Aktivitat des Proteins KIF2A durch die
Phosphorylierung von Aurora B am Serin 196 inhibiert (Knowlton et al., 2009).
Allerdings ist in Drosophila KLP59 C, dem Homolog zu KIF2A, dieses Serin 196
durch Asparaginsaure (Asp 196) ausgetauscht. Maoglicherweise fuhrt dieser
Austausch zum Vortauschen der Phosphorylierung von Aurora B, da das Protein
KLP59 C eine konstitutiv aktive Mikrotubuli Depolymerase ist (Rogers et al., 2004).
Alle diese Beobachtungen bestatigen, dass diese Phosphorylierung von Aurora B am
Serin 196 zur Inhibition der Kinesin-13 Familie fuhrt. Dennoch verursachte die
Phosphorylierung der Kinesine-13 durch die verschiedenen Kinasen nicht immer eine
Inhibition der Depolymerisierungsaktivitat: Wahrend Aurora A die Aktivitat von MCAK
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(Rogers et al., 2004) und KIF2A (Zhang et al., 2008) unterdrickt, verursacht die
Phosphorylierung von KIF2A durch die PLK1 Kinase (Polo Like Kinase 1)
(Strebhardt, 2010; Strebhardt, 2006, Yuan et al., 1997) eine Stimulierung der KIF2A
Aktivitat (Zhang et al., 2008).

Interessanterweise steuert die Phosphorylierung von MCAK durch Aurora B
gleichzeitig die subzellularen Lokalisationen dieses Kinesins in der Mitose. So fuhrt
die Phosphorylierung des Threonin 95 am Anfang der Mitose zur Rekrutierung von
MCAK vom Zytoplasma zu den Chromosomen-Armen (Zhang et al., 2007). Spater in
der Mitose fuhrt ein Zusammenspiel der Dephosphorylierung des Threonin 95 und
der Phosphorylierung des Serin 110 zur Rekrutierung von MCAK zu den

Centromeren bzw. Kinetochoren (Zhang et al., 2008).

In den letzten Jahren zeigten immer mehr Studien die Effekte der Phosphorylierung
von Aurora A auf die Kinesine-13. So steuert die Phosphorylierung von MCAK und
KIF2A durch Aurora A die Lokalisation beider Proteine an den Spindelpolen (Zhang
et al., 2008; Jang et al., 2009). Offensichtlich wird die Bindung von MCAK an den
Centrosomen zum Teil durch die Aurora- Phosphorylierung des Serin 719 gefordert
(Zhang et al., 2008).

Diese Phosphorylierungsereignisse, die einerseits die Aktivitdt und andererseits die
raumliche Lokalisationen der Kinesine-13 steuern, spiegeln deutlich den Aufwand
wider, den die verschiedenen Kinasen betreiben, um die zeitliche Aktivierung und
das korrekte raumliche Vorhandensein dieser wichtigen Familie der Depolymerasen
gewabhrleisten zu konnen. Deshalb ist es in der Zukunft auf3erst wichtig, festzulegen,
wann und wo jedes Phosphorylierungsereignis erfolgt, sowie die Mechanismen, bei
denen jede Kinase agiert, um sowohl die Lokalisation als auch die Aktivierung bzw.
Inhibition der Kinesine-13 steuern.

1.5 Der MPF-Komplex (,,Mitosis Promoting Factor")

Der Eintritt in die Mitose bendtigt von allen eukaryontischen Zellen die Aktivitat des
MPF-Komplexes (,Mitosis Promoting Factor®). Dieser Komplex besteht aus zwei
Untereinheiten, der Kinase CDK1 und der regulatorischen Untereinheit Cyclin B1
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(Nurse, 1990). In der Interphase akkumuliert Cyclin B1 ab der spaten S-Phase und in
der G2-Phase durch eine erhdhte Transkription inrer mRNA.

Danach bindet Cyclin B1 an ihre katalytische Untereinheit CDK1 und bildet den MPF-
Komplex. Dieser Komplex bleibt zunachst durch die Phosphorylierung durch zwei
Kinasen, Wee1 und Myt1, in einem inaktiven Zustand (Heald et al., 1993). Das
Protein Wee1 phosphoryliert CDK1 am Tyrosin 15, wahrend die Kinase Myt1 beide,
Tyrosin 15 und Theronin 14, phosphoryliert (Heald et al., 1993; Mueller et al., 1995).
Um den Zellen den Eintritt in die Mitose zu ermdglichen, muss der MPF-Komplex
aktiviert werden. Dies erfolgt durch die Aktivierung der Phosphatase Cdc25 C, die
zusammen mit der Isoform Cdc25 B die Dephosphorylierung beider Stellen, Tyrosin
15 und Threonin 14, einleitet. Diese Dephosphorylierungen sind aber nicht
ausreichend fur eine vollstandige Aktivierung des MPF-Komplexes. Eine zusatzliche
Phosphorylierung ist notwendig, damit die CDK1 Kinase vollstandig aktiv wird. Sie
erfolgt am Threonin 161 und wird von einem bestimmten Komplex, dem CAK-
Komplex (,CDK1 Activating Kinase®), durchgefuhrt. Erst wenn alle Modifikationen
vorhanden sind, kdnnen die Zellen mit dem mitotischen Prozess beginnen (Abb. 6).

4 )
G2-M- Phase Mitose
Plk1
®
Cdc25
Y1
T14 15 T161 T116
\ / /
CDK1 o CDK1
Cyclin B1 T Cyclin B1
Inaktiver MPF Komplex aktiver MPF Komplex
| Wee1/ Myt1 \
Aktivierung der M-Phase: Zerfall der Kernmembran, Centrosomen
Duplikation und Trennung, Spindel Aufbau
. J
Abbildung 6: Aktivierung des MPF-Komplexes wihrend des Ubergangs
G2-M-Phase.

Die Cdc25 Phosphatase wird durch Plk1 hyperphosphoryliert und daraufhin aktiviert.
Die Dephosphorylierung am Threonin 14, Tyrosin 15 durch Cdc25 fuhrt zur
Aktivierung des MPF-Komplexes. Diese Aktivierung wird durch die Inhibition der
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Wee1/Myt1 Proteine durch Plk1 verstarkt. Die grunen Linien deuten auf eine
Aktivierung und die roten Linien auf eine Inaktivierung hin.

1.6 Cyclin B1/CDK1 zwischen Zytoplasma und Kern

Mehrere Studien zur Lokalisation von Cyclin B1 in Xenopus und in HelLa-Zellen
haben gezeigt, dass dieses Protein ein hoch dynamisches Verhalten aufweist. Das
heilt, dass Cyclin B1 wahrend der Interphase fortlaufend zwischen Zytoplasma und
Kern pendelt (Yang et al., 1998). Das Importieren von Cyclin B1/CDK1 in den Kern
erfolgt durch die Bindung von Cyclin B1 an B-Importin, dabei spielt CDK1 flur die
Translokation des Komplexes in den Kern eine unwesentliche Rolle.

Vor dem G2-M Ubergang verbleibt Cyclin B1/CDK1 im Zytoplasma. Dies erfolgt
durch den Effekt des CRM1-Faktors (Exportin 1). CRM1 erkennt einen bestimmten
Bereich in der Aminosauren-Sequenz von Cyclin B1, das CRS-Motiv (,Cytoplasmic
Retention Signal®), der fur die zytoplasmatische Lokalisation von Cyclin B1
verantwortlich ist (Pines et al., 1994). Am Anfang der Mitose wird Cyclin B1 an vier
Stellen innerhalb des CRS-Bereiches phosphoryliert. Diese Phosphorylierungen
fordern einerseits die Translokation des Cyclin B1/CDK1 in den Kern, und fuhren
andererseits zum Festhalten des Komplexes innerhalb des Nucleus, wo er fur den

Verlauf der unterschiedlichen Phasen der Mitose unentbehrlich ist.

1.7 Die Ausfiihrung der Mitose unter der Fiihrung von Cyclin B1/CDK1
1.7.1 Potentielle Substrate von CDK1

In vitro Kinase-Assays, die mit aufgereinigter CDK1 Kinase durchgefuhrt wurden,
zeigten, dass diese Kinase einen breiten Bereich an Substraten phosphorylieren
kann. Beispiel-Substrate sind unter anderem Histone H1, Cyclin B1, Lamin A, B und
C, Nucleolin, MAP4 (,Microtubules Associated Protein 4), Myosin Il, Vimentin, Rb-
Protein, P53 und die RNA-Polymerase Il (Kishimoto, 1994). Nach genauer
Untersuchung der Aminosaure-Sequenzen dieser in vitro Substrate entdeckte man,
dass alle Uber ein bestimmtes Sequenz-Motiv verfigen, dass als Konsensus-Motiv
fur die Phosphorylierung durch CDK1 vorgeschlagen wurde.
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Dieses Motiv war S/T-P-X-K/R, in dem das phosphorylierte Serin oder Threonin von
einem Prolin, von einer polaren Aminosaure (X), und schlief3lich von einer basischen
Aminosaure gefolgt wird (Moreno et al., 1990). Die Entdeckung dieses Konsensus-
Motivs legte den Meilenstein fur die Aufklarung der Kaskade an Ereignissen, die von
der genannten ,Master” Kinase CDK1 gesteuert sind und fur die Durchfihrung der
Mitose unverzichtbar sind. In der Praxis wird der Komplex Cyclin B1/CDK1 mit dem
Zerfallen der Nuklearmembran, mit der Centrosomen Reifung und Trennung, mit der
Chromosomen Kondensierung, mit dem Aufbau der Spindel und mit der
Chromosomen Segregation verbunden. All das reflektiert die komplizierte Funktion

und die grol3e Bedeutung dieser Kinase fur den Verlauf jeder Phase der Mitose.

1.7.2 Der Zerfall der Nuklear-Membran: Die Kernhulle besteht aus einer inneren
und einer auleren Kern-Membran. Unter der inneren Kernmembran liegt ein
faserformiges Protein-Netzwerk, das als Nuklear-Lamina bezeichnet wird. Die
Hauptkomponente dieser Nuklear-Lamina sind die Lamin-Proteine Typ A und B. So
phosphoryliert Cyclin B1/CDK1 wahrend der Mitose das Lamin B Protein an der N-
terminalen Domane am Serin 16. Da die Lamine B zur Familie der intermediaren
Filamente gehoren, fuhrt diese Phosphorylierung zur Depolymerisierung und zum
Verlust dieser Komponente von der Kernhille. Dies verursacht letztendlich den
Abbau der Kern-Lamina (Peter et al., 1990).

1.7.3 Die Kondensierung der Chromosomen: Die Chromosomen Kondensierung
ist ein recht kompliziertes Ereignis, das am Anfang der Mitose stattfindet. Histone H1
und Histone H3 sind Beispiele der Proteine, die unter anderem an diesem Prozess
beteiligt sind. Es wurde bereits nachgewiesen, dass wahrend der Mitose beide
Proteine hyperphosphoryliert werden und hervorragende in vitro Substrate fur CDK1
darstellen (Langan et al., 1989). Das Protein Histon H1 besteht aus drei Domanen:
einer zentralen, hydrophoben, globularen Domane, die mit dem Histon-Kern
wechselwirkt, und aus zwei basischen, flexiblen Armen an den N- und C-terminalen
Enden, die fur das Umklammern des DNA-Linkers verantwortlich sind. Die K/R- S/T-
P-X-K/R Sequenz an den terminalen Enden des Histons H1 ist gleichzeitig fur die

enge Interaktion zwischen diesen Enden und dem DNA-Linker verantwortlich
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(Churchill et al., 1991) und stellt das Motiv fur die Phosphorylierung durch CDK1 dar.
In der Tat mindert die Phosphorylierung von Histon H1 durch CDK1 seine
Assoziation mit dem DNA-Linker. Die Abnahme dieser Interaktion erlaubt folglich den
Zugang zum Chromatin durch die putativen Faktoren, die fur die Kondensierung der

Chromosomen verantwortlich sind.

1.7.4 Aufbau der Spindel: Wahrend des Ubergangs G2/M-Phase wird das
komplette Mikrotubuli-Netzwerk neu organisiert, um die Entstehung der mitotischen
Spindel zu gewabhrleisten. Diese Umordnung der Mikrotubuli scheint ebenfalls durch
die Phosphorylierung unterschiedlicher Substrate vom Cyclin B1/CDK1 Komplex
gesteuert zu werden. Eines der wichtigsten Substrate von CDK1 sind die
Motorproteine, darunter die Kinesine und die Dyneine. In Mammalia-Zellen konnte
gezeigt werden, dass CDK1 die Familie der MAP 4 Proteine (,Microtubules
Associated Protein 4°) in vivo phosphorylieren kann. Dies fuhrt zum Verlust des
stabilisierenden Effektes dieser Proteine auf die Mikrotubuli, was wiederum zu einem
schnellen und ausgepragten Abbau der Mikrotubuli fuhrt. Dartber hinaus veranlasst
die Phosphorylierung des Kinesins Eg5 eine Verstarkung der Affinitat des Kinesins
zu den Mikrotubuli der Spindel, was fur die Bildung einer bipolaren Spindel sehr
wichtig ist (Cahu et al., 2008).

1.7.5 Segregation der Chromosomen: Durch die Degradierung von Cyclin B1
wahrend des Ubergangs von Metaphase zur Anaphase wird die Kinase CDK1
inaktiviert, was den Zellen die Segregation der bereits duplizierten Chromosomen
und dadurch den Austritt aus der Mitose erlaubt. Durch die Degradierung von Cyclin
B1 und die darauf folgende Inaktivierung von CDK1 wird das mitotische Kontroll-
System (SAC = ,Spindle Assembly Checkpoint®) auller Gefecht gesetzt. Dieser
Schritt fuhrt zur Degradierung der Cohesine (Proteine, die an Schwester-
Chromatiden binden) und zur Segregation der Chromosomen (Saskia et al., 2008).
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Wahrend der Mitose belegt MCAK unterschiedliche Lokalisationen, so ist es an den
Spindelpolen, an den Mikrotubuli der Spindel, an den Chromosomen-Armen und an
den Centromeren/Kinetochoren zu finden. Die Fahigkeit von MCAK, die Mikrotubuli
zu depolymerisieren, zusammen mit seiner Lokalisation an den Kinetochoren
machten aus dieser Depolymerase einen hervorragenden Regulator der Mikrotubuli-
Kinetochor-Dynamik (Kline-Smith et al., 2004). Stérungen dieser Regulation fuhren
zum Auftreten von Problemen bei der Segregation der Chromosomen und zu
chromosomaler Instabilitat. Aufgrund der starken Lokalisation von MCAK an den
Centrosomen stand in den letzen Jahren die Funktion von MCAK an den
Spindelpolen im Mittelpunkt. Es war sehr interessant zu beobachten, dass die
Depletion von MCAK durch siRNA zu Problemen bei der Herstellung bipolarer
Spindeln fuhrt (Stout et al., 2006). In den letzten Jahren sind dies bezuglich sehr
interessante Studien erschienen. Dennoch ist wenig uber die Funktion von MCAK an
den Spindelpolen bekannt. Es ist bereits bekannt, dass eine deregulierte Aktivitat des
MPF-Komplexes, bestehend aus Cyclin B1/CDK1 sowohl zu chromosomaler
Instabilitat als auch zu Spindel-Aberrationen fuhrt (Yuan et al., 2006). Es steht noch
nicht fest, wie genau diese ganzen Ereignisse von Cyclin B1/CDK1 reguliert werden.
Sicher ist, dass es durch Aktivierung bzw. Inhibition von unterschiedlichen
Substraten wahrend der Mitose erfolgt. In dieser Hinsicht war es interessant zu
untersuchen, ob MCAK eines dieser Substrate ist. Daher ist das Ziel dieser Arbeit,
die in vitro- und in vivo-Interaktionen zwischen CDK1 und MCAK zu untersuchen und
zu charakterisieren. Insbesondere sollte festgestellt werden, ob diese
Phosphorylierung in synchronisierten Zellen stattfindet, und wenn Ja, wann und wo
diese erfolgt. Ferner ist der Schwerpunkt dieser Studie, die funktionelle Bedeutung
der Phosphorylierung von MCAK durch CDK1 zu erlauten. Daher wurden folgende
Fragestellungen bearbeitet:

1. Fuhrt die Phosphorylierung von MCAK durch CDK1 zu einer Anderung der

katalytischen Aktivitat in vitro und in vivo?

2. Hat diese Phosphorylierung eine Bedeutung fur die mitotischen Lokalisationen
der Depolymerase MCAK?
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3. Weisen Storungen dieser Phosphorylierung Effekte auf den Verlauf des
Zellzyklus auf?

4. Fuhren Storungen der Phosphorylierung von MCAK durch CDK1 in humanen
Zellen zum Auftreten von phanotypischen Aberrationen?
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2. Ergebnisse

2.1 Zellzyklus-abhangige Proteinexpression von MCAK und Cyclin B1/CDK1

Zum Zweck der Untersuchung, ob Cyclin B1/CDK1 und MCAK in der Regulation der
Mitose zusammenwirken, wurde die Expression der einzelnen Proteine im Verlauf
des gesamten Zellzyklus verfolgt. Dafur wurden HelLa-Zellen in der G1/S-Phase
mittels eines Doppel-Thymidin Blocks synchronisiert und anschliel3end in frisches
Medium entlassen. Zellen wurden anschliel3end zu verschiedenen Zeitpunkten fur
Western-Blot Analysen geerntet. MCAK-, Cyclin B1- und CDK 1-Antikorper wurden
fur die Detektion der entsprechenden Proteine verwendet (Abb. 7 A). Die Expression
von MCAK scheint wahrend des Zellzyklus in den HelLa-Zellen reguliert zu sein: Das
MCAK Protein fangt wahrend der S-Phase an zu akkumulieren (Abb. 7 A, obere
Reihe, Spur 4), wobei die Menge bis in die G2-Phase kontinuierlich zunimmt (Abb. 7
A, obere Reihe, Spur 5 und 6). Interessanterweise ist eine zusatzliche, langsam
migrierende Bande aufgetreten, als die Zellen in die Mitose eintraten (Abb. 7 A,
obere Reihe, Spur 7). Diese Bande ist ein Hinweis fur eine sekundare Modifikation
von MCAK, die in der Mitose stattfindet. Wahrend die Expression von CDK1 im
Verlauf des gesamten Zellzyklus unverandert bleibt (Abb. 7 A, dritte Reihe), zeigt die
Expression von Cyclin B1 Zellzyklus-abhangige Veranderungen, vergleichbar mit der
des MCAK Proteins. Die Expression von Cyclin B1 erreicht die hochste
Konzentration nach 10 Stunden (Abb. 7 A, zweite Reihe, Spur 7). Die maximale
Konzentration von Cyclin B1 korreliert zeitlich mit dem Auftreten der phosphorylierten
MCAK Bande und stellt einen deutlichen Hinweis fur die Phosphorylierung von
MCAK durch den aktiven Komplex Cyclin B1/ CDK1 dar. Nach 12 Stunden nimmt
sowohl die Konzentration von Cyclin B1 als auch die von MCAK ab. Die Abnahme
von MCAK stimmt mit vorherigen Studien uberein, die von einer Proteasom-
abhangigen Degradierung von MCAK am Ende der Mitose berichten (Ganguly et al.,
2008).
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Abbildung 7: Das Zellzyklus-regulierte MCAK colokalisiert und interagiert mit
dem Komplex Cyclin B1/CDK1

A: Zellzyklus-abhangige Expression von MCAK und Cyclin B1 in HeLa-Zellen.
HelLa-Zellen wurden mittels eines Doppel-Thymidin Blocks in die G1/S Phase
synchronisiert und anschlieBend in frisches Medium entlassen. Zu gezeigten
Zeitpunkten wurden die Zellen geerntet und Proteinlysate fiir Western Blot Analysen
hergestellt. Zur Detektion der Proteine wurden Antikérper gegen MCAK (obere
Reihe), Cyclin B1 (zweite Reihe), CDK1 (dritte Reihe) und B-Actin (als
Standardisierung, letzte Reihe) eingesetzt. Die Molekulargewichte in KDa sind links
angegeben.

B: Immunofluoreszenz Farbungen zur rdumlichen Verteilung von MCAK und CDK1.
HelLa-Zellen wurden mit EGFP-MCAK-WT transfiziert und in die G1/S Phase
synchronisiert. Zehn Stunden nach Entlassung der Zellen in frisches Medium, wurden
sie fixiert und mit den spezifischen Antikérpern gegen CDK1 und die DNA mit DAPI
gefarbt. Das EGFP Signal erkennt man in der ersten Spalte, CDK1 in der zweiten und
DAPI in der dritten Spalte. Die drei Spalten werden in dem ,merge* Bild fusioniert.
Mafistab: 10um

26



Ergebnisse

C: Expression von MCAK in unterschiedlichen Krebszellen. Western Blot Analysen
von MCF-7, SW-480, HelLa, Saos-2 Zellen, die entweder nicht synchronisiert (C), mit
einem Doppel-Thymidin Block (T), oder mit Thymidin/Nocodazol (N) synchronisiert
wurden. Es wurde die Expression sowohl von MCAK, Cyclin B1, CDK1 als auch die
des phosphorylierten CDK1 (mitotische Marker) mittels Antikdrpern untersucht. B-
Actin wurde als Standardisierung betrachtet. Die Molekulargewichte in KDa sind links
angezeigt.

D: Co-Immunoprazipitation in Flag-MCAK WT transfizierten HeLa-Zellen.
HelLa-Zellen wurden mit Flag-MCAK WT transfiziert und mittels Thymidin/Nocodazol
in die G2/M Phase synchronisiert. Flag-MCAK WT Protein wurde mittels spezifischen
Antikérpern aus den Lysaten prazipitiert. Die Prazipitate wurden einer Western Blot
Analyse unterzogen. Flag, Cyclin B1 und CDK1 Antikérper wurden fir die Detektion
der Proteine eingesetzt. Die Molekulargewichte in KDa sind links angezeigt.

E: Co-Immunoprazipitation in nicht transfizierten HeLa-Zellen.

HelLa-Zellen wurden mit Thymidin/Nocodazol in die G2/M Phase synchronisiert.
MCAK, Cyclin B1 und CDK1 wurden aus den Lysaten mit den entsprechenden
Antikérpern prazipitiert. Als Kontrolle wurden die Lysate mit normalem Serum (IgG)
inkubiert. Die Prazipitate wurden mit Western Blot untersucht. MCAK, Cyclin B1 und
CDK1 Antikérper wurden fir die Detektion der Proteine benutzt. Die
Molekulargewichte in KDa sind links angezeigt.

Diese Beobachtungen zeigen, dass die Expression von Cyclin B1 und MCAK eine
ahnliche zeitliche Kinetik aufweisen, und dass das Erscheinen einer phosphorylierten
Form von MCAK in der Mitose auch auf die Aktivitat von Cyclin B1/CDK1

zuruckzufiuhren sein kann.

Zur Untersuchung der raumlichen Verteilung, und um dadurch eine mogliche
Interaktion zwischen MCAK und CDK1 zu prufen, wurden immunzytochemische
Farbungen durchgefuhrt. HeLa-Zellen wurden mit dem EGFP-MCAK-WT (WT =
Wildtyp) transfiziert. Die Zellen wurden dann mittels eines Doppel-Thymidin Blocks in
die G1/S Phase synchronisiert und anschlie®end fur 10 Stunden in frisches Medium
entlassen, so dass die Zellen sich zum Zeitpunkt der Farbung in der Mitose
befanden. Das Protein CDK1 wurde mit spezifischem Antikorper gefarbt und die DNA
wurde dann mit DAPI gefarbt (Abb. 7 B). Die Abbildung zeigt Beispiele von Zellen,
die sich in den unterschiedlichen Phasen der Mitose befinden. Die Abbildung 7 B
zeigt deutlich, dass beide Proteine wahrend der Prometaphase auch am Centrosom
colokalisieren (Abb. 7 B, erste Reihe). Zusatzlich ist MCAK auch im
Zytoplasmabereich und im Chromatinbereich, vorhanden. In der Metaphase zeigen
beide Proteine, MCAK und CDK1, hauptsachlich eine Colokalisation an den
Centrosomen, sind aber auch entlang der mitotischen Spindel und an der
aquatoriellen Platte sichtbar (Abb. 7 B, zweite Reihe). In der Anaphase war die
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Colokalisation beider Proteine an den Centrosomen kaum nachweisbar, wahrend
MCAK im Bereich der Mitte der Spindel sehr stark exprimiert war (Abb. 7 B, dritte
Reihe). In der Telophase liel} die Starke der Signale beider Moleklile an den
Centrosomen nach, sie blieben aber dennoch sichtbar. Weiterhin war MCAK an dem
»Spindle midbody” erkennbar, wahrend keine Farbung von CDK1 mehr vorhanden

war.

Diese Daten zeigten, dass MCAK und CDK1 wahrend der Mitose sowohl an den
Centrosomen, an der mitotischen Spindel, als auch an der aquatoriellen Platte
colokalisieren. Diese Colokalisation beider Proteine gibt Anlass zur Frage, ob beide
Molekule direkt interagieren.

2.1.1 Die Regulation von MCAK in verschiedenen Tumor Zelllinien

Um festzustellen, ob die Expression von MCAK in verschiedenen humanen
Tumorzelllinien ebenfalls Zellzyklus-reguliert wird, wurden neben HelLa-Zellen andere
Tumorzelllinien untersucht. MCF-7 Zellen (Mamma), SW-480 Zellen (Kolon), Saos-2
Zellen (Osteosarkoma) und HelLa-Zellen wurden jeweils entweder mit einem Doppel-
Thymidin Block in die G1/S Phase oder mit Thymidin/Nocodazol in die G2/M Phase
synchronisiert. Nach Herstellung der Lysate wurde mittels Western Blot die
Proteinexpression von MCAK, CDK1 und pCDK1 (pThr161) untersucht. Der pCDK1-
Antikorper wurde als Marker verwendet, der den Anfang der Mitose signalisiert. Die
Phosphorylierung von CDK1 am Threonin 161 erfolgt durch den CAK-Komplex (CAK
= ,CDK-activating kinase“), der aus Cyclin H/CDK7 besteht. Dieses Ereignis
bezeichnet den Eintritt in die Mitose, in der eine vollstandige Aktivierung des
Komplexes Cyclin B1/CDK1 benétigt wird. B-Actin wurde zum Zweck der
Standardisierung ebenfalls angefarbt (Abb. 7 C). Erneut Kkorrelierten die
Expressionen von MCAK, Cyclin B1 und der aktiven Form von CDK1 (p-CDK1)
miteinander. Im Gegensatz zu den unsynchronisierten Zellen (Abb. 7 C, Spur 1, 4, 7
und 10) beginnt bei allen untersuchten Zelllinien die Expression sowohl von MCAK
als auch von Cyclin B1 in der G1/S Phase zu akkumulieren (Abb. 7 C, Spur 2, 5, 8
und 11). Nachdem die Zellen die G2/M Phase erreicht haben, zeigen MCAK und
Cyclin B1 gemeinsam den hochsten Wert ihrer Proteinexpression (Abb. 7 C, Spur 3,
6, 9 und 12).
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Diese Beobachtungen untermauern die Zellzyklus-regulierte Expression von MCAK
dar. Deutlich ist, dass diese Zellzyklus-Regulation in den unterschiedlichen
Tumorzelllinien zu beobachten war, was einerseits die Ergebnisse anderer Studien
bestatigt (Shimo et al., 2007; Ishikawa et al., 2008) und andererseits auch eine
mogliche Rolle von MCAK im Prozess der Krebsentstehung nicht ausschlieft.

2.1.2 Co-Immunoprazipitation des MCAK-Cyclin B1-CDK1 Komplexes

Um zu ermitteln, ob eine physikalische Interaktion innerhalb der Zellen zwischen dem
Komplex Cyclin B1/CDK1 und dem Protein MCAK vorhanden ist, wurden Co-
Immunoprazipitationen durchgefuhrt. HeLa-Zellen wurden mit exogener Flag-MCAK
WT DNA transfiziert und anschlieRend mit Thymidin/Nocodazol in die G2/M Phase
synchronisiert. Nach Herstellung der Lysate wurden spezifische Antikorper gegen
das Flag-Protein und normales IgG-Serum (negative Kontrolle) mit dem Zelllysat
inkubiert. AnschlieRend wurden die Antikorper-Komplexe prazipitiert. Sowohl Cyclin
B1 als auch CDK1 wurden in dem Flag MCAK WT Prazipitat detektiert (Abb. 7 D,
Spur 1 und 2), wahrend in der IgG-Kontrolle keine Proteine detektiert worden sind
(Abb. 7 D, Spur 3). In einem nachsten Experiment wurden endogenes MCAK, Cyclin
B1 und CDK1 Proteine mittels spezifischer Antikdrper aus den Zelllysaten prazipitiert
und mithilfe des Western Blot-Verfahrens analysiert (Abbildung 7 E). In allen Fallen
konnte ein Komplex aus den drei Proteinen MCAK-Cyclin B1-CDK1 detektiert
werden. Diese Daten deuten auf eine Wechselwirkung von MCAK und Cyclin
B1/CDK1 in mitotischen Zellen hin. Basierend auf den Daten der Co-
Immunoprezipitationen und der Immunofluoreszenz, die sowohl physikalische
Wechselwirkungen als auch die raumliche Nahe des Komplexes MCAK-Cyclin
B1/CDK1 bestatigten, lassen sich immer mehr Hinweise fur eine mitotische
Interaktion zwischen MCAK und dem Komplex Cyclin B1/CDK1 erhalten.

2.2 Cyclin B1/CDK1 phosphoryliert das Protein MCAK in vitro

Um die Rolle von Cyclin B1/CDK1 bei der Regulation von MCAK weiter zu studieren,
wurden in vitro Kinase-Assays durchgefuhrt. Ein GST-MCAK WT Fusionsprotein
wurde bakteriell hergestellt und mit dem Komplex Cyclin B1/CDK1 in Anwesenheit
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von radioaktivem [y->*P] ATP inkubiert. Die Abbildung 8 A zeigt das Autoradiogramm
(obere Reihe) und das Coomassie-gefarbte Gel, das als Kontrolle der
Poteinladungen benutzt wurde. Es ist deutlich zu sehen, dass der Komplex Cyclin
B1/CDK1 in der Lage ist, MCAK zu phosphorylieren (Abb.8 A, obere Reihe, Spur 3).
Zusatzlich wurden Kinetiken der Phosphorylierung durchgefuhrt. Das GST-MCAK
Fusionsprotein wurde mit dem Cyclin B1/CDK1 Komplex inkubiert, und nach Ablauf
der gezeigten Zeiten unterbrochen (Abb. 8 B). Schon nach einer Minute war ein
Signal auf dem Autoradiogramm sichtbar und je langer die Inkubationszeit, desto
starker wurde das detektierte Signal. Parallel dazu wurde eine Dosis-abhangige
Kinetik durchgefuhrt. Konstante Mengen Cyclin B1/CDK1 wurden mit steigenden
Konzentrationen von MCAK inkubiert (Abb. 8 C). Mit zunehmender MCAK-
Konzentration wurde das Signal auf dem Autoradiogramm immer starker. Um die
Spezifitat dieser Phosphorylierung zu beweisen, wurde nur das GST-MCAK
Fusionsprotein zusammen mit dem radioaktiven [y->2P] ATP inkubiert (Abb. 8 C, Spur
1). Hierbei war auf dem Autoradiogramm kein Signal zu sehen. Das GST-Protein

wurde in diesem Fall als negative Kontrolle genommen.

Durch die Erkenntnisse der Kinase-Assays konnte bestatigt werden, dass MCAK
vom Cyclin B1/CDK1 Komplex in vitro phosphoryliert wird. Dartuber hinaus wurde
auch gezeigt, dass diese Phosphorylierung im in vitro System spezifisch,

zeitabhangig und dosisabhangig ist.
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Abbildung 8: Cyclin B1/CDK1 phosphoryliert MCAK in vitro

A: Bakteriell exprimiertes GST MCAK WT Fusionsprotein wurde einem Kinase-Assay
in Anwesenheit des Komplexes Cyclin B1/CDK1 und [y-*P] ATP unterzogen. Die
obere Reihe zeigt das entwickelte Autoradiogramm und die untere Reihe das
Coomassie-Gel, das als Kontrolle zur Beladung der GST-Proteine diente.

* = Die Bande zeigt die Autophosphorylierung von Cyclin B1

B: Kinetik zur Phosphorylierung von MCAK durch Cyclin B1/CDK1. GST MCAK WT
Fusionsprotein wurde mit Cyclin B1/CDK1 in Anwesenheit von [y-*?P] ATP inkubiert.
Der Kinase-Assay wurde nach Ablauf unterschiedlicher Zeitpunkte (in Minuten)
gestoppt. Das Autoradiogramm wird in der oberen Reihe dargestellt, und das
Kontroll-Coomassie-Gel in der Unteren.

C: Dosisabhangige Phosphorylierung von MCAK durch Cyclin B1/CDK1. Der
Kinase-Assay wurde in Anwesenheit von Cyclin B1/CDK1, [y-**P] ATP und
steigenden Konzentrationen von MCAK durchgefiihrt. Das Autoradiogramm wird in
der oberen Reihe und das Coomassie-Gel in der unteren Reihe gezeigt. Als Kontrolle
wurden entweder das GST MCAK WT Fusionsprotein alleine oder der Komplex
Cyclin B1/CDK1 im Reaktionsansatz eingesetzt.
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2.3 Cyclin B1/CDK1 phosphoryliert Threonin 537 innerhalb des katalytischen
Bereiches von MCAK

Die ersten in vitro Untersuchungen haben gezeigt, dass der Komplex Cyclin
B1/CDK1 das Protein MCAK phosphoryliert. Der nachste Schritt der Untersuchung
war die genaue Aminosaure innerhalb der Sequenz des katalytischen Bereiches
einzugrenzen, an der diese Phosphorylierung erfolgt. Zu diesem Zweck wurden die
unterschiedlichen strukturellen Domanen von MCAK in den pGex 5x3-Vektor (codiert
fur GST-Fusionsprotein) subkloniert. Es handelte sich um die N-terminale Domane
(N-T) (1-187 AS), die ,Neck‘-Domane (,neck®) (188-255 AS), die katalytische Kern-
Domane (,core®) (256-590 AS) und die C-terminale Domane (C-T) (591-725 AS)
(Abb. 9 A). Die unterschiedlichen GST-Fusionsproteine wurden bakteriell hergestellt
und aufgereinigt. Anschliefend wurden sie in einem Kinase-Assay in Anwesenheit
von [y->P]-ATP und dem Komplex Cyclin B1/CDK1 inkubiert. Das GST-Protein
wurde parallel mit Cyclin B1/CDK1 inkubiert und diente als negative Kontrolle (Abb. 9
B, Coomassie Gel), wahrend die Inkubation des CRS-Bereichs von Cyclin B1 (CRS =
,Cytoplasmic Retention Signal) (Pines et al., 1994; Yuan et al., 2002) mit Cyclin
B1/CDK1 als positive Kontrolle zur Aktivitat der Kinase CDK1 verwendet wurde (Abb.
9 B).

Die Abbildung 9 B zeigt sowohl das Autoradiogramm als auch die Coomassie-
Kontrolle zur Ladung der unterschiedlichen Fusionsproteine. In der Abbildung ist
deutlich zu erkennen, dass innerhalb der strukturellen Domane von MCAK nur die
katalytische Domane (,core®) eine deutliche Phosphorylierung zeigt. Das bedeutete,
dass nur die katalytische Domane von Cyclin B1/CDK1 phosphoryliert wird (Abb. 9
B). Die gesamte Lange des Proteins MCAK zeigt selbstverstandlich ebenfalls eine
Phosphorylierung, da das Protein auch den katalytischen Bereich beinhaltet.
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Abbildung 9: Cyclin B1/CDK1 phosphoryliert Threonin 537 innerhalb der
katalytischen ,,core”“ Domane von MCAK in vitro

A: Schematische Darstellung der unterschiedlichen Domanen von MCAK, die fir in
vitro Untersuchungen kloniert und bakteriell exprimiert wurden
B: In vitro Phosphorylierung von MCAK und dessen struktureller Domane durch
CDK1. Die GST-gekoppelte Doméane von MCAK (siehe schematische Darstellung 3A)
wurde mit CyclinB1/CDK1 in Anwesenheit von radioaktivem [y->’P] ATP inkubiert.
GST-Protein und CRS (,cyfoplasmic retention signal) aus Cyclin B1 wurden

33



Ergebnisse

respektiv als negative und positive Kontrolle verwendet. Das Autoradiogramm ist links
und das entsprechende Coomassie-Gel rechts gezeigt.

C: Darstellung des Konservierungsgrades von Threonin 537 und von Serin 566
innerhalb unterschiedlicher Spezies.

E: Die GST-gekoppelte katalytische ,core* Domane Wildtyp und die Varianten
T537A, S566A wurden mit Cyclin B1/CDK1 in Anwesenheit von radioaktivem [y-*?P]
ATP inkubiert. Das Autoradiogramm wird oben links und das Coomassie Kontrollgel
unten links gezeigt. Die Intensitat des Phosphorylierungssignals wurde im Verhaltnis
zum Wildtyp ermittelt und rechts graphisch dargestellit.

F: Das GST-gekoppelte MCAK und dessen Varianten T537A, S566A wurden mit
Cyclin B1/CDK1 in Anwesenheit von radioaktivem ATP inkubiert. Das
Autoradiogramm ist oben links dargestellt und das Coomassie Kontrollgel unten links.
Die Intensitat des Phosphorylierungssignals wurde im Verhaltnis zum Wildtyp
ermittelt und ist rechts graphisch dargestellt.

Anhand der von diesem Kinase-Assay erhaltenen Hinweise, ist es deutlicher
geworden, dass die Suche nach der oder den Aminosauren, die von CDK1
phosphoryliert werden, auf den katalytischen Bereich ,core” eingeschrankt werden
kann. Nach genauer Betrachtung der Protein-Sequenz des ,core” Bereiches wurden
zwei putative Aminosauren detektiert, die von CDK1 phosphoryliert werden kdnnten.
Diese Aminosauren sind Threonin an Position 537 (spater als T537 bezeichnet) und
Serin an Position 566 (S566). Beide Aminosauren liegen in der minimalen
Konsensussequenz der CDK1 Kinase, namlich ein Serin, bzw. ein Threonin gefolgt
von Prolin. Eine phylogenetische Analyse mehrerer Spezies (Mensch, Maus, Ratte
und Xenopus) bestatigte, dass beide Aminosauren T537 und S566 wahrend der
Evolution hoch konserviert geblieben sind (Abb. 9 C).

Im nachsten Schritt der Untersuchung, ob die CDK1 Phosphorylierung am T537, am
S566, oder an beiden Aminosauren erfolgt, wurden die Aminosauren mithilfe
gerichteter Mutagenese gegen die Aminosaure Alanin ausgetauscht. Die Alanin-
Varianten der jeweiligen Aminosauren (als T537A und S566A bezeichnet) wurden
sowohl in der gesamten Lange des GST-MCAK Fusionsprotein, als auch im GST-
,core“ Fusionsprotein erzeugt. Anschlielend wurden diese Proteine in Anwesenheit
von CDK1 und radioaktivem ATP einem Kinase-Assay unterzogen. Im Gegensatz
zum ,core” Bereich des Wildtyps und zur Mutation des Serin 566, die ahnliche
Phosphorylierungen zeigten, fuhrte die Mutation des T537 zur kompletten Aufhebung
der Phosphorylierung durch CDK1, wenn die Mutationen in den katalytischen ,core®-
Bereich eingefuhrt wurden (Abb. 9 E, Autoradiogramm links). Dies wurde durch

graphische Darstellung der Intensitat des Phosphorylierungssignals bestatigt (Abb. 9
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E, graphische Darstellung rechts). Parallel dazu wurde die Alanin-Variante der
Gesamtlange des MCAK Proteins ebenfalls einem Kinase-Assay mit CDK1
unterzogen. In diesem Fall war das Konstrukt MCAK-T537A in der Lage, nur 30%
der Phosphorylierung im Vergleich mit dem MCAK-WT zu zeigen (Abb. 9 F
Autoradiogramm links). Dies wurde erneut durch eine graphische Darstellung der
Intensitat des Phosphorylierungssignals bestatigt (Abb. 9 F, graphische Darstellung

rechts).

Anhand dieser erhaltenen Daten wurde sichergestellt, dass Threonin 537 die
Hauptphosphorylierungsstelle innerhalb der Sequenz von MCAK far CDK1 in vitro
darstellt.

2.4 Der Phospho-Antikorper p-MCAK erkennt das phosphorylierte Threonin 537

in vitro und in vivo

Anhand der Ergebnisse der in vitro Untersuchungen zur Phosphorylierung von
MCAK durch Cyclin B1/CDK1 konnten zwei wichtige Erkenntnisse gewonnen

werden:

* Cyclin B1/CDK1 phosphoryliert das Protein MCAK
» Die Phosphorylierung findet im katalytischen ,core“-Bereich des Proteins
MCAK am Threonin 537 statt

Der nachste Schritt war herauszufinden, ob diese Phosphorylierung auch innerhalb
von Zellen auftritt und daruber hinaus, welche funktionelle Bedeutung diese
Phosphorylierung fur den Verlauf der Mitose haben konnte. Um diese Fragen zu
klaren, wurde ein spezifischer Phospho-Antikorper ,p-MCAK® erzeugt, der das
phosphorylierte Threonin 537 erkennt. Fur die Erzeugung des p-MCAK Antikdrpers
wurden Kaninchen gegen die folgende Peptidsequenz CGQNKAHpTPFRES (pT =
phospho-Threonin) immunisiert. Der p-MCAK Antikorper wurde dann durch
Affinitatschromatographie aufgereinigt. Die Spezifitat dieses Antikorpers wurde
zunachst in vitro getestet. Dafur wurden GST-MCAK WT und die GST-MCAK-
Domane mit Cyclin B1/CDK1 in Anwesenheit von nicht-radioaktivem ATP in einem
sogenannten kalten Kinase-Assay inkubiert. Als negative Kontrollen wurden die
gleichen Mengen der jeweiligen GST-Proteine mit ATP ohne Cyclin B1/CDK1
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inkubiert. Nach Anfertigung eines Western Blots erfolgte die Detektion der
Phosphorylierung mit Hilfe des neuen p-MCAK Antikorpers (Abb.10 A). Die obere
Reihe der Abbildung 10 A zeigt den p-MCAK Immuno-Blot, auf dem klar zu erkennen
ist, dass nur bei der Gesamtlange des Proteins GST-MCAK (Spur 1) und auch bei
der GST-,core” Domane ein Signal vorhanden ist (Abb. 10 A oben, Spur 7). Um
festzustellen, ob die Ladung der unterschiedlichen GST-Proteine gleichmalig war,
wurde in einem nachsten Schritt die gleiche Membran mit einem Antikorper gefarbt,
der spezifisch das GST-Protein erkennt (Abb. 10 A, unten).

Die Anwendung des erzeugten Antikorpers bestatigt einerseits die Spezifitat des
Antikorpers, und andererseits die vorherigen in vitro Befunde, dass die

Phosphorylierung an der ,core“-Domane stattfindet.
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Abbildung 10: Der Phospho-Antikorper ,,p-MCAK“ ist spezifisch und erkennt

das durch Cyclin B1/CDK1 phosphorylierte Threonin 537 in vitro
A: GST-gekoppeltes MCAK, N-Terminus (N-T), Neck, Core und C-Terminus (C-T)
von MCAK wurden in einem Kinase-Assay mit Cyclin B1/CDK1 und nicht-
radioaktivem ATP inkubiert. Anschlie®end wurden die Proben einer Western Blot
Analyse mittels des Phospho-Antikorpers gegen das phosphorylierte Threonin 537
von MCAK (p-MCAK) unterzogen (oben). Die gleiche Membran wurde danach mit
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dem GST-Antikérper gefarbt, um die Mengen der unterschiedlichen GST-gekoppelten
Proteine zu Uberprifen (unten).

B: Der GST-gekoppelte MCAK Wildtyp und die Variante GST-T537A wurden in
einem Kinase-Assay mit Cyclin B1/CDK1 und nicht-radioaktivem ATP inkubiert.
AnschlieBend wurden die Proben einer Western Blot Analyse mit dem Phospho-
Antikérper gegen das phosphorylierte Threonin 537 von MCAK (p-MCAK) unterzogen
(oben). Die gleiche Membran wurde danach sowohl mit einem MCAK-Antikdrper
(Mitte), als auch mit dem GST-Antikérper (unten) inkubiert, um die Ladung der
unterschiedlichen GST-Proteine tberprifen zu kénnen.

C: Die gesamte Lange des Proteins MCAK und die katalytische ,core“-Doméane
wurden getrennt in einem Kinase-Assay in Anwesenheit von spezifischem CDK1
Inhibitor RO-3306 oder mit DMSO (negative Kontrolle) inkubiert und ein Western Blot
angefertigt. P-MCAK Antikérper (oben), und GST-Antikérper wurden fur die Detektion
verwendet.

D: Das Gesamtprotein MCAK und die katalytische ,,core“-Domane wurden getrennt in
einem Kinase-Assay mit und ohne A-Phosphatase (A-PPase, obere Reihe) inkubiert.
Far den Western Blot wurden zur Detektion p-MCAK Antikdrper (obere Reihe) und
GST-Antikorper (untere Reihe) verwendet.

Zur Bekraftigung dieser Erkenntnisse wurden GST-MCAK WT und die
nichtphosphorylierbare Variante GST-MCAK T537A zunachst mit und ohne Cyclin
B1/CDK1 in Anwesenheit von nicht-radioaktivem ATP inkubiert und ein Western Blot
erstellt. AnschlieBend erfolgte die Detektion mittels des p-MCAK Antikorpers.
Wahrend bei dem GST MCAK WT ein Phospho-Signal sichtbar war (Abb. 10 B,
oben, Spur 1), konnte bei der nichtphosphorylierbaren Variante GST MCAK T537A
kein Signal nachgewiesen werden (Abb. 10 B, oben, Spur 3). Dies zeigt, dass der
Austausch des Threonin 537 durch Alanin innerhalb der Sequenz des Proteins
MCAK die Phosphorylierung durch CDK1 verhindert. Erneut untermauert dieses
Experiment die Spezifitdit des p-MCAK zur Erkennung des von Cyclin B1/CDK1
phosphorylierten Threonins 537. Als Kontrolle der Ladung der GST-Proteine wurde
die gleiche Membran einmal mit dem MCAK-Antikorper (Abb. 10 B, zweite Reihe)
und einmal mit dem GST-Antikorper angefarbt (Abb. 10 B, dritte Reihe).

AuRerdem wurde der spezifische CDK1 Inhibitor RO-3306 verwendet (Vassilev et al.,
2006), um nachzuweisen, dass die Phosphorylierung des Threonin 537 von der
Aktivitat der CDK1 Kinase abhangig ist. Dafur wurde die gesamte Lange des
Proteins MCAK und die katalytische ,core“-Domane getrennt mit und ohne CDK1 in
Anwesenheit von ATP und dem RO-3306 Inhibitor inkubiert. Als negative Kontrolle
zum RO-3306 Inhibitor wurden die gleichen Ansatze mit DMSO an Stelle des
Inhibitors inkubiert, so dass die Aktivitat von CDK1 nicht negativ beeintrachtigt
wurde. Mit allen Ansatzen wurden ein Western Blot angefertigt und die Detektion der
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Phosphorylierung wurde mittels des p-MCAK Antikorpers durchgefuhrt. Die
Abbildung 10 C zeigt, dass in Anwesenheit des Inhibitors die Aktivitat von CDK1
vollstandig inhibiert wird und weder das Gesamtprotein von MCAK, noch die
katalytische ,core“-Domane ein Phospho-Signal zeigen (Abb. 10 C, oben, Spur 3 und
7). Im Gegensatz dazu, zeigte die Inkubation mit DMSO keinerlei Effekte auf die
Aktivitat von CDK1, und folglich konnte ein Phospho-Signal sowohl beim
Gesamtprotein von MCAK als auch bei der katalytischen ,core“-Domane beobachtet
werden (Abb. 10 C, oben, Spur 4 und 8). Als Ladungskontrolle der GST-Proteine
wurde die gleiche Membran mit dem GST-Antikorper gefarbt (Abb. 10 C, unten).
Ferner wurde nach der Durchfihrung des Kinase-Assays (Cyclin B1/CDK1, GST-
MCAK oder GST-,core” und nicht-radioaktivem ATP inkubiert) A-Phosphatase
zugegeben. Die Zugabe von A-Phosphatase fuhrte zum vollstandigen Verschwinden
des Phospho-Signals sowohl beim Gesamtprotein als auch bei der katalytischen
,core“ Domane (Abb. 10 D, oben, Spur 3 und 6).

Alle Erkenntnisse, die aus den in vitro Experimenten zur Spezifitat des erzeugten
Antikorpers p-MCAK erhalten wurden, weisen ebenso darauf hin, dass das Protein
MCAK ein Substrat von Cyclin B1/CDK1 ist. Die Phosphorylierung scheint an einer
Aminosaure (Threonin 537) innerhalb der katalytischen ,core“-Domane stattzufinden.

Die in vitro Experimente zur Spezifitat des p-MCAK Antikorpers zeigten zweifellos,
dass dieser Antikorper in der Lage ist, das durch CDK1 phosphorylierte Threonin 537
genau zu erkennen. Die nachste zu I6sende Aufgabe war, festzustellen, ob MCAK in
vivo durch CDK1 phosphoryliert wird. Dafur wurden HelLa-Zellen mit siRNAs gegen
Cyclin B1 (si Cyclin B1), gegen die kodierende Sequenz von MCAK (si MCAK1) und
eine Kontroll-siRNA transfiziert (Abb. 11 A). Anschlielend wurden die Zellen in der
G2/M Phase mittels Thymidin/Nocodazol synchronisiert. Zellen, die nicht
synchronisiert wurden, (Kon 1, Abb. 11 A, Spur 1) wurden ebenfalls verwendet, um
zu untersuchen, ob es phosphoryliertes MCAK auf3erhalb der Mitose gibt. Zelllysate
der unterschiedlichen Behandlungen wurden fur einen Western Blot vorbereitet und
anschliellend wurde p-MCAK zusammen mit anderen Antikorpern fur die Detektion
verwendet (Abb. 11 A). Verglichen mit den interphasischen Zellen (Kon 1), zeigten
die mitotischen Extrakte (Zellen in der G2/M Phase) ein deutliches p-MCAK Signal
(Abb. 11 A, obere Reihe, Spur 1 und 2). Dies wies darauf hin, dass die
Phosphorylierung nur stattfindet, wenn sich die Zellen in der Mitose befinden. Dies
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korreliert mit der Aktivitat von CDK1, die in der Mitose am hdochsten ist. Im
Gegensatz zur siRNA Kontrolle, die kaum einen Effekt auf das Phospho-Signal
zeigte, war die siRNA gegen MCAK (si MCAK1) in der Lage, das p-MCAK Signal zu
unterbinden (Abb. 11 A, obere Reihe, Spur 1, 3 und 5). Dies bedeutete, dass der p-
MCAK Antikorper mit hoher Spezifitdt nur phosphoryliertes MCAK in der Mitose

erkennt.
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Abbildung 11 : Nachweis der in vivo Phosphorylierung von MCAK durch
Cyclin B1/CDK1 mittels des p-MCAK Antikorpers

A: Hela-Zellen wurden entweder mit einer siRNA Kontrolle (Spur 5), einer siRNA
gegen MCAK (Spur 3) oder einer siRNA gegen Cyclin B1 (Spur 4) transfiziert und
anschlielfend in der G2/M-Phase mit Thymin/Nocodazol synchronisiert. Zur Protein
Detektion wurde der p-MCAK Antikdrper (obere Reihe), der MCAK Antikdrper (zweite
Reihe), der Cyclin B1 Anikorper (dritte Reihe) und der R-Actin Antikorper fur die
Standardisierung verwendet. Kon1 = Lysate von nicht-synchronisierten Zellen, Noc =
Lysate von G2/M synchronisierten, aber nicht-transfizierten Zellen.
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B: HelLa-Zellen wurden mit Flag-MCAK Wildtyp oder mit Flag-T537A in der G2/M
Phase synchronisiert. Western Blot Analysen wurden mit dem p-MCAK Antikérper
durchgefihrt. Die gleiche Membran wurde mit dem anti-Flag Antikérper und mit dem
R-Actin Antikérper behandelt, um respektiv die Transfektionseffizienz und die
Standardisierung zu tberprifen.

C: Immunofluoreszenz Farbungen von HelLa-Zellen. Farbung mit p-MCAK Antikérper,
a-Tubulin und DAPI. Ein Beispiel von interphasischen HelLa-Zellen (obere Reihe), von
mitotischen HelLa-Zellen (zweite und dritte Reihe), von mitotischen und mit siRNA
gegen MCAK (vierte Reihe) oder mit siRNA gegen CyclinB1 (letzte Reihe) behandelte
Zellen sind dargestellt. MaRstab in rot = 10 ym

D: Beispiele von mitotischen HelLa-Zellen, die mit Plk1-, p-MCAK und a-Tubulin
Antikoérpern gefarbt zum Nachweis der centrosomalen Colokalisation gefarbt wurden.
Die DNA ist mit DAPI gefarbt. MaRRstab = 10 ym

E: Beispiele von mitotischen HelLa-Zellen, die mit Cyclin B1, p-MCAK und a-Tubulin
Antikérpern zum Nachweis der centrosomalen Colokalisation gefarbt wurden. Die
DNA ist mit DAPI gefarbt. Ma3stab = 10 ym

Aufgrund der Erkenntnisse, dass Cyclin B1 die regulatorische Untereinheit des
Komplexes Cyclin B1/CDK1 ist, sollte eine Hemmung des Cyclin B1 zur Inaktivierung
der Aktivitat von CDK1 fuhren. Da MCAK ein potentielles Substrat des Komplexes
Cyclin B1/CDK1 in vivo darstellt, sollte die Hemmung von Cyclin B1 durch
spezifische siRNA zur Aufhebung der mitotischen Phosphorylierung fuhren und
dadurch sollte kein p-MCAK Signal sichtbar sein. Dies wurde in der Abbildung 11 A
bestatigt. Nach Transfektion der Zellen mit siRNA gegen Cyclin B1 war kein p-MCAK
Signal mehr sichtbar, wahrend die Kontroll-Transfektion einen p-MCAK Signal
aufwies (Abb. 11 A, obere Reihe, Spur 4 und 5). Um die Effizienz der siRNA
Transfektionen zu uberprufen, wurden MCAK- (Abb. 11 A, zweite Reihe) und Cyclin
B1-Antikorper (Abb. 11 A, dritte Reihe) verwendet. Zusammenfassend lasst sich
sagen, dass die mitotische Phosphorylierung von MCAK durch CDK1 auch in vivo
nachgewiesen werden konnte. Daruber hinaus zeigte p-MCAK eine hohe Spezifitat
bei der Erkennung dieser Phosphorylierung.

Weiterhin wurden diese Ergebnisse durch Uberexpression von Flag-gekoppeltem
MCAK Wildtyp und von der nichtphosphorylierbaren Variante Flag-T537A in Hela-
Zellen bestatigt. Nach der Transfektion beider Konstrukte wurden die Zellen mit
Thymidin/Nocodazol in der G2/M Phase synchronisiert. Die Zelllysate wurden
anschlielend auf einem Western Blot dargestellt. Der p-MCAK Antikorper zeigte eine
deutliche Bande bei den mit Flag MCAK Wildtyp transfizierten Zellextrakten (Abb. 11
B, obere Reihe, Spur 2). Im Gegensatz dazu konnte der p-MCAK Antikorper bei den
mit der nichtphosphorylierbaren Variante (Flag-T537A) transfizierten Zellen nur ein
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schwaches Signal zeigen (Abb. 11 B, obere Reihe, Spur 3). Dieses schwache Signal
ahnelt dem der Kontroll-Zellen, die ebenfalls in die G2/M Phase synchronisiert
wurden, und stellt die Phosphorylierung des endogenen MCAKs dar (Abb. 11 B,
obere Reihe, Spur 1 und 3). Um die Transfektionseffizienz beider Konstrukte
uberprufen zu konnen, wurde die gleiche Membran mit dem Flag Antikorper gefarbt
(Abb. 11 B, zweite Reihe) und mit 3-Actin als Standard (Abb. 11 B, letzte Reihe).

Die subzellulare Lokalisation des phosphorylierten MCAKs wurde ebenfalls in HelLa-
Zellen mittels Immunofluoreszenz untersucht. So wurden interphasische und
mitotische HelLa-Zellen, die durch einen Doppel-Thymidin Block erhalten wurden, mit
dem p-MCAK Antikorper, a-Tubulin und DAPI gefarbt (Abb. 11 C). Wahrend
interphasische HelLa-Zellen kein phosphoryliertes MCAK Protein aufwiesen (Abb. 11
C erste Reihe), zeigten mitotische HelLa-Zellen ein starkes p-MCAK Signal an den
Spindelpolen, genau an den sogenannten Centrosomen (Abb. 11 C, zweite und dritte
Reihe). Um die centrosomale Lokalisation des phosphorylieten MCAK Proteins zu
bestatigen, wurden Doppelfarbungen mit spezifischen Proteinen, die als
Centrosomen-Marker gelten, durchgefuhrt. Zahlreiche Studien haben Uber die
centrosomale Lokalisation von Plk1 (,Polo Like Kinase 1“) mit seinen wichtigen
Funktionen berichtet (Kramer et al., 2004). Aufgrund der etablierten Lokalisation des
Proteins Plk1 wurde es als Centrosomen-Marker verwendet und zusammen mit dem
p-MCAK Antikorper in mitotischen HelLa-Zellen gefarbt. Die Abbildung 11 D zeigt,
dass das p-MCAK Signal vollstandig mit der Farbung von PIk1 Gbereinstimmt. Als
weiterer Nachweis wurde Cyclin B1 ebenfalls als Centrosomen-Marker verwendet
(Chen et al, 2008) Erneut zeigte das p-MCAK Signal eine vollstandige
Ubereinstimmung mit dem Protein Cyclin B1 in mitotischen Zellen (Abb. 11 E).
Mithilfe beider Farbungen wurde die Lokalisation des phosphorylierten MCAK an den
Centrosomen bzw. an den Spindelpolen bestatigt. Interessanterweise war das p-
MCAK Signal nach Behandlung der Zellen mit siRNA gegen Cyclin B1 oder gegen
MCAK nicht mehr sichtbar (Abb. 11 C, vierte und funfte Reihe). Dies zeigt, dass die
Phosphorylierung spezifisch ist und auf den aktiven Cyclin B1/CDK1 Komplex

zuruckzufuhren ist.

Zusammenfassend kann man sagen, dass die Immunofluoreszenz Daten die
vorherigen Ergebnisse bestatigen. Zusatzlich erfolgt die Phosphorylierung von MCAK
in der Mitose und wird durch den Komplex Cyclin B1/CDK1 vermittelt.
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2.5 Funktionelle Untersuchungen der Phosphorylierung des Threonin 537
durch Cyclin B1/CDK1

Aufgrund der Lokalisierung der eingefuhrten Mutationen im katalytischen ,core®
Bereich von MCAK, der sowohl fur die Interaktion zwischen MCAK und den
Mikrotubuli, als auch fur die Hydrolyse von ATP verantwortlich ist, war die nachste
Aufgabe die funktionelle Bedeutung dieser Phosphorylierung zu erlautern. Dafur
wurden zunachst in vitro Depolymerisierungsversuche durchgefuhrt. Hisg-
gekoppeltes MCAK Wildtyp Protein und die Varianten Hise-T537A und Hisg-T537E
wurden bakteriell exprimiert und aufgereinigt. Die Fahigkeit von MCAK und der
Mutanten, die Mikrotubuli in vitro zu depolymerisieren, wurde mittels des in vitro
Depolymerisierungs-Assays untersucht (Elenius et al., 2006). Fur diesen Zweck
wurde Tubulin aus dem Gehirn von Schweinen isoliert, aufgereinigt und mit dem
GMP-CCP stabilisiert. Diese Mikrotubuli wurden anschlieend auf der Oberflache
von Objekttragern immobilisiert und die Depolymerisierung der Mikrotubuli ist durch
die Zugabe von Sattigungskonzentrationen der unterschiedlichen aufgereinigten
MCAK Proteinvarianten MCAK WT, MCAK T537A oder MCAK T537E (ca. 500 ng)
eingeleitet worden. Interessanterweise zeigte die MCAK T537E Variante, die die
Phosphorylierung von MCAK durch CDK1 vortauscht, eine starke Abnahme ihrer
depolymerisierenden Aktivitat. Das Protein MCAK T537E war noch in der Lage, die
Mikrotubuli zu depolymerisieren, allerdings viel langsamer verglichen mit dem MCAK
Wildtyp Protein (Abb. 12 B). Dies wurde durch die Mittelwerte der
Depolymerisierungsrate der jeweiligen Proteine bestatigt. Wahrend der Mittelwert bei
1,7£0,3 pm/min bei dem MCAK Wildtyp Protein lag, lag er im Falle des Proteins
MCAK T537E nur bei 0,3+0,21 pym/min (Abb. 12 B). Zudem zeigte die Variante
MCAK T537A ein sehr ahnliches Verhalten zum MCAK Wildtyp. Der Mittelwert der
Depolymerisierung lag bei 1,24+0,3 ym/min, was nahezu so hoch wie der des MCAK
Wildtyps ist (Abb. 12 B).

Die Ergebnisse des in vitro Depolymerisierungs-Assays deuten daraufhin, dass die
Phosphorylierung von MCAK durch CDK1 zu einer drastischen Inhibition der
Fahigkeit von MCAK, die Mikrotubuli zu depolymerisieren, fuhrte. Die Phosphostatus-
vortauschende Mutante MCAK T537E war unfahig, die enzymatische Aktivitat, die

Mikrotubuli zu destabilisieren, zu behalten.
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Abbildung 12: Die Phosphorylierung von MCAK am Threonin 537 durch

Cyclin B1/CDK1 reduziert die enzymatische Aktivitdt von MCAK
A: Schematische Darstellung des Ablaufs der ,rescue“-Experimente
B: in vitro Depolymerisierungs-Assay. Die graphische Darstellung der
Depolymerisierungsraten der einzelnen Mikrotubuli nach Zugabe von sattigenden
Konzentrationen von MCAK Wildtyp (n=45), MCAK T537A (n=44) und MCAK T537E
(n=59). ** = p<0.001. Die gestrichelte Linie zeigt die spontane Depolymerisierung
der stabilisierten Mikrotubuli in der eingesetzten Probe. Die untere Reihe zeigt
Beispiele der Epifluoreszenz Bilder von immobilisierten Mikrotubuli vor Abgabe
(0 min) oder 7 Minuten nach Abgabe der Sattigungskonzentration von MCAK WT,
MCAK T537A und MCAK T537E. Malstab = 5 ym.
C: Quantifizierung des intrazelluldaren Tubulins. HelLa-Zellen wurden mit Flag-
gekoppeltem WT MCAK, mit den unterschiedlichen Mutanten, oder mit dem leeren
Flag-Plasmid in Anwesenheit von endogenem MCAK transfiziert und in der G1/S
Phase synchronisiert. AnschlieRend wurden die Zellen fur 10 Stunden entlassen und
extrahiert, fixiert und mit dem Tubulin-Antikérper gefarbt. Intrazellulares und
polymerisiertes Tubulin wurde mittels Durchflusszytometrie ermittelt. Die ermittelte
Quantitat des polymerisierten Tubulins nach der Transfektion des leeren Flag-
Plasmides wurde als 100% definiert. Die Ergebnisse zeigen Mittelwerte £+ SD (n=3)
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(Standardabweichung) und werden graphisch dargestellt. ** = p<0,01 in Bezug auf
MCAK WT.

Es ist durchaus denkbar, dass die eingefiihrten Mutationen eine Anderung der
dreidimensionalen Struktur des ,core“-Bereiches hervorrufen. Diese Struktur-
anderungen werden folglich sowohl die Interaktion zwischen MCAK und den
Mikrotubuli, als auch die Hydrolyse von ATP negativ beeintrachtigen. Daher stellt
sich folgende Frage: Kommt die in vitro beobachtete Inhibition der enzymatischen
Aktivitat der Phosphostatus-vortauschenden Mutante MCAK T537E nur durch eine
Anderung der dreidimensionalen Struktur dieses Bereiches zustande? Fihrt dies

zum Verlust einer der wichtigsten MCAK Funktionen, namlich der ATP-Hydrolyse?

Um diese Frage beantworten zu kdnnen, wurde das WT (Wildtyp) MCAK Protein, die
nichtphosphorylierbare  Variante MCAK T537A und die Phosphostatus-
vortduschende Mutante MCAK T&837E in vifro in einem sogenannten ATP-
Verwertungsversuch auf ihre Fahigkeit, ATP zu hydrolysieren, untersucht. Die
Ergebnisse dieses Versuches zeigten deutlich, dass sich die ATP-Umsatzrate des
MCAK T5837A und des MCAK T837E nicht signifikant vom WT MCAK unterschied.
Die Werte betrugen 0,52 = 0,09x10° fir das WT MCAK, 0,67 = 0,06x107 fir MCAK
T537A und 0,78 = 0,03x107 fir MCAK T537E. Durch dieses Experiment konnte
nachgewiesen werden, dass die eingefuhrten Mutationen keinen erheblichen Effekt
auf die Struktur des ,core” Bereiches ausgeubt haben, und dass die Abnahme der
enzymatischen Aktivitat der Phosphostatus-vortauschenden Mutante MCAK T537E

auf eine spezifische Inhibition zurickzufuhren ist.

Die in vivo Depolymerisierungsrate von WT MCAK und der Varianten MCAK T537A
und MCAK T537E wurde ebenfalls untersucht. Dafur wurde eine bestimmte Methode
angewendet: Das ,rescue“-Experiment. Zu diesem Zweck wurde am ersten Tag der
Experimente die Translation von MCAK in HelLa-Zellen mit der siRNA MCAK2
gehemmt. Diese siRNA ist in der Lage, nur endogenes MCAK zu hemmen, da sie
gegen die 3’-untranslatierte Region des MCAK-Gens gerichtet ist. Am zweiten Tag
wurden die Flag-gekoppelten MCAK Plasmide und das pBabe-Puro Plasmid in die
Zellen transfiziert. Durch Einbringen der exogenen Konstrukte in Abwesenheit von
endogenem MCAK liel3en sich die alleinigen Effekte der Mutanten beobachten. Das

pBabe-puro Pasmid verleiht den transfizierten Zellen eine Resistenz gegenuber dem

44



Ergebnisse

Antibiotikum Puromycin. Nach der Selektion mit Puromycin wurden die Zellen am
dritten und vierten Tag einem doppelten Thymidin-Block unterzogen. Nach
Entlassung (nach 10 Stunden) befanden sich die Zellen in der Mitose, wurden
geerntet und fur die weiteren Experimente vorbereitet. Die Abbildung 12 A zeigt die
schematische Darstellung des detaillierten Ablaufes der ,rescue“-Experimente.

Fir den in vivo Depolymerisierungs-Assay wurde der I0sliche Anteil des Tubulins aus
den Zellen extrahiert. Daraufhin wurden sie fixiert und intrazellular mit einem
spezifischen a-Tubulin Antikorper gefarbt (siehe 4.13.1). AnschlieBend wurde
depolymerisiertes  Tubulin in  den transfizierten Zellen mithilfe eines
Durchflusszytometers bestimmt. Interessanterweise wurde in den mitotischen Hel a-
Zellen, die mit der Variante MCAK TS&37E transfiziert worden sind, uber 25% mehr
polymerisiertes Tubulin im Vergleich zu den mitotischen Zellen, die mit WT-MCAK
der MCAK T537A transfiziert wurden, detektiert (Abb. 12 C). Dies zeigt, dass die
depolymerisierende Aktivitat des MCAK T537E, die eine Phosphorylierung von
MCAK durch CDK1 vortauscht, auch in vivo signifikant reduziert ist verglichen mit
denen des MCAK Wildtyps und MCAK T537A.

Anhand der Daten der in vitro und in vivo Experimente Iasst sich bestatigen, dass die
Phosphorylierung von MCAK am Threonin 537 durch CDK1 zu einer Hemmung der
enzymatischen Aktivitat der MCAK-Depolymerase fuhrt.

2.6 MCAK Mutanten halten die Zellen in der Prometaphase und Metaphase fest

Vorherige Studien haben berichtet, dass die Uberexpression oder die Depletion von
MCAK die Zellen in der Prometaphase festhalt, dennoch wird der mitotische Index
dadurch nur leicht verandert (Holmfeldt et al., 2004; Homfeldt et al., 2005; Hedrick et
al., 2008). Um die funktionelle Bedeutung der Phosphorylierung von MCAK am
Threonin 537 durch Cyclin B1/CDK1 in der Regulation der Mitose untersuchen zu
konnen, wurde zunachst der mitotische Index in den unterschiedlichen
Transfektionsgruppen ermittelt. Dafur wurden HelLa-Zellen &hnlich wie im vorherigen
Experiment behandelt, es wurde ein ,rescue“-Experiment durchgefuhrt (Abb. 12 A).
Die Abbildung 13 A zeigt, dass das endogene MCAK sehr effizient durch die siRNA
MCAK 2 depletiert wurde (Abb. 13 A, Spur 3). Die Abbildung (Abb. 13 A) zeigt
ebenfalls, dass das Expressionslevel der Flag-gekoppelten MCAK Plasmide ahnlich
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sind (Abb. 13 A, Spur 4, 5, 6, exo. MCAK) und vergleichbar mit den zellularen
endogenen Mengen des Proteins (Abb. 13 A, Spur 1, 2, endo. MCAK). Parallel dazu
wurden gleich behandelte Zellen fur die Immunfluoreszenz mit dem Phospho-Histon
H3 Antikorper (pHHS3), ein etablierter Mitose Marker, und DAPI gefarbt. Die positiven
Zellen fur pHH3 wurden in den unterschiedlichen Transfektionsgruppen ermittelt,
dadurch entstand der mitotische Index (Abb. 13 B). Wie sich feststellen lie3, zeigte
der Austausch des endogenen MCAK-Proteins durch MCAK WT, MCAK T537A und
T537E leichte Effekte auf den mitotischen Index. Eine 5%ige Erhohung des
mitotischen Index wurde nach der Transfektion beider Mutanten beobachtet. Er
betrug nach der Transfektion von MCAK WT 40,5%, erhohte sich auf 45,4 % nach
der Zugabe von MCAK T537A und auf 44,7% im Falle der MCAK T537E Mutante.
Interessanterweise zeigten die Immunfluoreszenz Untersuchungen der Verteilung
der unterschiedlichen Mitosephasen, dass das Ersetzen von endogenem MCAK
durch die nichtphosphorylierbare Mutante MCAK T537A oder die Phosphostatus-
vortauschende Mutante MCAK T537E zu einer Verschiebung der Verteilung dieser
Phasen im Vergleich zum MCAK Wildtyp fuhrt. Auf der einen Seite verursachte
MCAK T537A eine Zunahme des Anteils der Zellen in der Prometaphase (28% der
Zellen in der Prometaphase) um einen Faktor von 1,6 im Verhaltnis zum MCAK
Wildtyp (17% der Zellen in der Prometaphase) (Abb. 13 C). Auf der anderen Seite
fuhrte MCAK T537E zu einer Zunahme des Anteils der Zellen in der Metaphase
(54,6% der Zellen). Eine 1,4 fache Erhdhung in Bezug auf den Wildtyp (38,4% der
Zellen in der Metaphase) war zu beobachten. Diese Befunde deuten darauf hin, dass
die Zellen, die mit der nichtphosphorylierbaren Mutante MCAK T537A transfiziert
sind, bereits Schwierigkeiten in der Prometaphase haben, wahrend diejenigen, die
die Phosphostatus-vortauschende Mutante MCAK T537E exprimieren, erst Probleme
wahrend des Ubergangs von Metaphase zur Anaphase aufweisen. Dariiber hinaus
deuten diese Daten darauf hin, dass beide Proteine, MCAK WT und MCAK T537A,
unterschiedlich innerhalb der Zelle agieren, was z.B. durch Unterschiede in der

zellularen Lokalisation erklarbar ware.
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Abbildung 13: Der Austausch von Threonin 537 fiihrt zum Arrest der Zellen in
der Prometaphase oder Metaphase
A: Western Blot Analyse. HelLa-Zellen wurden nach Depletion endogenem MCAKs
durch siRNA MCAK2 mit Flag-gekoppelten MCAK WT, MCAK T537A, MCAK T537E
und mit leerem Flag-Plasmid transfiziert. AnschlieBend wurden die Zellen in der G1/S
Phase synchronisiert und fir 10 Stunden entlassen. Western Blot Analysen wurden
mit Flag-Antikdrper (obere Reihe, exo MCAK) mit MCAK-Antikdrper (obere Reihe,
endo MCAK), PIk1-Antikdrper (als mitotischer Marker, zweite Reihe), und mit R-Actin
(Ladungskontrolle, letzte Reihe) behandelt. Als Kontrolle dienten Extrakte von
synchronisierten Hela-Zellen, die nicht transfiziert waren (Kon), und die mit der
siRNA Kontrolle transfiziert worden sind (siKontrolle).
B: Der mitotische Index. Zellen wurden &hnlich wie oben behandelt und anschlieRend
fur die Immunfluoreszenz gefarbt. DNA wurde mit DAPI geféarbt und die Histone H3
mit dem Phospho-Histon H3 (ser 10) Antikérper, einem mitotischen Marker. Die
mitotischen Indizes wurden flr die unterschiedlichen Transfektionsgruppen
mikroskopisch ermittelt. Die Ergebnisse werden als graphische Darstellung der
Mittelwerte + Standardabweichungen gezeigt.
C: Untersuchung zur Verteilung der mitotischen Phasen. HelLa-Zellen wurden wie
oben beschrieben behandelt und fur die Immunfluoreszenz mit a-Tubulin und DAPI
gefarbt. Der Prozentsatz der mitotischen Phasen der unterschiedlichen
Transfektionsgruppen wurde mikroskopisch ermittelt. Die Mittelwerte + Standard-
abweichung sind graphisch dargestellt.
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2.7 Die Phosphostatus-vortauschende Mutante MCAK T537E verursacht
Chromosomenfehlverteilungen wahrend die nichtphosphorylierbare Mutante
MCAK T537A aberrante Spindeln erzeugt

Um weitere funktionelle Aspekte der Phosphorylierung des Threonin 537 aufklaren
zu koénnen, wurden phanotypische Analysen durchgefuhrt. HeLa-Zellen sind mit der
siRNA MCAK 2, die nur das endogene MCAK erkennt, transfiziert worden. Ein
andere siRNA MCAK 1, die sowohl endogenes MCAK als auch exogenes MCAK
erkennt, wurde ebenfalls in die Zellen transfiziert. Wie erwartet, fuhrte die
Transfektion beider siRNAs zum Auftreten von Chromosomenfehlverteilungen (Abb.
14 A und 14 B, zweite Reihe, weil3er Pfeil auf DAPI-Farbung). AulRerdem ist die
Struktur der Spindel nach der Transfektion der siRNAs betroffen. Insbesondere
bilden die Zellen der Prometaphase und Metaphase haufig ,haarige” Spindeln aus,
die einen typischen Phanotyp der Depletion von MCAK darstellen (Abb.14 B, zweite
Reihe, Tubulin Farbung). Dies bestatigte die Befunde anderer Studien (Holmfeldt et
al., 2004; Zhu et al., 2005; Hedrick et al., 2008). Nach Zugabe von WT MCAK zu den
Zellen, die mit den siRNAs transfiziert wurden, wurden die Defekte in der
Chromosomenverteilung und die Spindel Aberrationen aufgehoben, allerdings nur in
den Zellen die mit der siRNA MCAK 2 transfiziert worden sind. Die Chromosomen
zeigten einen signifikanten Ruckgang der Fehlverteilungen und waren in der Lage,
sich auf der Metaphaseplatte zu ordnen. Die Spindeln zeigten auch nach der
Transfektion von WT MCAK eine normale Mikrotubuli Lange (Abb. 14 A und B, dritte
Reihe, Tubulin und DAPI). Da die siRNA MCAK 1 nicht in der Lage ist, endogenes
von exogenem MCAK zu unterscheiden, konnte die Zugabe von Flag-gekoppeltem
MCAK Protein keinen rettenden positiven Effekt auf die Zellen zeigen (Abb. 14 A).

48



Ergebnisse

nicht angeordnete Chromosomen

nicht angeordnete Chromosomen

60

40

in %

=)

204

o
> g0 -
£
< <
(0]
o 60 &
£ ©
Q.
n <
Qo 40 O
c =
©
=
o 20
o)
<
0 T
Kon Kon SIRNA 'siMCAK2  si MCAK2 siMCAK2  si MCAKZ
Flag MCAKWT  T537A T537E

A B
.
80 . T

o

Abbildung 14 D

Tubulin DAPI merge

HelLa

si MCAK2

60 T
40 .
T
20 L i 2

Kon si MCAK2 si MCAK2 sjMCAK1 si MCAK1
MCAK WT MCAK WT

si MCAK2+MCAK WT

DAPI

Tubulin

MCAK T537E

on Kon SiRNA ' si MCAK2 "si MCAK2 " siMCAK2 = si MCAK2
Flag MCAKWT T537A T537E

Abbildung 14: MCAK T537E verursacht Chromosomen-Fehlverhalten und
MCAK T537A erzeugt aberrante Spindeln

A: Das ,rescue“-Modell: In HeLa-Zellen wurde das endogene MCAK durch die siRNA
MCAK 2 depletiert, anschlielend wurde Flag-gekoppeltes WT MCAK Protein in die
Zellen transfiziert, in der G1/S Phase synchronisiert und fir 10 Stunden entlassen.
Die Zellen, die Chromosomen-Fehlverhalten aufzeigten, wurden mittels der DNA- und
Tubulin-Farbungen quantifiziert. Die Ergebnisse werden als graphische Darstellung
der Mittelwerte + Standardabweichungen gezeigt. ***P< 0,001. Die Behandlung mit
der siRNA MCAK1 und die Kombination siRNA MCAK1 + MCAK WT wurden als
Kontrollen verwendet (keine Unterscheidung zwischen endogenem und exogenem
MCAK).
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B: Einige Beispiele von mitotischen HelLa-Zellen (obere Reihe), HeLa-Zellen nach der
Depletion von endogenem MCAK mittels siRNA MCAK 2 (zweite Reihe), Hela-
Zellen, die mit Flag-gekoppeltem MCAK WT nach Depletion des endogenen MCAK
transfiziert wurden (letzte Reihe).

C: Die Prozentsatze der Chromosomen, die ein Fehlverhalten zeigten, wurde
mikroskopisch ermittelt. Die Ergebnisse werden als graphische Darstellung der
Mittelwerte + Standardabweichungen gezeigt. **P< 0,01.

D: Beispiele von HelLa-Zellen, die mit der MCAK T537E Mutante nach Depletion des
endogenen MCAKSs transfiziert wurden. Die weilRen Pfeile zeigen nicht angeordnete
Chromosomen an.

E: Die Frequenz der Zellen, die Spindel Aberrationen gezeigt haben, wurde
mikroskopisch ermittelt. Die Ergebnisse werden als graphische Darstellung der
Mittelwerte + Standardabweichungen gezeigt. **P< 0,01. Mafistab = 10 ym.

Basierend auf dem gleichen Prinzip (,rescue“-Experiment) war es interessant zu
untersuchen, ob das Ersetzen von endogenem MCAK durch die
nichtphosphorylierbare Mutante MCAK T537A oder die Phosphostatus-
vortauschende Mutante MCAK T537E den urspringlichen, normalen Phanotyp
wiederherstellen konnen. Dafur wurden Hela-Zellen entweder mit MCAK T537A
oder mit MCAK T537E nach Depletion von endogenem MCAK transfiziert und in der
Mitose synchronisiert (Abb. 12 A). Durch die DNA und die Tubulin Farbungen konnte
sowohl das Chromosomen-Verhalten als auch die Spindel-Morphologie untersucht
werden. Nach Zugabe der Phosphostatus-vortauschenden Mutante zeigten die
Chromosomen grof3e Schwierigkeiten, sich auf der Metaphaseplatte anzuordnen
(Abb. 14 D, DAPI, weille Pfeile). Insbesondere schienen ein oder mehrere
Chromosomen um den Bereich des Spindel-Aquators verankert zu sein und nicht
mehr fahig, sich auf der Metaphaseplatte anzuordnen (Abb. 14 D, DAPI, weilde
Pfeile). Ferner wurde die Frequenz der Zellen in der Metaphase, die Chromosomen-
Fehlverhalten zeigten, mikroskopisch ermittelt. Dafur wurden 200 bis 300
metaphasische Zellen der jeweiligen Transfektionsgruppen (leere Flag-Plasmide,
MCAK WT, MCAK T537A und MCAK T537E) nach chromosomalem Fehlverhalten
untersucht. In Abbildung 14 C werden die Raten des Chromosomen-Fehlverhaltens
in den unterschiedlichen Transfektionsgruppen reprasentiert. Die Transfektion des
leeren Flag-Konstruktes konnte die chomosomalen Anordnungsfehler, die durch die
Depletion des endogenen MCAK mittels siRNA MCAK 2 verursacht wurden, nicht
aufheben. Die Anordnungsfehlerrate betrug 46,7% im Vergleich zu der siRNA
Kontrolle mit nur 17% Anordnungsfehler (Abb. 14 C). Wahrend die Transfektion der
Phosphostatus-vortauschenden Mutante MCAK T537E (nach Depletion von
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endogenem MCAK) eine Verstarkung der chromosomalen Anordnungsfehler zeigte,
die bis auf 54,6% gestiegen sind, war die Transfektion des WT MCAK in der Lage,
diese chromosomale Aberration bis auf 21,4% zu reduzieren und dadurch den
ursprunglichen Phanotyp wiederherzustellen. Diese Werte beziehen sich ebenfalls
auf die Transfektion des leeren Flag-Plasmides (Abb. 14 C). Die
nichtphosphorylierbare Mutante MCAK T537A konnte nur teilweise die
chromosomalen  Anordnungsfehler beheben. Die Fehlerrate ist leicht
zurlickgegangen bis auf 31% bezogen auf den Wert des leeren Flag-Plasmides
46,7%. Daruber hinaus wurden die Spindel Aberrationen ebenfalls in den gleichen
Transfektionsgruppen untersucht. Die MCAK T537E Mutante war fahig, bipolare
Spindeln zu bilden (nur 13,5 % aberrante Spindeln vergleichbar mit dem Wert des
MCAK Wildtyps von 8,4% und dem der nicht transfizierten Zellen mit 8%) (Abb. 14 E)
Wahrend dessen war die Fahigkeit der MCAK T537A Mutante, bipolare Spindeln zu
bilden, stark beeintrachtigt: Die Mikrotubuli Struktur erschien als zwei dichte
sternformige Astern und die meisten Mikrotubuli in der Nahe der Chromosomen
waren nicht sichtbar (Abb. 14 F, Tubulin Farbung). Die Rate der aberranten Spindeln
in der MCAK T537A Gruppe betrug 59,2% im Vergleich zu 8,4% beim MCAK Wildtyp
oder zu 8% in nicht transfizierten Zellen (Abb. 14 E). Folglich konnten die Spindeln
Defekte fur den Prometaphase Arrest der Zellen, die die MCAK T537A Mutante
exprimieren, verantwortlich sein (Abb. 13 C). Zudem koénnte die chromosomale
Fehlverteilung ein Grund fur den beobachteten Metaphase Arrest in den Zellen, die
MCAK T537E exprimieren, sein (Abb. 13 C).

2.8 Die MCAK T537E Mutante fuhrt zu einer Reduzierung des Abstandes

zwischen den Geschwister-Centromeren

Aufgrund der centromerischen Lokalisation und der depolymerisierenden Aktivitat
von MCAK, die fur die Korrektur der Fehlverknipfungen zwischen den Mikrotubuli
der ,K-Fiber” und den Kinetochoren bendtigt wird (Andrews et al., 2004; Lan et al.,
2004), spielt MCAK eine wichtige Rolle bei der Herstellung lokaler Spannung
zwischen den Schwester-Centromeren bzw. Kinetochoren. Ohne diese erforderliche
Spannung sind die Zellen nicht in der Lage, den Ubergang von der Metaphase zur
Anaphase durchzufuhren und dadurch ist ein Austreten aus der Mitose unmaglich. In
der Praxis wurden Schwester-Centromeren, die Uber ein funktionelles MCAK
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verfugen, eine optimale Spannung aufweisen. Folglich werden diese Zellen in
Immunfluoreszenz Untersuchungen einen grofleren Abstand zwischen den
Centromeren/Kinetochoren aufweisen als in Zellen, in denen die Aktivitat von MCAK
auf irgendeine Weise gestort ist.

Die Ergebnisse der in vitro und in vivo Depolymerisierungs-Assays haben zweifellos
nachgewiesen, dass die katalytische Aktivitat von MCAK durch die Phosphorylierung
von Cyclin B1/CDK1 deutlich reduziert wird (Abb. 12). Dies wirde bedeuten, dass die
Zellen, die MCAK T537E exprimieren, moglicherweise Problemen bei der Korrektur
von Kinetochor-Mikrotubuli Fehlverbindungen begegnen und folglich falsche
Spannungsverhaltnisse zwischen den Schwester-Centromeren zeigen. Um diese
Hypothese zu Uberprufen, wurden HelLa-Zellen nach der Depletion von endogenem
MCAK mit dem MCAK Wildtyp, der Mutante MCAK T537A oder MCAK TS537E
transfiziert. Die Zellen wurden anschlieRend in der Mitose synchronisiert und mit dem
Centromer-Marker Cenp-A, Tubulin und DAPI immunzytochemisch gefarbt. Eine
signifikante Reduzierung des centromerischen Abstandes wurde in den HelLa-Zellen
beobachtet, die die Mutante MCAK T537E exprimieren (Abb. 15 A, letzte Reihe) im
Vergleich zu denen, die mit MCAK WT transfiziert wurden (Abb. 15 A, zweite Reihe).
Wie erwartet, fuhrte die Depletion von endogenem MCAK (Abb. 15 A, obere Reihe)
zu einer Abnahme des intercentromerischen Abstandes im Vergleich zu den MCAK
WT Zellen. Interessanterweise zeigten die mit der nichtphosphorylierbaren Mutante
MCAK T537A transfizierten Zellen, die die Metaphase erreichten, ebenfalls einen
leicht reduzierten intercentromerischen Abstand (Abb. 15 A, dritte Reihe). Dies
deutet darauf hin, dass die Mutante MCAK T537A nicht in der Lage ist, die korrekte
zellulare Funktion zu erfullen, trotz einer vollstandigen und normalen
Depolymerisierungsaktivitat. Dies ist moglicherweise durch Unterschiede der
zellularen Lokalisation zwischen dem MCAK Wildtyp und der MCAK T537A Mutante
zu erklaren. Weitere Quantifizierungen ergaben, dass der durchschnittliche
intercentromerische Abstand 1,5 pym fur die MCAK WT exprimierenden Zellen, 1,1
um far die MCAK T537A Mutante und 0,9 uym fur die MCAK T537E betrug (Abb. 15
B).
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Abbildung 15: Die Mutation des Threonin 537 fiihrt zur Reduzierung des
intercentromerischen Abstandes
A: Messung des intercentromerischen Abstandes. HelLa-Zellen wurden entweder mit
dem Flag-Plasmid, mit Flag MCAK WT oder mit den Mutanten MCAK T537A und
MCAK T537E nach der Depletion von endogenem MCAK transfiziert. Die Zellen
wurden anschlielend in die Mitose synchronisiert und mit dem Cenp-A Antikérper
(Centromer-Marker), und dem Tubulin-Antikérper gefarbt. Beispiele solcher Zellen
sind dargestellt. Die intercentromerischen Abstande wurden entsprechend den
Angaben in Material und Methoden ermittelt. Die zwei Schwester-Centromere, die
eingerahmt sind, wurden auf jedem Bild oben links vergrofRert. Ma3stab = 5 ym.
B: Der durchschnittliche intercentromerische Abstand in den mit Flag-Plasmid, MCAK
WT, MCAK T537A, und MCAK T537E nach der Depletion des endogenen MCAK
transfizierten HeLa-Zellen. Die Ergebnisse werden als Mittelwert des Abstandes + SD
graphisch dargestellt. ***P< 0,001.

2.9 Die Kinase CDK1 kontrolliert die centrosomale Lokalisation von MCAK

Um zu erforschen, ob die Phosphorylierung von MCAK durch CDK1 eine Wirkung

auf die subzellulare Lokalisation von MCAK in der Mitose hat, wurden HelLa-Zellen
mit vergleichbaren Mengen von EGFP MCAK WT, EGFP MCAK T537A oder

53



Ergebnisse

EGFP MCAK TS&37E transfiziert. Das EGFP-Plasmid wurde ebenfalls in die Zellen
transfiziert und als Kontrolle verwendet. Die Abbildung 16 A zeigt, dass die in die
Zellen eingebrachten Mengen der unterschiedlichen Fusionsproteine vergleichbar
sind.

. ; 2
Abbildung 16
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Abbildung 16: CDK1 kontrolliert die zelluldre Lokalisation von MCAK wahrend
der Mitose
A: HelLa-Zellen wurden mit vergleichbaren Mengen an EGFP MCAK WT, EGFP
MCAK T537A oder EGFP MCAK T537E transfiziert. Die Kontroll-Zellen wurden mit
dem leeren EGFP-C2 Plasmid transfiziert. Nach der Transfektion wurde eine Western
Blot Analyse mit Hilfe des EGFP Antikérpers (obere Reihe) und des B-Actin
Antikérpers (untere Reihe) durchgefiihrt. Die Mengen der transfizierten Plasmide
wurden im Verhaltnis zum B-Actin Signal berechnet.
B: Die Phosphorylierung von MCAK durch CDK1 fiihrt zur centrosomalen Freigabe
von MCAK. Hela-Zellen wurden am ersten Tag mit einer siRNA gegen Cyclin B1
oder mit einer siRNA Kontrolle behandelt. Am zweiten Tag wurden die Zellen mit
EGFP MCAK WT, EGFP MCAK T537A oder EGFP MCAK T537E transfiziert und
anschlieRend in der Mitose synchronisiert. Nach der Behandlung wurden die Zellen
mit p-MCAK Antikérper, a-Tubulin und DAPI gefarbt. Beispiele der Zellen, die mit
EGFP MCAK WT (erste und zweite Reihe), EGFP MCAK T537A (dritte und vierte
Reihe) und EGFP MCAK T537E (vorletzte und letzte Reihe) transfiziert wurden, sind
dargestellt. Maf3stab = 5 pm.
C: MCAK T537A ist an den Centrosomen lokalisiert. HeLa-Zellen wurden mit EGFP
MCAK T537A transfiziert und in der Mitose synchronisiert. Anschlieend wurden die
Zellen mit dem Pericentrin-Antikdrper und DAPI gefarbt. Mal3stab = 5um.
D: HelLa-Zellen und HelLa 776-6 Zellen, in denen die Aktivitdt von CDK1 durch
Depletion von Cyclin B1 reduziert ist, wurden mit EGFP MCAK WT transfiziert und
anschlieRend in der Mitose synchronisiert. Farbung mit a-Tubulin und DAPI
Mafistab = 5 pm.

In einem anderen Experiment wurden HelLa-Zellen nach der Behandlung entweder
mit siRNA gegen Cyclin B1 oder einer siRNA Kontrolle mit EGFP MCAK WT, EGFP
T537A oder EGFP MCAK T537E transfiziert. AnschlieRend wurden sie in der Mitose
synchronisiert. Diese wurden dann mit p-MCAK Antikorper, Tubulin Antikdrper und
DAPI immunzytochemisch gefarbt. In den mitotischen Zellen, die EGFP MCAK WT
exprimieren, war das EGFP Signal an den Centrosomen und entlang der Spindel
sichtbar ( Abb. 16 B, erste Reihe). Das p-MCAK Signal war ebenfalls im Bereich des
Centrosoms erkennbar (Abb. 16 B, erste Reihe). AulRerdem wurde nach Behandlung
der Zellen mit der siRNA Cyclin B1 eine starke Akkumulation des EGFP MCAK WT
an den Centrosomen beobachtet (Abb. 16 B, zweite Reihe), die von einer
bemerkenswerten Reduzierung des p-MCAK Signals (Abb. 16 B, zweite Reihe)
begleitet wurde. Diese Reduzierung des p-MCAK Signals ist auf die siRNA
Behandlung (gegen Cyclin B1) zurickzufuhren, da die Anwesenheit von Cyclin B1
fur eine Aktivierung der Kinase CDK1 notwendig ist. Entsprechend dieser
Beobachtungen konnte unabhangig von dem Vorhandensein von Cyclin B1
festgestellt werden, dass die EGFP MCAK T537A Mutante Uberwiegend an den
Centrosomen der prometa/metaphasischen Zellen lokalisiert ist (Abb. 16 B, dritte und

vierte Reihe). Diese Lokalisation wurde durch das Verwenden eines Centrosomen-
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Markers, das Pericentrin Protein, bestatigt. In der Abbildung 16 C wird deutlich
gezeigt, dass die Mutante EGFP MCAK T537A vollstandig mit dem Pericentrin Signal
colokalisiert. Dies wuirde einerseits bedeuten, dass die nichtphosphorylierbare
Mutante MCAK T537A an den Centrosomen festgehalten wird und andererseits,
dass die Phosphorylierung durch CDK1 notwendig ist, damit MCAK seine
unterschiedlichen  Sublokalisationen in der Mitose, namlich an den
Centrosomen/Kinetochoren, belegt, und so seine Funktionen an diesen Orten
erfullen kann. Das beobachtete p-MCAK Signal in den Zellen, die mit der EGFP
MCAK T537A nach der Behandlung mit der siRNA Kontrolle transfiziert wurden,
resultiert aus der Phosphorylierung des endogenen MCAKs durch den Komplex
Cyclin B1/CDK1 (Abb.16 B, dritte Reihe). Dieses Signal verschwindet nach
Behandlung der Zellen mit der siRNA gegen Cyclin B1 (Abb. 16 B, vierte Reihe).
Dies bestatigt noch einmal die Spezifitat der Phosphorylierung von MCAK durch den
Komplex Cyclin B1/ CDK1.

Die Phosphostatus-vortauschende Mutante zeigte nach Behandlung der Zellen mit
der siRNA Kontrolle eine diffuse Verteilung. Sie wurde an den Centrosomen und der
Spindel und auch an den Centromeren der Chromosomen beobachtet (Abb. 16 B,
funfte Reihe). Anders als der EGFP MCAK WT fuhrte die Depletion von Cyclin B1 zu
keiner Veranderung der Verteilung der MCAK T537E Mutante. Sie behielt die diffuse
Lokalisation an den Centrosomen, der Spindel und den Centromeren bei und wies
keine Verlagerung an den Centrosomen auf. Dies bestatigt, dass die
Phosphorylierung durch CDK1 eine Rolle bei der subzellularen Verteilung von MCAK
wahrend der Mitose spielt. Daruber hinaus wurden in 300 prometa/metaphasischen
Zellen, die mit MCAK WT, MCAK T537A oder MCAK T537E transfiziert wurden,
weitere mikroskopische Analysen zur Lokalisation der unterschiedlichen Konstrukte
durchgefuhrt. Diese Untersuchungen ergaben, dass 65% der mit der MCAK T537A
transfizierten Zellen eine verstarkte centrosomale Lokalisation aufwiesen im
Gegensatz zu 4% fur den MCAK WT und 14% fur die MCAK T537E Zellen. Weitere
Nachweise, dass die centrosomale Lokalisation von MCAK mit der Aktivitat der
CDK1 Kinase verbunden ist, sind durch Immunfluoreszenz Untersuchungen an der
HelLa 776-6 Zelllinie erbracht worden. In dieser Zelllinie wurde die Aktivitat von CDK1
durch die Depletion von Cyclin B1 stark reduziert (Yuan et al., 2006). HeLa-Zellen
und HelLa 776-6 wurden mit dem EGFP-MCAK WT transfiziert. Im Gegensatz zu
HelLa-Zellen, die eine diffuse Lokalisation von MCAK an den Centrosomen, an der
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Spindel und an den Centromeren aufwiesen, (Abb. 16 D, erste Reihe), legte das
EGFP MCAK WT Protein vorzugsweise eine centrosomale Lokalisation vor, die von
Spindel Aberrationen begleitet wurde (Abb 16 C, zweite Reihe). Die Centrosomen
erschienen als zwei dichte sternformige Astern vergleichbar mit den in Abbildung 14

F gezeigten Phanotypen.

Diese Daten liefern die Beweise, dass die mitotische Lokalisation von MCAK unter
der Kontrolle von CDK1 steht, und dass die verstarkte Lokalisation von MCAK an

den Centrosomen auf die reduzierte Aktivitat von CDK1 zuritickzufiihren ist.
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3. Diskussion

Die bipolare mitotische Spindel besteht aus einer bestimmten Anordnung
dynamischer Mikrotubuli und den sogenannten Mikrotubuli-assoziierten Proteinen.
Diese Proteine erfullen eine wichtige Funktion wahrend der Mitose, und zwar die
Trennung und die gleichmaRige Verteilung der Chromosomensatze auf die neu
entstandenen Schwester-Zellen (Gadde et al., 2004). Dynamische Mikrotubuli sind
fur die Organisation und Funktion der mitotischen Spindel von grof3er Bedeutung.
Eine Reihe von bereits untersuchten Proteinen ist durch Stabilisierung oder
Destabilisierung in der Lage, die Dynamik der Mikrotubuli zu regulieren. MCAK
(,mitotic centromere-associated kinesin®) ist ein depolymerisierendes Protein, das die
Mikrotubuli an ihren Plus-und Minus-Enden destabilisiert. Es spielt eine wichtige
Rolle beim Aufbau der mitotischen Spindel und bei der Trennung und Segregation
der Chromosomen (Lan et al., 2004). In mehreren Studien standen die Mechanismen
zur Regulation der katalytischen Aktivitat von MCAK im Mittelpunkt. Dabei fungierte
zunachst die Aurora B Kinase als Hauptkinase, die sowohl die depolymerisierende
Aktivitat als auch die subzellulare Lokalisation von MCAK wahrend der Mitose
reguliert (Andrews et al., 2004; Moore et al., 2004; Zhang et al., 2007). Aurora B
phosphoryliert MCAK wahrend der Mitose an drei wichtigen Stellen innerhalb des N-
terminalen- und ,Neck®-Bereiches. Das Threonin 95 wird am Ende der G2-Phase
phosphoryliert und was zur Rekrutierung von MCAK vom Zytoplasma zu den
Chromosomenarmen fuhrt. Die Phosphorylierung des Serin 110 findet am Anfang
der Mitose statt und verursacht die Anreicherung von MCAK an den Centromeren.
AnschlieBend wird das Serin 196 phosphoryliert und fuhrt zur Inaktivierung der
katalytischen Aktivitat von MCAK (Zhang et al., 2007). Eine weitere Studie zeigte,
dass ein weiteres Mitglied der Aurora-Kinasen, die Aurora A Kinase, ebenfalls das
Protein MCAK an den Centrosomen durch Phosphorylierung des gleichen Serin 196
und Serin 719 am C-terminalen Ende reguliert (Zhang et al., 2008). Diese Studie
zeigte zum ersten Mal, dass MCAK eine wichtige Rolle bei der Etablierung der
Spindel-Bipolaritat in der Mitose spielt.

In der vorliegenden Arbeit konnte zum ersten Mal gezeigt werden, dass, anders als
im Falle von Aurora A oder Aurora B, die Phosphorylierung von Cyclin B1/CDK1 in
dem katalytischen Bereich von MCAK am Threonin 537 erfolgt. Mit Hilfe der
durchgefuhrten Experimente war es moglich, nachzuweisen, dass diese
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Phosphorylierung die katalytische Aktivitat von MCAK, namlich die Mikrotubuli zu
destabilisieren oder zu depolymerisieren, negativ beeintrachtigt und die raumliche
Verteilung dieses Kinesins in der Mitose kontrolliert.

3.1 Zellzyklus-abhangige Expression und Lokalisation von MCAK und
Cyclin B1

Vorherige Studien haben gezeigt, dass die Expression des Proteins Cyclin B1
Zellzyklus-abhangig ist. Diese Expression erreicht den hochsten Wert und
akkumuliert am Ende der G2-Phase, wahrend die Zellen sich fur den Eintritt in die
Mitose vorbereiten (Pines et al., 1991). Diese Proteinmenge bleibt wahrend der
ersten Phasen der Mitose auf einem hohen Level, nimmt aber am Ende der Mitose
schnell ab und ermoglicht somit den Zellen den Austritt aus der Mitose (Pines et al.,
1991).

Mit Hilfe der durchgefuhrten Kinetik konnte nachgewiesen werden, dass die
Proteinexpression von MCAK ebenfalls Zellzyklus-reguliert ist (Abb. 7 A). MCAK
fangt wahrend der G2-Phase an zu akkumulieren und erreicht den hochsten
Expressionswert in der Mitose zwischen 8 und 10 Stunden nach der Entlassung der
Zellen aus dem Doppel-Thymidin Block. Interessanterweise konnte eine zusatzliche
langsam migrierende MCAK Bande beobachtet werden als sich die Zellen in der
Mitose befanden. Diese langsam migrierende Bande kann auf eine mitotische
Phosphorylierung des Proteins hinweisen und korrelierte mit der Phase, in der die
Expression von Cyclin B1 am hochsten und somit auch mit der Phase, in der die
Aktivitat der CDK1 Kinase am hochsten ist (Abb. 7 A). Dies war der erste Hinweis auf
eine mogliche Wechselwirkung zwischen MCAK und dem Komplex Cyclin B1/CDK1.

Die in den letzten Jahren eingefuhrten Verbesserungen der immunzytochemischen
Untersuchungen haben erneut das Interesse an den Sublokalisationen der
regulatorischen Untereinheit des Cyclin B1/CDK1 Komplexes, namlich Cyclin B1,
geweckt. Dank der ,time-laps“-und ,spinning-disk“- Mikroskopie konnten die bereits
in vorherigen Studien beobachteten mitotischen Sublokalisationen von Cyclin B1
bestatigt werden. Nach dem Zerfallen der Kernmembran (,nuclear envelop
breakdown“ = NEB) am Anfang der Mitose wird Cyclin B1 zu den Centrosomen
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rekrutiert, wo es an der Bildung der mitotischen Astern beteiligt ist. Danach wird es
zu den Mikrotubuli des Spindelapparates und zum Chromatin gezogen (Pines et al.
1991; Hagting et al., 1998; Clute et al., 1999). Interessanterweise wurde vor kurzer
Zeit Uber die centromerische Lokalisation von Cyclin B1 berichtet (Bentley et al.,
2007; Chen et al., 2008). Cyclin B1/CDK1 wurde an mit Nocodazol behandelten
Kinetochoren, die nicht mehr mit den Mikrotubuli der K-Fiber verbunden sind,
beobachtet.Dort spielt dieser Komplex eine wichtige Rolle bei der Aktivierung des
Kontrollmechanismus ,spindle assembly checkpoint‘, der den Verlauf der Mitose
uberwacht (Bentley et al., 2007; Chen et al., 2008). Basierend auf diesen
Erkenntnissen wurden in dieser Arbeit Immunfluoreszenz Experimente zur
Untersuchung der mitotischen Lokalisation der Proteine CDK1 und MCAK
durchgefuhrt. Das Hauptziel dieser Experimente war nicht nur die oben
beschriebenen zellularen Lokalisationen zu bestatigen, sondern auch zu erforschen,
ob beide Proteine CDK1 und MCAK sich in raumlicher Nahe zueinander befinden.
Dies wurde eine mogliche Interaktion andeuten. Die Abbildung 7 B zeigt, dass
wahrend der frihen Phasen der Mitose (Prophase, Prometaphase und Metaphase)
die Expressionsmuster von MCAK und CDK1 identisch sind. MCAK kann wahrend
der Prometaphase in den Centrosomen und in den Centromeren/Kinetochoren
beobachtet werden. Gleichzeitig zeigt CDK1 die gleiche centrosomale Lokalisation,
aber auch eine diffuse Farbung im Bereich der Spindel und des Chromatins.
Wahrend der Metaphase, eine der wichtigsten Phasen der Mitose, behalt MCAK die
centrosomale Lokalisation bei, zeigt aber eine deutliche Farbung im Bereich der
Metaphase-Platte. An diesem Ort ubt MCAK eine seiner wichtigsten mitotischen
Funktionen aus, und zwar die Korrektur von Fehlverknipfungen zwischen den
Kinetochoren und den Mikrotubuli der ,K-Fiber” (Kline-Smith et al., 2004).
Interessanterweise zeigte CDK1 in dieser Phase die gleiche subzellulare Lokalisation
wie MCAK. In den spateren Phasen der Mitose (Anaphase und Telophase), in denen
die Aktivitat von CDK1 durch den Abbau der regulatorischen Untereinheit Cyclin B1
kaum vorhanden ist, unterschied sich die raumliche Verteilung beider Proteine.
Basierend auf diesen Beobachtungen konnte man vermuten, dass diese mogliche
Wechselwirkung zwischen CDK1 und MCAK aufgrund der zeitlich begrenzten

raumlichen Nahe spatestens bis zur Metaphase stattfindet.

Ferner bestatigten Experimente, in denen sowohl MCAK, Cyclin B1 als auch CDK1

aus mitotischen Zellextrakten immunoprezipitiert wurden, dass all diese Proteine
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physikalisch miteinander wechselwirken oder sich zumindest innerhalb eines
einzigen Komplexes befinden (Abb. 7 D, E).

3.2 CDK1 phosphoryliert MCAK am Threonin 537in vitro und in vivo

Der endgultige Beweis fur die Interaktion zwischen dem Komplex CyclinB1/CDK1
und MCAK wurde mittels eines in vitro Kinase-Assays erbracht (Abb. 8). Dank
Deletionsmutanten konnte die genaue Stelle, an der MCAK durch CDK1
phosphoryliert wird, identifiziert werden. Es handelt sich um das Threonin 537, das
innerhalb des katalytischen Bereiches von MCAK lokalisiert ist. Diese Entdeckung
war hoch interessant, da es sich zum ersten Mal um eine Phosphorylierung innerhalb
des Bereiches, der fur die ATP-Hydrolyse, fur die Bindung mit den Mikrotubuli und
auch fur die Depolymerisierung der Mikrotubuli verantwortlich ist, handelte (Abb. 9).
Diese Phosphorylierung wurde eben  falls in vivo mit Hilfe des spezifischen p-
MCAK Antikorpers nachgewiesen (Abb. 11 A, B). Es war sehr interessant zu
beobachten, dass die immunzytochemischen Farbungen mit p-MCAK ausschlie3lich
ein Signal an den Spindelpolen zeigten (Abb. 11 C). Diese Lokalisation wurde mit
Hilfe anderer Centrosom- oder Spindelpol-Marker bestatigt (Abb.11 D, E). Dies
wiederum wies auf einen neuen regulatorischen Mechanismus zur Kontrolle der
Aktivitat von MCAK an den Centrosomen hin. Vor allem gehort der Modulator dieser
Regulation nicht zur Aurora-Kinasen Familie, sondern es handelt sich um die ,
Master Kinase® CDK1.

3.3 Die Phosphorylierung von MCAK durch CDK1 vermindert die katalytische
Aktivitat von MCAK und ermoglicht den Aufbau der mitotischen Spindel

3.3.1 Die Phosphorylierung inhibiert die katalytische Aktivitat von MCAK

Der grundlegende Schritt der Depolymerisierung der Mikrotubuli durch die Mitglieder
der Kinesin 13 Familie, darunter MCAK, ist die Herstellung von bogenformigem
Tubulin an den Mikrotubuli Enden (Desai et al., 1997). Mikrotubuli, die mit Paclitaxel
oder mit dem nicht hydrolysierbaren GTP Analog GMPCPP stabilisiert sind, wurden
aufgrund der Schwierigkeiten beim Experimentieren mit nicht-stabilisiertem Tubulin in
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mehreren Kinesin Studien eingesetzt (Maney et al., 2001; Moores et al., 2002;
Hertzer et al., 2006). Basierend auf diesen Experimenten wurde zunachst in einem in
vitro Depolymerisierungs-Assay die funktionelle Bedeutung der Phosphorylierung
des Threonin 537 durch CDK1 untersucht. GMPCPP-stabilisiertes Tubulin wurde mit
MCAK WT, mit der nicht phosphorylierbaren Mutante MCAK T537A oder mit der
Phosphostatus-vortauschenden Mutante MCAK T537E inkubiert (Abb. 12 B). Dieses
Experiment zeigte eindeutig, dass die Phosphorylierung von MCAK durch CDK1 eine
signifikante Inhibierung der Depolymerisierungsfahigkeit von MCAK verursacht (1,7 +
0,3 ym/min fur den MCAK WT und nur 0,3 + 0,21 ym/min fur die MCAK T537E
Mutante). Diese Beobachtung konnte man ebenfalls in dem in vivo
Depolymerisierungs-Assay feststellen (Abb. 12 C). Die Menge an polymerisiertem
Tubulin ist nach der Inkubation von HelLa-Zellen mit der Phosphostatus-
vortauschenden Mutante MCAK T537E signifikant angestiegen. Diese Erkenntnisse
verstarkten die Hypothese, dass die Phosphorylierung von MCAK durch CDK1 die
katalytische Aktivitat dieses Kinesins in vitro und in vivo inhibiert. Dank der in den
letzten Jahren veroffentlichten Kristallstruktur von MCAK konnte die genaue
Lokalisation des Threonin 537 determiniert werden (Ogawa et al., 2004). Es ist in der
Loop-12 lokalisiert, in direkter Nahe zur a4-Helix des katalytischen Bereiches oder
,core“-Bereiches. Die a4-Helix ist bekannterweise das Hauptenergie-produzierende
Element des katalytischen Bereiches und ist unmittelbar in die Depolymerisierung
der Mikrotubuli involviert, da sie wahrend des Prozesses der Depolymerisierung tUber
der Tubulin-intradimeren Schnittstelle sitzt und dadurch in der Lage ware, Tubulin zu

,verbiegen® (Ogawa et al., 2004; Niederstrasser et al., 2002; Moores et al., 2003)

In anderen Studien wurde berichtet, dass Mutationen im Bereich der a4-Helix oder
Mutationen von Aminosauren in der Nahe dieser Helix zum Affinitatsverlust zwischen
MCAK und den Mikrotubuli fuhrt (Niederstrasser et al., 2002; Ogawa et al., 2004). Es
ist folglich durchaus madglich, dass die Einfuhrung einer negativen Ladung in der
Region neben der a4-Helix, resultierend aus der Phosphorylierung von MCAK durch
CDKH1, zur Stoérung der Interaktion zwischen MCAK und den ,gebogenen® Strukturen
am Ende der Mikrotubuli fuhrt. Dies wurde die Depolymerisierungsaktivitat des

gesamten Proteins negativ beeintrachtigen (Abb. 17).
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4 Abbildung 17 )

Die Phosphorylierung des Threonin 537 innerhalb des katalytischen Bereiches von MCAK
beeintrachtigt die Affinitat von MCAK zu den Mikrotubuli Enden und fiihrt folglich zu
einer Reduktion der Depolymerisierungsraten

CDK1

-‘ aktiviertes MCAK
. @ inaiviertes MCAK
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Abbildung 17 : Schematische Darstellung der Effekte der Phosphorylierung von
MCAK durch CDK1

Eine andere logische Erklarung zur beobachteten Inhibition der katalytischen Aktivitat
der MCAK T537E Mutante bietet sich auRerdem an. Es ist durchaus denkbar, dass
die Veranderung des Threonin 537 zu Glutamat 537 die dreidimensionale Struktur
des Proteins MCAK so verandert, dass die wichtigsten Funktion von MCAK verloren
gehen (z.B. ATP Hydrolyse), folglich wirde die beobachtete Inhibition nur einen
sekundaren Effekt dieser strukturellen Modifikationen widerspiegeln. Um diese
Hypothese ausschlieBen zu konnen, wurde ein sogenannter ATP-Verwertungs-
Assay durchgefuhrt. In diesem Experiment konnte gezeigt werden, dass trotz der
EinfUhrung beider Mutationen, Threonin 537 zu Alanin 537 und zu Glutamat 537, die
Verwertung des ATPs (ATP Hydrolyse) bei allen Mutanten gleich bleibt und
aullerdem vergleichbar mit der des MCAK Wildtyps ist. Dies zeigte, dass die
Mutationen die Struktur von MCAK nicht beeintrachtigt haben und bestatigte
gleichzeitig, dass die beobachtete Unfahigkeit der Mutante MCAK T537E, Mikrotubuli
zu depolymerisieren, nur auf eine Storung der Bindung zwischen MCAK und den

Mikrotubuli-Enden zuriickzufihren ist.

Wahrend der Vorbereitungen dieser Arbeit, wurden unsere erzielten Erkenntnisse
durch die Ergebnisse einer anderen Arbeitsgruppe zum Teil bestatigt. Es war sehr
interessant die Arbeit einer anderen Gruppe, die am Drosophila MCAK Homolog
Protein KLP10A gearbeitet hat, zu verfolgen (Mennella et al., 2009). Sie waren in der
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Lage, nachzuweisen, dass die Casein Kinase 1a das Kinesin 13 KLP10 A innerhalb
des katalytischen Bereiches am Serin 573, phosphoryliert. Diese Phosphorylierung
fuhrte zu einer Reduzierung der Depolymerisierungsaktivitdt des Kinesins. Die
Mutante KLP10A S573E zeigte 40% weniger Aktivitat verglichen mit dem KLP10A
Wildtyp. Zusatzlich fihrte diese Phosphorylierung zur erheblichen Stérungen der
Bindungen zwischen dem Protein KLP10A und den Mikrotubuli der mitotischen
Spindel. Diese Ergebnisse sind nahezu identisch mit den Ergebnissen dieser Arbeit.
Der einzige Unterschied liegt im experimentellen System, einerseits handelte es sich
um Drosophila-Zellen und andererseits um humane Zellen, und an der regulierenden
Kinase. Die ahnliche Regulation der Kinesine 13 in diesen unterschiedlichen
Systemen bekraftigt die Wichtigkeit und Konservierung der mitotischen Regulation
des katalytischen Bereiches durch Phosphorylierung.

3.3.2 Die Phosphorylierung des katalytischen Bereiches von MCAK durch
CDK1 ermoglicht den Aufbau einer bipolaren Spindel

In Xenopus Ei-Extrakten spielt MCAK eine entscheidende Rolle bei der Regulation
der Dynamik der Mikrotubuli. Die Immunodepletion von MCAK fuhrte zum Auftreten
von extrem langen und unorganisierten Mikrotubuli (Walczak et al., 1996). Kurzlich
erschien eine neue Studie, die Uber die Rolle von MCAK bei der Herstellung von
bipolaren Spindeln in Anwesenheit von Centrosomen und Chromatin berichtete
(Ems-McClung et al., 2007). Im Allgemeinen wird der depolymerisierenden Aktivitat
von MCAK durch die Mikrotubuli stabilisierende Tatigkeit von MAPs-Proteinen
(,Microtubuli Associated Proteins®) am Beispiel von XMAP215/TOGp, Tau, MAP4
und EB1 entgegengewirkt. Dadurch werden die Centrosomen vor der
depolymerisierenden Aktivitat von MCAK geschitzt (Tournebize et al., 2000;
Kinoshita et al., 2001; Holmfeldt et al., 2002). Die MAP-Proteine fordern die
Polymerisierung der Mikrotubuli durch einen standigen Aufbau des Tubulins an den
Mikrotubuli Plus-Enden (Brouhard et al., 2008). Daruber hinaus sind die MAP-
Proteine ebenfalls in der Lage, die Mikrotubuli an den Minus-Enden zu stabilisieren.

In der vorliegenden Arbeit wird gezeigt, dass die Phosphorylierung von MCAK durch
CDK1 in der Mitose stattfindet (Abb. 11 A, B). Des Weiteren konnte ebenfalls

eindeutig nachgewiesen werden, dass diese Phosphorylierung hauptsachlich an den
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Spindelpolen erfolgt (Abb. 11 C) und dass sie fur den Aufbau einer bipolaren Spindel
in humanen Zellen erforderlich ist.

Um die Funktion der Phosphorylierung von MCAK durch CDK1 in der Organisation
der Spindel zu untersuchen, wurde das endogene MCAK durch siRNA depletiert und
anschlieRend wurden die MCAK Konstrukte in die Zellen transfiziert. Die Zellen, die
die Mutante MCAK T537A exprimierten, zeigten anormale Spindeln. Die
Mikrotubulistruktur an den Spindelpolen erschien gestort und die meisten Mikrotubuli
waren kurz und nicht mehr in der Lage, die Region nahe des Chromatins zu
erreichen (Abb. 14 F). Die Rate solcher aberranten Spindeln in MCAK T537A
exprimierenden Zellen betrug 59,2% verglichen mit 8,4% in Falle des MCAK WT und
13,5% fur die MCAK T537E Mutante (Abb. 14 E). Scheinbar sind die Spindelpole der
MCAK T537A exprimierenden Zellen nicht in der Lage, die Mikrotubuli aus den
Mikrotubuli-organisierenden Zentren aufzubauen und zu verlangern. Dieser
Phanotyp spiegelt eine Uberhohte Aktivitat von MCAK an den Spindelpolen wider,
wie auch in mehreren Studien berichtet wird (Holmfeldt et al., 2004; Segerman et al.,
2003). Die Unfahigkeit der MCAK T537A exprimierenden Zellen eine richtige Spindel
zu bilden, ist die logische Erklarung fur den beobachteten Prometaphase-Arrest
(17% far MCAK WT, 28% fur MCAK T537Aund 18% fur MCAK T537E) (Abb. 13 C).
Zusatzlich ermoglichten Immunofluoreszenz Untersuchungen zur Lokalisation der
MCAK Mutanten eine sehr wichtige Beobachtung. Wahrend der EGFP MCAK WT
und die Phosphostatus-vortduschende Mutante MCAK T537E ahnliche subzellulare
Lokalisationen an den Spindelpolen, Mikrotubuli der Spindel und im Bereich der
Centromeren/Kinetochoren aufwiesen (Abb. 16 B), zeigte die nicht-phosphorylierbare
Mutante MCAK T537A Uberwiegend eine centrosomale bzw. eine Spindelpol-
Lokalisation, sowohl in Anwesenheit als auch in Abwesenheit von Cyclin B1 (Abb.16
B, dritte und vierte Reihe). Aus dem Wissen, dass MCAK T537A eine vollstandige
depolymerisierende Aktivitat ahnlich zum MCAK WT besitzt (Abb. 12 B, C), lassen
sich folgende Erkenntnisse ableiten:

* Die Phosphorylierung durch CDK1 reguliert die centrosomale Lokalisation von
MCAK

* Die Abwesenheit von CDK1 fuhrt zum Festhalten von vollstandig aktivem
MCAK an den Centrosomen. Dies veranlasst die Bildung von aberranten

Spindeln und verursacht den registrierten Prometaphase-Arrest
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* Scheinbar sind bei inaktivierter CDK1 Kinase die endogenen Mengen an
Mikrotubuli-stabilisierenden Proteinen wie z.B. XMAP215/TOGp nicht
ausreichend, um die Mikrotubuli Minus-Enden vor der unkontrollierten Aktivitat
von MCAK zu schitzen

In einer veroffentlichten Studie zur Rolle von MCAK bei der Herstellung von Ran-
Protein-abhangiger Bipolaritat der Spindel (Ran = ,ras-related nuclear protein®)
(Zhang et al., 2008) wurde demonstriert, dass MCAK in der Mitte der Ran-Protein
Astern von Xenopus Ei-Extrakten lokalisiert ist. Zusammen mit dem XMAP215/TOGp
und anderen Proteinen fordert MCAK an dieser Stelle den Ubergang von Ran-
Protein Astern zu bipolaren Spindeln. Mit Hilfe der Depletion endogenen MCAK,
konnte die genaue Funktion von MCAK an diesen Astern untersucht worden. Der
Verlust der Funktion von MCAK fluhrte zur Entstehung von breiten und vergrof3erten
Astern mit sehr langen Mikrotubuli und daher nicht fokussierten Spindelpolen. Dies
verstarkte den Verdacht, dass MCAK an der Regulation der Dynamik der Mikrotubuli
Minus-Enden beteiligt ist. Trotz des Ausgleichs der destabilisierenden Aktivitat von
MCAK durch die MAP-Proteine (darunter XMAP215/TOGp) muss diese katalytische
Funktion an den Spindelpolen reguliert werden, um einen moglichen Spindelkollaps
zu verhindern. In der gleichen Studie fungierte Aurora A als einer der Modulatoren
dieser depolymerisierenden Aktivitat in der Mitose. Wahrend der ersten Phase zur
Entstehung der Ran-Protein Astern inhibiert Aurora A die katalytische Aktivitat von
MCAK durch eine direkte Phosphorylierung was den Aufbau und eine kontrollierte
Verlangerung der Mikrotubuli ermdglicht. Dadurch erfolgt die Bildung einer bipolaren

Spindel.

Anhand der oben beschriebenen Studie und der vorliegenden Arbeit ist deutlich zu
verstehen, dass die Aktivitat von MCAK in den frihen Phasen der Entstehung einer
bipolaren Spindel an den Centrosomen bzw. Spindelpolen streng kontrolliert werden
muss. Es ist noch nicht untersucht, ob die Aurora A Regulation von MCAK auch in
humanen Zellen besteht. Sicher ist, dass humane Zellen Uber einen anderen
Mechanismus zum Schutz der Bipolaritat der Spindel verfugen. Die Hauptdarsteller
sind CDK1 und MCAK. Wahrend der ersten Phasen der Mitose phosphoryliert CDK1
MCAK am Threonin 537. Diese Phosphorylierung zeigt zwei Effekte: Auf der einen
Seite wird der Uberschuss an MCAK aus den Centrosomen ausgetrieben und
ubernimmt anschlieBend die anderen bekannten mitotischen Lokalisationen
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(Mikrotubuli der Spindel, Chromosomenarme, Centrosomen/Kinetochoren). Auf der
anderen Seite wird der restliche MCAK Pool an den Centrosomen inaktiviert, denn
vorherige Experimente dieser Arbeit haben nachgewiesen, dass MCAK durch die
Phosphorylierung von CDK1 in vivo inhibiert wird (Abb. 12 C). Alle diese
erforderlichen Mallnahmen haben den Schutz und die korrekte Bildung einer
bipolaren Spindel als Ziel. Gleichzeitig fuhrt die Storung der Regulation von MCAK
durch CDK1 zur Bildung aberranter Spindeln (Abb. 14 E, F) und zu einem Zellzyklus
Arrest (Abb. 13 C).

3.4 MCAK T537E verursacht versetzte Chromosomen in der Metaphase

Aus den funktionellen Untersuchungen der Phosphorylierung von MCAK durch CDK1
konnte abgeleitet werden, dass die Phosphorylierung in der frathen Phase der Mitose
notwendig ist, um den Zellen eine korrekte Spindelbildung zu erlauben (Abb. 14). Es
war sehr interessant zu beobachten, dass die Mutante MCAK T537A uber eine
normale katalytische Aktivitat verfugt (Abb. 12) aufgrund der centrosomalen
Verlagerung aber erhebliche Spindelaberrationen zeigt (Abb. 14 E, F) und einen
Prometaphase-Arrest hervorruft (Abb. 13 C). Im Gegensatz dazu fuhrte die
Expression der Phosphostatus-vortauschenden Mutante MCAK T537E nicht zu einer
Spindelaberration, wohl aber zu einem Metaphase-Arrest und zu einer Zunahme der
Chromosomen-Anordnungsfehler. Die Expression der MCAK T537E Mutante konnte
die Chromosomen-Anordnungsfehler, die durch die Depletion von endogenem
MCAK verursacht wurden, nicht wiederherstellen (54,6%), wahrend die Expression
des MCAK WT diese Fehler vollstandig aufgehoben hat (21,4% verglichen mit dem
den Kontrollzellen) (Abb. 14 A, B, C, D). Demnach waren die Chromosomen-
Anordungsfehler die logische Erklarung fur den beobachteten Metaphase-Arrest. Im
Fall der MCAK T537E exprimierenden Zellen kdnnen sich die Chromosomen nicht
auf der Metaphaseplatte anordnen, was maoglicherweise den SAC (,Spindle
Assembly Checkpoint”) aktiviert und dann zu dem beobachteten Metaphase-Arrest
fuhrt (Kops, 2008).

Interessanterweise konnte die Mutante MCAK T537A nur zum Teil die
Chromosomen-Anordnungsfehler korrigieren (36%). Dies ist durch die bevorzugte

centrosomale Lokalisation der Mutante, die die Bildung einer korrekten Spindel
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verhindert, erklarbar (Abb. 14, C). Alle genannten Fakten weisen darauf hin, dass die
Dephosphorylierung des Threonin 537, sowie die Anderung von MCAK durch andere
Kinasen wahrend des Ubergangs von Prometaphase zur Metaphase notwendig sind,
um den Chromosomen eine korrekte Anordnung auf der Metaphaseplatte zu

ermoglichen.

Wahrend der Mitose sind die Chromosomen mit den Mikrotubuli der mitotischen
Spindel durch spezielle Strukturen, den Kinetochoren, verbunden. Diese Kinetochore
sind Protein-Strukturen, die an der aul3eren Ebene der Centrosomen der Schwester-
Chromatiden lokalisiert sind (Rieder, 1982). In der frihen Phase der Mitose nach
dem Zerfall der nuklearen Membran beteiligen sich die Schwester-Kinetochore an
der Herstellung der Biorientierung der einzelnen Chromosomen (Mclntosh et al.,
2002). Im Laufe der Prometaphase binden sich immer mehr dynamische Mikrotubuli
an die Kinetochore und schieben bzw. ziehen die Chromosomen in Richtung des
Spindelaquators. In dieser Phase entsteht eine Art Spannung zwischen den
Schwester-Kinetochoren. Diese Spannung wird in der Praxis als der physikalische
Abstand zwischen den gegenuberliegenden Kinetochoren wahrgenommen. Dieser
Abstand erreicht in der Metaphase den hochsten Wert, da die einzelnen Kinetochore
mit der grofdten Zahl an Mikrotubuli verbunden sind und die Chromosomen
vollstandig biorientiert sind (ungefahr 25 Mikrotubuli im Falle der somatischen Zellen
der Vertebraten) (McEwen et al., 1997). Es ist bereits bekannt, dass in den frihen
Phasen der Mitose viele Fehlverknupfungen zwischen den Kinetochoren und den
Mikrotubuli auftreten (Nicklas, 1997). In mitotischen Systemen sind viele dieser
Fehlverknupfungen instabil und werden vor oder wahrend der Anaphase korrigiert
(Rieder et al., 1998). Bereits die ersten Studien, die sich mit dem Kinesin MCAK
beschaftigt haben, konnten die Korrektur dieser naturlich vorkommenden und
spontan entstehenden Mikrotubuli-Kinetochor Fehlverknipfungen mit MCAK
verknupft werden (Kline-Smith et al., 2004). Erstaunlicherweise bewirkte in diesen
Studien die Depletion von centromerischem MCAK durch die Injektion eines
dominant-negativen Konstruktes das Auftreten von Kongressionsfehlern und
Chromosomen-Anordnungsfehlern. Diese Phanotypen wurden von einer deutlichen
Reduktion des Abstandes zwischen den Schwester-Centromeren begleitet.
Basierend auf den Erkenntnissen dieser Studie und der Tatsache, dass MCAK
T537E eine reduzierte katalytische Aktivitat aufweist, war es einfach, den in dieser
Arbeit beobachteten Chromosomen-Anordnungsfehlern mit der Unfahigkeit der
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Phosphostatus-vortauschenden Mutante Mikrotubuli-Kinetochore Fehlverknupfungen
zu korrigieren, zusammenzubringen. Um diese Hypothese zu bestatigen, wurde in
den Zellen die MCAK WT, MCAK T537A oder T537E exprimierten der
intercentromerische Abstand gemessen. Dabei konnte festgestellt werden, dass
dieser Abstand in den Zellen, die MCAK T537E exprimierten, viel kleiner ist als beim
Wildtyp (Abb. 15 A, B). Der durchschnittliche Wert des centromerischen Abstandes
lag bei 1,5 um far die MCAK WT exprimierenden Zellen, bei 1,1 ym fur die MCAK
T537A Mutante und bei nur 0,9 um fir die MCAK T537E. Interessant ist auRerdem,
dass die nicht phosphorylierbare Mutante MCAK T537A einen veranderten
centromerischen Abstand zeigt. Dies konnte durchaus durch die centromerische
Lokalisation der Mutante erklart werden. MCAK T537A bleibt an den Spindelpolen
festgehalten und gelangt nicht zu den Centromeren, wo sie die Korrektur der
Fehlverknupfungen durchfuhren kann (Abb. 15 A, B).

Aus diesen Daten lasst sich ableiten, dass die anhaltende Phosphorylierung durch
CDK1 die Funktion von MCAK hemmt. Zusatzlich ist eine zeitabhangige
Dephosphorylierung von MCAK um den Bereich der Centrosomen/Kinetochoren
unvermeidlich fur die Anordnung der Chromosomen in der Metaphaseplatte und
folglich fur einen reibungslosen Verlauf der Mitose.

Abgeleitet aus den Erkenntnissen dieser Arbeit wurde ein Modell zur Art und Weise
der Regulation der mitotischen Funktionen von MCAK durch die Phosphorylierung
durch CDK1 entwickelt (Abb. 18). In den fruihen Phasen der Mitose fordert die CDK1
Phosphorylierung die Entlassung von MCAK aus den Spindelpolen und unterstitzt
dadurch die Bildung der bipolaren Spindel (Abb. 18 obere Reihe). Wahrend der
Metaphase ist, sowohl die Dephosphorylierung von MCAK in der Nahe der
Cenromeren/Kinetochoren, als auch andere Modifikationen mittels anderer Kinasen
fur die weitere Aktivierung dieses Kinesins erforderlich. Aurora B ist ein Beispiel
dieser Kinasen. In der Metaphase ubernimmt Aurora B die Kontrolle Uber die Aktivitat
von MCAK und fordert die Korrektur der Mikrotubuli-Kinetochor Fehlverknupfungen
(Abb. 18 obere Reihe). Wahrend MCAK T537A vorzugsweise eine Spindelpol-
Lokalisation aufweist und defekte mitotische Spindeln verursacht (Abb. 18 mittlere
Reihe), erhohte MCAK T537E die Chromosomen-Anordnungsfehler drastisch und
verhinderte eine korrekte Anordnung der Chromosomen auf der Metaphaseplatte
(Abb. 18 letzte Reihe). Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die Regulation von
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MCAK durch CDK1 in der frihen Phase der Mitose und die Kontrolle der Aktivitat von
MCAK durch Aurora B in der Metaphase kooperieren, um eine einwandfreie zeitliche

und raumliche Aktivitat von MCAK sicherzustellen.
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Abbildung 18: Schematische Darstellung der Regulation von MCAK durch

CDK1 Kinase
Die Phosphorylierung durch CDK1 fihrt zur Entlassung von MCAK aus den
Spindelpolen und begunstigt die Bildung der mitotischen Spindel durch die in der
Prophase/Prometaphase erfolgte Inhibierung der katalytischen Aktivitdt von MCAK.
Um die Aktivitat von MCAK wiederherstellen zu kénnen, muss das Threonin 537
wahrend der Metaphase in der Nahe der Centromere/Kinetochore dephosphoryliert
werden. Dank dieser Dephosphorylierung kénnen die Fehlverknipfungen zwischen
den Mikrotubuli und den Kinetochoren aufgehoben werden (obere Reihe).
MCAK T537A, die nicht-phosphorylierbare Mutante, wird an den Spindelpolen
festgehalten und fuhrt zur Bildung aberranter Spindeln (mittlere Reihe).
Die Phosphostatus-vortduschende Mutante MCAK T537E verursacht Chromosomen-
Anordnungsfehler (letzte Reihe)

Dennoch sind in der Zukunft weitere Untersuchungen unerlasslich, um die prazise
Reihenfolge dieser regulatorischen Ereignisse, die von CDK1 und den Aurora
Kinasen (Aurora A und Aurora B) und wahrscheinlich auch PLK1 gesteuert werden,
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aufzuklaren. Dafur konnte die time laps® Mikroskopie und der Einsatz des p-MCAK
Antikorpers zur Ermittlung der genauen Kinetik der Phosphorylierung von MCAK
durch CDK1 in lebenden humanen Zellen genutzt werden. DarUber hinaus sollte
ebenfalls mittels der gleichen Technik die genaue Zeit der Dephosphorylierung des
Threonin 537 festgestellt werden. Dies ware wichtig, um nachvollziehen zu konnen,
in welchen Phasen der Mitose die Phosphorylierung von CDK1 notwendig fur die
Regulation von MCAK ist. Ferner wird die Etablierung von Hela-Zelllinien, die
konstitutiv EGFP MCAK WT, die Phosphostatus-vortauschende Mutante EGFP-
MCAK T537E oder die nichtphosphorylierbare Mutante EGFP-MCAK T537 A
exprimieren, zusammen mit dem Einsatz von spezifischen Kinase Inhibitoren (RO-
3306 fur CDK1, Hesperadin oder ZM 447439 fur die Aurora Kinasen, Bl 2536 und
Poloxin fur PLK1) uns erlauben, die richtige Reihenfolge der Phosphorylierungen von
MCAK durch CDK1, Aurora B und PLK1 im Hinblick auf die Lokalisation, die
enzymatische Aktivitat und die gesamte Funktion von MCAK wahrend der Mitose

aufzuklaren.
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4. Material und Methoden
4.1 Chemikalien, Material und Antikorper

Alle in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien wurden sofern nicht anders erwahnt
von Sigma-Aldrich (Steinheim/Taufkirchen), Carl Roth (Karlsruhe), Applichem
(Darmstadt), Merck (Darmstadt) und Serva (Heidelberg) bezogen. Die
Zellkulturflaschen und Zellkulturschalen wurden von Sarstedt (Nurnberg) und Nunc

(Langenselbold), Isotope wurden von Perkin Elmer (Boston, USA) bezogen.

Die folgenden Antikorper wurden fur Western Blot, Immunoprezipitationen,

Immunofluoreszenz und fur die Durchflusszytometrie Analyse eingesetzt:
4.1.1 Western Blot und Immunoprezipitation:
Die folgenden Antikorper wurden verwendet:

Maus anti-KIF2C (Abnova, Taipeih, Taiwan), Maus anti-Cyclin B1 (sc-245, Santa
Cruz Biotechnology, Heidelberg), Maus anti-CDK1 (sc-54, Santa Cruz Biotechnology,
Heidelberg), Maus anti-B-Actin (clone AC-15, Sigma), Maus anti-FlagM2 ( (F1804,
Sigma), Maus anti-PLK1 (F-8 Santa Cruz Biotechnology), Maus anti-GST (sc-138,
Santa Cruz Biotechnology) und Maus anti-EGFP (sc-9996, Santa Cruz
Biotechnology). Die primaren AntikOrper wurden laut den Angaben der Hersteller
eingesetzt. Alle sekundaren HRP-gekoppelten Antikorper (HRP = ,Horseradish
Peroxidase®) wurden von Santa Cruz Biotechnology (Heidelberg) bezogen und
entsprechend der Herstellerangaben angesetzt.

4.1.2 Immunofluoreszenz:
Die folgenden Antikorper wurden benutzt:

Maus anti-Cyclin B1 (sc-245, Santa Cruz Biotechnology), Maus anti-CDK1 (sc-54,
Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg), Maus anti-PLK1 (F-8 Santa Cruz
Biotechnology) , Kaninchen anti-CenpA (Cell signaling, Frankfurt am Main) ,
Kaninchen anti-Pericentrin (ab-4448, Abcam, Cambridge, England), Maus anti- a-
Tubulin (clone B-5-1-2 Sigma) und Maus anti-phospho-Histone H3 ser 10 (clone
3H10 Millipore, Frankfurt am Main). Die primaren Antikorper wurden entsprechend
der Angaben der Hersteller verwendet.
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Die fur die Immunofluoreszenz geeigneten sekundaren Antikorper FITC-gekoppelte-
Ziege anti-Maus, FITC-gekoppelte-Ziege anti-Kaninchen, Cy3-gekoppelte-Esel anti-
Maus und Cy5-gekoppelte-Esel anti-Kaninchen wurden von der Firma “Jackson
Immunoresearch® (Newmarket, UK) bestellt und entsprechend Herstellerangaben

verwendet.

4.1.3 Durchflusszytometrische Messungen

FiUr die durchflusszytomerischen Untersuchungen des intrazellularen Tubulingehalts
wurde der Maus anti-a-Tubulin Antikorper (Clone T5168 Sigma) angewendet. Der
FITC-gekoppelte Kaninchen anti-Maus (DAKO, F0313, Eching) wurde als sekundarer

Antikorper fur diese Art Experimente benutzt.

4.2 Herstellung eines phospho-spezifischen Antikorpers p-MCAK (pThr 537)

Es wurde ein spezifischer Antikdrper gegen die phosphorylierten Threonine an der
Position 537 (T537) in der MCAK/KIF2C Peptidsequenz erzeugt. Die Herstellung des
Antikorpers erfolgte in der Firma Eurogentech (Seraing, Belgien). Die Kaninchen
wurden gegen die folgende Peptidsequenz CGQNKAHpTPFRES (pT = phospho-
Threonin) immunisiert und der p-MCAK Antikorper wurde dann durch
Affinitatschromatographie aufgereinigt. Der p-MCAK Antikorper wurde sowohl in

Western Blot Untersuchungen als auch in der Immunofluoreszenz eingesetzt.

4.3 Herstellung der DNA Konstrukte

Die vollstandige humane MCAK/Kif2c cDNA (,complementary* DNA) wurde als
rekombinantes Plasmid pCMV-SPORTG6-Kif2c von dem Deutschen
Ressourcenzentrum fur Genomforschung (RZPD, Berlin) erhalten. Die gesamte
Lange der MCAK/Kif2c-cDNA wurde durch die Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
mittels spezifischer Primer Kif2c-for und Kif2c-rev amplifiziert (Tabelle 2), wofur die
Pfu Ultra Il DNA-Polymerase (Stratagene) verwendet wurde. Die amplifizierte Kif2c
DNA wurde anschlieBend mit dem ,Wizard SV Gel und PCR clean-up System®

73



Material und Methoden

(Promega, Madison, USA) aufgereinigt und fur die Klonierung verwendet. Die
Klonierung der gesamten Lange von Kif2c erfolgte sowohl in eukaryontischen
Plasmiden 3xFlag-CMV 7.1 (Invitrogen) und pEGFP-C2 (Clontech, CA, USA) als
auch im bakteriellen Plasmid pGEX-5x3 (Clontech, CA, USA).

Nach Aufreinigung der unterschiedlichen Plasmide mit Hilfe des ,QlAprep spin
Miniprep Kit* (Qiagen, Hilden) wurden die Plasmide und die Kif2c PCR-Produkte mit
Hilfe von Restriktionsendonukleasen nach Angaben des Herstellers linearisiert bzw.

verdaut.

Die Plasmide pGEX-5x3 und 3xFlag-CMV 7.1 wurden mit den Restriktions-
endonukleasen BamH/ und EcoR/ (New England Biolabs (NEB), Frankfurt)
linearisiert. Das pEGFP-C2 Plasmid wurde mit Xhol und EcoR/ (New England

Biolabs) linearisiert.

Mit Hilfe des Enzyms T4-Ligase (NEB, Frankfurt) erfolgte die Ligation der einzelnen
linearisierten Plasmide mit den komplementaren Kif2c PCR-Produkten. Alle
Ligationen sind laut Herstellerangaben durchgefuhrt worden. Alle entstandenen
Konstrukte wurden durch Sequenzierung uberpruft und bestatigt.

Verschiedene Subdomanen der humanen Kif2c, die N-Terminale Doméane
(Aminosaure 1-187), die Neck Doméane (Aminosaure 188-255), die Core Domane
(Aminosaure 256-590) und die C-Terminale Domane (Aminosaure 591-725) wurden
durch PCR amplifiziert und in der gleichen Weise in pGEX-5x3 subkloniert
(Tabelle 2).

Zum Zweck der Untersuchung der in vitro und in vivo Interaktion zwischen CDK1 und
KIF2C wurden durch zielgerichtete Mutgenese Punktmutationen innerhalb der Kif2c-
DNA Sequenz eingefuhrt. Diese Punktmutationen wurden mit Hilfe des “Quik Change
site-directed = mutagenesis  kit* (Stratagene, Amsterdam, Holland) nach
Herstellerangaben erzeugt. Die Punktmutationen wurden so angesetzt, dass
Threonin 537 (T537) entweder zu Alanin 537 (A537) oder zu Glutamat 537 (E537),
und ebenso Serin 566 (S566) zu Alanin 566 (A566) oder Glutamat 566 (E566)
mutiert (Tabelle 2).

Diese Mutationen wurden sowohl in den bakteriellen rekombinanten Plasmide zum

Zweck der bakteriellen Proteinsynthese, als auch in den eukaryontischen
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rekombinanten Plasmide erzeugt, um funktionelle Untersuchungen innerhalb der

Zellen durchzufuhren. Alle Konstrukte wurde durch Sequenzierung bestatigt.

4.4 Transformation von Bakterienzellen

Folgende Bakterienstamme von Invitrogen (Karlsruhe) wurden zu Transformationen

eingesetzt.
E. coli-Stamm Genotyp
DH5a F~ 80/acZAM15 A(lacZYA-argF)U169 recA1 endA1 hsdR17(rx, my”)
phoA supE44 thi-1 gyrA96 relA1 N
BL21 F" ompT hsdSg(rs'mg’) gal decm (DE3)

Die direkte Aufnahme von DNA-Molekulen in Bakterienzellen wird als Transformation
bezeichnet. Dazu werden kompetente Bakterienzellen (DH5a oder BL21) auf Eis
aufgetaut. Je Transformationsansatz werden 1 bis 5 ng DNA oder 5 bis 10 ul eines
Ligationsansatzes zu 50 uyl kompetenten Bakterien gegeben, die anschliellend zur
DNA-Aufnahme 25 Minuten lang auf Eis inkubiert werden. Nach dieser
Inkubationszeit werden die Bakterien einem 2 minutigen Hitzeschock bei 42°C im
Wasserbad ausgesetzt und anschlielend werden die transformierten Bakterien fur
45 Minuten bei 37°C im Brutschrank inkubiert. Danach werden die Bakterien
sedimentiert und der Uberstand verworfen. Das Pellet wird in 100 pl LB-Medium
resuspendiert und auf LB-Agar-Platten ausplattiert. Die Platten wurden 12 bis16
Stunden bei 37°C inkubiert.

4.5 Expression bakterieller Proteine

1 bis 5 ng Plasmid-DNA werden in 50 yl kompetente BL21 transformiert und auf
selektivem Medium ausplattiert. Nach 20 Stunden werden die Bakterienklone von der
Agarplatte in 6 ml selektives LB-Medium uberfuhrt und Uber Nacht im Schattler bei
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37°C und 250 rpm expandiert. 5 ml der Bakteriensuspension werden in 100 ml
selektives LB-Medium uberfuhrt und bei 37°C und 250 rpm bis zum Erreichen einer
ODeggp von ca. 0,6 kultiviert. Anschlielend wird die Bakteriensuspension mit 0,5 mM
IPTG (Isopropyl-R-D-thiogalactopyranosid; AppliChem, Darmstadt), einem Aktivator
der Transkription und somit der Proteinexpression, versetzt und fur ca. 2,5 Stunden
im Schuttler bei 37°C und 250 rpm inkubiert.

Nach Zentrifugation der Bakteriensuspension (Zentrifuge Sorvall RC-5B, Rotor GSA:
5.000 rpm, 5 min, 4°C) wird das Pellet in 10 ml Bakterien-Lyse-Puffer (250 mM NaCl,
50 mM Tris-HCI pH 8,0, 10% Glycerol, 1% Triton-X-100), der 200 ul Proteaseinhibitor
(50x Complete) enthalt, resuspendiert und in ein 50 ml Reaktionsgefaly Uberfuhrt.
Anschlie®end wird die Losung mit 50 ul Lysozym und 1 pyl Benzonase (Novagen,
Nottingham, UK) versetzt.

Zum weiteren Zellaufschluss werden die Bakterien in flussigem Stickstoff
schockgefroren und im 37°C Wasserbad aufgetaut. Der Vorgang wird dreimal
wiederholt. Anschliel3end wird die Suspension zentrifugiert (Zentrifuge Sorvall RC-
5B, Rotor: SS-34: 10.000 rpm, 15 min, 4°C). Um das bakteriell exprimierte GST-
(Glutathion S-Transferase) gekoppelte Protein zu isolieren, wird der Uberstand in ein
15 ml Reaktionsgefald dberfuhrt und mit 50 pl GST-beads versetzt. Die
Kopplungsreaktion wird fur mindestens 1 Stunde bis Uber Nacht bei 4°C auf dem
Rotator durchgefunhrt.

Am nachsten Tag werden die GST-beads zentrifugiert (2500 rpm, 5 min, 4°C), zum
Waschen mit 500 pl Bakterien-Lyse-Puffer in ein 1,5 ml Reaktionsgefal® Uberfuhrt
und erneut zentrifugiert (2400 rpm, 3 min, 4°C). Die Pellets werden mit 500 pl
Bakterien-Lyse-Puffer gewaschen und anschlieBend noch zwei weitere Male mit
500 ul PBS. Die GST-Fusionsproteine werden mit 60 bis 70 pl Elutionspuffer (45 mM
Tris-HCI pH 8,0, 0,19 M NaCl, 21 mg Glutathion, pH auf 8,5 mit 1 M NaOH
einstellen) fur mindestens 1 Stunde bei 4°C auf dem Rotator eluiert und
abschlieBend bei 4°C zentrifugiert. Die Uberstande mit den GST-Fusionsproteinen
werden zur Stabilisierung mit 20% Glycerol versetzt und bei -80°C gelagert.
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4.6 In vitro Kinase Assay

Zur Durchfuhrung des in vitro Kinase Assays wurden ca. 100 bis 200 ng sowohl
bakteriell exprimiertes GST-KIF2C Fusionsprotein als auch die unterschiedlichen
GST-KIF2C-Domanen mit dem Komplex Cyclin B1/CDK1 (New England Biolabs) in
Anwesenheit von 2 pCi [y->P] ATP und 100 uM nicht radioaktivem ATP bei 30°C fiir
30 Minuten inkubiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 4x SDS-Probenpuffer
gestoppt. Die Proben wurden anschlielend bei 95°C fur 5 Minuten gekocht. Es
wurden gleiche Mengen von jeder Probe auf ein 10%-iges Polyacrylamidgel
aufgetragen und es folgte die Protein Auftrennung bei 160 V. Die Gele wurden
danach mit der Coomassie-Farbelosung (40% Methanol (v/v), 10% Essigséure (v/v),
0,125% Coomassie Brillant blau R 250 (w/v)) gefarbt und anschlieBend mit
Schnellentfarber (40% ETOH (v/v); 20% Essigséure (v/v); 40% H2O bidest. (v/v))
entfarbt. Die Coomassie-gefarbten Gele wurden dokumentiert und dienten als
Ladungskontrolle. Die Inkorporation (Aufnahme) von [y->’P] ATP wurde mittels des

Progamms ,Kodac Geldock system*” quantifiziert.

4.7 Zellkultur und Transfektionen

Alle in dieser Arbeit verwendeten Zellen wurden in Brutschranken bei 37°C mit einem
COz Gehalt von 5% kultiviert. Alle Zelllinien wurden von der deutschen Sammlung
von Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ, Braunschweig, Deutschland)
bezogen. HelLa-Zellen (,human cervix carcinoma®), Hela 776-6 Zellen (stabile Klone
mit ShRNA gegen cyclin B1 transfiziert) (Yuan et al., 2006), Saos Zellen (,human
osetogenic sarcoma®), MCF-7 Zellen (,human breast adenocarcinoma®) und Sw480
Zellen (,human colon adenocarcinoma®) wurden in ihren entsprechenden Medien
kultiviert (Tabelle 1).

Die Zellen wurden transient mit den unterschiedlichen DNA-Konstrukten mittels
Fugeen 6 (Roche Diagnostics, Mannheim, Deutschland) oder mit unterschiedlichen
siRNAs mittels Oliofectamine (Invitrogen, Darmstadt, Deutschland) transfiziert. Alle
Transfektionen erfolgten nach Angaben der Hersteller.
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4.8 siRNA Experiment und Transfektion

Es wurden zwei siRNAs zum Unterdrucken der zellularen Expression von KIF2C
chemisch hergestellt (Sigma Aldrich). Die erste siRNA war gegen die Position 1666
bp bis1686 bp der kodierenden Sequenz von KIF2C gerichtet (Tabelle 3). Diese
siRNA wurde als siRNA MCAK1 bezeichnet. Die zweite siRNA war gegen die
3’ -nicht-translatierte Region des Proteins KIF2C (3°-UTR) gerichtet, genau zwischen
der Position 11 bp und 31 bp. Diese siRNA wurde als siRNA MCAK2 bezeichnet
(Tabelle 3). Eine Kontroll-siRNA wurde von der Firma Dharmacon Research
(Lafayette, CO, USA) bezogen. Alle siRNAs wurden so verdunnt, dass sie uber eine
20 uM konzentrierte StammlOosung verfugten. Fur die Transfektion der siRNAs in den
Zellen wurde das Oligofectamine (Invitrogen) als Transfektionsreagenz benutzt. Alle
Transfektionen sind entsprechend der Herstellerangaben durchgefuhrt worden. Am
Tag vor der Transfektion wurden die Zellen 50-60% konfluent ausgesat. Am Tag der
Transfektion wurde fur eine einzige 6-Well 10 nM siRNA mit 250 pl OptiMEM
(Invitrogen) zusammengegeben. Zur gleichen Zeit wurden 5pul Oligofectamine zu
70 pl OptiIMEM gegeben. Beide Ansatze wurden bei Raumtemperatur fur 10 Minuten
inkubiert. Nach der kurzen Inkubationszeit wurde die siRNA mit dem
Transfektionsreagenz gemischt und fur 20 Minuten bei Raumtemperatur weiter
inkubiert. Der Transfektionsansatz wurde dann auf die Zellen gegeben und fur 4
Stunden im Brutschrank (37°C) inkubiert. Nach Ablauf der Zeit wurde die
Transfektion durch Zugabe vom passenden Medium, das mit 30% FCS versetzt war,
abgestoppt. Die behandelten Zellen wurden nach 24 bis 96 Stunden fur weitere

Experimente geerntet.

4.9 Synchronisation der Zellen

Um die Zellen in bestimmten Phasen des Zellzyklus untersuchen zu kénnen, wurden
sie durch den Einsatz verschiedener chemischer Substanzen in der gewunschten
Phase des Zellzyklus arretiert und angereichert. Zur Synchronisation der Zellen in
der G1/S Phase, wurden die Zellen einem doppelten Thymidin Block (Sigma-Aldrich,
Taufkirchen) unterzogen. Dem Kulturmedium wurde 0,2 mg/ml (2 mM) Thymidin
zugesetzt, zu den Zellen gegeben und 16-18 Stunden in diesem Medium inkubiert.
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Der Zellzyklus-Block wurde fur 8 Stunden durch Waschen mit PBS und Zugabe von
frischem Medium aufgehoben und anschlieRend wiederholt.

Um Zellen in der G2/M-Phase zu synchronisieren, wurden diese zuerst fur 16
Stunden mit 0,5 mg/ml (2 mM) Thymidin (Sigma-Aldrich) inkubiert, dann fur 8
Stunden in frisches Medium Uberfuhrt und anschlieRend mit 50 ng/ml Nocodazol
(Sigma-Aldrich, Taufkirchen) fir 16 Stunden inkubiert.

4.10 Herstellung von Proteinlysaten

Zur Herstellung von Proteinlysaten wurden adharente Zellen mit einem Zellschaber
vom Boden der Kulturschalen geldst. Die Zellen wurden anschlieRend durch
Zentrifugation pelletiert (1400 rpm, 10 min, 4°C) und zweimal mit 4°C kaltem PBS
gewaschen. Das gewaschene Pellet wurde dann mit dem RIPA-Lysis Puffer (150
mM NaCl ; 20 mM Tris pH 7,4; 0,25% Na-Desoxycholat (w/v); 1% NP-40 (v/v); 0,1%
SDS (w/v); 1 mM EDTA; 50 mM NaF; pH 7,4 einstellen und komplementiert mit 1 mM
DTT; 100 uM Na3VO4 400 uM PMSF; 1x Proteaseinhibitor) resuspendiert. Nach
Inkubation von mindestens 30 Minuten auf Eis werden die Zellen erneut zentrifugiert
(13000 rpm, 4°C) und der entstandene Uberstand (Proteinlysate) wird in ein
Eppendorfgefald uberfuhrt. Nach Bestimmung des Proteingehaltes werden die Lysate

fur weitere Experimente eingesetzt oder bei -20°C eingelagert.

4.11 SDS Gelelektrophorese und Western-Blot

Mit der SDS-PAGE konnen Proteine aus heterogenen Suspensionen analysiert
werden, in dem sie nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennt und mittels spezifischer
Antikorper identifiziert werden. 25 bis 35 ug Proteinlysat werden mit dem 4xSDS-
Probenpuffer (240 mM Tris-HCI pH 6,8, 0,6% Bromphenolblau (w/v); 40% Glycerol
(v/v; 5% [-Mercaptoethanol (v/v); 6% SDS (w/v)) versetzt und fur 5 Minuten bei 95°C
zur Proteindenaturierung inkubiert. AnschlieRend werden die Proteinlysate auf ein
10%-iges Polyacrylamidgel geladen und in einem SDS-Laufpuffer (1,4% Glycin (w/v);
0,3% Tris (w/v); 0,2% SDS (w/v)) fur 1-1,5 Stunden konstant bei 160 V in einer mini-

Protean Gelkammer (Invitrogen) getrennt.
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AnschlieRend wurde das Gel auf eine mit Methanol aktivierte PVDF-Membran (Roth)
in Blot-Puffer (1,4% Glycin (w/v); 0,3% Tris (w/v); 20% MeOH (v/v)) bei konstanter
Spannung von 32 V (ca. 300 mA) far 75 Minuten in einer Mini-Blotapparatur
(Invitrogen) geblottet. Nach einer 30-minudtigen Inkubation der Membran in Blocking-
Puffer (5% Milchmagerpulver (w/v); 1xPBS) wurde die Membran mit den primaren
Antikorpern, die in der gewlunschten Konzentration im Blocking-Puffer enthalten sind,
fur 1 Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Nach einem dreifachen Waschschritt
(jeweils 10 min) der Membran mit PBST (1xPBS; 0,02% Tween) wurde die Membran
mit dem entsprechenden sekundaren HRP-gekoppelten Antikorper fur 30 Minuten
bei Raumtemperatur inkubiert. Nach erneutem Waschen wurde die Membran mit
einer Chemilumineszenz-Losung (Pierce, IL, USA) fur 2 Minuten inkubiert. Die
Signale wurden mit Hilfe eines Rontgenfilm—Hyperfilm ECL (Amersham, Freiburg)
detektiert.

4.12 Co-Immunoprezipitation

Zum Zweck der Untersuchung der moglichen Protein-Protein Interaktionen zwischen
MCAK/KIF2C und dem Komplex CyclinB1/CDK1 wurden Co-Immunoprezipitationen
durchgefuhrt. Am Tag vor der Immunoprezipitation wurden die Zellen in der G2/M-
Phase mittels Nocodazol synchronisiert. Die Zellen wurden geerntet und Zelllysate
hergestellt. Die Durchfuhrung der Co-Immmunoprezipitationen erfolgte nach
Angaben der Hersteller der Dynabeads (Invitrogen). Als erstes wurden 1-2 ug
Antikorper mit den Dynabeads Protein G (Invitrogen) bei Raumtemperatur fur 30
Minuten rotierend inkubiert, anschlieRend wurde 500-600 ug Proteinlysat zugegeben
und fur eine weitere Stunde bei 4°C inkubiert. Der Komplex Beads-Prezipitat-Co-
Prezipitat wurde dreimal mit Lysis-Puffer und einmal mit PBS gewaschen.
Anschlie®end wurden die Co-Immunokomplexe mit 4xSDS-Probenpuffer vermischt,

bei 95°C inkubiert und einer SDS-Elektrophorese unterzogen.
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4.13 Quantifizierung der Mikrotubuli-Depolymerisierung in vivo und in vitro
4.13.1 In vivo Quantifizierung

Um festzustellen, ob die Transfektion der unterschiedlichen MCAK-DNA Konstrukte
einen Effekt auf das Polymerisationsverhalten der intrazellularen Mikrotubuli zeigt,
wurde ein in vivo Polymerisations-Assay durchgefuhrt. HelLa-Zellen wurden am
ersten Tag mit siRNA MCAK2, und am zweiten Tag mit den unterschiedlichen
MCAK-Konstrukten transfiziert. AnschlieRend wurden die Zellen mittels eines
Doppel-Thymidin Blocks in der G1/S Phase synchronisiert und fir 10 Stunden in
frischem Medium inkubiert, so dass die Zellen in der Mitose angereichert werden. Die
Zellen werden geerntet, in PEM-Puffer extrahiert (0,7 M PIPES; 2 mM EGTA; 5 mM
MgCly; pH 7,4), zugesetzt mit 0,2% Saponin; 25 nM Paclitaxel fur 4 Minuten bei 37°C
inkubiert und anschlielRend in Fixierungspuffer (PEM pH7,4; 4% PFA; 0,2% Saponin)
fur 15 Minuten bei 37°C fixiert. Danach wurden die Zellen durch Zentrifugation
pelletiert und in Blocking-Puffer (0,9% NaCl; 10 mM Tris pH 7,5; 5§ mM EDTA; 1
mg/ml BSA) der jedes Mal frisch mit 10%FCS versetzt wird, fur 10 Minuten bei 37°C
inkubiert. Zur Farbung des intrazellularen Tubulins wurden die Zellen mit dem a-
Tubulin Antikorper (clone T5168, Sigma) gefarbt. Der primare Antikorper wurde im
gleichen Blocking-Puffer verdinnt und die Inkubation erfolgte bei 37°C fur eine
Stunde. Nach Ablauf der Zeit wurden die Zellen zweimal mit PBS gewaschen und mit
dem sekundaren Antikorper (FITC-gekoppelte Kaninchen anti-Maus) (DAKO, clone
F0313, Eching) fur eine Stunde bei 37°C inkubiert. AnschlieRend wurden die Zellen
fur die Durchflusszytometrischen Messungen vorbereitet. Die Messungen erfolgten in
einem FACScan Gerat (BD Biosciences, Heidelberg) und die Ergebnisse der
Messungen wurden graphisch dargestellt. Die Experimente wurden finfmal
unabhangig voneinander jeweils dreimal parallel durchgefluhrt.

4.13.2 In vitro Quantifizierung

Die in vitro Quantifizierung der Tubulin-Depolymerisierung nach Zugabe der MCAK-
Konstrukte wurde von der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Jonathon Howard im Max-
Planck-Institut (Dresden) im Rahmen einer Kooperationsarbeit durchgefuhrt. Dazu

wurde Tubulin aus dem Gehirn von Schweinen isoliert, aufgereinigt und
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anschlieBend mit Rhodamin gekoppelt (TAMRA, Invitrogen) (Hunter et al., 2003;
Vladimir Varga et al., 2006). Der Depolymerisierungs-Assay wurde mit den GMP-
CCP stabilisierten Mikrotubuli in BRB20-Puffer (80 mM PIPES-KOH pH 6.9; 1 mM
MgCI2; 1 mM EGTA) komplementiert mit 75 mM KCI; 1 mM ATP; 0.1 mg/ml Bovine
Serum Albumin (BSA), 1% p-Mercaptoethanol; 40 mM Glucose, 40 pg/ml
Glucoseoxidase, und 16 pg/ml Catalase durchgefuhrt. Diese Mikrotubuli wurden auf
der Oberflache von Objekttragern immobilisiert und die Depolymerisierung der
Mikrotubuli  ist durch die Zugabe von Sattigungskonzentrationen der
unterschiedlichen aufgereinigten MCAK Proteinvarianten MCAK WT, MCAK T537A
oder MCAK T537E (ca. 500 ng) eingeleitet worden.

Die mit Rhodamin gekoppelten Mikrotubuli wurden mittels eines Axiovert 200M
Mikroskops (Carl Zeiss, Gottingen, Germany) ausgestattet mit einem 100x a Plan
FLUAR Objektiv beobachtet und die Bilder wurden mit einer Metamorph (Molecular
Devices Corporation, Sunnyvale, CA) Software-gesteuerten MicroMAX:512BFT CCD
Kamera aufgenommen. Metamorph wurde benutzt, um die Bilder zu bearbeiten und

fur die Messungen der Lange der Mikrotubuli.

4.14 ATP-Verwertungs-Assay in vitro

Dieses Experiment ist ebenfalls von der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Jonathon
Howard durchgefuhrt worden. Die Rate der ATP-Verwertung oder ATP-Hydrolyse
wurde durch die ,acid quenching samples® Methode aus einem Reaktionsgemisch
bestehend aus 2 yM MCAK Protein oder die Varianten TS37A, T537E, 2 mM MgATP
in einem Puffer aus 20 mM PIPES pH 6,9; 75 mM KCI gemessen. In jeder Probe
wurde das ADP von ATP mit Hilfe einer C4g Saule unter isokratischen Durchfluss
Bedingungen in einem Puffer aus 100 mM Kalium-Phosphat pH 6,5; 10 mM
Tertrabutylammonium-Bromid und 10% Acetonitril getrennt. Die Rate der ATP-
Hydrolyse der MCAK Proteine und die der Varianten T537A und T537E wurde nach
der Freisetzung von ADP als Fraktion der gesamten Nukleotide gemessen.
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4.15 Immunofluoreszenz und Messung der intercentromerischen Distanz

Far die Immunofluoreszenz Experimente wurden die Zellen in sogenannten ,slide
flasks® (Nunc) ausgesat und anschlieBend mit siRNA oder mit den MCAK
Konstrukten transfiziert. Die Zellen wurden fur 8 Minuten mit kaltem Methanol (-20°C)
sowohl fixiert als auch permeabilisiert. Anschlieend wurden die Zellen in Blocking-
Puffer (0,9% NaCl; 10 mM Tris pH 7,5; 5 mM EDTA; 1 mg/ml BSA), der jeweils frisch
mit 10% FCS angesetzt wird, fur 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Alle
primaren Antikorper wurden im gleichen Blocking-Puffer verdinnt und auf die
Objekttrager gegeben. Nach einer Stunde Inkubation bei Raumtemperatur wurden
die Objekttrager 30 Minuten mit PBS gewaschen und fur 30 Minuten bei
Raumtemperatur mit den sekundaren Antikorpern inkubiert. Die Objekttrager wurden
erneut mit PBS gewaschen, die DNA wurde mit DAPI (4°,6-diamidino-2-phenylindol-
dihydrochloride) (Roche, Mannheim) gefarbt. Die Objekttrager wurden dann mit
Vectashield (Vector, CA, USA) eingedeckt. Die Objekttrager wurden mittels eines
Axioimager Z.1 Mikroskops (Zeiss, Gottingen), das mit einem 40 x Plan Neofluar
Objektiv ausgestattet ist, beobachtet und die Bilder wurden mithilfe einer Software
Axio Cam MRm Kamera (Zeiss, Gottingen) aufgenommen.

FUr die Messung der intercentromerischen Abstande wurden die Zellen wie oben
beschrieben behandelt und mit dem Cenp-A (,cell signaling“) Antikorper gefarbt.
Mindestens 10 Zellen, die sich in der Metaphase befinden, wurden untersucht. Dabei
wurde die Distanz zwischen 8 bis 10 Schwester-Centromeren jeder einzelnen Zelle
mit Hilfe des 63 x Plan Neofluar Objektivs und der gelieferten Software ,Axiovision
release 4.6" erfasst.

Statistische Analyse

Far die statistische Analyse wurde der ,Student’s t-test® benutzt, um die Signifikanz
der Behandlungen mit MCAK WT und den Varianten 537A, 537E oder die
Behandlung mit den siRNAs im Vergleich zu den Kontrollen evaluieren zu konnen.
Unterschiede wurden als statistisch bedeutend betrachtet wenn P < 0,05 ist.
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Sonstige Software

Abbildungen wurden mit der Bildbearbeitungssoftware Adobe Photoshop CS3
angefertigt und die Beschriftung sowohl der Abbildungen als auch der schematischen

Darstellungen wurde mit dem Adobe lllustrator CS3 durchgefuhrt.

Tabelle 1: Die unterschiedlichen Zelllinien und Kulturmedien

Zelllinie Medium
MEM-Medium (Sigma) + 10%FCS (PAA, Colbe, Deutschland)
HelLa +1% Penn strep (Sigma)
MEM-Medium (Sigma) + 10%FCS (PAA, Colbe, Deutschland)
Hela 776-6 +1% Penn strep (Sigma) + G418 Antibiotikum (Invitrogen)
McCoy’s Medium (Biochrom AG, Berlin, Deutschland) +
s 10%FCS (PAA, Colbe, Deutschland) +1% Penn strep (Sigma) +
aos
1% L-Glutamine
RPMI 1640 (Sigma) + 10%FCS (PAA, Cdlbe, Deutschland) +1%
MCF-7 Penn strep (Sigma)
Medium (Lonza, Koln, Deutschland) + 10%FCS (PAA, Coalbe,
Deutschland) +1% Penn strep (Sigma)
SW-480

Medium flr die
siRNA
Transfektion

optiMEM Sigma-Aldrich (Steinheim/Taufkirchen)

Losen der Zellen
von der . _ _ o .
Trypsin EDTA Sigma-Aldrich (Steinheim/Taufkirchen)
Schalenoberflache
und Passagieren

der Zellen
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Tabelle 2: Liste der fur die Klonierung benutzten Primersequenzen

Primer

Sequenz 5°- 3’

Verwendungszweck

MCAK-for

5-
GATAGGATCCAGATGGCCATGGACTCGTCGC
TTCAGG-3’

MCAK-rev

5°-
ACAGAATTCTCACTGGGGCCGTTTCTTGCTGC
TTATTTG-3’

Klonierung in pGEX-
5x3

MCAK-F-rev

5.
AATTGAATTCAATGGCATGGACTCGTCCCTTC
AGG-3’

MCAK-F-for

5-
GATCCGGATCCTCACTGGGGGCCGTTTCTTG
CTGCTTCTTTG-3’

Klonierung in 3xFlag-
CMV 71

MCAK-EGFP-for

5°-
TCGACTCGAGGATGGCCATGGACTCGTCGCT
TCAGG-3’

MCAK-EGFP-rev

5-
ACAGAATTCTCACTGGGGCCGTTTCTTGCTGC
TTATTTG-3’

Klonierung in pEGFP-
C2

N-Terminal-for

5-
GATAGGATCCAGATGGCCATGGACTCGTCGC
TTCAGG-3’

N-Terminal-rev

5.
GCGCGAATTCAACTGAGTTCACAGGGTTTGC
AGAAGAGCT-3’

Klonierung in pGEX-
5x3

Neck-for

5.
CTCAGGATTCCGGTTCGGAGGAAATCATGTTT
GTG-3’

Neck-rev

5
GACAGAATTCAACACAGACACATATTCTGTGC
TC TTCGATAGG-3’

Klonierung in pGEX-
5x3

Core-for

5
GATAGGATTCAGGAGCACAGAATATGTGTCT
GTGTTAGGAAACGCC-3

Core-rev

5°-
GACAGAATTCGGGGCTCAGCTCCTTGACCCT
GTCTGC-3’

Klonierung in pGEX-
5x3
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5’_
C-Terminal-for | GATAGGATCCAGCACAGTGGGCCCAGTGGAGAGC
AGTTGATTC-3’
_ Klonierung in pGEX-
S~ 5x3
C-Terminal-rev | ACAGAATTCTCACTGGGGCCGTTTCTTGCTGCTTAT
TTG-3°
A537-up 5-AGAACAAGGCTCACGCCCCGTTCCGTGAG-3
zielgerichtete
A537-down 5-CTCACGGAACGGGGCGTGAGCCTTGTTCT-3°
Mutagenese
5’_
E537-up GGACAGAACAAGGCTCACGAACCGTTCCGTGAGA
GCAAG-3’
zielgerichtete
5_
E537-down | CTTGCTCTCACGGAACGGTTCGTGAGCCTTGTTCT Mutagenese
GTCC-3°
5-CATGATTGCCACGATCGCACCAGGCATAAGCTC-
A566-up 3 . .
zielgerichtete
5-GAGCTTATGCCTGGTGCGATCGTGGCAATCATG- M
A566-down 3’ utagenese
Tabelle 3: Die Sequenzen der verwendeten siRNAs
siRNA Sequenz Verwendungszweck
Sense siRNA:
CUCUAGGACUUGCAUGAUUTT
siRNA MCAK1 gegen die kodierende
Antisense siRNA: Sequenz von MCAK
AAUCAUGCAAGUCCUAGAGTT
Sense siRNA:
AAAUCUGUUUGGUUUGACATT
siRNA MCAK2 gegen die 3'-nicht

Antisense siRNA:
UGUCAAACCAAACAGAUUUTT

translatierte Region
der MCAK/Kif2c
Sequenz (3'UTR)

siRNA cyclin B1

Sense siRNA:
GAAAUGUACCCUCCAGAAATT

Antisense siRNA:
GCUGACCCUGAAGUUCAUCUU

gegen die kodierende
Sequenz von Cyclin
B1
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