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Einleitung

1  EINLEITUNG

1.1 Entwicklungsbiologische Grundlagen

Wissenschaft, die sich mit der Entwicklung eines multizelluldren Organismus beschiftigt,
wird zusammenfassend als Entwicklungsbiologie bezeichnet. Thr Ziel ist das Verstdndnis
von molekulargenetischen und entwicklungsphysiologischen Prozessen, die in einem
Organismus ab der befruchteten Eizelle (Zygote) bis zum Tod realisiert werden. Ein
Teilgebiet der Entwicklungsbiologie stellt die so genannte ,,Embryologie®, also die Lehre
von der Entwicklung des Embryos, dar. Wahrend der Embryonalentwicklung entstehen aus
einer einzelnen Zelle, der Zygote, Billionen von Zellen, die in spezialisierten Geweben und
Organen organisiert werden. Die Zellen durchlaufen dabei einen Prozess von progressiven
Verdnderungen, die zur Zunahme der Komplexitit fiihren. Dieser Prozess kann grob in drei
Abschnitte unterteilt werden: Zellteilung, Differenzierung und Morphogenese (Campbell,
2000). Zunichst kommt es zu einer Reihe von schnellen, mitotischen Teilungen der
befruchteten Eizelle, um eine rasche Erhhung der Zellzahl zu erzielen. Weiterhin miissen
die gebildeten Zellen differenzieren, ein Vorgang, der die Morphologie und Funktion
wesentlich verdndert. Da jede Zelle eines Organismus das gleiche genetische Material erbt,
muss es einen Mechanismus geben, der die Generierung diverser Zelltypen instruiert.
Dieser Mechanismus wird durch die selektive und differentielle Genexpression realisiert
und bezeichnet die kontrollierte Verdnderung des Genexpressionsmusters einer Zelle. Der
Vorgang der differenziellen Genexpression kann auf verschiedenen Stufen reguliert
werden. (1) Eine Zelle kann die Transkription von Genen Kkontrollieren
(Transkriptionskontrolle). (2) Das primdre RNA-Transkript kann unterschiedlich
modifiziert oder gespleillit werden (RNA-Prozessierungskontrolle). (3) Es kann kontrolliert
werden, welche mRNA ins Zytoplasma transportiert werden darf und was ihr Ziel-
Kompartiment ist (mMRNA-Transport- und Lokalisierungskontrolle). (4) Der Zeitpunkt der
Translation einer mRNA kann reguliert werden (Translationskontrolle). (5) Die
Halbwertszeit von mRNAs kann festgesetzt werden (mRNA-Abbaukontrolle). (6)
Synthetisierte Proteine konnen reguliert werden, indem man ihren Aufenthaltsort, ihre
Aktivitdt oder ithren Abbau kontrolliert (Proteinaktivititskontrolle) (Alberts et al., 2004).
Da die Morphologie und Funktion eines Zelltyps durch die in ihm vorhandenen Proteine
bestimmt wird, tragen alle Kontrollmechanismen dazu bei, dass Zellen durch Gene, die fiir
Proteine kodieren, wiederum die Aktivitdt anderer Gene regulieren und koordinieren

konnen. Eine Zelle kann die Expression ihrer Gene aber auch als Reaktion auf duflere

7



Einleitung

Einflisse verdndern. Beispielsweise finden lokale Wechselwirkungen zwischen Zellen
statt, die das Differenzierungsschicksal mitbestimmen. Die interzellulire Kommunikation
kann auf verschiedenen Wegen erfolgen: Wenn Zellmembranproteine auf der Oberfléche
einer Zelle mit Rezeptoren auf einer benachbarten Zelle interagieren, dann spricht man von
,juxtakrinen“ Interaktionen. Werden Signalproteine von einer Zelle sezerniert und wirken
iiber eine rdumliche Distanz hinweg auf entfernte Zellen, dann wird diese Ubertragung als
»parakrin® bezeichnet. Das Signalmolekiil, auch ,,Morphogen® genannt, bildet einen
stofflichen Gradienten aus, der Zellen Positions- und Identitétsinformationen signalisieren
kann (Turing, 1952). Eine Vielzahl von parakrinen Faktoren konnen aufgrund ihrer
biochemischen Struktur in eine von vier Proteinfamilien gegliedert werden: die Hh-
Genfamilie (engl. hedgehog), die TGFB/BMP-Superfamilie (engl. transforming growth
factor B, bone morphogenetic proteins), die FGF-Familie (engl. fibroblast growth factors)
und die Wnt- oder Wingless-Familie (Gerhart, 1999; Gilbert, 2000). Parakrine Faktoren
binden an Rezeptoren und initiieren eine Serie von enzymatischen Reaktionen innerhalb
einer Zelle, die man als ,,Signaltransduktionskaskade‘ bezeichnet (Rodbell, 1980). Ihr Ziel
ist die Regulation von Transkriptionsfaktoren, die wiederum die Aktivitit anderer Gene
beeinflussen.

Der Prozess, der Zellen zu Geweben und zu komplexen dreidimensionalen Organen
ausbildet, wird als Gestaltbildung oder ,,Morphogenese* bezeichnet. Ein Schliisselelement
der Morphogenese ist die Musterbildung. Die Musterbildung beginnt mit der Definierung
der drei Polarititsachsen: der anterior-posterior Achse (vom Kopf bis zum Schwanz), der
dorso-ventralen Achse (vom Riicken zum Bauch) und der Links-Rechts-Achse. Sie endet
mit der Ausformung von Korperelementen wie dem Kopf, Thorax oder Abdomen (Lodish
et al., 2001). Weiterhin reguliert die Musterbildung auch alle Morphologieanderungen und
Wanderungen einer Zelle, die sie bendtigt, um innerhalb des Organs die richtige Position
einzunehmen. Die molekularen Faktoren, die die Musterbildung steuern, werden auf
zelluldrer Ebene als Positionsinformation in die Zelle geleitet und {iber die Expression so
genannter ,,Musterbildungsgene* kontrolliert. Das Besondere an Musterbildungsgenen ist,
dass sie evolutionédr hoch konserviert in vielen verschiedenen Tieren vorkommen; von der
Fliege bis zum Saugetier (Niisslein-Volhard und Wieschaus, 1980).

Das heutige Wissen iiber entwicklungsbiologische Vorgidnge beruht groftenteils auf der
Untersuchung von Modellorganismen. Die Funktion eines Mechanismus kann am
einfachsten erforscht werden, indem man diesen stort und seine Funktion aus den

Auswirkungen der Stérung ableitet. Da sich Untersuchungen an menschlichen Genen mit
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Hilfe von Mutationen aus ethischen, aber auch aus experimentellen Griinden nicht einfach
durchfiihren lassen, bedient sich der Mensch evolutionér tiefer stehender Organismen, wie
der Griinalge (Chlamydomonas reinhardtii), der Taufliege (Drosophila melanogaster),
dem Fadenwurm (Caenorhabditis elegans), dem Zebrabéarbling (Danio rerio), dem
Haushuhn (Gallus gallus domesticus) und vor allem der Hausmaus (Mus musculus). Trotz
der Vielfalt aller Lebewesen sind multiple molekulare Grundlagen und Basisprozesse hoch
konserviert und ein sehr grofler Teil der menschlichen Gene findet sich in homologen
Formen wieder. Durch systematische Genom- und Proteinanalysen lassen sich
Riickschliisse von Modellorganismen auf den Menschen ziehen. Daher besteht Interesse
daran, gentechnisch verdnderte Lebewesen zu generieren, die mutierte Gene exprimieren
und auch an ihre Nachkommen weitergeben. Eine Methode, um mutierte Gene in
Mauszellen einzuschleusen, ist das ,,gene-targeting®. Dabei wird das mutierte Gen mittels
homologer Rekombination ins Genom aufgenommen und ersetzt das wildtypische Gen
(Capecchi, 1989). Im Optimalfall wird dadurch die Funktion des urspriinglichen Gens
komplett aufgehoben; die Miuse werden dann als ,,Geninaktivierungs*“-Mause bezeichnet.
Alternativ kann die Aktivitit eines Gens auch konditional abgeschaltet werden, also zu
einem bestimmten Zeitpunkt und/oder in einem bestimmten Gewebe. Auch die Technik
der RNA-Interferenz (RNA1) hat sich in vielen Organismen und Zelllinien bewehrt. Durch
die Insertion von siRNAs (small interfering RNA) kommt es zu einer Degradierung bzw.
zu einer Translationshemmung der Ziel-mRNA (Fraser et al,, 2000; Misquitta und
Paterson, 1999; Wianny und Zernicka-Goetz, 2000).

Die Wahl des Modellorganismus wird durch die biologische Fragestellung beeinflusst,
welche sich oft mit biochemischen Grundlagen zahlreicher humaner Krankheiten befasst.
Auf dem Gebiet der Ziliopathien (Funktionsstérung von Zilien, die zu humanen
Krankheiten fiihren, siehe Abschnitt 1.4) beispielsweise eignet sich nicht jeder
Modellorganismus gleich gut. Obwohl C. elegans zwar Zilien besitzt, kann die
Dysfunktion dieser jedoch keine humanen Krankheitsmodelle imitieren, da die betroffenen
Tiere keine vergleichbaren phinotypischen Defizite zeigen. Daher finden sich zwar
teilweise menschliche Homologe im Genom des Fadenwurms wieder, doch sind die
Funktionen der entsprechenden Proteine unterschiedlich (Chih ez al., 2011). Auf dem
Gebiet humaner Krankheitsmodelle, auch im Bereich der Ziliopathien, etablierte sich
dagegen die Hausmaus, deren anatomische und physiologische Konstitution am ehesten

mit der des Menschen vergleichbar ist. Diese Doktorarbeit basiert auf der Analyse einer
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Geninaktivierungs-Maus, der Frm-Mutante, mit deren Hilfe die Funktion des Ftm-Proteins

naher charakterisiert werden soll.

1.2 Die Ftrm-Mausmutante

Ftm (Fantom,; Rpgripll) wurde erstmalig als eines von sechs Genen identifiziert, die in der
Ft (Fused-toes)-Mausmutante deletiert sind (Peters et al., 2002). Das Gen liegt auf dem
achten Mauschromosom und setzt sich aus 25 Exons zusammen, die sich tiber einen DNA-
Bereich von 100kB Lénge erstrecken. Das murine Ftm besteht aus 1264 Aminosduren, die
mehrere funktionelle Protein-Protein-Interaktionsdoménen enthalten. N-terminal befinden
sich fiinf Coiled-coil-Doménen, die die potentielle Bildung von Homopolymeren fordern
(Zhao et al., 2003). In C-terminaler Richtung schlieen sich zwei C2-Dominen an, die in
mogliche Phospholipid-Interaktionen involviert sind (Azzi ef al., 1992). Das Protein wird
durch eine RID-Doméne (RPGR Interacting Domain) C-terminiert, die eine starke
Sequenzhomologie zum Ftm-verwandten Rpgripl-Protein (Retinitis Pigmentosa GTPase
Regulator Interacting Proteinl) aufzeigt (Boylan und Wright, 2000; Hong et al., 2001). In
Rpgripl sorgt die RID-Doméne fiir die Interaktion mit Rpgr (Retinitis Pigmentosa GTPase
Regulator) (Hong et al, 2001). Durch vergleichende in silico-Analysen konnte
demonstriert werden, dass Ftm ein evolutiondr hoch konserviertes Gen darstellt. In der
Geschichte der Vertebraten-Entwicklung fiihrte seine Duplikation zu der Entstehung des
verwandten Rpgripl-Proteins (unpublizierte Daten Renate Dildrop) (Vierkotten et al.,
2007). Daher findet man Ftm-Orthologe im Stamm der Nesseltiere (Cridaria) bis hin zu
den Sdugetieren (Mammalia), wihrend Rpgripl lediglich in den Sdugetieren vertreten ist
(Vierkotten et al., 2007).

Um die Funktion von Ftm zu untersuchen, wurde eine Frm-Mausmutante generiert und die
Auswirkungen des Proteinverlustes analysiert (Vierkotten et al., 2007). Ftm lokalisiert in
der G- oder Go-Phase des Zellzyklus am Basalkdrper von Zilien. In sich teilenden Zellen
liegt das Protein mit den Zentrosomen assoziiert vor (Lier, 2008; Vierkotten et al., 2007).
Ftm-defiziente Mause zeigen eine variable Penetranz in Defekten, die auf eine Dysfunktion
von Zilien und eine damit einhergehende Storung von Signalwegen zurilickzufiihren sind
(Gerhardt, 2010; Vierkotten et al., 2007). Betroffene Méause leiden an einer Links-Rechts-
Asymmetrie, Polydaktylie der Vorder- wund Hintergliedmallen, Exenzephalie,
Mikrophthalmie, kraniofaziale Stérungen, Dorsalisierung des Neuralrohrs, Lungen-,

Leber- und Herzdefekten sowie Nierenzysten und sind spétestens perinatal letal (Delous et
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al., 2007; Gerhardt, 2006, 2010; Vierkotten, 2006; Vierkotten et al, 2007). Ftm-
heterozygot mutante Wurfgeschwister weisen dagegen keinerlei Defekte auf, sie sind

postnatal lebensfdhig und fertil (Vierkotten ef al., 2007).

1.3 Die Architektur der Zilie

Die erste Publikation liber Zilien wurde bereits um 1835 von den Biologen Purkinje und
Valentin verfasst (Purkinje und Valentin, 1835). Sie beschrieben die motilen Zilien in der
Trachea von Vertebraten und erkannten, dass diese fiir den Mukustransport verantwortlich
sind. Es folgten jedoch 150 Jahre, in denen Zilien zu verkiimmerten Rudimenten ohne
jegliche Funktion fiir Zellen degradiert wurden. Die biologische Wichtigkeit der Zilie
wurde erst im Jahr 1976 erkannt, als man herausfand, dass die Dysfunktion von Zilien eine
Ursache fiir menschliche Syndrome darstellt (Afzelius, 1976). Durch diese Entdeckung
steht das kleine Organell bis heute im Fokus zahlreicher biologischer und medizinischer
Disziplinen, deren Aufgabe es ist, die physiologische Funktion und Biogenese der Zilien
zu erforschen. Heutzutage ist bekannt, dass Zilien eine wichtige Rolle in zahlreichen
zelluldren Prozessen innehaben: Sie kontrollieren das Wachstum, die Differenzierung und
die Migration von Zellen und sind somit von essentieller Bedeutung filir die
Embryonalentwicklung und Homdostasis eines Organismus (Gerdes et al, 2009;
Plotnikova et al., 2008). Die immer weiter expandierende Palette der Zilienfunktionen geht
mit einem expandierenden Wissen iiber die Zilienstruktur und ihre Proteinkomposition
einher. Vergleichende, proteomische Analysen der Zilien von Vertebraten und
Invertebraten fithrten mittlerweile zu der Erkenntnis, dass ein Repertoire von iiber 1000
Proteinen bendtigt wird, um den Aufbau und Erhalt von Zilien zu ermoglichen (Gherman
et al., 2006). Zilien sind hoch konservierte Organellen, die man von den Protozoen bis hin
zu den Sdugetieren findet (Carvalho-Santos ef al., 2011). Sie werden konventionell in zwei
unterschiedliche Kategorien eingeteilt: primire und motile Zilien. Ein einzelnes, priméres
Zilium von ca. 1-30 um Lénge befindet sich auf der apikalen Oberfliche der meisten
eukaryotischen Zellen (Besschetnova et al., 2010; McGlashan et al., 2010; Wheatley,
2005). Primire Zilien sind immotil und fungieren als Zellantennen, die physikalische und
biochemische extrazelluldre Signale wie Wachstumsfaktoren, Hormone, Geruchsstoffe und
Morphogene aus dem Umfeld aufnehmen und in intrazellulire Signalkaskaden
transduzieren (Berbari et al., 2009; Singla und Reiter, 2006). Zahlreiche motile Zilien

befinden sich auf der Oberfliche von Epithelzellen, beispielsweise in der Trachea oder

11



Einleitung

dem Ovidukt. Dort schlagen sie in kooperativen, wellenformigen Bewegungen und
erzeugen einen Fliissigkeitsstrom der darin enthaltene Molekiile transportiert. Weiterhin
werden Zilien von vielen Protisten zur Fortbewegung genutzt (Vincensini et al., 2011).

Unser heutiges Wissen iiber die Architektur von Zilien basiert grofitenteils auf den
Ergebnissen von elektronenmikroskopischen Untersuchungen, die eine Unterteilung der
Zilie in drei Hauptkompartimente ermdoglichen: den Basalkdrper, das Axonem und die

Transitionszone (Abbildung 1.1).

A B
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Axonem <
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''''''
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Perizilidre Membran
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Basalkdérper Transitionsfibrillen
(Zentriolen)

Abbildung 1.1: Architektur einer Zilie.

(A) Schematische Darstellung des Aufbaus einer priméren Zilie. Die Zilie ist durch die
Transitionsfibrillen des Basalkorpers (Mutterzentriole) an der Plasmamembran der Zelle verankert.
Der Bereich distal der Transitionsfibrillen wird als Transitionszone (TZ) bezeichnet und ist durch
Y-Verbindungen gekennzeichnet. Das Axonem besteht aus Mikrotubuli und wird von einer
speziellen, zilidren Membran umgeben. (B) Querschnitte durch den Basalkoérper, die TZ und das
Axonem einer primdren Zilie. Das Axonem weist im Inneren eine ,,9+0“-Duplett-Mikrotubuli-
Konformation auf, die aus den neun radidrsymmetrisch angeordneten Triplett-Mikrotubuli des

Basalkdrpers hervorgeht.
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1.3.1 Der Basalkorper

Die primére Zilie befindet sich an der Oberfliche der meisten Vertebratenzelltypen und
wird durch den Basalkorper in der Zelle verankert. Unter dem Basalkdrper versteht man
ein, an die Plasmamembran einer Zelle angedocktes, Zentriolenpaar (Henneguy, 1898;
Lenhossek, 1898). Das Paar wird durch die Mutterzentriole (auch maternale Zentriole
genannt) und eine, auf ihr orthogonal liegende, Tochterzentriole gebildet (Tassin und
Bornens, 1999). Zentriolen sind tonnenférmige Gebilde mit einem Durchmesser von ca.
250 nm. Sie bestehen aus einer radidrsymmetrischen Anordnung von neun Triplett-
Mikrotubuli-Strangen, die man kurz auch als ,,9x3“-Konformation bezeichnet (Gibbons
und Grimstone, 1960). Dabei wird ein Triplett von jeweils einem A-, B- und C-
Mikrotubulus gebildet. Der Mikrotubulus selbst ist aus Protofilamenten aufgebaut, die sich
wiederum aus heterodimeren a- und B-Tubulin-Untereinheiten zusammensetzen (Nogales
et al., 1998; Song und Mandelkow, 1993). Die Triplett-Mikrotubuli-Struktur der
Mutterzentriole dient als Matrize fiir den Autbau des zilidren Axonems. In der Interphase
des Zellzyklus wird das Mikrotubuli-Zytoskelett einer Zelle durch den Basalkdrper,
welcher dann auch als ,,Mikrotubuli-organisierendes Zentrum* (engl. microtubule
organizing center, MTOC) bezeichnet wird, organisiert (Brinkley, 1985). Dabei liegen die
beiden Zentriolen in der so genannten ,,perizentrioliren Masse®“ eingebettet vor, einem
dichten Proteinkomplex, dessen Hauptkomponente das Perizentrin-Protein bildet (Doxsey
et al., 1994; Mogensen, 1999; Schnackenberg und Palazzo, 1999; Tassin und Bornens,
1999). In dieser Masse befinden sich weiterhin auch y-Tubulin-Ringkomplexe (engl. y-
tubulin ring complexes, y-TuRC), welche fiir die Verankerung und Nukleation der
Mikrotubuli-Stringe mit dem Basalkdrper sorgen (Wiese und Zheng, 1999; Zheng et al.,
1995). Somit kontrolliert der Basalkorper alle Mikrotubuli-assoziierten Prozesse, wie den
intrazelluldren Transport, die Zellform, -polaritit und -adhdsion.

Beide Zentriolen des Basalkorpers sind an ihrem proximalen Ende durch Bindungsfasern
miteinander verbunden (Bornens et al., 1987; Paintrand et al., 1992). Die maternale
Zentriole kann morphologisch von der Tochterzentriole unterschieden werden, da sie nicht
nur grofer ist, sondern an einem ihrer Enden zwei Arten von Fibrillen besitzt. Subdistale
und distale Fibrillen zeichnen sie als reife Mutterzentriole aus (Bornens, 2002). Durch die
subdistalen Fibrillen ist die maternale Zentriole mit dem Mikrotubuli-Zytoskelett der Zelle
verbunden (Piel et al., 2000). Die Mikrotubuli werden dort gebiindelt mit dem Basalkorper

verankert. Als distale Fibrillen werden neun radiir angeordnete Ausldufer bezeichnet, die
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vom B-Tubulus der Mikrotubuli der maternalen Zentriole entspringen. Der Ursprung der
distalen Fibrillen befindet sich auf der Hohe der Termination der C-Tubuli, von wo aus sie
bis zur Plasmamembran der Zelle ragen (Anderson, 1972). Wihrend der Interphase sorgen
die distalen Fibrillen fiir die Verankerung der maternalen Zentriole an der Plasmamembran
und ermdglichen das Auswachsen einer Zilie (Bornens, 2002; Gilula und Satir, 1972). Da
die Fibrillen nach dem Auswachsen der Zilie proximal von der Transitionszone (siche
Abschnitt 1.3.3) lokalisieren, werden sie in dieser Phase auch als Transitionsfibrillen

bezeichnet.

1.3.2 Das Axonem

Das Axonem ist ein formgebendes, aus Mikrotubuli bestehendes Skelett, welches von einer
speziellen, zilidfren Membran umgeben ist. Dabei geht die Triplett-Mikrotubuli-Struktur
des Basalkorpers in eine Duplett-Struktur (,,9+0“-Konformation) iiber (Abbildung 1.1).
Nur die Fasern des A- und B-Tubulus der Mutterzentriole werden verliangert und bilden
das radidrsymmetrische Axonem der Zilie aus (Anderson, 1972; Warner und Satir, 1973).
Der Bereich einer Zilie, innerhalb dessen die Mikrotubuli-Struktur von einem Triplett in
ein Duplett wechselt, wird als ,, Transitionszone* (TZ) bezeichnet (Dute und Kung, 1978).
Im Axonem bestehen die Tubulin-Fasern ebenfalls aus - und B-Untereinheiten, die hier
zahlreiche post-translationale Modifikationen innehaben konnen, beispielsweise
Acetylierungen, Detyrosinierungen, Glutamylierungen oder Glycinylierungen (Gaertig und
Wloga, 2008; Péchart et al., 1999). Weiterhin verleihen die a- und B-Dimere dem zilidren
Axonem eine strukturelle und kinetische Polaritéit, da die Minus-Enden (a-Tubulin) der
Mikrotubuli am Basalkorper zu finden sind, wéhrend die Plus-Enden (B-Tubulin) in der
Spitze der Zilie liegen (Heidemann und McIntosh, 1980).

Anhand der axonemalen Mikrotubuli-Ultrastruktur konnen zwei verschiedene Zilientypen
unterschieden werden. Wiahrend es sich bei ,,9+0“-Zilien hauptsidchlich um sensorische,
also primire Zilien handelt, weisen die meisten motilen Zilien eine ,,9+2“-Konformation
auf (De Robertis, 1956). Sie besitzen im Zentrum der neun radidr angeordneten
Mikrotubuli-Stringe ein additives, zentrales Mikrotubuli-Paar, welches fiir die motorischen
Féhigkeiten von Bedeutung ist. Weiterhin zeichnen sich motile Zilien durch &uBlere und
innere Dyneinarme und radidre Speichen aus, die an die Mikrotubuli-Dupletts des
Axonems angeheftet sind. Primire Zilien sind normalerweise immotil, mit der Ausnahme

der Knotenzilien. Der Knoten ist eine transiente Struktur, die wihrend der Gastrulation in
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Sdugetieren und Vogeln entsteht. Obwohl diese Zilien eine ,,9+0“-Konformation
aufweisen, haben sie dennoch motorische Fdhigkeiten, die zu einem Fliissigkeitsfluss
fiihren, der die Spezifizierung der Links-Rechts-Achse beeinflusst (Bonnafe et al., 2004;
Murcia et al., 2000; Nonaka et al., 2002). Ausnahmen findet man auch unter motilen
Zilien, z.B. Kinozilien, die trotz einer ,,9+2“-Konformation sensorische Fahigkeiten
besitzen (Ibafiez-Tallon et al., 2003).

Das Axonem primérer Zilien ist von der zilidren Membran umgeben. Es ist bekannt, dass
diese eine, sich von der Plasmamembran der Zelle unterscheidende, Proteinkomposition
aufweist. Sie ist reich an Signalmolekiilen und Rezeptoren, welche essentiell fiir die
intrazelluldre Signalweiterleitung der Zilie sind (Emmer et al., 2010; Rohatgi und Snell,
2010). Der Ubergang von der ziliiren Membran zur Plasmamembran wird als ,,perizilidire
Membran“ bezeichnet. Bei manchen Zelltypen kdnnen hier auch noch erweiterte perizilidre
Membrantaschen ausfindig gemacht werden. Diese Invaginationen der Membran entstehen
durch die tiefere Einsenkung der Zilienbasis in den Zellkorper (Molla-Herman et al.,
2010). Die perizilidfre Membran ist die Andockstelle fiir Lipidvesikel, die zur Zilienbasis
transportiert werden und dort mit der Membran fusionieren (Bouck, 1971; Nachury et al.,

2010; Papermaster et al., 1985; Peters et al., 1983).

1.3.3 Die Transitionszone

Als Transitionszone (TZ) wird ein kleines, evolutionidr jedoch hoch konserviertes
Subkompartiment der Zilien bezeichnet. Es ist der Bereich einer Zilie, der vom distalen
Ende der Mutterzentriole (den Transitionsfibrillen) begrenzt wird und bis zum proximalen
Anfang des Axonems reicht. Morphologisch kann diese Zone als massedichtes Material im
Transmissionselektronenmikroskop ~wahrgenommen werden. Thre charakteristische
Struktur stellen dabei multiple Reihen von neun Y-formigen Verbindungen (engl. linkers)
dar, die fiir die Verkniipfung der Duplett-Mikrotubuli mit der zilidren Membran sorgen
(Abbildung 1.1) (Craige et al., 2010; Ishikawa und Marshall, 2011). Die zilidre Membran
ist an dieser Stelle durch viele kleine Membranpartikel gekennzeichnet, die in
aufgereihten, ringsum laufenden Bahnen angeordnet sind und per Gefrierbruch-
Elektronenmikroskopie detektiert werden konnen (Fisch und Dupuis-Williams, 2011;
Gilula und Satir, 1972; Hufnagel, 1983; Menco, 1980; Sattler und Stachelin, 1974). Es

wird vermutet, dass die Membranpartikel durch die Fusion von Membranvesikeln mit der
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zilidren Membran entstehen. Wie dieser Vorgang jedoch im Detail funktioniert, ist noch
unklar. Die TZ endet mit der letzten Reihe der Y-Verbindungen.

Bis heute ist die genaue Funktion der TZ noch ungeklért. Einige Proteine der TZ haben
eine Aufgabe in der Strukturbildung der TZ oder des Axonems (Craige et al., 2010; Van
Reeuwijk et al., 2011), andere Proteine sind fiir die Verankerung der Mutterzentriole mit
der Plasmamembran verantwortlich (Graser et al., 2007). TZ-Proteine konnen auch mit
Komponenten des Intraflagellar-Transports interagieren und diese zur Basis der Zilie
rekrutieren (Zhao und Malicki, 2011). In einigen Spezies (C. elegans und Maus) werden
TZ-Proteine auBlerdem fiir die Ziliogenese benoétigt (Garcia-Gonzalo et al., 2011; Williams
et al, 2011). Weiterhin sind TZ-Proteine an der Bildung einer selektiven
Diffusionsbarriere beteiligt. Sie fungieren als Grenze zwischen dem Zilienkompartiment
und dem restlichen Zellkoérper und werden daher oft auch als so genannte ,, Torwéchter*
der Zilie bezeichnet (Omran, 2010). Somit bestimmen TZ-Proteine dariiber, welchen
Proteinen der Zutritt in die Zilie gewehrt wird und welchen nicht (Deane et al., 2001; Dute
und Kung, 1978; Garcia-Gonzalo et al., 2011; Williams ef al., 2011).

Trotz des wachsenden Wissens iliber den ultrastrukturellen Aufbau der TZ ist die
molekulare Zusammensetzung dieser noch weitestgehend unbekannt. In C. elegans konnte
die molekulare Komposition der TZ bislang am detailliertesten beschrieben werden
(Williams et al., 2011). Es wird vermutet, dass sich das TZ-Netzwerk aus vier miteinander
kommunizierenden Multiproteinkomplexen zusammensetzt: dem Nphp1-4-8-Modul, dem
Nphp5-6-Modul, dem Inversin-Kompartiment und dem Mks/B9-Modul (Abbildung 1.2)
(Czarnecki und Shah, 2012; Sang et al., 2011). Dabei werden die ersten drei Module
zusammenfassend auch als Nphp-Modul bezeichnet und stehen dem Mks/B9-Modul
gegeniiber (Sang ef al., 2011). Alle Module der TZ interagieren miteinander und sollen, in

einer Hierarchie angeordnet, zur Integritdt der TZ beitragen (Czarnecki und Shah, 2012).
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Abbildung 1.2: Transitionszonen-Module.

Genetische Untersuchungen in C. elegans und in der Maus lassen zwei verschiedene
Multiproteinkomplexe in der TZ vermuten: das Nphp- und das Mks/B9-Modul. Das Nphp-Modul
kann des Weiteren in drei Komplexe unterteilt werden: das Nphp1-4-8-Modul, das Nphp5-6-Modul
und das Inversin-Kompartiment. Zusammen sind alle Komplexe fiir die Integritit und Funktion der
TZ zustandig. Ftm (Nphp8) lokalisiert unabhéngig und beeinflusst die Lokalisierung aller anderen
Modulproteine in der TZ. Modifiziert nach Czarnecki und Shah (Czarnecki und Shah, 2012).

1.3.3.1 Das Nphp1-4-8-Modul

Ftm (auch Nphp8 oder Rpgrip1l genannt) ist eine Komponente des Nphp1-4-8-Komplexes.
Es soll in C. elegans fiir die Organisation aller Proteinkomplexe der TZ zustindig sein
(Williams et al., 2011). In der TZ von C. elegans lokalisiert Ftm komplett unabhéngig von
den bekannten TZ-Proteinen und steht somit ganz oben in der Hierarchie (Czarnecki und
Shah, 2012). In Vertebraten ist die Einordnung von Ftm in die TZ-Hierarchie noch
unerforscht und sollte daher im Rahmen dieser Dissertation analysiert werden. Es wird
lediglich vermutet, dass Csppl, ein Zentrosom- und Spindel-assoziiertes Protein, in
hTERT-RPE1-Zellen die Lokalisierung von Ftm in der TZ beeinflussen konnte (Patzke et
al., 2010). Des Weiteren zeigen erste Analysen in IMCD3-Zellen, dass Ftm fiir die
Lokalisierung von Tmem237 (einem Mks/B9-Protein) in der TZ benétigt wird (Huang et
al.,2011).
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Nphpl ist in Vertebraten als Andockprotein fiir zahlreiche Adaptoren der Zytoskelett-
Organisation und Zelladhdsions-Regulation bekannt (Benzing et al., 2001; Donaldson et
al., 2000; Donaldson et al., 2002). In C. elegans sorgt es fiir die Verankerung des
Basalkorpers an der Plasmamembran (Williams et al., 2011). Weiterhin reguliert Nphpl
zusammen mit Nphp4 zelltypspezifisch die Lidnge und Morphogenese von Zilien in
C. elegans, da beide Proteine fiir die korrekte Ausbildung der B-Tubuli des Axonems
zustindig sind (Jauregui et al., 2008). Die molekulare Grundlage dieser Verbindung ist
noch unklar, allerdings konnte gezeigt werden, dass sowohl Nphpl als auch Nphp4 mit
Tubulin-Komponenten assoziiert vorliegen (Mollet et al., 2005; Otto et al., 2003). Ferner
gilt die Deformation des Axonems als Ursache fiir eine fehlerhafte Verteilung von IFT-
Komponenten in C. elegans nphpl;nphp4-Deletionsmutanten und fiithrt dort zur
Beeintrachtigung des Transports zilidrer Proteine (Jauregui et al., 2008). Interessanterweise
sind sowohl Nphpl1, als auch Nphp4 zwar in der TZ lokalisiert, aber sie werden nicht fiir
die ultrastrukturelle Formation dieser bendtigt. Auch hat der Ausfall beider Proteine in
C. elegans keine Auswirkung auf die Lokalisierung von Mks/B9-Proteinen (Williams e?
al., 2011). Zugleich sind zwar beide Komponenten in zilidre Signaltransduktionen
involviert (Habbig ef al., 2011; Jauregui und Barr, 2005), aber wahrscheinlich werden sie
nicht fiir die Lokalisierung von Rezeptorproteinen in der ziliiren Membran bendtigt
(Jauregui et al., 2008). Der Phanotyp der Nphpl " oder Nphp4'/ -Mausmutanten ist bislang
unzureichend beschrieben, doch scheint der Verlust beider Proteine nur milde Defekte zur
Folge zu haben ((Won et al., 2011) miindliche Mitteilung Sylvie Schneider-Maunoury).
Des Weiteren sorgt Nphp4 fiir die subzelluldre Lokalisierung von Nphpl in der TZ, da
nach einem NPHP4-Knockdown Nphpl1 in trans-Golgi-Vesikel akkumuliert (Liebau et al.,
2011). Die TZ-Lokalisierung von Nphp4 ist dagegen unabhéngig von Nphpl (Winkelbauer
et al., 2005). Additiv ist gezeigt worden, dass die Morphologie der nphpl nphp4-
Doppelmutanten in C. elegans der einer nphp4-Einzelmutante gleicht, was darauf
hindeutet, dass nphp4 epistatisch zu nphpl ist. Auch gibt es eine direkte Interaktion
lediglich zwischen Nphpl und Nphp4, aber keine zwischen Nphpl und Ftm (Sang et al.,
2011). Dies deutet darauf hin, dass Nphp4 den zweithdchsten Rang im Nphpl-4-8-
Komplex einnimmt, wiahrend Nphpl die niedrigste Position innerhalb der Nphpl-4-8-

Hierarchie innehat.
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1.3.3.2 Das Nphp5-6-Modul

Cep290 (auch bekannt als Nphp6) ist die Hauptkomponente des Nphp5-6-Moduls (Sang et
al., 2011). Es ist ein Strukturprotein der Y-Verbindungen in Chlamydomonas und dort mit
der Flagellarmembran und den axonemalen Mikrotubuli assoziiert. Die Depletion von
CEP290 resultiert in deformierten Flagellen und einer verdnderten flagellaren
Proteinkomposition basierend auf dem Verlust der basalen Diffusionsbarriere (Craige et
al., 2010). Da kein homologes Cep290 in C. elegans existiert, fehlen bislang wichtige
Informationen iiber die TZ-Funktion dieses Proteins (Hodges et al., 2010). Cep290
interagiert moduliibergreifend mit Tectonicl, einer Komponente des Mks/B9-Moduls
(Garcia-Gonzalo et al., 2011). In IMCD3-Zellen wird Cep290 bendtigt um Nphp5 zum
Basalkorper zu rekrutieren, wihrend die zilidre Lokalisierung von Cep290 unabhéngig von
Nphp5 ist (Sang ef al., 2011). Nphp5 soll zusammen mit B9d2 und Inversin den Transport
nicht-struktureller, Intraflagellar-Transport-assoziierter Proteine fordern (Zhao und

Malicki, 2011).

1.3.3.3 Das Mks/B9-Modul

Das Mks/B9-Modul ist ein Multiproteinkomplex der reich an Membranproteinen ist und
viele Mitglieder mit Membran-assoziierten B9- und C2-Doménen enthilt. Mks1 und die
verwandten Proteine B9d1 und B9d2 enthalten alle ecine solche B9-Domiéne, die eine
potentielle Phospholipidbindung ermdglicht. Der Verlust eines oder aller drei Proteine hat
jedoch in C. elegans keine signifikanten Ziliendefekte zur Folge (Bialas et al., 2009;
Kyttala et al., 2006; Williams et al., 2008). Mksl ist weiterhin in die Basalkorper-
Migration und Verankerung involviert (Dawe et al., 2007). In NIH3T3-Zellen kann Mks1
mit drei Proteinen der Tectonic (Tctn)-Familie (Tctnl-3) interagieren. All diese Proteine
sind in die Entwicklung des Neuralrohrs und den damit verbundenen Shh-Signalweg
involviert (Garcia-Gonzalo et al., 2011; Reiter und Skarnes, 2006; Sang et al., 2011;
Weatherbee et al., 2009). AuBerdem ist Tctnl gewebeabhidngig essentiell fiir die
Ziliogenese. In Zelltypen, die Tctnl nicht fiir die Ziliengenerierung bendtigen, ist das
Protein fiir die selektive Lokalisierung Membran-assoziierter Proteine wie Arl13b oder
Smoothened wichtig (Garcia-Gonzalo et al., 2011). Weiterhin interagiert Tctnl mit
zahlreichen Proteinen des Mks/B9-Moduls: B9d1, Cc2d2a, Tmem67 und Tmem?216 und ist

fiir die TZ-Lokalisierung von Mks1 und Tmem67 verantwortlich. Zusammen mit den TZ-
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Proteinen Tmem17, Tmem67, Tmem231, Tmem237 gehoren Tctn2 und Tctn3 zur Gruppe
der TZ-Transmembranproteine.

In C. elegans hat eine kombinierte Mutation in einem Mks/B9-Modul-Gen zusammen mit
einem Nphpl-4-8-Gen die schwerwiegendsten Folgen fiir die Integritit der TZ, die sich
sogar in ultrastrukturellen Verdnderungen bemerkbar machen, z.B. im kompletten Fehlen
der Transitionsfibrillen oder der Y-Verbindungen (Williams et al., 2011; Williams et al.,

2008). Dies deutet auf eine redundante Funktion beider Komplexe hin.

1.3.3.4 Das Inversin-Kompartiment

In direkter, distaler Nachbarschaft zur TZ befindet sich das Inversin-Kompartiment, dessen
Hauptkomponente das namensgebende Inversin (Invs) ist (Shiba et al., 2010; Warburton-
Pitt et al., 2012). Invs soll eine modulverbindende Briicken-Funktion ausiiben, indem es
mit Komponenten aller anderen Module interagiert (Nphpl, Nphp5 und B9d2) (Czarnecki
und Shah, 2012; Otto et al., 2005; Otto et al., 2003; Sang et al., 2011). Weiterhin ist das
Inversin-Kompartiment gewebeabhingig sehr dynamisch; es reicht vom Basalkorper bis zu
einer variablen Extension ins distale Axonem hinein (Otto et al., 2003; Sang et al., 2011;
Shiba et al., 2009; Simons et al., 2005). Die Depletion von Proteinen des Inversin-
Kompartiments hat bislang keine Auswirkung auf die Formation der TZ; weder Nphp-
noch Mks/B9-Modul-Proteine benétigen Invs in C. elegans, um in der TZ zu lokalisieren
(Shiba et al., 2009; Warburton-Pitt et al., 2012). Es konnte jedoch demonstriert werden,
dass B9d2 die Lokalisierung von Invs in der TZ fordert (Zhao und Malicki, 2011). Zudem
ist bekannt, dass der Verlust von Invs zu keinen morphologischen Verdnderungen von
Zilien fiihrt (Otto et al., 2003; Phillips et al., 2004; Watanabe et al., 2003). Ergénzend
findet man auch Nphp3 und Nphp9 im Inversin-Kompartiment (Shiba ef al., 2010).

1.4 Ziliopathien

Genetische Defekte, die zu Beeintrachtigung der Zilienstruktur oder -funktion fiihren,
werden mit einem weiten Spektrum an menschlichen Krankheiten in Verbindung gebracht,
die man zusammenfassend als Ziliopathien bezeichnet (Badano et al., 2006). Dabei
spiegelt die immense phénotypische Bandbreite der Erkrankungen wider, wie wichtig
Zilien fiir die Entwicklung und Funktion zahlreicher Organe im Menschen sind.

Ziliopathien sind durch variable und iiberlappende, phanotypische Ausprigungen wie
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Retinopathien, Nierenerkrankungen, mentale Retardierung, Polydaktylie, Adipositas,
zerebrale Hypoplasie, Heterotaxie, Lebererkrankungen, kraniofaziale Defekte,
Enzephalozele, Thorax-Dystrophie und Verkiirzung der GliedmaBlen gekennzeichnet
(Fliegauf et al., 2007). Um ein besseres Verstindnis fiir die Ursache von Ziliopathien zu
entwickeln, versucht man die Charakterisierung aller verantwortlichen Gene und Proteine
vorzunehmen. Bis heute sind Mutationen in iiber 28 Genen (z.B.: NPHPI-12, B9DI-2,
ARLI3B, TCTNI-3, TMEM216, MKSI, KIF7 und MKS6/CC2D2A4) bekannt, die mit
verschiedenen Ziliopathien wie dem Joubert-Syndrom (JBTS), Meckel-Gruber-Syndrom
(MKS), Bardet-Biedl-Syndrom (BBS), McKusick-Kaufmann-Syndrom (MKKS), Senior-
Loken-Syndrom (SLS), Oral-fazial-digital-Syndrom (OFD), Alstrom-Syndrom (ALS),
Sensenbrenner-Syndrom (CED), Nephronophthise (NPHP), Leber'sche kongenitale
Amaurose (LCA), Polyzystische Nierenerkrankung (PKD), Kurzripp-Polydaktylie-
Syndrom (SRP), Asphyxierende Thorax-Dystrophie (JATD) und der Priméren zilidren
Dyskinesie (PCD) assoziiert werden (Czarnecki und Shah, 2012; Hildebrandt et al., 2009;
Lee und Gleeson, 2010; Tallila et al., 2008). Verschiedene Mutationen desselben Gens
konnen in unterschiedlichen Ziliopathien resultieren. Beispielsweise finden sich NPHPI-
Mutationen sowohl in Patienten mit NPHP, als auch mit JBTS (Parisi et al., 2007).
Weiterhin sind Mutationen in NPHP3 und CEP290 in alle drei NPHP-, JBTS- und MKS-
Syndrome involviert (Baala et al., 2007; Bergmann et al., 2008; Olbrich et al., 2003).
Aufgrund der Tatsache, dass Mutationen in verschiedenen Genen die gleichen Ziliopathien
auslosen, nimmt man an, dass die entsprechenden Proteine in einem gemeinsamen
Netzwerk bzw. Signalweg agieren (Sang et al., 2011).

Auch Mutationen im humanen F7M-Gen fiihren zu schweren Ziliopathien, welche die
autosomal rezessiven Erkrankungen NPHP, JBTS und MKS implizieren (Arts et al., 2007;
Delous et al., 2007; Wolf et al., 2007). NPHP ist die mildeste Erkrankung der Gruppe und
wird durch renale Zysten, retinale Degenerierung (dann als Senior-Leken-Syndrom
bezeichnet), Heterotaxie und mentale Retardierung charakterisiert (Hildebrandt et al.,
2009). JBTS involviert sowohl renale als auch nicht-renale Manifestationen der NPHP-
Erkrankung und unterscheidet sich durch die cerebellire Vermis Aplasie, einer
signifikanten Fehlbildung des Cerebellums, die Ataxie hervorruft (Parisi et al., 2007). Eine
der schwersten und perinatal letalen Ziliopathien stellt das MKS dar. Es wird durch
okzipitale Enzephalozele, Polydaktylie, Leberfibrose, und schwere Nierenzysten

charakterisiert (Salonen und Paavola, 1998).
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1.5 Der Zilien-Zentriolen-Zentrosomen-Zyklus

Der Zilien-Zentriolen-Zentrosomen-Zyklus beschreibt die duale Funktion von Zentriolen
als Komponenten des Basalkorpers und des Zentrosoms (Pan und Snell, 2007). Die
Bildung einer Zilie ist unmittelbar an den Zellzyklus gekoppelt (Abbildung 1.3). Der
Zellzyklus kann in vier Phasen unterteilt werden: die G;-Phase, die S-Phase, die G,-Phase
und die Mitose. Die ersten drei Stadien werden zusammengefasst auch als ,,Interphase®
bezeichnet. In der G;-Phase bildet die Mutterzentriole des Basalkorpers das Axonem der
Zilie aus, wobei sie sich mittels ihrer distalen Transitionsfibrillen an der Plasmamembran
fest verankert (Anderson, 1972; Sorokin, 1962, 1968). Zellen, die sich in der G;-Phase
befinden, zeichnen sich durch Wachstum, eine vermehrte Proteinbiosynthese und einen
erhdhten Metabolismus aus. Wenn eine Zelle das Signal zur Proliferation erhalten hat,
fangt sie damit an, das Axonem der Zilie zu resorbieren. Zudem werden viele ihrer
Organellen verdoppelt, wie die Zentriolen, welche noch an der Plasmamembran dupliziert
werden (Rieder et al., 1979; Tucker et al., 1979). Zunichst verlieren die Zentriolen des
Basalkorpers ihre Orthogonalitit zueinander, ein Vorgang, der auch als ,,Desorientierung
bezeichnet wird (Kochanski und Borisy, 1990). Dann reift die ehemalige Tochterzentriole
zur vollwertigen, maternalen Zentriole mit den charakteristischen distalen und subdistalen
Fibrillen heran, ein Vorgang, der bis in die frithe Mitose andauern kann. Gleichzeitig bildet
sich an ihrem proximalen Ende eine neue Prozentriole aus (Rieder und Borisy, 1982;
Vorobjev und Chentsov, 1982). Auch die éltere Mutterzentriole dient nun erneut als
Matrize fiir eine neue Prozentriole. In proliferierenden Zellen werden Zentriolen nur
einmal pro Zellzyklus dupliziert, damit gewéhrleistet wird, dass jede Zelle zwei
Zentrosomen und somit exakt einen Spindelapparat besitzt, der die Chromosomen
gleichméBig verteilt. Fehler wdhrend der Duplikation von Zentrosomen fiihren zur
Ausbildung von multipolaren Spindelapparaten und somit zu Defekten wihrend der

Chromosomen-Segregation (Lingle et al., 1998; Pihan et al., 1998).
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Abbildung 1.3: Der Zilium-Zentriolen-Zentrosomen-Zyklus.

(A) Die Zilienbildung startet wéhrend der frilhen G;-Phase des Zellzyklus, wenn an die
Mutterzentriole ein aus dem Golgi stammendes zilidres Vesikel andockt. (B) Die Mutterzentriole
fungiert als Matrize zur Verlangerung des Axonems, an dessen proximalem Ende sich parallel die
TZ bildet. (C) Das zilidre Vesikel wachst mit dem Axonem und wird durch ein weiteres
andockendes Vesikel in eine innere und eine &uflere Membran definiert. Die &uBlere Membran
fusioniert mit der Plasmamembran und wird zur periziliiren Membran, wihrend die innere
Membran zur ziliiren Membran wird. Gleichzeitig docken die Transitionsfibrillen der

Mutterzentriole an die Plasmamembran an und verankern diese. (D) Die Elongation des Axonems
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bewirkt das Auswachsen an der Oberflache, bis eine funktionsfahige Zilie generiert ist. (E) Zellen,
die proliferieren wollen, fangen an, ihr Axonem zu depolymerisieren. (F) Der Basalkorper wird
zum Zentrosom konvertiert und noch an der Plasmamembran wéhrend der frithen S-Phase
dupliziert. (G) In der G,-Phase bis zur Metaphase der Mitose reift die ehemalige Tochterzentriole
zu einer vollwertigen Mutterzentriole heran. (H) Wahrend der Mitose fungieren beide Zentrosomen
als MTOCs an den Polen des Spindelapparates und sorgen fiir eine korrekte Separierung des
genetischen Materials. (I) Jedes Zentrosom wird einer der beiden Tochterzellen zugeteilt und

fungiert als Basalkorper in der folgenden Interphase.

Im weiteren Verlauf des Zellzyklus kommt es zur Replikation des genetischen Materials,
womit der Eintritt der Zelle in die S-Phase beginnt. Wéhrend der G,-Phase reichern die
beiden Zentrosomen perizentrioldres Material an (Khodjakov und Rieder, 1999). Durch die
erhohte Anzahl an y-TuRCs kann das Mikrotubuli-Zytoskelett einer Zelle in der folgenden
Mitose von den beiden Zentrosomen genauestens kontrolliert werden. Das Mikrotubuli-
Zytoskelett ist in der Mitose besonders wichtig, denn es zeigt sich fiir die Ausbildung der
Spindel verantwortlich. Nach der Verteilung des genetischen Materials wird jedes der
beiden Zentrosomen den neu entstandenen Zellen zugeteilt. Wenn die Teilung der Zellen
abgeschlossen ist, konvertieren die Zentrosomen erneut zum Basalkorper. Die Ausbildung
einer Zilie, auch als ,Ziliogenese® bezeichnet, startet, nachdem ein zilidres
Membranvesikel im Zytoplasma an die Mutterzentriole des Zentrosoms andockt (Sorokin,
1962, 1968). Gleichzeitig werden Tubulin-Dimere zum Plus-Ende der A- und B-Tubuli an
der maternalen Zentriole transportiert und mit den vorhandenen Tubulinen verbunden. Die
Axonemelongation findet somit immer an der Zilienspitze statt (Johnson und Rosenbaum,
1992; Song und Dentler, 2001; Stephens, 2000). An der Basis bildet sich gleichzeitig die
TZ, in der die charakteristischen Y-Verbindungen eine Verkniipfung zwischen dem
Axonem und der zilidren Membran schaffen (Boisvieux-Ulrich ef al., 1989; Rosenbaum
und Child, 1967). Parallel zur Elongation des Axonems muss auch die zilidre Membran
expandiert werden. Abhingig vom Zelltyp kann die Expansion der zilidren Membran an
der Oberflache der Plasmamembran (so wie in Epithelzellen) oder intrazellulér stattfinden
(beispielsweise in Fibroblasten, siche auch Abbildung 1.3) (Sorokin, 1962, 1968). Im
letzteren Fall fusioniert das zilidre Membranvesikel mit einem zweiten, sekundiren
Vesikel und schafft somit eine Hiille mit einer inneren und einer &dufleren
Membranoberflidche. Die innere Membran bildet spéter die zilidre Membran aus, wihrend
die dulere Membran als perizilidre Membran fungiert (Bouck, 1971; Nachury et al., 2010;

Papermaster et al., 1985; Peters et al., 1983). Durch die Fusionierung der duferen
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Membranhiille mit der Plasmamembran kommt es zum Kontakt zwischen der Zilie und
dem extrazelluliren Raum. Dabei bestimmt alleinig der Basalkérper durch seine
Positionierung und Orientierung iiber die Ausrichtung der Zilie. In Epithelzellen wird die
Oberfliache der zilidren Membran durch eine laterale Diffusion von Lipiden vergrofBert.
Zusitzlich konnen auch Lipidvesikel zur Zilienbasis transportiert werden (siche auch
Abschnitt 1.7). Nachdem das Axonem seine endgiiltige Lénge erreicht hat, kann die Zilie
als sensorische Antenne fungieren und die Transduktion verschiedenster Signalkaskaden
induzieren. Doch auch nach dem Auswachsen der Zilie bleibt diese hoch dynamisch, denn
das Axonem wird stindig neusynthetisiert. Tubuline werden kontinuierlich an das
Plusende der Mikrotubuli in der Zilienspitze angebaut (Johnson und Rosenbaum, 1992).
Das Axonem jedoch elongiert nicht weiter, da auch ein kontinuierlicher Abbau von
Tubulinen stattfindet. Solange sich der Auf- und Abbau von Mikrotubuli in einem
Gleichgewicht befindet, wird die Lénge der Zilie beibehalten (Ishikawa und Marshall,
2011). Wird dagegen einer der beiden Vorgénge beschleunigt, kommt es entweder zu einer
Verkiirzung, oder zu einer Verlangerung der Zilie. Somit muss eine Zelle nicht nur die
Ziliogenese kontrollieren, sondern auch den Zilienerhalt regulieren.

Zellen in der G;-Phase konnen nun erneut Proliferationssignale empfangen und in die
Mitose einsteigen. Andere Zellen, die nicht mehr in der Lage sind sich zu teilen, verweilen

in der G;-Phase, die dann auch als ,,Go- Phase* oder ,,Arrest-Phase* bezeichnet wird.

1.6 Der Intraflagellar-Transport

Fir die Assemblierung und den Erhalt von Zilien miissen kontinuierlich neue
Strukturproteine in die Zilienspitze transportiert und alte recycelt werden (Qin et al.,
2004). Da die Neusynthese von Strukturproteinen im Zytoplasma und nicht in der Zilie
stattfindet, benétigt die ununterbrochene Erhaltung des Axonems einen selektiven Import
und Export von Proteinen. Dieser Transport wird als ,Intraflagellar-Transport* (IFT)
bezeichnet (Kozminski et al., 1995; Kozminski et al., 1993; Rosenbaum und Witman,
2002). Der IFT ist eine bidirektionale Beforderung von Multiproteinkomplexen auf den
Mikrotubuli-Stringen des Axonems (Abbildung 1.4). Defekte im IFT haben eine gestorte
Ziliogenese zur Folge, die in verkiirzten, missgebildeten oder erst gar nicht vorhandenen
Zilien resultiert. Der IFT wurde in den Flagellen der Griinalge Chlamydomonas entdeckt.
Mit Hilfe der differentiellen Kontrast-Interferenz konnten kleine Partikel, die von der

Zilienbasis zur Spitze (anterograder Transport) und wieder zuriick (retrograder Transport)
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wanderten, beobachtet werden. Zwei evolutiondr hoch konservierte IFT-Komplexe, IFT-A
und IFT-B, werden bendétigt, um eine Zilie zu generieren und aufrechtzuerhalten (Cole,
2003; Pedersen et al., 2006). Sowohl der IFT-B-Komplex als auch das heterotrimere
Kinesin-2 werden fiir den anterograden Transport benétigt (Cole ef al., 1998; Kozminski et
al., 1995; Matsuura et al., 2002; Walther et al., 1994), wohingegen der IFT-A-Komplex
zusammen mit dem zytoplasmatischen Dynein-2-Motor hauptséchlich fiir den retrograden
Transport zustidndig ist (Hou et al., 2004; Pazour ef al., 1999; Pedersen und Rosenbaum,
2008; Perrone et al., 2003; Porter et al., 1999). In Kooperation mit den Motorproteinen
binden die IFT-A- oder IFT-B-Komplexe andere zu transportierende Fracht-Proteine und
befordern diese entlang der B-Tubuli (Kozminski ef al., 1995; Kozminski ef al., 1993). Die
zweil [FT-Komplexe spielen komplementire, jedoch distinkt unterschiedliche Rollen im
Transport von zilidren Proteinen. Wihrend der IFT-B-Komplex unabdingbar fiir die
Ziliogenese und den Erhalt von Zilien ist, wird der IFT-A-Komplex nicht fiir den Aufbau
von Zilien bendtigt (Absalon et al., 2008; Efimenko et al., 2006; Iomini et al., 2001;
Iomini et al., 2009; Tran et al., 2008; Tsao und Gorovsky, 2008). Biochemische Studien
haben sechs IFT-A-Proteine identifiziert, die gemeinsam einen stabilen Komplex bilden
(siche Liste in Abbildung 1.4) (Behal et al., 2012; Piperno et al., 1998). Dass der IFT-A-
Komplex eine Funktion im retrograden Transport einnimmt, wurde erstmals in
Chlamydomonas gezeigt. Dort entwickeln IFT-A-Mutanten Zilien normaler Lénge, jedoch
mit einer Bulbus-artigen Ausstlilpung an der Zilienspitze, die auf eine Akkumulierung von
[FT-Partikeln hindeutet (Iomini et al., 2001; Iomini et al., 2009; Piperno et al., 1998). Der
[FT-B-Komplex enthilt ca. 13 Proteine (sieche Liste in Abbildung 1.4) (Follit et al., 2009;
Lucker et al., 2005). Ist er defekt, haben Zellen verkiirzte oder gar keine Zilien (Brazelton
et al., 2001; Hou et al., 2007; Pazour et al, 2000). Eine Komponente des IFT-B-
Komplexes stellt Ift88 dar. Es ist unabdingbar fiir die Ziliogenese, denn Zellen ohne Ift88
sind unfdhig, Zilien auszubilden (Pazour et al., 2002; Pazour et al., 2000).
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Abbildung 1.4: Der Intraflagellar-Transport (IFT).

Der IFT ist ein bidirektionaler, Mikrotubuli-assoziierter Transport, der zilidre Proteine von der
Zilienbasis zur Zilienspitze (anterograder Transport) und wieder zuriick (retrograder Transport)
befordert. Wahrend des anterograden IFTs transportiert das aktive Motorprotein Kinesin-2 mit
Hilfe des IFT-B-Komplexes Frachtproteine wie Tubuline und Membranrezeptoren, aber auch
inaktive Dynein-Motorproteine. In der Zilienspitze angekommen werden die Frachtproteine
entlassen und der IFT wird fiir den retrograden Transport umorganisiert. Aktives Dynein-2
beférdert nun zusammen mit [FT-A-Komplex-Proteinen Abbauprodukte und inaktives Kinesin-2

zuriick zur Basis.

Allgemein sind IFT-Proteine reich an Protein-Protein-Interaktionsdoménen, die es ihnen
ermOglichen, unterschiedlichste Proteine zu transportieren (Avidor-Reiss et al., 2004;
Cole, 2003). Doch angesichts der enorm hohen Anzahl an zilidren Proteinen besteht der
Verdacht, dass Adaptoren existieren, die eine selektive Bindung zwischen den IFT-
Komplexen und ihrer Fracht ermoglichen (Ahmed et al., 2008; Gao et al., 2010). Als

Fracht-Proteine werden axonemale Komponenten sowie Membran-assoziierte Rezeptoren

27



Einleitung

und Ionen-Kandle angesehen. Wie die detaillierte Regulation der verschiedenen IFT-
Parameter, z.B. der IFT-KomplexgroBe, der Transport-Geschwindigkeit und der selektiven
Fracht vonstattengeht, ist noch unklar. Dadurch, dass axonemale Komponenten und IFT-
Proteine an den Transitionsfibrillen von Zilien in der TZ akkumulieren, scheint dort die
Beladung und vielleicht sogar die Regulation des IFTs stattzufinden (Deane et al., 2001;
Qin et al., 2004). Auch ist noch unbekannt, wie die Regulation der Zilienlédnge realisiert
wird. Beispielsweise bendtigt das Auswachsen von Zilien mehr Tubulin-Transport als der
Erhalt. Die Regulation der Zilienlénge scheint des Weiteren einer speziellen Kontrolle zu
unterliegen, da distinkte Zelltypen unterschiedlich lange Zilien besitzen. Biochemische
Studien zeigen, dass besonders Kinasen an der Regulation der Zilienldnge mitbeteiligt sind
(Besschetnova et al., 2010). Der IFT ist nicht nur fiir die Ziliogenese, den Zilienerhalt und
die Zilienldngenregulation wichtig, sondern auch fiir die Transduktion Zilien-assoziierter

Signalkaskaden (siche Abschnitt 1.9).

1.7 Extraziliire Transport-Mechanismen

Die Assemblierung und der Erhalt von Zilien fordern nicht nur einen kontinuierlichen IFT,
sondern es miissen auch l9sliche sowie Membran-gebundene Proteine aus dem Zytoplasma

zur Zilienbasis transportiert werden.

1.7.1 Extraziliirer Transport Membran-gebundener Proteine

Proximal der Zilie und des Basalkorpers befindet sich der Golgi-Apparat, ein Organell,
welches u.a. fiir die Sekretierung von Membranvesikeln zustandig ist, die wichtige zilidre
Transmembranproteine und Polypeptide enthalten (Abbildung 1.5) (Siitterlin und Colanzi,
2010). Es gibt eine groe Homologie zwischen den IFT-Partikeln der Zilien und den
Clathrin-beschichteten Vesikeln des Golgi, die suggeriert, dass der Zilienverkehr seinen
evolutiondren Ursprung im Vesikel-Transport hat (Jekely und Arendt, 2006). Der
Transport von zilidren Transmembranproteinen startet im Endoplasmatischen Retikulum
(ER), von wo aus die Vesikelabschniirung in Richtung Golgi-Apparat verlduft. Nach dem
Erreichen des trans-Golgi-Netzwerks (TGN) werden die Transmembranproteine in
Vesikeln mit verschiedenen subzelluldren Bestimmungsorten sortiert. Ift20, eine
Komponente des IFT-B-Komplexes ist sowohl am Golgi als auch in der Zilie lokalisiert

(Follit et al., 2006). Im Golgi ist sie fir das Sortieren und/oder den Transport von
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Proteinen, die fiir die zilidre Membranlokalisierung pradestiniert sind, zustindig (Follit et
al., 2008). Die Plasmamembran ist normalerweise der Bestimmungsort aller vom TGN-
abstammenden Vesikel, doch verschiedene Zielsequenzen an den Transmembranproteinen
konnen diese in diverse Kompartimente verschicken (Baker et al., 2008; Gu et al., 2001).
Die zilidren Lokalisierungssequenzen (engl. ciliary localization sequence, CLS) an
Frachtproteinen verhelfen zur Rekrutierung von Transportproteinen, die die Vesikel zur
perizilidren Membran fiihren (Dishinger ef al., 2010; Nachury et al., 2010). Ein GTP-
Austauschfaktor (engl. guanine nucleotide exchange factor, GEF) namens Rabin8 gehort
dieser Gruppe von Hilfstransportproteinen an. Rabin8 ist am Basalkorper lokalisiert und
aktiviert dort die GTP-gebundene Rab8-GTPase (Blacque und Leroux, 2006; Knddler et
al., 2010; Westlake et al., 2011). Diese vermittelt wiederum das Andocken von
Membranvesikeln an die perizilidre Membran sowie deren Fusion (Jin et al., 2010;
Nachury et al., 2007). Zusétzlich kann Rab8 auch iiber den GTPase-Regulator Rpgr
reguliert werden. Rpgr moduliert die intrazelluldre Lokalisierung und Funktion von Rab8
und beeinflusst somit den Transport von Membranvesikeln (Murga-Zamalloa et al., 2010).
Der Post-Golgi-Transport von ziliengebundenen Vesikeln involviert auch Bbs-Proteine.
Das BBSom, ein Multiproteinkomplex aus sieben verschiedenen Bbs-Proteinen
(Bbs1/2/4/5/7/8/9), sitzt am Basalkorper von Zilien und erkennt die CLS der zilidren
Frachtladung (Nachury et al., 2007). Weiterhin vermittelt es die Verbindung zwischen der
Frachtladung und der IFT-Maschinerie in der Ndhe der Transitionsfibrillen und wird dann
zusammen mit dem GTP-aktivierten Rab8 ins Innere der Zilie transportiert. Wéhrend des
IFTs ist das BBSom nicht nur mit den Frachtproteinen, sondern auch mit der zilidren
Membran assoziiert. Eine Komponente des BBSoms ist Bbs5. Dieses Protein soll fiir die
Verbindung des BBSoms mit der zilidren Membran verantwortlich sein, da seine zwei PH-
Dominen (engl. pleckstrin homology domain) eine Phospholipid-bindende Funktion
ausiiben (Nachury et al., 2007).

Ein Beispiel fiir den Transport von Transmembranproteinen stellt der
Somatostatinrezeptor3 (Sstr3) dar. Dieser G-Protein-gekoppelte Rezeptor (engl. G protein-
coupled receptor, GPCR) enthilt auf seiner dritten intrazelluliren Schleife eine CLS,
welche die Bindung zum BBSom generiert und somit den Eintritt in die Zilie legitimiert
(Berbari et al., 2008). Weiterhin haben Zilien-assoziierte Golgi-Vesikel die Moglichkeit
zundchst zur Plasmamembran transportiert zu werden und dort mit dieser zu verschmelzen.

Erst im Anschluss erfolgt die laterale Diffusion iiber die perizilidire Membran in die Zilie
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hinein. Eine freie, laterale Diffusion von Membranproteinen wird jedoch durch eine

perizilidre Diffusionsbarriere an der Zilienbasis verhindert (Nachury et al., 2010).

A

il -’f} Golgi-Apparat

z Kinesin-2 x Dynein-2

BBSom M Membran- IFT-A/B-Komplex
rezeptor Dynein-Dynaktin-
Komplex

Abbildung 1.5: Extrazilidre Transportmechanismen.

Losliche Proteine (schwarzer Kreis) konnten die Zilienbasis iiber die freie Diffusion erreichen oder
als Fracht auf Minusende-gerichteten Mikrotubuli-Motorproteinen (Dynein-Dynaktin-Komplexe)
transportiert werden. Unldsliche Proteine werden in Golgi-Vesikeln verpackt direkt zur
Plasmamembran oder zur Zilienbasis befordert. Dabei katalysiert Rabin8 den GDP zu GTP
Austausch und aktiviert die kleine GTPase Rab8. Rab8°™" hilft beim Andocken und Fusionieren
der Golgi-Vesikel mit der periziliiren Membran an der Zilienbasis. Das BBSom bindet an die IFT-
Komplex-Maschinerie auf den Transitionsfibrillen und wandert zusammen mit Rab8“™" und den

Frachtproteinen in die Zilie.
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1.7.2 Extrazilidrer Transport loslicher Proteine

Der Transport von 16slichen IFT-Frachtproteinen zur Zilienbasis kann iiber freie Diffusion
erfolgen. Analysen zeigen jedoch, dass der Transport von zilidren Proteinen dreimal
schneller als freie Diffusion ist und dass fiir diesen zudem Mikrotubuli bendtigt werden
(Young et al., 2000). Die Gli-Transkriptionsfaktoren, Komponenten des Zilien-assoziierten
Shh-Signalwegs, beispielsweise bendtigen zytoplasmatische Mikrotubuli, die zu den
subdistalen Fibrillen des Basalkorpers fithren, um zur Zilie zu gelangen. Hier spricht man
von einem ,,Minusende-gerichteten Mikrotubuli-abhéngigen® Transport (Kim et al., 2009;
Mogensen et al., 2000). Das zytoplasmatische, Minusende-gerichtete Motorprotein ist
Dynein, das zusammen mit Dynaktin einen Komplex (Dynein-Dynaktin-Komplex)
generiert und so den Transport von Frachtproteinen bewerkstelligt (Dammermann und

Merdes, 2002; Guo et al., 2006; Kodani et al., 2010; Quintyne und Schroer, 2002).

1.8 Diffusionsbarrieren an der Basis von Zilien

Zilien sind spezialisierte Organellen, deren Ausbildung, Erhalt sowie Funktion stark von
der internen Proteinkomposition abhéngt. Da sich der Gehalt an transmembranen und
l6slichen Proteinen von Zilien deutlich von dem des Zytoplasmas unterscheidet, ist es nahe
liegend, dass selektive Barrieren und Kontrollmechanismen an der Basis von Zilien
existieren miissen. Der erste Schritt zur Kontrolle wird bereits durch den extrazilidren
Transport generiert, der selektiert, welche Proteine sich an der Zilienbasis ansammeln
diirfen. Der ndchste Kontrollschritt impliziert die Entscheidung iiber den Eintritt von
16slichen und membrangebundenen Proteinen in die Zilie. Auf diese Art und Weise hilft
der Protein-Transport zwischen Zytoplasma und Zilie u.a. auch bei der Regulation Zilien-
basierter Signalwege (Nachury et al., 2010; Scholey und Anderson, 2006).

Fir die Generierung einer zilidren Diffusionsbarriere werden unterschiedliche
Zilienstrukturen verantwortlich gemacht. Eine physikalische Blockade stellen die bereits
erwihnten distalen Transitionsfibrillen der Mutterzentriole dar. Elektronenmikroskopische
Analysen zeigen, dass der interfibrillire Abstand zu gering ist, um das Passagieren von
Membranvesikeln zu ermdglichen (Doolin und Birge, 1966; Geimer und Melkonian, 2004;
Hagiwara et al., 2008; Ringo, 1967). Ubereinstimmend mit dieser Vermutung werden nur
selten Vesikel in Zilien detektiert (Boquist, 1970; Reese, 1965). Deshalb definiert der

Punkt, an dem die Transitionsfibrillen an die Membran andocken, das Limit fiir die Fusion
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von zilidren Vesikeln mit der periziliiren Membran. Immunofluoreszenzanalysen von
multiplen Zelltypen demonstrieren auch Ansammlungen von IFT-Proteinen in der Néhe
der Transitionsfibrillen (Sedmak und Wolfrum, 2010, 2011; Williams et al., 2011). In
Chlamydomonas wurde Ift52 am distalen Ende der Transitionsfibrillen lokalisiert (Deane
et al., 2001). Auch in C. elegans sind IFT- und BBSom-assoziierte Proteinen in der
Transitionsfibrillen-Region  detektiert =~ worden  (Williams et al,  2011).
Zusammengenommen sind Transitionsfibrillen wichtige Andockstellen fiir IFT-Partikel
und somit flir den Transport IFT-gebundener Frachtproteine.

Septine sind kleine GTPasen, die mit der perizilidfren Membran in der Region der
Transitionsfibrillen assoziieren (Hu et al.,, 2010). Sie konnen zu Strukturen hdherer
Ordnung wie Filamenten, Netzen oder Ringen polymerisieren (Weirich et al., 2008).
Septin2 (Sept2) ist eine Komponente des Diffusionsbarrierenrings in der Basis von
IMCD3-Zilien (Hu et al., 2010; Kim et al., 2010). Es konnte gezeigt werden, dass die Rate
wiederkehrender Fluoreszenz nach dem Photobleichen GFP-gekoppelter, zilidrer
Transmembranproteine relativ gering ist. Dies ist ein Indiz fiir einen langsamen Eintritt
transmembraner Proteine von der perizilidren Membran in die zilidre Membran. Wurde die
Proteinmenge von Sept2 jedoch herunterreguliert und somit der Septin-Ring an der Basis
zerstort, kam es zu einer schnelleren, wiederkehrenden Fluoreszenz GFP-gekoppelter
Transmembranproteine. Folglich hat Sept2 eine Funktion im Aufbau einer
Diffusionsbarriere an der Basis von Zilien (Hu et al., 2010; Hu und Nelson, 2011).
Weiterhin sollen auch die Membrantaschen von speziellen Zilientypen in die Bildung des
Diffusionsbarrierenrings der Septine involviert sein. Dort befinden sich die Andockstellen
fiir Aktin-Filamente, die wiederum mit Septinen interagieren und die Formation der
Septin-Ringe modulieren (Kim et al., 2011; Molla-Herman et al., 2010; Weirich et al.,
2008). Zytoplasmatische Proteine konnten die Zilie weiterhin auch {iber freie Diffusion
erreichen. Doch dieser Transportweg ist abhingig von der GroBe eines Molekiils (Hou et
al., 2007; Qin et al., 2004). Wo genau die GréBenbarriere der molekularen Masse liegt, ist
unklar. Es konnte gezeigt werden, dass in Photorezeptorzilien Dreifach-GFP-Proteine mit
einer Masse von 81kDa frei durch die Zilienbasis diffundieren kénnen (Calvert er al.,
2010; Najafi et al., 2012). In vielen anderen Zilientypen liegt das Ausschlusslimit bei ca.
10kDa (Kee et al., 2012). Deshalb muss es auch hier eine Instanz geben, die den
Ausschluss von 16slichen Proteinen, die eine bestimmte molekulare Grof3e tiberschreiten,

reguliert.
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Ahnlich wie Transitionsfibrillen und Septine, werden ebenfalls Proteine der TZ fiir die
Etablierung einer Diffusionsbarriere verantwortlich gemacht (Chih et al., 2011; Dowdle et
al., 2011; Garcia-Gonzalo et al., 2011). In Séugetierzellen hat die RNAi-vermittelte
Herunterregulierung vieler TZ-Proteine eine veridnderte Lokalisierung zahlreicher zilidrer
Proteine zur Folge. Wihrend manche Proteine in Zilien mit dysfunktionellen TZ stéirker
akkumulieren, zeigen andere wiederum eine schwichere Anreicherung auf (Chih et al.,
2011; Garcia-Gonzalo ef al., 2011). Weiterhin haben auch verschiedene Komponenten der
TZ unterschiedliche Funktionen. Wahrend beispielsweise Cep290 nicht-zilidren Proteinen
den Zutritt in die Zilie verwehrt, erleichtert Cc2d2a zilidren Proteinen den Eintritt
(Bachmann-Gagescu et al., 2011; Craige et al., 2010). Da die zilidre Membran unmittelbar
durch die Y-Verbindungen mit dem Axonem der Zilie in der TZ verbunden, und das
Axonemlumen mit elektronendichtem Material gefiillt ist, kdnnen zytoplasmatische
Partikel lediglich zwischen den Y-Verbindungen durchdiffundieren, um das
Zilienkompartiment zu erreichen (Brito ef al., 2012; Fisch und Dupuis-Williams, 2011).
Vergleichbar mit den Transitionsfibrillen kénnten auch die Y-Verbindungen den freien
Eintritt von Partikeln in die Zilie hemmen (Menco, 1980). Doch im Gegensatz zur Gréfen-
Ausschlussbarriere, die von Septinen generiert wird, konnte die TZ-Barriere eher auf das
Priifen von spezifischen CLS spezialisiert sein (Garcia-Gonzalo und Reiter, 2012).

Auch die Diffusion von Membran-gebundenen Proteinen kénnte in der TZ reguliert
werden. Denn genau auf dieser Hohe befinden sich zahlreiche Membranpartikel, die die
zilidre Membran kettendhnlich umschlieBen. Die genaue Funktion dieser Partikel ist noch
unklar, doch sie konnten in die Fusion von Membranvesikeln mit der zilidren Membran
involviert sein und somit den Import bzw. Export zilidrer Transmembranproteine
kontrollieren.

Neuste Studien behaupten, dass es charakteristische Parallelen zwischen dem zilidren
Eintritt und dem nuklearen Import gibt (Dishinger et al., 2010; Kee et al., 2012). Der
Nuklear-Poren-Komplex (engl. nuclear pore complex, NPC) schlie3t Proteine, die groB3er
als 30kDa sind, aus, wihrend gréBere Proteine nur in den Kern eintreten konnen, wenn sie
an Importine oder Exportine gebunden sind (Cook ef al., 2007). Importine und Exportine
interagieren direkt mit Nukleoporinen, Bestandteile von Kernporen, die im Lumen ein
undurchldssiges Maschennetzwerk erschaffen (Hoelz et al., 2011). Die Katalyse des
nukleoplasmatischen Transports von Frachtproteinen via Importinen und Exportinen wird
mittels Erkennung der nuklearen Lokalisierungs- oder Exportsequenzen (NLS/NES)

vermittelt. Interessanterweise miissen auch einige Proteine Importine binden, um in Zilien
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akkumulieren zu diirfen (Dishinger et al., 2010; Fan et al., 2007; Hurd et al., 2011).
Weiterhin gibt es auch Nukleoporin-dhnliche Proteine die an der Basis von Zilien
lokalisieren. Man geht davon aus, dass sie dort Nukleopore-analoge Diffusionsbarrieren
generieren.

Inwieweit alle Diffusionsbarrieren parallel existieren (Septine, Transitionsfibrillen, TZ-
Proteine oder Nukleoporine) oder sie gewebeabhdngig zum Einsatz kommen, muss noch
gekliart werden. Es ist lediglich gezeigt worden, dass Septine wahrscheinlich eine der
frithsten Diffusionsbarrieren generieren, da diese die Modulation der TZ-Proteine
bestimmen konnen. Sept2 wird beispielsweise flir die Lokalisierung der Mks/B9-Modul-
Proteine B9d1, Cc2d2a und Tmem231 benétigt (Chih et al., 2011). Des Weiteren wird
vermutet, dass Septine selbst wahrscheinlich unabhéngig von TZ-Proteinen lokalisieren, da
Tctnl, ein Mitglied des Mks/B9-Moduls, nicht fiir die Bildung eines Septin-Rings
essentiell ist (Garcia-Gonzalo ef al., 2011).

Zusitzlich zu den oben genannten zilidren Exklusionsmechanismen, konnen auch
intrazilidre Barrieren existieren, die es den Proteinen nicht erlauben, aus der Zilie zu
diffundieren. In diese Kontrollmechansimen konnten TZ-Proteine, das BBSom und die
IFT-Partikel involviert sein. Eine bidirektionale Kontrolle {iber den Eintritt und Austritt
von Proteinen wurde bereits in den Nukleoporen von Zellkernen beschrieben und konnte

auch in Zilien eine Rolle spielen (Lechtreck et al., 2009).

1.9 Der Zilien-assoziierte Shh-Signalweg

Studien beschreiben eine zentrale Rolle von priméren Zilien in der Transduktion
sensorischer Signalkaskaden (Christensen et al., 2007). Durch die Anreicherung von
Membranrezeptoren generieren primare Zilien ein hoch reguliertes Kompartiment, in dem
Signale aus dem extrazelluldren Raum ins Zellinnere tliberfiihrt werden konnen. Eine dieser
Kaskaden ist der speziesiibergreifend konservierte Hedgehog (Hh)-Signalweg (Abbildung
1.6). Benannt wurde der Signalweg nach dem Liganden ,Hedgehog®“ (engl. fiir Igel),
dessen Verlust in Drosophila zu igeldhnlichen Larven flihrt (Niisslein-Volhard und
Wieschaus, 1980). In Sdugetieren besteht die Familie der sekretierten Hh-Signalliganden
aus drei Mitgliedern: Sonic-hedgehog (Shh), Indian-hedgehog (Ihh) und Desert-hedgehog
(Dhh) (Echelard et al, 1993). Insbesondere der Shh-Signalweg hat eine essentielle
Bedeutung fiir die Regulation entwicklungsbiologischer Prozesse. Er ist beispielsweise in

die Musterbildung zahlreicher Organismen, die GliedmaBen- und Neuralrohrentwicklung
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aber auch die Karzinogenese involviert (Ingham und McMahon, 2001; Ingham et al., 2011;
McMahon et al., 2003; Placzek, 1995; Tabin, 1991). Weiterhin leiten drei Gli-
Transkriptionsfaktoren (Glil, Gli2 und Gli3) das Hh-Signal weiter (Denef et al., 2000;
Hooper und Scott, 2005; Ingham und McMahon, 2001; Zhu et al., 2003). Die Gli2- und
Gli3-Proteine existieren als bifunktionale Transkriptionsfaktoren und werden abhéngig
vom Status der Signalkaskade post-translational modifiziert. Die Ausgangsform, das Gli-
Vollldngenprotein (Gli2: 185kDa und Gli3: 190kDa), kann durch die Degradierung der C-
terminalen Aktivatordoméne in eine verkiirzte Repressorform (Gli2: 78kDa und Gli3:
83kDa) proteolytisch prozessiert werden. Die Prozessierung setzt eine Phosphorylierung
von Gli durch Pka, Gsk3B und Ckl1 voraus. Das hyperphosphorylierte Protein wird dann
pPTICP

tber eine SC

(Pan et al., 2006; Tempe et al., 2006; Wang et al., 2000; Wang und Li, 2006; Zhang et al.,

-Ubiquitinligase erkannt, ubiquitiniert und vom Proteasom prozessiert

2006). Weiterhin kann das Gli-Vollldngenprotein durch eine unbekannte Modifikation in
eine Aktivatorform konvertiert werden (Canettieri et al., 2010; Cox et al., 2010; Humke et
al., 2010; Wen et al., 2010). Das Verhéltnis beider Formen ist bei der Regulation
entwicklungsbiologischer Prozesse ausschlaggebend, wobei Glil und Gli2 weitestgehend
als  Transkriptionsaktivatoren ~ fungieren, = wihrend  Gli3  iiberwiegend  als
Transkriptionsrepressor agiert (Bai et al., 2004; Buttitta et al., 2003; Lei et al., 2004;
McDermott et al., 2005; Motoyama et al., 2003; Pan ef al., 2006).

In unstimulierten Zellen kann der Rezeptor Patchedl (Ptcl), ein negativer Regulator des
Signalwegs, in der Zilie detektiert werden, von wo aus er die Signalkaskade auf noch
ungeklarte Weise inhibiert (Abbildung 1.6). Gleichzeitig wird der heptahelikale
Transmembranrezeptor Smoothened (Smo) auBerhalb der Zilien in zytoplasmatischen
Vesikeln festgehalten. Infolgedessen liegt Gli in einem Komplex mit Suppressor of Fused
(Sufu) in der Zilie vor, wird phosphoryliert und dann an der zilidren Basis durch das
Proteasom in die Repressorform prozessiert. Die Prozessierung fiihrt zur Dissoziation von
Sufu, der Repressor wandert in den Zellkern und reprimiert die Transkription von Hh-
Zielgenen.

Die Bindung des Hh-Liganden an Ptcl fiihrt dazu, dass beide aus der Zilie herausrekrutiert
werden und Smo nicht mehr inhibiert wird (Abbildung 1.6). Folglich kann Smo in der Zilie
akkumulieren und fordert dort die Anreicherung des Gli-Sufu-Komplexes in der
Zilienspitze (Corbit et al., 2005; Haycraft et al., 2005; Kim et al., 2009; Rohatgi et al.,
2007). In der Zilienspitze wird Gli durch eine Modifizierung aktiviert, die wiederum in der

Dissoziation von Sufu und Gli resultiert (Humke et al., 2010). Das dissoziierte Gli-Protein
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kann nicht mehr vom Proteasom abgebaut werden, es transloziert in den Zellkern und

agiert als Transkriptionsaktivator (Chen et al., 2009).
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Abbildung 1.6: Der Zilien-assoziierte Shh-Signalweg.

Der Zilien-assoziierte Shh-Signalweg wird iiber die Transkriptionsfaktoren Glil, Gli2 und Gli3
vermittelt. Zur vereinfachten Darstellung des Signalweg-Mechanismus wird in der Abbildung
ausschlieBlich Gli3 dargestellt. In unstimulierten Zellen befindet sich der Rezeptor Smo in
zytoplasmatischen Vesikeln und wird durch den zilidren Rezeptor Ptcl inhibiert. Darauthin wird
Gli3-190 in einem Komplex zusammen mit Sufu wahrscheinlich in der Zilie phosphoryliert und an
der Zilienbasis vom Proteasom in den Repressor (Gli3-83) proteolytisch prozessiert. Der Repressor
transloziert in den Zellkern und reprimiert die Expression von Shh-Zielgenen. Bindet der Shh-
Ligand an Ptcl, wird Ptcl aus der Zilie herausrekrutiert und kann Smo nicht mehr inhibieren.
Daraufhin kann Smo in der Zilie akkumulieren und fordert dort die Aktivierung des Gli3-190-Sufu-
Komplexes. Durch die Aktivierung von Gli3-190 wird die Dissoziation von Sufu eingeleitet. Gli3-
190 kann somit nicht mehr prozessiert werden und aktiviert im Zellkern die Expression der Shh-

Zielgene.

Durch die Anreicherung von Shh-Signalproteinen in der Zilie, hat der Verlust oder Defekt
dieses Kompartiments eine Storung der Kaskade zur Folge (Corbit et al., 2005; Corbit et
al., 2008; Haycraft et al., 2005; Huangfu et al., 2003; Rohatgi ef al., 2009; Rohatgi et al.,
2007; Tran et al., 2008). Daher werden auch immer mehr Molekiile identifiziert, die in die
Regulation der Aktivitdit des Shh-Signalwegs involviert sind und gleichzeitig
Zilienproteine darstellen. Ein Beispiel ist das Kinesin-verwandte Protein Kif7, welches fiir
den anterograden Transport von Gli in der Zilie zustindig ist (Liem et al., 2009). Der
Transport von Shh-Signalkomponenten in und aus dem Zilium ist auch von IFT-
Komplexen abhédngig (Haycraft et al., 2005; Houde et al., 2006; Huangfu et al., 2003; Liu
et al., 2005). Bei Zilienmutanten, in denen der IFT-B-Komplex (z.B. 1ft52/88/172) defekt
ist, konnte eine Reduktion der Prozessierung von Gli2 und Gli3 gezeigt werden, die mit
einer erhohten Gli-Vollldngenproteinmenge einhergeht. Des Weiteren scheint dort auch die
Aktivierung der Gli-Proteine gestort zu sein (Haycraft et al., 2005; Huangfu und Anderson,
2005; Huangfu et al., 2003; Liu et al., 2005; May et al., 2005).

Auch der Defekt des retrograden IFTs scheint sich negativ auf die Gli-Repressor- und
Gli-Aktivatormenge auszuwirken (May et al., 2005; Tran et al., 2008). Deshalb wird
vermutet, dass Zilienkomponenten in einen molekularen Mechanismus involviert sind, der
fiir die Bildung des Gli-Repressors und -Aktivators zusténdig ist (Sasai und Briscoe, 2012).
Im Gegensatz dazu steht jedoch ein Membran-assoziiertes Protein der ARL-Familie von
kleinen GTPasen namens Arll3b. Die Deletion von Arli3b fithrt in der Hennin-

Mausmutante zu einer Verkiirzung von Zilien und einem defekten Axonem, was auf einen
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gestorten anterograden Transport hindeutet (Caspary et al., 2007; Horner und Caspary,
2011). Der Verlust von Arl13b zeigt jedoch, dass die Prozessierung und Aktivitit des Gli3-
Repressors trotz der gestorten Ziliogenese normal ist; lediglich die Generierung des Gli3-
Aktivators ist stark eingeschriankt. Wie genau der IFT und die Zilie in die Prozessierung
bzw. Aktivierung der Gli-Proteine involviert sind, muss noch aufgeklart werden.

Des Weiteren sind auch TZ-Proteine wie Tctnl-3, Mksl oder Ftm fiir die Shh-
Signalkaskade essentiell (Gerhardt, 2010; Reiter und Skarnes, 2006; Sang et al., 2011;
Vierkotten et al., 2007; Weatherbee et al., 2009). Zilien bendtigen eine intakte TZ, die
reguliert, wann Shh-Signalproteine in der Zilie akkumulieren diirfen und mit anderen
Komponenten durch Protein-Protein-Interaktionen in Kontakt treten (Garcia-Gonzalo et
al.,2011). Der extrazellulére, selektive Vesikeltransport ist ebenso bedeutsam fiir den Shh-
Signalweg, da jeder Rezeptor zu einem bestimmten Zeitpunkt zur Zilienbasis transportiert
werden muss, um danach in der Zilie lokalisieren zu konnen (Chen et al., 2009; Corbit et
al., 2005; Haycraft et al., 2005; Kim et al., 2009; Rohatgi et al., 2007).

Neben dem Shh-Signalweg werden viele andere Signalkaskaden mit primdren Zilien
assoziiert: kanonischer und nicht kanonischer Wnt-Signalweg (Cano et al., 2004; Corbit et
al., 2008; Oishi et al., 2006; Otto et al., 2003), Pdgfra-Signalweg (Christensen et al., 2007;
Schneider et al., 2005), Notch-Signalkaskade (Ezratty et al, 2011), Calcium-
Signaltransduktion (Nauli et al., 2003; Shiba et al.,, 2005) und der FGF-Signalweg
(Neugebauer et al., 2009). Eine Signalkaskade, deren Verbindung zur Zilie noch ungekléart

ist, stellt das proteindegradierende Ubiquitin-Proteasom-System dar.

1.10 Mechanismen des Proteinabbaus

Zellen bedienen sich sowohl extra- als auch intrazellulirer Mechanismen, um Proteine
abzubauen. Ein bekannter extrazelluldrer Signalweg beinhaltet Verdauungsproteasen, die
im Darm sitzen. Sie spalten Proteine in einzelne Aminosduren und Di- bzw. Tripeptide, die
dann {liber die Darmwand ins Blut aufgenommen werden. Intrazelluldre
Abbaumechanismen umfassen Lysosomen und das Ubiquitin-Proteasom-System (UPS).
Exogene Proteine, die aus dem extrazelluliren Umfeld aufgenommen wurden, werden
meistens liber Lysosomen abgebaut. Dabei handelt es sich um Zellorganellen, deren saures,
inneres Milieu zahlreiche Hydrolasen enthilt, die u.a. Proteine nicht-spezifisch
degradieren. Die selektive Degradierung von 80-90% der zelleigenen, zytoplasmatischen

und nuklearen Proteine wird iiber das Ubiquitin-Proteasom-System (UPS) reguliert (Coux
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et al., 1996; Sorokin et al., 2009). In diesem Signalweg wird aktiviertes Ubiquitin iiber
eine E1-E2-E3-Kaskade an ein Substrat transferiert und dann von Proteasomen degradiert
(Ye und Rape, 2009). Zwei Klassen von Proteinen stellen die Substrate des UPS dar. (1)
Regulatorische  Substrate, die wéhrend physiologischer Prozesse programmiert
ubiquitiniert werden und (2) Substrate die in der Proteinqualitdtskontrolle durchgefallen
sind, weil sie geschadigt, falsch gefaltet, oxidiert oder in unzweckmifBige Komplexe bzw.
Aggregate involviert sind (Schubert er al., 2000; Vabulas und Hartl, 2005). Die
regulatorische Ubiquitinierung von Proteinen resultiert entweder in einer vollstindigen
Degradierung des betreffenden Substrats, womit seine Funktion eliminiert wird (z.B. p-B-
Catenin), oder in einer Prozessierung, was die limitierte Proteolyse von Proteinen
beschreibt (z.B. Gli-Proteine). Somit konnen Proteasomen nicht nur iiber die intrazelluldre
Proteinmenge entscheiden, sondern auch signifikant die Funktion von Proteinen

beeinflussen.

1.10.1 Der Proteasom-Aufbau

Das Proteasom ist die groffte ATP-abhingige Protease in Eukaryoten, doch limitiertes
Wissen iiber den Aufbau begrenzt das Verstindnis liber die mechanistische Aktivitit.
Proteasomen befinden sich sowohl im Zytoplasma als auch im Kern von allen
eukaryotischen Zellen und machen 1% der Gesamtproteinmenge einer Zelle aus (Tanaka et
al., 1986). Das 26S-Proteasom ist eine massive Multiproteinmaschinerie von ungefédhr
1,5MDa. Es besteht aus 32 verschiedenen Proteinen, die zusammen die tonnenformige,
proteolytisch aktive 20S-Untereinheit (20S-Kernpartikel) bilden, an die sich eine oder zwei
regulatorische 19S-Untereinheiten, so genannte ,,Cap“-Komplexe anlagern konnen
(Abbildung 1.7). Die 20S-Untereinheit besteht aus einer gestapelten Anordnung von vier
heptameren Ringen (Groll et al., 1997). Die externen zwei Ringe bestehen jeweils aus
sieben verschiedenen a-Untereinheiten (Psmal-7), wihrend die zwei internen Ringe durch
sieben verschiedene B-Untereinheiten (Psmbl-4,8-10) generiert werden (Coux et al.,
1996). Das 20S-Kernpartikel enthilt multikatalytische Proteasen, deren aktive Seiten in der

inneren Kammer des Kern-Zylinders eingeschlossen sind.
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Abbildung 1.7: 26S-Proteasom-Aufbau.

Das 26S-Proteasom setzt sich aus dem katalytischen 20S-Kernpartikel und zwei flankierenden
regulatorischen 19S-Untereinheiten zusammen. Die 20S-Untereinheit zeigt eine zylinderformige
Anordnung von vier heptameren Ringen, wobei je sieben o- und B-Untereinheiten einen Ring
bilden. Nur drei B-Untereinheiten (Psmb8-10) besitzen eine proteolytische Aktivitit, die dem
Proteasom Trypsin-, Chemotrypsin- und Caspase-dhnliche Fahigkeiten verleiht. Die 19S-
Untereinheit kann in zwei Subkomplexe unterteilt werden: einen Basis-Komplex (aus sechs
ATPasen (Psmc1-6) und drei nicht-ATPasen (Psmdl, 2 und 4)) und einen Deckel-Komplex (aus
neun nicht-ATPasen (Psmd3, 6-8, 11-14 und Shfm1)).

Die 19S-Untereinheit des Proteasoms ist in Sdugetieren aus 18 verschiedenen Proteinen
konstruiert, die zusammen ein molekulares Gewicht von 900kDa haben und in zwei
Subkomplexe unterteilt werden konnen: Basis (engl. base) und Deckel (engl. lid). Der
Deckel-Komplex besteht aus neun nicht-ATPasen (Psmd3, 6-8, 11-14 und Shfml),
inklusive des deubiquitinierenden Proteins (DUB) Psmd14, dessen Aktivitit essentiell fiir
eine effiziente Substrat-Degradierung ist (Verma et al., 2002; Yao und Cohen, 2002). Der

Basis-Komplex enthdlt sechs ATPasen (Psmcl-6), die einen hetero-hexamerischen Ring
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ausbilden und den molekularen Motor des Proteasoms darstellen (Tomko et al., 2010).
Weiterhin befinden sich in der Basis der 19S-Untereinheit auch drei nicht-ATPasen:
Psmdl, Psmd2 und Psmd4. Die Rekrutierung ubiquitinierter Proteine erfolgt entweder
mittels des intrinsischen Ubiquitin-Rezeptors Psmd4 oder iiber einen speziellen
»Shutteling“-Mechanismus, bei dem die Rezeptoren Rad23, Dsk2 und Ddil durch Psmd2
zum Proteasom rekrutiert werden (Elsasser et al., 2002; Gomez et al., 2011; Leggett et al.,

2002).

1.10.2 Das Ubiquitin-Proteasom-System

Der selektive Proteinabbau durch das UPS wird durch eine spezielle Markierung der
Substrate gewihrleistet. Die Markierung iibernehmen Ubiquitine, hoch konservierte und
ubiquitir exprimierte Molekiile, die an Proteine reversibel und post-translational konjugiert
werden konnen. Die Ubiquitinierung eines Zielsubstrats erfolgt iiber ein hierarchisches 3-
Stufen System (Abbildung 1.8). Zunichst wird Ubiquitin (Ub) unter ATP-Verbrauch von
einem Ub-aktivierenden E1-Enzym gebunden. Infolgedessen kann das aktivierte Ub auf
ein Ub-konjugierendes E2-Enzym transferiert werden. Das E2-Enzym wiederum iibertragt
das aktivierte Ub auf eine substratspezifische E3-Ligase. Es folgt die kovalente Bindung
(Isopeptid-Bindung) der Seitenkette eines Substrat-Lysins mit einem Ub-Glycin. Nachdem
die erste Ub-Ligation an ein Substrat erfolgt ist, fligt die E3-Ligase sequentiell immer
weitere Ub-Einheiten {iber eine Isopeptidbindung an das Substrat an, bis eine

Polyubiquitinkette entsteht (Hershko und Ciechanover, 1998).
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Abbildung 1.8: Ubiquitin-Proteasom-System.

Das UPS beginnt mit der 3-stufigen Polyubiquitinierung eines Substrats. Zunichst kann das E1-
Enzym unter ATP-Verbrauch Ubiquitin (Ub) aktivieren. Es folgt die Transferierung des aktivierten
Ubiquitins auf ein Ub-konjugierendes E2-Enzym. Dieses iibertrigt das aktivierte Ubiquitin auf eine
substratspezifische E3-Ligase, die wiederum Ubiquitin kovalent an ein Substrat bindet. Mehrere
gebundene Ubiquitine bilden eine Polyubiquitinkette, die vom Proteasom durch den Ubiquitin-
Rezeptor erkannt wird. Ein DUB iibernimmt das Recycling der Ubiquitine, wahrend das Substrat
durch die 19S-Untereinheit entfaltet und in das 20S-Kernpartikel transloziert wird. Dort wird das

Substrat zu kleinen Peptiden hydrolysiert.

Ein polyubiquitiniertes Substrat wird mit hoher Affinitdt iiber einen Ubiquitin-Rezeptor
(z.B. Psmd4) der 19S-Untereinheit erkannt und gebunden. Das DUB Psmd14 der 19S-
Untereinheit sorgt noch vor dem Eintritt des Proteins in das 20S-Kernpartikel flir die
Dekonjugation der Polyubiquitine in Monoubiquitine (Verma et al., 2002; Yao und Cohen,
2002). Ubiquitin per se lokalisiert somit nie im Proteasom. Es wird recycelt und kann
spiater wieder an neue Proteine konjugiert werden. Eine Polyubiquitinkette muss aus
mindestens vier Ubiquitinresten bestehen, damit es zur Degradierung eines Proteins

kommt. Erst die Lange einer Tetra-Ubiquitin-Kette ermoglicht eine simultane Verbindung
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zwischen dem Ubiquitin-Rezeptor und einem DUB und fiihrt zum unmittelbaren Abbau
(Lander et al., 2012; Thrower et al., 2000). DUBs konnen auch kurze Polyubiquitinketten
von Proteinen entfernen und sie so vor einer Degradierung schiitzen (Eytan et al., 1993;
Guterman und Glickman, 2004; Hanna et al., 2006; Lam et al., 1997; Thrower et al.,
2000).

Die ATPasen des Basis-Komplexes der 19S-Untereinheit nutzen die Energie einer ATP-
Bindung und Hydrolyse, um eine Zug-Kraft zu erzeugen, die die Proteine anzieht, entfaltet
und durch eine enge, zentrale Pore ins Innere des 20S-Kernpartikels transloziert. Der
Eintritt in die katalytische Kernkomponente ist lediglich entfalteten Proteinen vorbehalten,
da die Offnung zu klein fiir tertifirstrukturierte Proteine ist. Die Anwesenheit von ATP
bewirkt, dass die C-Termini der ATPasen direkt mit dem o-Untereinheitenring des
Kernpartikels in Kontakt treten, diesen 6ffnen und somit den Substrateintritt erleichtern (da
Fonseca und Morris, 2008; Gillette et al., 2008; Rabl et al., 2008; Smith et al., 2007). Im
20S-Kernkomplex werden Proteine zu kleinen Peptiden von 3-25 Aminosduren
hydrolysiert, die dann am anderen Ende des Proteasoms wieder entlassen werden
(Glickman und Ciechanover, 2002; Kisselev et al., 1998; Kisselev et al., 1999). Dabei
haben drei der sieben B-Untereinheiten (Psmb8-10) des 20S-Kernpartikels eine Trypsin-,
Chymotrypsin- und Caspase-dhnliche, proteolytische Aktivitit (Dick et al., 1998; Groll et
al., 1999; Heinemeyer et al., 1997; Hilt und Wolf, 1996; Jager et al., 1999; Orlowski et al.,
1993; Orlowski und Wilk, 2000).

Das Proteasom kontrolliert unzdhlige zelluldre Prozesse, wie die Zellzykluskontrolle und
-progression (Abbau von Zyklinen), DNA-Reparatur, Immunantwort, Apoptose und
Signaltransduktion (Degradierung bzw. Prozessierung von Transkriptionsfaktoren) (Coux
et al., 1996; Finley, 2009; Schwartz und Ciechanover, 1999). Vor allem durch die
Zellzykluskontrolle ist das Proteasom als Ziel fiir Therapieansétze in der Bekdmpfung von
Krebs in den Fokus geraten. Durch das Einsetzen von proteasominhibierenden Substanzen
versucht man das Wachstum von Tumoren zu unterdriicken. MG132 ist ein potenter,
zellpermeabler und reversibler Proteasominhibitor der zur Gruppe der Peptidaldehyde
gehort. Es inhibiert die Chemotrypsin-dhnliche Aktivitdt des 26S-Proteasoms (Lee und
Goldberg, 1998).
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1.11 Ziel dieser Arbeit

Die Dysfunktion oder der Verlust zilidrer Proteine fiihrt zu einer Vielzahl von
menschlichen Erkrankungen, die man zusammenfassend als ,,Ziliopathien® bezeichnet.
Einige dieser Proteine lokalisieren in organisierten Multiproteinkomplexen (Nphpl-4-8-
Modul, Nphp5-6-Modul, Inversin-Kompartiment und Mks/B9-Modul) in der TZ von
Zilien. Studien zeigen, dass Ftm die Lokalisierung aller Module in der TZ von C. elegans-
Zilien beeinflusst (Williams et al., 2011). Ob Ftm auch in Sdugetierzilien an der Spitze der
TZ-Assemblierungshierarchie agiert und welche Konsequenzen die Ftm-Defizienz fiir die
Funktion der TZ hat, soll in der vorliegenden Arbeit untersucht werden. Weiterhin fiihrt
der Verlust des Ftm-Proteins zu einer Storung vieler Zilien-assoziierter Signalwege u.a.
auch der Shh-Signalkaskade (Gerhardt, 2010; Vierkotten et al., 2007). In Ftm-negativen
Embryonen kann eine erhdhte Proteinmenge der Shh-Signalwegskomponente Gli3-190
detektiert werden (Vierkotten et al, 2007). Die molekularen Ursachen der

Proteinmengenzunahme sind noch ungeklért und sollen hier aufgeschliisselt werden.
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2  MATERIAL UND METHODEN

Die allgemein verwendeten Chemikalien, Zellkultur-Utensilien und Enzyme wurden alle,
wenn nicht anders gekennzeichnet, von folgenden Firmen bezogen:

Applichem GmbH (Darmstadt, Deutschland), J.T. Baker (Deventer, Niederlande), Fluka
(Buchs, Schweiz), Merck (Darmstadt, Deutschland), New England Biolabs (NEB;
Schwalbach, Deutschland), Promega (Heidelberg, Deutschland), Qiagen GmbH (Hilden,
Deutschland), Riedel de Haen (Seelze, Deutschland), Roche Molecular Biochemicals
(Mannheim, Deutschland), Roth (Karlsruhe, Deutschland), Sigma-Aldrich (Steinheim,
Deutschland).

Soweit  erforderlich, wurden die verwendeten  Losungen, GefiBle  und
Verbrauchsmaterialien durch Autoklavieren bei 121°C und 2 bar fiir 30 min. oder durch
Filtrieren sterilisiert. Ferner wurden sédmtliche im Labor verrichteten Arbeiten mit
hochreinem Wasser aus einer Millipore-MilliQ-Anlage angesetzt (Sambrook et al., 1989).
Gerite und Verbrauchsmaterialien, die in den folgenden Abschnitten nicht genannt

werden, sind standardméafBig in einem molekularbiologischen Labor enthalten.

2.1 Tierexperimente

2.1.1 Tierhaltung

Die Tierhaltung und -zucht der in dieser Arbeit verwendeten Miduse wurde in der
Tierversuchsanlage der medizinischen Einrichtungen der Heinrich-Heine-Universitét

Diisseldorf durchgefiihrt.

2.1.2 Isolation definierter Embryonalstadien

Die Verpaarung geschlechtsreifer Mause fand im Kéfig mit jeweils zwei Weibchen und
einem Ménnchen statt. Am nidchsten Morgen wurden die Weibchen auf die Prisenz eines
Vaginalpfropfens, welcher sich bei einer erfolgreichen Befruchtung bildet, hin untersucht.
Wurde eine Befruchtung bis 12 Uhr Mittag festgestellt, definierte das den Embryonaltag
(E) 0.5 und die Tiere wurden wieder getrennt. Die schwangeren Weibchen wurden bis zum

Erreichen des gewiinschten Embryonalstadiums gehalten, danach durch zervikale
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Dislokation getotet und ihre Uteri freiprépariert. Die Isolation der Embryonen mitsamt

embryonaler Membranen erfolgte unter dem Stereomikroskop in eiskaltem PBS.

Verwendete Losungen:

PBS 4 mM NaH,PO,*H,0
16 mM Na,HPO,*2H,0
150 mM NaCl
pH 7,3
autoklav., 121°C, 2 bar; 30 min.

2.1.3 Genotypisierung von Embryonen

Mit Hilfe eines PCR-Nachweises wurden Embryonen eines definierten Stadiums
genotypisiert. Dazu wurde die genomische DNA aus den Dottersicken oder
Schwanzspitzen isoliert (siche 2.3.2 bis 2.3.4) und anschlieBend in einer Genotypisierungs-
PCR (siehe 2.3.7) eingesetzt. So konnten wildtypische, Ftm-heterozygot mutante und Fitm-

homozygot mutante Embryonen ermittelt werden.

2.2 Zellkulturtechniken

Alle Zellkulturarbeiten wurden an einer Sterilbank durchgefiihrt (Heraeus HeraSafe 12).
Die Zellen wurden in Zellkulturschalen der Firmen Falcon, TPP und Nunc in einem
begasten Brutschrank (Heraeus HeraCell) bei 5% (v/v) CO; und 37°C kultiviert und das

Zellkulturmedium alle 2 bis 3 Tage erneuert.

2.2.1 Priméirzellkulturen und Zelllinien

2.2.1.1 Isolation und Kultivierung embryonaler Mausfibroblasten

Embryonale Mausfibroblasten (engl. mouse embryonic fibroblasts, MEFs) sind
Primérzellkulturen, die aus Embryonen isoliert werden und somit eine Mischung aus allen
embryonalen Fibroblastenzellen darstellen. Zur Herstellung von MEFs wurden Embryonen
des Stadiums E12.5 aus den Uteri von Méusen prapariert, ihr Kopf und die Innereien
entfernt (um iiberwiegend Fibroblasten zu erhalten) und der Restembryo in sterilem PBS
gewaschen. Danach wurde der Embryo in 10 cm-Zellkulturschalen iiberfiihrt, mit 2 ml

Trypsin/EDTA versetzt und mit einer sterilen Schere in ca. 1 mm grofle Gewebestlicke
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zerkleinert. Die generierten Stiicke wurden mit dem Stempel einer 1 ml-Spritze zerdriickt
und 10-mal durch eine Pipette hoch- und runterpipettiert. Nach einer Inkubationszeit von
10 min. bei 37°C wurde der Pipettiervorgang inklusive 10-miniitiger Inkubation zweimalig
wiederholt. Zum Schluss wurde die homogene Zellsuspension in der Zellkulturschale mit
10 ml Zellkulturmedium aufgefiillt und zum Wachsen in den Brutschrank (Heraeus
HeraCell) gestellt. Nach dem Erreichen der Konfluenz (ca. 3 Tage spiter) wurden die
Zellen von der 10 cm- auf eine 15 cm-Zellkulturschale passagiert und dann weiter in
Kultur gehalten, oder zur spéteren Verwendung bei -80°C eingefroren. Zu diesem

Zeitpunkt wurde die erste Passage definiert.

2.2.1.2 Zelllinien

NIH3T3-Zellen (immortile, embryonale Maus-Fibroblasten-Zelllinie) (Jainchill et al.,
1969) wurden von der deutschen Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen
GmbH (DSMZ) bezogen. HEK293T-Zellen (humane, embryonale Nierenzelllinie, engl.
human embryonic kidney cell line) stammen aus dem Cell line Service (CLS) und IMCD3-
Zellen (epitheliale Nierenzelllinie, engl. mouse inner medullary collecting duct cell line)

. . *
wurden von Sophie Saunier bezogen.

Verwendete Materialien:

NIH3T3-Zellen DSMZ #ACC 59
HEK293T-Zellen CLS #300192
IMCD3-Zellen Sophie Saunier”

“Universitit Paris-Descartes, Frankreich

2.2.2 Passagieren von Zellen

Erreichten Zellen ihren konfluenten Zustand, wurden sie passagiert. Zunidchst wurde das
Zellkulturmedium abgenommen und die Zellen mit PBS gewaschen. AnschlieBend erfolgte
die Zugabe von Trypsin/EDTA (2 ml bei 10 cm-Zellkulturschalen, 5 ml bei 15 cm-
Zellkulturschalen) und eine dreiminiitige Inkubation bei 37°C. Falls die Zellen sich nicht
direkt von der Zellkulturschale 16sten, wurden sie vorsichtig geschiittelt, bis unter dem
Mikroskop eine geldste Zellsuspension erkennbar war. Zum Abstoppen des

Trypsinierungsvorgangs wurde das 3-fache Volumen an Zellkulturmedium hinzugegeben
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und die Zellsuspension fiir 5 min. zentrifugiert (800 Upm, Heraeus Megafuge 1.0).
Anschlieend wurden die Zellen resuspendiert und in der gewiinschten Verdiinnung erneut
auf die Zellkulturplatten ausgesdt. Nach jedem Umsetzen der Zellen wurde die Passage
erhoht. Alle fiir Versuchszwecke verwendeten MEFs befanden sich zwischen der fiinften

und siebten Passage.

2.2.3 Behandlung von MEFs mit MG132

Zur Proteasominhibierung in MEFs wurden die Zellen fiir 6 Stunden mit 20 uM MG132,
einem potenten Proteasominhibitor, oder 0,1% DMSO (Kontrolle) behandelt. Nach der

Behandlung erfolgte eine Immunofluoreszenzfarbung (siehe 2.5.2.2).

Verwendete Losungen:

MG132 geldst in DMSO Enzo life Sciences #P1-102-0005

DMSO Merck #1029500500

2.2.4 Einfrieren und Auftauen von Zellen

Zum Einfrieren wurden die konfluenten Zellkulturen mit PBS gewaschen und mit Trypsin
vom Zellkulturschalenboden abgeldst. Der Trypsinierungsvorgang wurde mit frischem
Zellkulturmedium abgestoppt, die Zellsuspension in ein Reaktionsgefdl iberfiihrt und
zentrifugiert (5 min.; 800 Upm, Heraeus Megafuge 1.0). Nach dem Abnehmen des
Uberstands wurde das entstandene Zellpellet in 500 pl Zellkulturmedium resuspendiert und
mit 500 pl eiskaltem Einfriermedium vermischt. Die Zellsuspension wurde in ein
Kryorohrchen tiberfiihrt und bei -80°C eingefroren.

Zum Auftauen wurden die Zellen zundchst rasch im 37°C-Wasserbad aufgetaut. Das
aufgetaute Einfriermedium, inklusive der Zellen, wurde in 5 ml Zellkulturmedium
tiberfiihrt und fiir 5 min. bei 800 Upm zentrifugiert (Heraeus Megafuge 1.0). Weiterhin
wurde der Uberstand abgenommen, das Zellpellet im frischen Zellkulturmedium geldst

und die Losung auf eine 10 cm-Zellkulturschale transferiert.
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2.2.5 Kultivierung von Zellen auf Deckglischen

Um eine Immunofluoreszenzfarbung durchfiihren zu kénnen, mussten die Zellen einige
Tage zuvor auf Deckgldschen umgesetzt werden. Dazu wurde in jedes Loch einer
24-Loch-Platte unter der Sterilbank ein autoklaviertes Deckgldschen gelegt und die
Zellsuspension mit der entsprechenden Zelldichte zugefiihrt. Zur Induktion der Ziliogenese
wurden die Zellen in einer Dichte von 2,5 x 10* Zellen/cm® ausgesit und bis zur
vollstindigen Konfluenz wachsen gelassen. Danach folgte ein Serumentzug von 24
Stunden, bei dem das Zellkulturmedium der Zellen durch Zellkulturmedium mit 0,5% FCS

(engl. fiir fotales Kédlberserum) ersetzt wurde.

Verwendete Losungen:

Trypsin/EDTA GibcoBRL #45300-027
Zellkulturmedium 500 ml DMEM GibcoBRL #41965-039
(fiir MEFs, NIH3T3- 6 ml Penicillin/Streptomycin (10-30 U/ml) GibcoBRL #14140-114
und HEK293T-Zellen) 6 ml L-Glutamin (200 mM) GibcoBRL #14140-114
6 ml NEAA (100 mM) GibcoBRL #11140-035
6 ml Na-Pyruvat (100 mM) GibcoBRL #11360-039

50 ml bzw. 2,5 ml (fiir den Serumentzug) PAA Laboratories #A15-080
fotales Kdlberserum (FCS)
hitzeinaktiviert 50 min., 56°C

Zellkulturmedium 500 ml DMEM GibcoBRL #11320-074
(fiir IMCD3-Zellen) 6 ml Penicillin/Streptomycin (10-30 U/ml) GibcoBRL #14140-114
50 ml bzw. 2,5 ml (fiir den Serumentzug) PAA Laboratories #A15-080

fotales Kdlberserum (FCS)
hitzeinaktiviert 50 min., 56°C

Einfriermedium 80% fotales Kalberserum (FCS) PAA Laboratories #A15-080
(2-fach konzentriert) hitzeinaktiviert 50 min., 56°C
20% DMSO Merck #1029500500

2.2.6 Bestimmung der Zelldichte

Die Bestimmung der Zelldichte in einer Suspension erfolgte mit Hilfe einer Neubauer-
Zéhlkammer. Hierfiir wurden die trypsinierten Zellen (siehe 2.2.2) griindlich im
Zellkulturmedium resuspendiert und die Zellzahl in 4 GroBquadraten der Zahlkammer

bestimmt. Mittels folgender Formel wurde die Zelldichte berechnet:
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Anzahl der Zellen 4
Zellzahl/ml = x 10
Anzahl der Grofiquadrate

2.2.7 Transfektion von Plasmid-DNA in eukaryotische Zellen

Um DNA in eukaryotische Zellen wie MEFs, NIH3T3- oder HEK293T-Zellen
einzubringen, wurde das PolyFect-Transfektionsreagenz von Qiagen nach den Vorgaben
des Herstellers benutzt. Dabei bildet die Plasmid-DNA zusammen mit dem PolyFect-
Reagenz einen Komplex, der an Zelloberflichen-gebundene Rezeptoren bindet und so in
die Zelle geschleust wird. Der DNA-PolyFect-Komplex ist im Zellinneren vor der
Degradierung durch Lysosomen geschiitzt, die Plasmid-DNA wandert in den Zellkern und

wird dort exprimiert.

Verwendete Losungen:

PolyFect Transfection Reagent Qiagen #301107

2.3 Isolation und Aufreinigung von Nukleinsiuren

Als Nukleinsduren werden sowohl Desoxyribonukleinsduren (engl. deoxy ribonucleic acid,
DNA) als auch Ribonukleinsduren (engl. ribonucleic acid, RNA) bezeichnet. Wird mit
Nukleinsduren gearbeitet, sollte auf eine ziigige Durchfiihrung bei 4°C geachtet werden, da

vor allem RNA schnell durch RNAsen degradiert wird.

2.3.1 Préaparation von Plasmid-DNA

Die angewendeten Prédparationen basieren auf der Methode der alkalischen Lyse

(Birnboim, 1983; Birnboim und Doly, 1979).

2.3.1.1 Plasmid-Mini-Isolation

Die auf Selektionsplatten gewachsenen Bakterienkolonien wurden mit Hilfe einer
autoklavierten Pipettenspitze von der Platte gepickt und in ein Glasrohrchen mit 5 ml
Selektionsmedium iiberfiihrt. Die Zellsuspension rotierte bei 37°C iiber Nacht auf einem
Drehrad. 2 ml der Ubernachtkultur wurden in ein Eppendorf-Gefil abgenommen und die

Bakterien fiir 3 min. bei 6000 Upm pelletiert (Eppendorf 5415D). Das Plasmid-Mini-Kit

50



Material und Methoden

der Firma Qiagen GmbH wurde fiir die Isolation der Plasmid-DNA verwendet. Zunéichst
wurde der Uberstand verworfen und das Bakterienpellet in 100 pl eiskaltem P1-Puffer
resuspendiert. Es folgte die Zugabe von 200 pl P2-Puffer, der die Bakterien alkalisch
lysierte, und eine anschlieende Neutralisation durch 150 pl des eiskalten P3-Puffers fiir 10
min. auf Eis. Weiterhin wurde der entstandene, proteinhaltige Niederschlag pelletiert (10
min.; 13000 Upm, Eppendorf 5415D) und der klare, plasmidhaltige Uberstand in ein neues
Eppendorf-Gefdll {iiberfiihrt. Durch die Zugabe des 0,7-fachen Volumens (350 pl)
Isopropanol konnte die Plasmid-DNA prazipitiert werden. Es erfolgte eine weitere
Zentrifugation (10 min.; 13000 Upm, Eppendorf 5415D) und die Abnahme des
Uberstandes. Die sedimentierte Plasmid-DNA wurden mit 500 pl Ethanol (70%)
gewaschen und zentrifugiert (5 min.; 13000 Upm, Eppendorf 5415D). SchlieBlich wurde
der Uberstand erneut abgenommen, die aufgereinigte Plasmid-DNA bei Raumtemperatur
getrocknet und in 25 pl TE-Puffer resuspendiert. Um zu kontrollieren, ob die Plasmid-
Isolation erfolgreich war, wurden 2 pl der DNA-Suspension restriktionsenzymatisch
verdaut (siehe 2.4.1) und die generierten DNA-Fragmente gelelektrophoretisch aufgetrennt
(siehe 2.4.2). Wurde das korrekte Plasmid nachgewiesen, erfolgte die Animpfung einer
erneuten Bakterienkultur zur Plasmid-Midi/Maxi-Isolation (siehe 2.3.1.2) mit 100 pl aus

der verbliebenen, urspriinglichen Bakteriensuspension.

Verwendete Losungen:

70% Ethanol 70% (v/v) Ethanol in ddH,O

Isopropanol abs.

LB-Medium 1% (w/v) NaCl
1% (w/v) Trypton Applichem #A1553
0,5% (w/v) Hefe-Extrakt Applichem #A1552
in ddH,O

autoklav.; 121°C, 2 bar, 30 min.

Puffer P1 50 mM Glukose
25 mM Tris-HCI, pH 8,0
10 mM EDTA, pH 8,0

Puffer P2 0,2 N NaOH
1% (w/v) SDS

Puffer P3 3 M Kaliumacetat
pH 4,8 mit Eisessig
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Selektionsmedium 50 pg/ml Ampicillin Applichem #A0839
in LB-Medium

TE-Puffer 10 mM Tris-HCl, pH 7,5
1 mM EDTA, pH 8,0

2.3.1.2 Plasmid-Midi/Maxi-Isolation

Um reinere und groBere Mengen (100 pg bis 1 mg) Plasmid-DNA aus Bakterien zu
isolieren, wurden die ,,QIAGEN Plasmid Kits* (,,Midi*/ ,,Maxi‘) gemiB3 den Protokollen
des Herstellers verwendet. In der Plasmid-Maxi-Isolation wurden 100 ml
Selektionsmedium mit 100 pl Bakteriensuspension aus der zuvor analysierten und
aufgehobenen Plasmid-Mini-Isolation (siehe 2.3.1.1) angeimpft. Es folgte eine Inkubation
iiber Nacht bei 37°C auf einem Plattformschiittler (160 Upm, Heidolph Polymax 1040).
Am néchsten Tag wurde die Bakteriensuspension fiir 15 min. bei 6000 Upm zentrifugiert
(Heraeus, Megafuge 1.0R), der Uberstand zum Autoklavieren verworfen und das
Bakterienpellet entweder weiterverarbeitet oder bei -20°C eingefroren. Fortfithrend wurde
das Bakterienpellet in 4 ml (,Midi“) oder 10 ml (,,Maxi*) eiskaltem P1-Puffer
aufgenommen und resuspendiert. Es folgte die alkalische Lyse der Bakterien durch die
Zugabe von 10 ml P2-Puffer und die anschliefende Neutralisation mit 10 ml eiskaltem P3-
Puffer. Die Suspension wurde 15 min. (,,Midi“) bzw. 20 min. (,,Maxi*) bei 4°C inkubiert
und danach fiir 15 min. bei 4°C und 6000 Upm zentrifugiert (Heraeus, Megafuge 1.0R).
Als Nichstes wurde der Uberstand in ein neues Reaktionsgefi transferiert und der letzte
Zentrifugationsschritt wiederholt. Zur gleichen Zeit konnte eine Qiagen-Siule mit 4 ml
(,Midi“) bzw. 10 ml (,,Maxi*) QBT-Puffer dquilibriert und der abzentrifugierte Uberstand
langsam auf die Sdule gegeben werden. Nachdem die DNA von der Sdulenmembran
gebunden wurde, folgten zwei Waschschritte mit jeweils 10 ml (,,Midi*) bzw. 30 ml
(,,Maxi*) QC-Puffer. Durch die Zugabe von 5 ml (,,Midi*) bzw. 15 ml (,,Maxi*) QF-Puffer
konnte die DNA von der Sdulenmembran eluiert und in einem frischen Reaktionsgefil3
aufgefangen werden. Weiterhin wurde die Losung mit 3,5 ml (,Midi“) bzw. 10,5 ml
(,,Maxi“) Isopropanol versetzt, was die Prézipitation der DNA ausloste. Anschlieend
erfolgte eine Zentrifugation fiir 30 min. (4°C; 6000 Upm, Heraeus, Megafuge 1.0R) und
die Verwerfung des Uberstandes. Das DNA-Pellet wurde mit 5 ml (,Midi®) bzw. 10 ml
(,,Maxi®) Ethanol (70%) versetzt, gewaschen und abermals zentrifugiert (10 min.; 4°C;
6000 Upm, Heraeus, Megafuge 1.0R). Nach der Abnahme des Uberstandes wurde das
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aufgereinigte DNA-Pellet bei Raumtemperatur getrocknet und in TE-Puffer geldst. Die
DNA-Konzentration wurde mit Hilfe eines Spektralphotometers bestimmt (siche 2.3.6).
Um zu kontrollieren, ob die Plasmid-Isolation erfolgreich war, wurden 2 pl der DNA-
Suspension restriktionsenzymatisch verdaut (siche 2.4.1) und die generierten DNA-

Fragmente gelelektrophoretisch aufgetrennt (siche 2.4.2).

Verwendete Losungen und Materialien:

70% Ethanol 70% (v/v) Ethanol in ddH,0O

Isopropanol abs.

LB-Medium 1% (w/v) NaCl
1% (w/v) Trypton Applichem #A1553
0,5% (w/v) Hefe-Extrakt Applichem #A 1552
in ddH,O

autoklav.; 121°C, 2 bar, 30 min.

Selektionsmedium 50 pg/ml Ampicillin Applichem #A0839
in LB-Medium

TE-Puffer 10 mM Tris-HCI, pH 7,5
1 mM EDTA, pH 8,0

QIAGEN Plasmid Kit ,,Midi“ Qiagen #12145

QIAGEN Plasmid Kit ,,Maxi“ Qiagen #12163

2.3.2 Isolierung und Aufreinigung von DNA aus Dottersicken von
Mausembryonen

Um DNA aus Dottersicken von Mausembryonen zu extrahieren, wurden 200 ul
Dottersack-Puffer und 10 pl Proteinase K in ein Eppendorf-Gefa3 {iberfiihrt und die
extraembryonalen Membranen darin iiber Nacht bei 56°C in einem Warmebad (Memmert)
inkubiert. Am folgenden Tag wurde eine Phenol-Chloroform-Extraktion durchgefiihrt.
Hierbei handelt es sich um einen zwingend notwendigen Vorgang, da in dem verwendeten
Dottersack-Puffer EDTA und SDS enthalten sind, die die Funktion der DNA-Polymerase
in der folgenden PCR beeintrachtigen wiirden.

Zunichst erfolgte die Versetzung der Proben mit 200 ul Phenol (1:1). Danach musste das

Gemisch so lange invertiert werden, bis sich eine homogene Phase aus Phenol und
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Dottersack-Losung zeigte. Eine anschlieBende Zentrifugation fiir 10 min. mit 13000 Upm
(Eppendorf 5415D) trennte die obere, wissrige Phase von der unteren, organischen und der
intermedidren, proteinhaltigen Phase. Im Folgenden wurde die wissrige Phase
abgenommen und in ein neues Reaktionsgefdl iiberfithrt. Nun wurde die wissrige Phase
mit einem Volumen einer Phenol/Chloroform (1:1)-Mischung versetzt und erneut
invertiert, bis sich ein homogenes Gemisch einstellte. Nach einer weiteren 10-miniitigen
Zentrifugation (13000 Upm, Eppendorf 5415D) und einer anschlieBenden Abnahme der
wassrigen Phase wurde diese in ein neues Eppendorf-GefaB tiberfiihrt. Der ndchste Schritt
bestand in einer Versetzung der wéassrigen Phase mit 200 pl Chloroform (1:1), dann wurde
erneut invertiert und 10 min. lang bei 13000 Upm zentrifugiert (Eppendorf 5415D). Die
erhaltene wissrige Phase wurde in ein frisches Reaktionsgefdl3 iibertragen und einer
anschlieenden Salzféillung unterzogen. Zur Prézipitation der DNA wurden 0,1 Volumen
Natriumacetat und 3 Volumen Ethanol (abs.) mit den Proben vermischt; es folgte eine
kurze Invertierung und eine 5-miniitige Zentrifugation (Eppendorf 5415D), damit ein
DNA-Pellet entstand. Im Folgenden wurde soviel Ethanol wie moglich abgenommen,
jedoch ohne das DNA-Pellet zu zerstéren. Nun erfolgte ein Waschschritt mit 500 pl
70%igem Ethanol, um zuriickgebliebene Spuren von SDS, EDTA und Phenol zu entfernen.
Weiterhin wurde die Losung gevortext und 1 min. zentrifugiert (13000 Upm, Eppendorf
5415D), bis ein fast durchsichtiges DNA-Pellet entstand. Der wiederholten Abnahme des
Ethanol-Uberstandes folgte eine Lufttrocknung bei Raumtemperatur. SchlieBlich konnte
die DNA in 100 pl TE-Puffer resuspendiert und bis zur Genotypisierungs-PCR bei 4°C

kiihl aufbewahrt werden.

Verwendete Losungen:

Dottersack-Puffer 100 mM NacCl
10 mM Tris-HCI, pH 7,5
1 mM EDTA, pH 8,0

1% SDS
Phenol
Chloroform
Phenol/Chloroform 1:1
Natriumacetat 3M;pH6
Ethanol abs.
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70% Ethanol 70% (v/v) Ethanol in ddH,0

TE-Puffer 10 mM Tris-HCI, pH 7,5
1 mM EDTA, pH 8,0

Proteinase K Roche #03115852001

2.3.3 Isolierung und Aufreinigung von DNA aus Schwinzen von
Mausembryonen

Bei der Isolierung und Aufreinigung von DNA aus Dottersicken von Mausembryonen
kann es zur Kontamination des embryonalen Gewebes durch Riickstinde der maternalen
Umgebung kommen. Um dies zu vermeiden, kann alternativ auch DNA aus den
embryonalen Mausschwinzen gewonnen werden. Diese werden von den Embryonen
getrennt, mit sterilem PBS gewaschen und danach in ein Eppendorf-Gefdll mit 200 ul
Dottersack-Puffer und 10 pl Proteinase K iiberfiihrt. Nach einer Ubernacht-Inkubation bei
56°C im Wérmebad erfolgt die Phenol-Chloroform-Extraktion wie unter 2.3.2 beschrieben.

Verwendete Losungen:

Dottersack-Puffer 100 mM NacCl
10 mM Tris-HCI, pH 7,5
1 mM EDTA, pH 8,0
1% SDS

Phenol
Chloroform

Phenol/Chloroform 1:1

Natriumacetat 3M;pH6

Ethanol abs.

70% Ethanol 70% (v/v) Ethanol in ddH,O
TE-Puffer 10 mM Tris-HCI, pH 7,5

1 mM EDTA, pH 8,0

Proteinase K Roche #03115852001
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2.3.4 Isolierung und Aufreinigung von DNA aus Schwanzspitzen adulter
Miuse

Zur Genotypisierung der Mauszuchtpaare sollte die DNA aus adulten Mausschwinzen
isoliert werden. Dafiir wurden die Gewebeproben mit 450 pl Schwanzspitzen-Puffer sowie
50 pl Proteinase K versetzt und bei 56°C iiber Nacht verdaut. AnschlieBend wurde eine
Phenol-Chloroform-Extraktion und Salzfillung durchgefiihrt (sieche 2.3.2). Die
aufgereinigte DNA wurde in TE-Puffer gelost und in einer Genotypisierungs-PCR (siehe
2.3.7) eingesetzt.

Verwendete Losungen:

70% Ethanol 70% (v/v) Ethanol in ddH,O
Chloroform

Ethanol abs.

Natriumacetat 3M;pH®6

Phenol

Phenol/Chloroform 1:1

Proteinase K Roche #03115852001

Schwanzspitzen-Puffer 50 mM Tris-HCIL, pH 8,0
100 mM EDTA, pH 8,0
100 mM NacCl
1% SDS

TE-Puffer 10 mM Tris-HCI, pH 7,5
1 mM EDTA, pH 8,0

2.3.5 RNA-Isolierung aus Gliedmaflen von Mausembryonen

Die RNA-Isolierung aus embryonalen Gliedmafen wurde nach den Angaben des
Herstellers des RNeasy Kits der Firma Qiagen durchgefiihrt. Zunédchst wurden die
GliedmaBen von den Embryonen getrennt und in 300 pul RLT-Puffer homogenisiert. Nach
einer 3-miniitigen Zentrifugation (13000 Upm, Eppendorf 5415D) wurde der Uberstand
abgenommen und in ein neues Eppendorf-Gefaf tiberfiihrt. Folgend wurden 350 pl Ethanol
(70%) zugegeben, 700 ul der Suspension in eine Sdule pipettiert und fiir 15 sec.
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zentrifugiert (10000 Upm, Eppendorf 5415D). Der Durchfluss wurde verworfen und das
verbliebene RNA/DNA-Gemisch einem DNAse-Verdau unterzogen. Dafiir wurden 350 pl
RWI1-Puffer auf die Sdule pipettiert und fiir 15 sec. bei 10000 Upm zentrifugiert
(Eppendorf 5415D). Der generierte Durchfluss wurde erneut verworfen und die Siule mit
80 wl einer DNasel-Losung (hergestellt nach Angaben der Produktionsfirma) fiir 15 min.
bei Raumtemperatur inkubiert. Es folgten zwei Waschschritte mit 350 ul bzw. 700 pl
RWI1-Puffer und einer zwischenzeitlichen Zentrifugation fiir 15 sec. bei 10000 Upm
(Eppendorf 5415D). Nach einer weiteren Zentrifugation fiir 1 min. bei 10000 Upm
(Eppendorf 5415D) wurde die Sdule zweifach mit 15 pl RNAse freiem Wasser beffiillt, fiir
1 min. bei 10000 Upm zentrifugiert (Eppendorf 5415D) und der Durchfluss in einem neuen
Eppendorf-Gefal3 aufgefangen. AnschlieBend wurde die isolierte RNA mit Hilfe reverser
Transkriptasen in die komplementire DNA (engl. complementary DNA, cDNA)

umgewandelt (siche 2.3.10) und in eine Real-time-Analyse (siehe 2.3.11) eingesetzt.

Verwendete Losungen:

70% Ethanol 70% (v/v) Ethanol in ddH,0O
RNase-Free DNase Set (50) Qiagen #79254
RNeasy Kit Qiagen #74104

2.3.6 Spektralphotometrische Konzentrationsbestimmung von Nukleinsiuren

Um die Konzentration von Nukleinsduren bestimmen zu konnen, wurde mit einem
Spektralphotometer  (Pharmacia;  Ultrospec2000) gearbeitet. Die Messung der
Konzentration erfolgte in Verdiinnungsreihen (1:100; 1:200; 1:500) und bei einer
Wellenldnge von 260 nm, dem Absorptionsmaximum von Nukleinsduren. Bei einer
Quarzkiivettenschichtdicke von 1 cm und der Messung der Extinktion Eygy entspricht ein
Absorptionswert von 1 (nach Abzug des Referenzwertes der entsprechenden Pufferlosung)

einer Konzentration von ungefahr:

E260 dsDNA 50 ug/ml
Exo RNA = 25 ug/ml
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Um zu kldren, wie stark die gewonnenen Nukleinsduren verunreinigt sind, wurde der
Quotient aus den gemessenen Absorptionskoeffizienten Eyqp und Eygo gebildet. Werte

zwischen 1,8 und 2,0 deuten auf eine schwache Verunreinigung der Nukleinsiduren hin.

2.3.7 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Bei der Polymerase-Kettenreaktion (engl. polymerase chain reaction, PCR) (Saiki et al.,
1988) handelt es sich um eine Technik, mit der man jedes beliebige DNA-Molekiil durch
in vitro-Amplifikation sehr schnell vermehren kann. Die DNA wird dabei unter geeigneten
Bedingungen mit dem thermostabilen Enzym DNA-Polymerase und spezifischen
Oligonukleotiden (auch ,,Primer* genannt) inkubiert. Die chemisch synthetisierten Primer
werden von der DNA-Polymerase zum Start der DNA-Synthese benétigt. Sie sind
komplementir zu den beiden 3'-Enden des zu vervielfiltigenden DNA-Fragments und
dienen als Matrizen fiir den Ablauf der PCR. Zunéchst wird die DNA kurz erhitzt, damit es
zur Auftrennung der komplementiren Stringe (Templates) kommt. Als zweiter Schritt
folgt die Abkiihlung, in der die Primer iiber Wasserstoftbriicken mit ihren Zielsequenzen,
den 3°-Enden, hybridisieren konnen. Hierbei lagert sich explizit jedes Oligonukleotid an
ein Strangende. Weiterhin bindet nun die DNA-Polymerase an die Matrize und verlangert
die sich dort befindenden Primer durch das Anhéngen von Nukleotiden. Folgend wird die
DNA wieder erhitzt und das neu entstandene, komplementidre Fragment kann im nichsten

Zyklus als Matrize dienen.

2.3.8 Die PCR-Amplifikation

Die PCR-Reaktion wurde in dinnwindigen 0,2 ml PCR-Reaktionsgefdlen auf Eis
angesetzt. Das Gesamtvolumen der Proben belief sich auf 20 pl bzw. 50 ul. Die
verwendeten Thermozykler waren die Eppendorf-Mastercycle-Gradient- oder die MWG-
(Primus 25)-Maschine. Die verwendeten DNA-Polymerasen waren entweder die ,,P-Tag*-
Polymerase, die im Institut fiir Entwicklungs- und Molekularbiologie der Tiere an der
Heinrich-Heine-Universitdt Diisseldorf nach dem Protokoll von Pluthero hergestellt wurde
(Pluthero, 1993), oder die GoTag-Polymerase mit dem entsprechenden Puffersystem
(Promega #MS830B). Die folgenden Standard-PCR-Ansdtze wurden in dieser Arbeit

benutzt:
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Tabelle 2.1: PCR-Ansitze

Material und Methoden

20 pl Ansatz |50 pl Ansatz

DNA (Template) 1 pl 3ul
PCR-Puffer (5x) 4 ul 10 pl
dNTP (je 10 mM) 0,4 ul 1 pl
Primer1 (10 pmol/pl) 1 ul 3ul
Primer2 (10 pmol/nl) 1 ul 3ul
Taq-Polymerase (5 U/ul) 0,1 pul 0,25 pul
ddH,O (autoklav.) 12,5 ul 29,75 ul

Fiir die Genotypisierung von Embryonen wurden die aufgefiihrten Primer eingesetzt (siche
Tabelle 2.2). Der Nachweis des Ftm-Gens erfolgte durch die Verwendung der KO2f- und
KO2r-Primer, wéhrend Frm-negative Allele durch die KONEOf- und KO2r-Primer

nachgewiesen wurden.

Tabelle 2.2: Genotypisierungsprimer

Bezeichnung Sequenz (5’ nach 3°) Referenz

KO2f GGCCTCCCCTTTGTCAT Jeanette Vierkotten”
KONEOf ACGAGTTCTTCTGAGGGGATC Jeanette Vierkotten”
KO2r CAGCTTTCCTTGTGTCTCTACTT Jeanette Vierkotten”

" Institut fiir Entwicklungs- und Molekularbiologie der Tiere, Heinrich-Heine-Universitit Diisseldorf

Fiir die Genotypisierungen wurden folgende Reaktionsbedingungen festgelegt:

Tabelle 2.3: PCR-Reaktionsbedingungen

Schritt Temperatur [°C] Zeit Zyklenzahl

1) Denaturierung 95°C 2 min. | 1X

2) Denaturierung 94°C 30 sec. <\

3) Primer-Hybridisierung 56°C 30 sec. W 35x

4) Polymerisation 72°C 45 sec. ﬂ

5) AbschlieBende 72°C 7 min. | 1x
Polymerisation

Die PCR-Reaktionen konnten anschlieend bis zur gelelektrophoretischen Auftrennung bei

4°C gelagert werden.
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Verwendete Losungen und Materialien:

5x Green GoTaq® Reaction

Buffer

dNTP-Gemisch

Oligonukleotide

ddH,O

Taq-Polymerase

5x

10 mM dATP
10 mM dCTP
10 mM dGTP
10 mM dTTP

100 pmol/pl in ddH,O

autoklav.; 121°C, 2 bar, 30 min.

5U/ul

2.3.9 Verwendete Plasmidvektoren und Oligonukleotide

Promega #M7911

Thermo Scientific
#R0182

MWG Biotech

Fiir die Klonierung der RID-Domine in den ,,Doppeltag*“-Vektor wurden folgende Primer
und Plasmidvektoren verwendet:

Tabelle 2.4: Klonierungsprimer

Bezeichnung |Sequenz (5’ nach 3’) Referenz
For_ DT Stop | TTCCTGCAGGTAACCACTAGAAAGACCAT diese Arbeit
Rev_DT _Stop | TTCCTGCAGGATCCCAGCGGGTTTCTAGATGCTAGAG | diese Arbeit

Tabelle 2.5: Plasmidvektoren

Bezeichnung

Verwendungszweck

Referenz

pcDNA3-Flag/RID

Uberexpression der RID-Domine und
anschlieBende Immunofluoreszenzfirbung

Jeanette Vierkotten"

Uberexpression der CC1-CC5-Dominen und

pcDNA3-Flag/CC1- Sean Lin®
CCs anschlieBende Immunofluoreszenzfirbung
pcDNA3-Flag/C2 Uberexpression der C2-Doménen und Katrin Gotz'

anschlieBende Immunofluoreszenzfirbung

pCMV-Myc/Gatad1

Uberexpression von Gatad1 und
anschliefende TAP-Analyse

Jennifer Auchter”

Uberexpression von Psmd2 und

pCMV-Myc/Psmd2 anschliefende TAP-Analyse bzw. Christoph Gerhardt"
Koimmunoprizipitation

Doppeltag (DT)- Klonierungsvektor zur Generierung des N o

Vektor Flag/Strep/HA-RID-Fusionsproteins Axel Godecke

" Institut fiir Entwicklungs- und Molekularbiologie der Tiere, Heinrich-Heine-Universitit Diisseldorf
" Institut fiir Herz- und Kreislaufphysiologie, Heinrich-Heine-Universitit Diisseldorf
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2.3.10 Reverse Transkription

Die Synthetisierung von komplementdrer DNA (engl. complementary DNA, cDNA) aus
RNA wurde anhand der Methode der reversen Transkription (Kogan et al., 1987) mit Hilfe
des ,,Expand Reverse Transcriptase“-Systems von Roche durchgefiihrt. Es wurden 2 pg
Total-GliedmaBBen-RNA und 25 pmol Oligo(dT)-Oligonukleotide (Sequenz: 5'-TTT TTT
I'TT TTT TTT T-3') verwendet. Das Protokoll wurde nach den Angaben des Herstellers

ausgefiihrt.

Verwendete Losungen:

Expand Reverse Transcriptase Roche #11785826001

Oligo(dT)-Oligonukleotide MWG #SP230

2.3.11 Real-time-PCR-Untersuchungen

Die Real-time (engl. fiir Echtzeit)-PCR-Untersuchung basiert auf dem Verfahren einer
Standard-PCR (siehe 2.3.7), jedoch mit dem Unterschied, dass die synthetisierte DNA zu
jedem Zeitpunkt der exponentiellen Amplifikation quantifiziert werden kann. Die
Quantifizierung wird durch die Messung der Fluoreszenz-markierten, neusynthetisierten
DNA realisiert. In dieser Arbeit wurden so genannte ,,TagMan-Sonden* benutzt, die auf
der Methode der FRET (engl. fluorescence resonance energy transfer)-Analyse basieren,
um die DNA zu markieren. Dabei wird durch Lichtanregung eines Donor-Fluorochroms
(,,Reporter”) Energie freigesetzt und auf ein Akzeptor-Fluorochrom (,,Quencher)
tibertragen. Die TagMan-Sonde besitzt an ihren Enden jeweils ein Reporter- und ein
Quencher-Fluorochrom. Durch die strahlungsfreie Energieilibertragung wird die
Fluoreszenz des Reporters vom Quencher unterdriickt. Nachdem die TagMan-Sonde an
ihre komplementdre DNA gebunden hat, wird durch die Taq-Polymerase nicht nur DNA
polymerisiert, sondern es kommt auch zu einem Abbau des Quenchers am Ende der
TagMan-Sonde. Die so hervorgerufene Separierung von Reporter und Quencher fiihrt zu
einer steigenden Fluoreszenz des Reporters. Somit kann die Fluoreszenz, die proportional
zum PCR-Produkt zunimmt, jederzeit quantitativ gemessen werden. Als Template fiir die
Real-time-Analysen diente cDNA, die aus der RNA von embryonalen GliedmafB3enzellen
(E12.5) isoliert und konvertiert wurde (siehe 2.3.10). 50 ng GliedmaBen-cDNA wurde in
einen Ansatz aus TagMan Universal PCR Master Mix, TagMan-Assay (Gen-spezifische
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Primer und Sonde) und ddH,O gemischt. Eine Standard-Reaktionsbedingung wurde wie

folgt zusammengesetzt:

Tabelle 2.6: Standard-Reaktionsbedingung fiir die Real-time-PCR

20 pl Ansatz
cDNA 3ul
ddH;O (autoklav.) 6 ul
TaqMan Universal PCR Master Mix 10 pl
TagqMan-Assay (Gen-spezifische Primer, Sonde) 1 ul

Folgende TagMan-Assays wurden verwendet:

Tabelle 2.7: Bestellnummern der verwendeten TagMan-Assays

Name des Gens | Hersteller Bestellnummer des TagMan Assays
Gapdh Applied Biosystems Mm99999915 gl
Gli3 Applied Biosystems Mm00492345 ml

Die Real-time-PCR wurde im ,,StepOne Real-time PCR System Thermal Cycling Block*
(Applied Biosystems #4376357) durchgefiihrt und jeder Proben-Ansatz in Triplikaten
gemessen. Bei der relativen Quantifizierung wurde mit den so genannten ,,Ct-Werten
(engl. cycle threshold, fiir Schwellenwert-Zyklus) gerechnet. Dabei handelt es sich um den
Wert, der sich bei der Messung der Fluoreszenz erstmalig signifikant von der Hintergrund-

Fluoreszenz abhebt. Die Berechnung wurde mit Hilfe der AACt-Methode realisiert.

Verwendete Losungen:

TaqMan Universal PCR Master Mix Applichem #A1091

2.4 Klonierungstechniken

2.4.1 Sequenzspezifische Spaltung von DNA durch Restriktionsendonukleasen

Restriktionsendonukleasen sind Enzyme, die die DNA-Doppelhelix sequenzspezifisch
schneiden konnen und somit ein Werkzeug fiir die Generierung definierter DNA-
Fragmente darstellen. Zur Spaltung von DNA wurden Restriktionsendonukleasen von den
Firmen NEB oder Roche verwendet und in den mitgelieferten Reaktionspuffern eingesetzt.
In einem Standard-Ansatz wurden pro pg DNA 1-10 U Enzym in 1x Reaktionspuffer

verwendet. Je nach Enzym variierte die Inkubationszeit zwischen 1 und 15 Stunden bei
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37°C. Nach der restriktionsenzymatischen Spaltung der DNA wurden die gewonnenen
Fragmente gelelektrophoretisch aufgetrennt (siehe 2.4.2) und wahlweise aus den

Agarosegelen isoliert (siche 2.4.3).

2.4.2 Gelelektrophoretische Auftrennung von DNA-Molekiilen

Die Auftrennung der DNA-Molekiile erfolgte mittels Agarose-Gelelektrophorese. Diese
Methode beruht auf der Wanderung negativ-geladener DNA innerhalb eines Agarosegels
unter der Wirkung eines elektrischen Feldes. Die Auftrennung der DNA-Molekiile und ihre
Laufgeschwindigkeit sind abhédngig von der angelegten Spannung, der Molekiilmasse und
der Konzentration des verwendeten Agarosegels. Kleinere DNA-Molekiile wandern
schneller zur Anode (positiv geladener Pol) als groBere, trigere DNA-Molekiile. Die
DNA-Fragmente wurden abhéngig von ihrer GroBe, in Agarosegelen mit einer
Agarosekonzentration von 0,8 bis 2% (w/v) aufgetrennt. Als Gel- und Laufpuffer diente
das TAE-Puffersystem. Um die DNA im Gel sichtbar zu machen, wurde zur aufgekochten
Agaroselosung aus der Mikrowelle 0,5 pg/ml Ethidiumbromid zugesetzt. Der
Ethidiumbromid-Fluoreszenzfarbstoff interkaliert in die doppelstringige DNA und
ermOglicht so eine Detektion dieser unter UV-Bestrahlung. Die fertige Losung wurde
zunichst in spezielle Geltrager gegossen und dann zum Abkiihlen stehen gelassen. Danach
wurden die zu analysierenden DNA-Proben noch vor der Beladung des Gels mit 0,2
Volumenanteilen = DNA-Auftragspuffer = vermischt. Damit eine anschlieBende
GroBenabschiatzung moglich war, wurde ein Léngenstandard ebenfalls mit DNA-
Auftragspuffer versetzt und mit auf das Gel aufgetragen. Die Auftrennung der DNA-
Proben wurde bei Raumtemperatur und einer konstant gehaltenen Spannung von 5 Volt/cm
durchgefiihrt. Weiterhin wurden die DNA-Fragmente unter einer UV-Lampe (254 nm)
detektiert und mittels einer PC-gestiitzten Video-Dokumentationsanlage fotografiert.

Wurden die DNA-Molekiile fiir eine anschlieende Ligation benotigt (siche 2.4.4), erfolgte
die Detektion bei 366 nm mit energiedrmerem UV-Licht aus einer Hand-UV-Lampe
(Konrad Benda). Somit wurde die durch UV-Licht verursachte Modifikation der DNA
minimiert und das Agarose-Fragment konnte aus dem Gel ausgeschnitten werden (siche

2.4.3).

Verwendete Losungen:

Agarose Applichem #A1091

63



Material und Methoden

TAE-Puffer 40 mM Tris-Acetat
2 mM EDTA
pH 8,2

Auftragspuffer  50% (v/v) Glycerin

2% (w/v) Orange G Merck #14277
in TAE

Ethidiumbromid 10 mg/ml Applichem #A1151
in ddH,O

1kb-DNA-Leiter 12216; 11198; 10180; 9162; 8144; 7126; 6108; GibcoBRL #15615-024
5090; 4072; 3054; 2036; 1636; 1018; 506; 517;
396; 344; 298; 220; 201; 154; 134; 75 bp

2.4.3 Extraktion von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Nachdem ein Agarose-DNA-Fragment aus dem Gel mit einem Skalpell ausgeschnitten
wurde, erfolgte eine Extraktion der DNA mittels des ,,Qiaquick Gel Extraction“-Kits
(Qiagen). Dabei wird die DNA unter hohen Salzkonzentrationen an der Oberfldche einer
Kieselerdemembran gebunden und aufgereinigt (Vogelstein und Gillespie, 1979). Zunachst
wurde das Agarose-DNA-Fragment gewogen, mit dem 3-fachen Volumen QG-Puffer
vermischt (100 mg ~100 ul) und bei 50°C fiir 10 min. auf einem Schiittler (1000 Upm,
Eppendorf Thermomixer compact) inkubiert. Danach wurde das Gemisch mit einem
Gelvolumen Isopropanol (abs.) versetzt und auf eine Qiaquick-Sédule in einem Eppendorf-
Gefall geladen. Es folgte eine 1-miniitige Zentrifugation bei 16000 Upm (Eppendorf
5415D). Durch die Bindung der DNA an die Sdulenmembran konnte der Durchfluss
verworfen werden. 500 pl QG-Puffer wurden erneut auf die Sdule geladen und fiir 1 min.
zentrifugiert (Eppendorf 5415D). In einem Waschschritt mit 750 ul PE-Puffer sollte die
DNA von den hohen Salzkonzentrationen befreit werden. Die Probe wurde darauf folgend
2-mal bei 16000 Upm zentrifugiert (Eppendorf 5415D). Um die aufgereinigte DNA zu
eluieren, wurde die Séule in ein frisches Eppendorf-Gefdll umgesetzt und mit 50 pl EB-
Puffer beladen. Nach einer 1-miniitigen Inkubationszeit konnte die Probe abermals fiir 1
min. zentrifugiert werden und die DNA wurde im Eppendorf-Gefdll aufgefangen. Die
Qualitdt und Konzentration der erhaltenen DNA-Probe wurde gelelektrophoretisch (siche

2.4.2) tiberpriift.
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Verwendete Losungen:

Isopropanol abs. Applichem #A1091

Qiaquick Gel Extraction Kit Qiagen #28704

2.4.4 Ligation von DNA-Fragmenten

Fiir die Ligation von DNA-Fragmenten (,,Insert”) in einen Plasmidvektor wurde die T4-
DNA-Ligase verwendet. Im Standard-Reaktionsgemisch von 30 pl wurde das Verhiltnis
von Plasmidvektor zu Insert variiert (1:3, 1:5 oder 1:10) und alles fiir 15 Stunden bei 14°C
inkubiert. Im Anschluss konnte die ligierte DNA direkt in eine Transformation von

kompetenten Bakterien eingesetzt werden (siche 2.4.6.2).

Tabelle 2.8: Standard-Reaktionsbedingung fiir eine Ligation

30pul Ansatz | Hersteller

10x Ligasepuffer 3ul GibcoBRL

T4-Ligase (5U/nl) 2 ul GibcoBRL
Plasmidvektor 1 ul
Insert S5ul
ddH,O (autoklav.) 19 ul

2.4.5 DNA-Sequenzierung

Die Sequenzierung von PCR-DNA-Produkten (siehe 2.3.7) wurde am Biologisch-
Medizinischen-Forschungszentrum (BMFZ) der Heinrich-Heine-Universitit durchgefiihrt.

2.4.6 Transformation von Plasmiden in Bakterien

2.4.6.1 Herstellung kompetenter Bakterien

Die in dieser Arbeit verwendeten Bakterien gehdren dem Escherichia coli-Stamm JM109
(recAl, lacZAM15) an. Kompetente Bakterien wurden nach dem Protokoll von Inoue et al.
generiert (Inoue et al., 1990). Zunichst wurde eine Ubernachtkultur von 20 ml LB-
Medium mit einer Bakterienkolonie angeimpft und bei 37°C auf einem Plattformschiittler
(120 Upm, Heidolph Polymax 1040) bewegt. Diese diente am ndchsten Tag zur
Animpfung einer 250 ml-Hauptkultur in SOB-Medium bei Raumtemperatur. Die
Bakteriendichte in der Hauptkultur wird iiber die Messung der optischen Dichte bei 600
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nm (ODggo) bestimmt. Ist eine ODgyp von 0,9 erreicht wurde die Bakterienkultur fiir 10
min. auf Eis abgekiihlt. Nach einer Zentrifugation von 10 min. bei 4°C (2500 Upm,
Heraeus, Megafuge 1.0R) wurde das erhaltene Bakterienpellet in 80 ml eiskaltem TB-
Puffer resuspendiert. Die letzten beiden Schritte wurden wiederholt, wobei das
Bakterienpellet diesmal in 20 ml eiskaltem TB-Puffer mit Zugabe von DMSO zu einer
Endkonzentration von 7% (v/v) resuspendiert wurde. Schlieflich wurden die Bakterien fiir
10 min. auf Eis inkubiert und darauf folgend als 200 pl-Aliquots in fliissigem Stickstoff

schockgefroren. Die Bakterien konnten dann bei -80°C gelagert werden.

Verwendete Losungen:

LB-Medium 1% (w/v) NaCl
1% (w/v) Trypton Applichem #A1553
0,5% (w/v) Hefe-Extrakt Applichem #A1552
in ddH,O

autoklav., 121°C, 2 bar, 30 min.

SOB-Medium 2% (w/v) Trypton Applichem #A1553
0,5% Hefe-Extrakt Applichem #A1552
10 mM NaCl
2,5 mM KCl
10 mM MgCl,
10 mM MgSO,
pH 6,7-7

TB-Puffer 10 mM PIPES
55 mM MnCl,
15 mM CaCl,
250 mM KCl
pH 6,7

2.4.6.2 Transformation

Die bei -80°C gefrorenen 200 pl-Aliquots kompetenter Bakterienkulturen (siche 2.4.6.1)
wurden fiir eine Transformation langsam auf Eis aufgetaut und mit Plasmid-DNA (20 bis
100 ng) bei 4°C fiir 13 min. inkubiert. Es folgten ein Hitzeschock fiir 45 sec. bei 42°C und
anschliefend ein erneuter Inkubationsschritt fiir 3 min. auf Eis. Nach der Zugabe von 1 ml
LB-Medium wurde die Bakteriensuspension fiir 30 bis 45 min. bei 37°C leicht geschiittelt
(1000 Upm, Eppendorf Thermomixer compact). Der Zentrifugation bei 6000 Upm (3min.,
Eppendorf 5415D) schloss sich die Abnahme des Uberstands (bis auf 100 pl
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Restfliissigkeit) an. Die pelletierten Bakterien wurden im Restiliberstand resuspendiert und
auf Selektionsplatten ausplattiert. Nach der Ubernachtinkubation bei 37°C konnte die
transformierte Einzelkolonie zur Animpfung von Bakterienkulturen genutzt werden (siche

23.1.1und 2.3.1.2).

Verwendete Losungen:

LB-Medium 1% (w/v) NaCl
1% (w/v) Trypton Applichem #A1553
0,5% (w/v) Hefe-Extrakt Applichem #A1552
in ddH,O

autoklav.; 121°C, 2 bar, 30 min.

Selektionsplatten 1,5% (w/v) Bacto-Agar Applichem #A0949
50 pg/pl Ampicillin Applichem #A0839
in LB-Medium

2.5 Immunofluoreszenzanalysen
2.5.1 Anfertigung von Gefrierdiinnschnitten

2.5.1.1 Priparation, Fixierung und Einbettung von Embryonen

Nach der Isolation (siehe 2.1.2) wurden die Embryonen fiir 90 min. bei 4°C in 4% PFA
fixiert. Es folgten ein Waschschritt der Priparate mit PBS und eine Entwésserung in einer
30% Saccharose/PBS-Losung. In dieser Losung wurden die Embryonen leicht schiittelnd
bei 4°C iiber Nacht auf einer Wippe inkubiert, bis sie zum Boden der Losung absanken.
Am nichsten Tag folgte die Einbettung in O.C.T.-Einbettmedium und das Einfrieren auf

Trockeneis. Die Praparate wurden bis zur Schnittanfertigung bei -80°C gelagert.

2.5.1.2 Anfertigung von Gefrierdiinnschnitten

Die in O.C.T.-Blocken eingebetteten Embryonen wurden zunichst im Kryostat fiir 10 min.
bei -30°C vorinkubiert. Es folgte die Schnittanfertigung mit einer Schnittdicke von 7 pum.
Die Schnitte wurden auf Objekttragern aufgenommen und bis zur weiteren Verwendung

bei -80°C gelagert.

Verwendete Losungen und Materialien:

Paraformaldehyd (PFA) 4% (w/v) in PBS Merck #104004
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Saccharose 30% (w/v) in PBS Merck #107651
O.C.T.-Einbettmedium Tissue-Tec O.C.T. Compound,
Miles Laboratories Inc. #4583

Kryostat CM 30508 Leica
PBS 4 mM NaH,PO,*H,0

16 mM NazHPO4*2H20

150 mM NacCl

gelost in ddH,O

pH 7,3; autoklav., 121°C, 2 bar;

30 min.
Objekttriger SuperFrost Plus Menzel #J1800AMNZ

2.5.2 Immunofluoreszenzfirbungen

Bei Antikorpern handelt es sich um vom Immunsystem hergestellte Proteine, die in der
Lage sind, mit ihrer spezifischen Bindungsstelle andere Fremd-Antigene zu binden. Diese
Féhigkeit wird in der Forschung genutzt, um intrazellulire Proteine mit Hilfe von
spezifischen Erstantikérpern zu detektieren. Die Erstantikorper ihrerseits konnen von
spezies-spezifischen Zweitantikorpern, welche an Fluoreszenzfarbstoffe gekoppelt sind,
erkannt werden. Der Einsatz eines Fluoreszenzmikroskops ermoglicht anschlieBend die
Detektion des Antikorper-Komplexes durch Anregung mit unterschiedlichen Licht-
Wellenldngen. In dieser Arbeit wurden intrazelluldre Proteine durch den Einsatz mehrerer
spezifischer Erstantikorper auf fixierten Zellkulturen und Gefrierdiinnschnitten

nachgewiesen.

2.5.2.1 Immunofluoreszenzfirbung auf Gefrierdiinnschnitten

In dieser Arbeit wurde die Methode der Immunofluoreszenzfairbung auf
Gefrierdiinnschnitten angewendet, um Antigene auf spezifischen Proteinen innerhalb von
embryonalen Geweben nachzuweisen und ihre intrazelluldre Lokalisierung zu bestimmen.
Die Immunofluoreszenzfarbung der Gefrierdiinnschnitte wurde direkt auf Objekttrigern
(siche 2.5.1.2) durchgefiihrt. Zundchst erfolgte die Umrandung der Schnitte mit einem
Fettstift. Danach wurde das O.C.T. auf den Schnitten durch drei Waschschritte fiir je 15
min. mit PBS bei Raumtemperatur entfernt. Es folgte eine 1-stiindige Inkubation mit 10%

FCS/PBS-T, um das unspezifische Binden von Erstantikorpern abzublocken. Weiterhin
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wurde der entsprechende Erstantikorper (siche Tabelle 2.9) in einer 10%igen FCS/PBS-T-
Losung verdiinnt, auf die Objekttrager pipettiert und iiber Nacht bei 4°C in einer feuchten
Kammer autbewahrt. Am nédchsten Tag wurde die Erstantikorper-Losung abgeschiittet und
erneut dreimalig fiir 15 min. mit PBS gewaschen. Nun wurde der Zweitantikrper (siche
Tabelle 2.10) in einer 10%igen FCS/PBS-T-Lo6sung verdiinnt, auf die Schnitte aufgetragen
und fiir 2 bis 2,5 Stunden bei Raumtemperatur in einer feuchten und dunklen Kammer
inkubiert. Darauf folgten drei 15-miniitige Waschschritte im Dunkeln mit PBS-T und die
Schnitte konnten mit Mowiol (wahlweise DAPI-haltig, zur Detektion der Zellkerne)
eingedeckelt werden. Die eingedeckelten Gefrierdiinnschnitte wurden vor dem

Mikroskopieren bei -80°C im Dunkeln gelagert.

Verwendete Losungen und Materialien:

DAPI-Losung  DAPI-Reagenz Merck #1246530100
in PBS (0,1 pg/ml)

Fettstift ImmEdge Pen Vektor Laboratories Inc. #H-4000
Mowiol 5 g Mowiol in 20 ml PBS gelost Polysciences #17951
10 ml Glycerin

15 min. bei 12000 Upm zentrifugieren

Objekttriger SuperFrost Plus Menzel #J1800AMNZ
PBS 4 mM NaH,PO,*H,0

16 mM NazHPO4*2H20

150 mM NaCl

gelost in ddH,O

pH 7,3; autoklav., 121°C, 2 bar; 30 min.

PBS-T PBS
0,5% (v/v) Triton-X-100 Sigma #234729
Deckglischen  24x60 mm Menzel #BB024060A1

2.5.2.2 Immunofluoreszenzfirbung von Zellen

Die auf Deckgliaschen kultivierten Zellen (siehe 2.2.5) wurden zunédchst dreimalig mit PBS
gewaschen. Anschlielend folgten je nach spéter verwendetem Erstantikorper (Tabelle 2.9)

unterschiedliche Fixierungen der Zellen. Optional wurde entweder:
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—> fiir 1 Stunde mit 4% PFA bei 4°C

—> fiir 5 min. Methanol (abs.) bei -20°C

=> fiir 5 min. mit 4% PFA bei 20-25°C und 3 min. Methanol (abs.) bei -20°C
-> fiir 5 min. Methanol (abs.) und 3 min. Aceton bei jeweils 4°C

fixiert. Nun wurden die Zellen erneut 3-fach mit PBS gewaschen und fiir 10 min. mit 0,5%
PBS-T inkubiert, um eine Permeabilisierung der Zellmembran zu erzielen. Nach einem
erneuten dreimaligen Waschschritt mit PBS-T erfolgte die Blockierung unspezifischer
Bindungen in 10% FCS/PBS-T fiir 10 min.. Im Anschluss wurde der entsprechende
Erstantikorper (siche Tabelle 2.9) aufgetragen und {iber Nacht inkubiert. Am Folgetag
konnte die Erstantikorperlosung wieder entfernt werden und die Zellen wurden 3-fach fiir
je 1 min. mit 0,1% PBS-T gewaschen. Weiterhin wurde der Zweitantikorper (siehe Tabelle
2.10) in 10% FCS/PBS-T verdiinnt und bei Raumtemperatur in einer Dunkelkammer
inkubiert. Nach 1 Stunde konnte die Zweitantikdrper-Losung entfernt werden und es wurde
erneut 3-fach fiir 1 min. mit 0,1% PBS-T gewaschen. Die Zellen wurden im Anschluss mit
Mowiol (wahlweise DAPI-haltig) auf Objekttrigern eingedeckelt und iiber Nacht zur
Trocknung bei 4°C gelagert. Die spitere Aufbewahrung der Objekttriger erfolgte bei

-20°C. Es wurden folgende Erst- und Zweitantikorper verwendet:

Tabelle 2.9: Erstantikorper

Name des Antikorpers | Fixierung Bezugsquelle Verdiinnung
Arl13b PFA Proteintech #17711-1-AP 1:200
acetyliertes-o-Tubulin | PFA Sigma-Aldrich #T6793 1:1000
BID1 MeOH Novus Biologicals #H00027077-B01P 1:200
BBS5 PFA/MeOH Proteintech #14569-1-AP 1:200
CSPP1 MeOH Proteintech #11931-1-AP 1:200
Flag PFA Stratagene #200472 1:200
Ftm PFA Jeanette Vierkotten” 1:200
Gli3-190 PFA Kerstin Rose” 1:1000
Gli3 PFA R&D systems #AF3690 1:50
IFT88 PFA Proteintech #13967-1-AP 1:200
INVS MeOH Proteintech #10585-1-AP 1:200
MKS1 MeOH Proteintech #16206-1-AP 1:200
Nphpl MeOH Santa Cruz Biotechnology #sc-20204 1:50
Nphp4 PFA Ronald Roepman” 1:200
Nphp6 PFA Sophie Saunier 1:100
Psma5 PFA/MeOH Pierce Biotechnology #PA1-1962 1:200
Psmd2 MeOH Imgenex #IMG-3751 1:200
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Psmd3 MeOH/Ace Sigma-Aldrich #S2824 1:200
phospho-(S33/37/T41)- |PFA Cell Signaling #9561 1:200
B-Catenin

Rpgr PFA Li Tiansen™ 1:1000
Rpgripl MeOH Proteintech #13214-1-AP 1:100
SEPT2 MeOH Proteintech #11397-1-AP 1:200
Sstr3 MeOH Pierce Biotechnology #PA3-207 1:100
Sufu MeOH Santa Cruz Biotechnology #sc-28847 1:100
TCTNI1 MeOH Proteintech #15004-1-AP 1:200
TCTN2 MeOH Proteintech #17053-1-AP 1:200
TCTN3 MeOH Proteintech #16085-1-AP 1:200
Tmem67 MeOH Proteintech #13975-1-AP 1:100
v-Tubulin PFA Sigma-Aldrich #T6557 1:200
y-Tubulin PFA Santa Cruz Biotechnology #sc-7396 1:50
Ubiquitin MeOH/Ace Sigma-Aldrich #U5379 1:200

" Institut fiir Entwicklungs- und Molekularbiologie der Tiere, Heinrich-Heine-Universitit Diisseldorf
" Nijmegen Centre for Molecular Life Sciences, Niederlande
*** Universitit Paris-Descartes, Frankreich

stk

Harvard Medical School, Boston

Tabelle 2.10: Zweitantikorper

Name Bezugsquelle Verdiinnung
Esel anti-Kaninchen IgG (H+L)-Alexa Fluor 488 | Dianova #711-485-152 1:200
Esel anti-Kaninchen IgG (H+L)-Cy3 Dianova #711-165-152 1:200
Esel anti-Maus IgG (H+L)-Alexa Fluor 488 Dianova #715-485-151 1:200
Esel anti-Maus [gG (H+L)-Cy3 Dianova #715-165-151 1:200
Esel anti-Maus IgG (H+L)-DyLight 405 Rockland #610-746-002 1:50
Esel anti-Meerschweinchen IgG (H+L)-Cy3 Dianova #706-165-148 1:200
Esel anti-Ziege IgG (H+L)-Cy3 Dianova #705-165-147 1:200
Esel anti-Ziege IgG (H+L)-DyLight 405 Dianova #705-475-003 1:50
Verwendete Losungen:
Mowiol 5 g Mowiol in 20 ml PBS gelost Polysciences #17951

10 ml Glycerin

15 min. bei 12000 Upm zentrifugieren
DAPI-Lésung DAPI-Reagenz Merck #1246530100

in PBS (0,1 pg/ml)
PBS 4 mM NaH,PO,*H,0

16 mM Na,HPO,*2H,0

150 mM NaCl

gelost in ddH,O

pH 7,3; autoklav., 121°C, 2 bar; 30

min.
Paraformaldehyd (PFA) 4% (w/v) in PBS Merck #104004
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PBS-T PBS

0,5% (v/v) Triton-X-100 Sigma #234729
fotales Kilberserum PAA Laboratories #A15-080
(FCS)

2.6 Proteinbiochemie

2.6.1 Aufreinigung von Proteinkomplexen

2.6.1.1 Vorbereitungen der Zellen
Zunichst wurden NIH3T3- oder HEK293T-Zellen auf 10 cm-Zellkulturschalen ausgesit

und nach den Angaben des Herstellers des PolyFect-Transfektionsreagenz (siche 2.2.7) mit
den entsprechenden Plasmidvektoren (siche 2.3.9) transfiziert. Gleichzeitig wurden auch
Kontroll-Zellen ausgesit, die entweder mit Kontroll-Plasmid-DNA (Gatadl) oder ohne
Plasmid-DNA transfiziert wurden. Nach einer 24 Stunden-Inkubation konnten die Zellen
in einer Koimmunoprézipitation (siche 2.6.1.2) oder TAP-Aufreinigungsanalyse (siche

2.6.1.3) eingesetzt werden.

2.6.1.2 Koimmunoprizipitation

Eine Methode, um potentielle Interaktionen zwischen Proteinen zu verifizieren, ist die
Koimmunoprizipitation. Dabei wird mit Hilfe eines Antikorpers (der an Agarose-Kugeln
gebundenen ist) ein spezifisches Zielprotein aus einem Zell- oder Gewebelysat prézipitiert
(,,Jmmunoprézipitation). Gleichzeitig werden auch die Interaktionspartner, die an dem
prézipitierten Zielprotein binden, koprézipitiert (,,Koimmunoprézipitation®).

Alle Schritte der Koimmunoprézipitation erfolgten bei 4°C. Die vorbereiteten,
transfizierten Zellen (siehe 2.6.1.1) wurden mit PBS gewaschen und mit 800 ul Lysispuffer
versetzt. Es folgte eine 5-miniitige Inkubation auf Eis und danach wurden die Zellen mit
einem Zellschaber von der Zellkulturplatte gekratzt. Die Zellsuspension wurde in ein
Eppendorf-Gefal3 transferiert und wahlweise 10-mal durch eine Kaniile gezogen. In einem
Zentrifugationsschritt (4°C; 15 min.; 13000 Upm, Eppendorf 5415D) sollten die {ibrigen
Zelltrimmer pelletiert werden. Die iiberstehende Proteinsuspension wurde erneut in ein
frisches Eppendorf-Gefdl transferiert. Fiir jeden Ansatz wurden 60 pl G-Agarose-Kugeln
(50%iges Gemisch aus G-Agarose-Kugeln und Lysis-Puffer) benotigt. Zur Vorbereitung
der G-Agarose-Kugeln wurden diese 2-fach mit 1 ml kaltem PBS und einmal mit 1 ml

Lysis-Puffer gewaschen. Zwischen jedem Waschschritt erfolgte eine Zentrifugation fiir 10
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min. bei 4°C und 7000 Upm (Eppendorf 5415D). Es sollte darauf geachtet werden, dass
nach jedem Zentrifugieren auch genau 1 ml Fliissigkeit wieder abgenommen wird, da nur
so das 50%ige Gemisch aus G-Agarose-Kugeln und Fliissigkeit bestehen bleibt. Pro
Ansatz wurden in einem Vorwaschschritt (engl. ,,Preclearing®) 20 ul G-Agarose-Kugeln
mit der zuvor gewonnenen Proteinsuspension vermischt und iiber Nacht bei 4°C auf einem
Drehrad rotiert. Weitere 20 pl G-Agarose-Kugeln wurden mit 10 pl des gewiinschten
Antikorpers (hier Flag- bzw. Myc-Antikorper) versetzt. Die restlichen 20 pul G-Agarose-
Kugeln wurden als Kontrolle ohne Antikdrper weiter benutzt. Die beiden letztgenannten
G-Agarose-Kugel-Gemische wurden mit 800 ul Lysispuffer gestreckt und bei 4°C {iber
Nacht auf einem Drehrad rotiert. Am Folgetag wurde die Proteinsuspension von den
Preclearing-G-Agarose-Kugeln durch eine 7-miniitige Zentrifugation bei 4°C, 4000 Upm
(Eppendorf 5415D) befreit und der Uberstand auf drei Eppendorf-GeféBe verteilt: zwei
Eppendorf-GefdBle mit jeweils 500 pl und eins mit 100 pl. Die 100 pl-Proteinsuspension
galt als ,,Input“-Probe (engl. fiir Einsatz) und konnte bis zur SDS-Page (siche 2.6.3) bei
-20°C eingefroren werden, die 500 pl-Proteinsuspensionen wurden weiterverarbeitet.
Gleichzeitig wurden die G-Agarose-Kugel-Gemische, die am Tag zuvor jeweils mit und
ohne Antikorper inkubiert wurden, fir 5 min. bei 4°C abzentrifugiert (3000 Upm,
Eppendorf 5415D) und die 800 ul Lysispuffer wieder abgenommen. Es folgte ein
Waschschritt der G-Agarose-Kugeln mit 1 ml Lysispuffer fiir 5 min. bei 4°C (3000 Upm,
Eppendorf 5415D). Jede 500 pl-Proteinsuspension konnte nun mit den 20 ul G-Agarose-
Kugeln (mit und ohne Antikorper) versetzt werden und die Gemische wurden erneut iiber
Nacht bei 4°C auf einem Drehrad rotiert. Am nichsten Morgen wurden die 500 pl-
Proteinsuspensionen mit den 20 pl G-Agarose-Kugeln (mit und ohne Antikorper)
abzentrifugiert (10 min.; 4°C; 3000 Upm, Eppendorf 5415D) und abermals mit 1 ml
Lysispuffer gewaschen. Der Uberstand konnte nun verworfen werden, da die sich in der
Suspension befindenden Proteine spezifisch an die Antikdrper auf der Oberfliche der G-
Agarose gebunden haben sollten. Jede Probe (auch die ,,Input*“-Probe) wurde nun mit 20 pl
4x SDS-Probenpuffer versetzt und bei 95°C fiir 10 min. aufgekocht (Eppendorf
Thermomixer compact). Die erhaltenen Proben konnten entweder bei -20°C eingefroren
oder direkt auf eine SDS-PAGE (siehe 2.6.3) aufgetragen werden. Eine sich anschlieende
Western Blot-Analyse ermdglicht die Detektion der liberexprimierten Proteine mitsamt

ihrer Interaktionspartner.
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Verwendete Losungen und Materialien:

Lysispuffer 50 mM Tris-HCI, pH 7,4
1% NP-40
0,25% Na-Deoxycholat
150mM NacCl
Proteinase-Inhibitor-Cocktail Roche #11836153001
PMSF (10 pl auf 1 ml) Sigma-Aldrich # 93482

Protein G-Agarose, Fast Flow Millipore #16-266

4x SDS-Probenpuffer 400 mM Tris-HCI, pH 8,8
8% B-Mercaptoethanol
40% Glycerin
12% SDS
0,4% Bromphenolblau

2.6.1.3 Tandem-Affinititsaufreinigung (TAP)

Um mogliche Interaktionspartner der CC- und RID-Doménen von Ftm ausfindig zu
machen, wurde eine Tandem-Affinititsaufreinigung (engl. tandem affinity purification,
TAP) in Verbindung mit einer Massenspektrometrie durchgefiihrt. Dabei wird ein
Zielprotein mit verschiedenen Tags fusioniert (hier FLAG/Strep/HA-Tag) und iiber diese
mitsamt den gebundenen Interaktionspartnern in einer Zweifach-Aufreinigung isoliert.
Weiterhin kann diese Methode auch die Interaktion von bekannten Proteinpartnern
verifizieren.

Fiir eine TAP-Analyse wurden pro Ansatz Zellen aus zehn 10 cm-Zellkulturplatten
bendtigt. Alle Schritte erfolgten bei 4°C. Die vorbereiteten Zellen (siehe 2.6.1.1) wurden
mit PBS gewaschen und pro 10 cm-Zellkulturplatten mit 1 ml Lysispuffer versetzt. Es
folgte eine S5-miniitige Inkubation auf Eis und danach wurden die Zellen mit einem
Zellschaber von der Zellkulturplatte gekratzt. Die Zellsuspensionen wurde in einem 50 ml-
Reaktionsgefdll gesammelt und wahlweise 10-mal durch eine Kaniile gezogen. In einem
Zentrifugationsschritt (4°C; 15 min.; 6000 Upm, Heraeus Megafuge 1.0) sollten die
tibrigen Zelltriimmer pelletiert werden. Das iiberstehende Proteinlysat wurde erneut in ein
frisches 50 ml-Reaktionsgefdl transferiert und 50 pl ,,Input“-Probe zur spiteren Kontrolle
abgenommen. Nach der Zugabe von 200 pul M2-Agarose-Flag-Kugeln zu dem Proteinlysat
konnte das Gemisch fiir 1 bis 2 Stunden auf einem Schiittler (350 Upm, Eppendorf
Thermomixer compact) bei 4°C inkubieren. Fiir die erste Aufreinigung des Zielproteins
wurde eine Mikro Bio-Spin Chromatographie-Séule (BIO RAD) mit 1 ml Lysispuffer
aquilibriert und das zuvor gewonnene Proteinlysat mitsamt der M2-Agarose-Flag-Kugeln
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auf die Sidule pipettiert. Der erzeugte Durchfluss konnte (wie alle spiter erhaltenen
Durchfliisse) aufbewahrt und so die Effizienz des Versuchs in einer SDS-PAGE (siche
2.6.3) kontrolliert werden. Die Proteine, die an der M2-Agarose (in der Sdule) gebunden
hatten, wurden im néchsten Schritt 2-fach mit 1 ml TBS gewaschen und anschlieBend mit
1 ml Flag-Peptid (jeweils 4x 250 pl-Schritte) von der M2-Agarose in ein 15 ml-
Reaktionsgefdl3 eluiert. Fiir die zweite Aufreinigung wurde eine neue Mikro Bio-Spin
Chromatographie-Saule mit 1 ml Strep-Puffer dquilibriert und dann mit 200 pl Sepharose-
Streptactin-Kugeln (IBA Technologies) befiillt. Das Eluat aus der ersten Aufreinigung
wurde in 250 pl-Schritten auf die Sdule pipettiert. Die sich im Eluat befindenen Proteine
konnten nun an die Sepharose-Streptactin-Kugeln binden. Im Folgenden wurden die
Proteine 2-fach mit Strep-Puffer gewaschen und mit 1 ml Biotin (jeweils 4x 250 ul-
Schritte) von den Sepharose-Streptactin-Kugeln eluiert. Das Eluat wurde in einem 2 ml
Eppendorf-Gefa3 aufgefangen und mit 5 pl Strat-Clean-Kugeln versetzt. Diese sind in der
Lage sehr effizient Proteine aus einer Losung aufzukonzentrieren. Das Gemisch wurde
iiber Nacht bei 4°C auf einem Drehrad rotiert und die Strat-Clean-Kugeln am Folgetag
zentrifugiert (5 min.; 4°C; 3000 Upm, Eppendorf 5415D). Abschlieend wurden die Strat-
Clean-Kugeln fiir 10 min. bei 95°C (Eppendorf Thermomixer compact) in 20 pl 4x SDS-
Probenpuffer aufgekocht und auf eine SDS-Page aufgetragen (siehe 2.6.3).

Verwendete Losungen und Materialien:

TBS 150 mM NaCl
3 mM KCI
25 mM Tris-HCI, pH 7,4
pH 7,4 mit ddH,O
Flag-Peptid 300 pg/ml in TBS BMFZ"
M2-Agarose-Flag Beads Sigma-Aldrich
#A2220-5ML
Micro Bio-Spin Chromatography Column BIO RAD #732-
6204
Strep-Puffer 100 mM Tris-HCI, pH 8
150 mM NaCl
1 mM EDTA
pH 8 mit ddH,0

*Bi0logisch—Medizinisches-Forschungszentrum (BMFZ), Heinrich-Heine-Universitét Diisseldorf
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Sepharose-Streptactin-Beads IBA Technologies
#2-1201-010
Biotin Sigma #B4501-
100MG
Strat Clean Beads Stratagene
#400714
4x SDS-Probenpuffer 400 mM Tris-HCI, pH 8,8
8% B-Mercaptoethanol
40% Glycerin
12% SDS
0,4% Bromphenolblau

2.6.2 Western Blot-Analysen

Ein Western Blot bezeichnet den elektrophoretischen Transfer von aufgetrennten Proteinen

auf eine Tragermembran mit einer sich anschlieBenden Immunodetektion.

2.6.2.1 Proteinextraktion aus Gliedmafien

Alle Schritte erfolgten entweder bei 4°C oder auf Eis. Die frisch priparierten Gliedmalen
wurden kurz in kaltem PBS gewaschen und danach in den Lysispuffer iiberfiihrt. Die
mechanische Zerkleinerung erfolgte mittels eines Sonifizierungsstabs (PCV Kinematica
Status Homogenizator, Littau-Luzern; Bronson sonifier 450, Danburg, CT, USA #102C).
Anschlieend konnte das gewonnene Proteinlysat entweder direkt verwendet oder bei

-20°C aufbewahrt werden.

Verwendete Losungen:

Lysispuffer 50mM HEPES pH 7,3

150mM KC1

4mM MgCl,

Proteinase-Inhibitor-Cocktail Roche #11836153001
PBS 4 mM NaH,PO,*H,0

16 mM Na,HPO,*2H,0

150 mM NaCl

gelost in ddH,O

pH 7,3; autoklav., 121°C, 2 bar; 30 min.
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2.6.2.2 Proteinextraktion aus Zellen

Alle Schritte erfolgten entweder bei 4°C oder auf Eis. Zunédchst wurde das
Zellkulturmedium von den Zellen abgesaugt und diese kurz in PBS gewaschen. Auf eine
10 cm-Zellkulturschale wurden 100 pl Lysispuffer pipettiert. Darauthin wurden die Zellen
mit Hilfe eines Zellschabers von der Zellkulturschale gekratzt und die Suspension in einem
Eppendorf-Gefdl aufgefangen. Die mechanische Zerkleinerung erfolgte mittels eines
Sonifizierungsstabs (PCV Kinematica Status Homogenizator, Littau-Luzern; Bronson
sonifier 450, Danburg, CT, USA #102C) und einer anschlieenden Inkubation fiir 10 min.
auf Eis. Das gewonnene Proteinlysat konnte entweder direkt verwendet oder bei -20°C

aufbewahrt werden.

2.6.3 Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Mit Hilfe der SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese erfolgte eine Auftrennung der
Proteine im elektrischen Feld nach ihrem Molekulargewicht. Zur Auftrennung von
Proteinen mit einem kleinen Molekulargewicht wurde ein 10%iges Polyacrylamidgel
hergestellt, um groere Proteine optimal aufzutrennen wurde ein 7,5%iges
Polyacrylamidgel benutzt. Die Proteinlysate wurden mit einer entsprechenden Menge 4x
SDS-Probenpuffer versetzt und fiir 10 min. bei 95°C erhitzt, um eine Denaturierung der
Proteine zu gewihrleisten. Anschlieend folgte eine 2-miniitige Zentrifugation (13000
Upm, Eppendorf 5415D), um eine Sedimentierung der unldslichen Zelltriimmer zu
erreichen. Zunidchst wurden die Proben in ein weitporiges Sammelgel aufgetragen, in
welchem die Proteinaufkonzentrierung stattfand. Der Ubergang der Proteine in das
Trenngel fiihrte zur Auftrennung dieser nach ihrem Molekulargewicht und wurde bei einer
konstanten Spannung von 200 Volt fiir 1 bis 2 Stunden durchgefiihrt. Als GroBenreferenz

diente der Proteinstandard von Sigma. Die Proteingele wurden anschlieend geblottet.

Tabelle 2.11: Zusammensetzung fiir jeweils 2 Polyacrylamidgele

Trenngel 10% | Trenngel 7,5% | Sammelgel 5%

ddH,0 1,9 ml 2,8 ml 3,5ml

1M Tris-HCI pH 8,8 5,6 ml 5,6 ml -

1M Tris-HCI pH 6.8 - - 0,6 ml
20% SDS 60 pl 60 ul 25 ul
Acrylamid 3,8 ml 2,8 ml 0,8 ml
TEMED 7,5 ul 7,5 ul Sul

10% APS 60 ul 60 ul 25 ul
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Verwendete Losungen:

1M Tris-HCI pH 8,8 Tris-HCI (1M)

in ddH,0O
IM Tris-HCI pH 6,8 Tris-HCI (1M)

in ddH,O
20% SDS 20% SDS

in ddH,0
Acrylamidlésung Applichem #A0856
TEMED Merck #1107320100
10% APS 10% Ammoniumpersulfat

in ddH,O
High Molecular Weight Standard Sigma #SDS6H2
Mixture

2.6.4 Silbergelfirbung von Polyacrylamidgelen

Bei der Silbergelfarbung macht man sich die Reaktion von Silber-lonen mit Proteinen
unter schwach sauren Bedingungen zunutzte. Somit lassen sich kleinste Proteinmengen in
Polyacrylamidgelen (sieche 2.4.2) visualisieren.

Wiahrend der Silberfarbung wurden alle Inkubationsschritte unter leichtem Schwenken
(Plattformschiittler, Heidolph Polymax 1040) des Polyacrylamidgels in einer Férbeschale
durchgefiihrt. Zunédchst wurde das Sammelgel (siehe 2.6.3) des Polyacrylamidgels entfernt.
Es folgte ein Waschschritt des Trenngels fiir 1 Stunde mit ddH,O und eine Inkubation fiir
20 min. mit Fixierer I. Daraufhin wurde der Fixierer I durch Fixierer II flir 2-mal jeweils
10 min. ersetzt. Weiterhin wurde das Polyacrylamidgel erneut fiir 10 min. mit ddH,O
gewaschen und fiir 1 min. mit dem Thiosulfatreagenz inkubiert. Als nichstes wurde das
Polyacrylamidgel fiir 20 sec. (3-mal) mit ddH,O gewaschen und fiir 20 min. mit der frisch
angesetzten Silbernitrat-Farbung inkubiert. Erneut erfolgte ein Waschschritt des
Polyacrylamidgels fiir 20 sec. (3-mal) mit ddH,O und eine Inkubation mit der Entwickler-
Losung, welche die sich im Polyacrylamidgel befindlichen Proteine sichtbar machte. Nach
dem Erreichen der gewiinschten Farbintensitdt wurde die Reaktion mit ddH,O fiir 20 sec.
(3-mal) und der Stop-Reagenzlosung (5 min.) beendet. Nun konnte das Gel

fotodokumentiert und in einer 1%igen-Essigsdurelosung gelagert werden. Weiterhin

78



Material und Methoden
erfolgte eine massenspektrometrische Bestimmung der gefdrbten Proteinbanden durch
Michael Reinartz aus dem Institut fiir Herz- und Kreislaufphysiologie der Heinrich-Heine-

Universitat Dusseldorf.

Verwendete Losungen:

Fixierer I 50 ml Essigsdure (100%)
500 ml Methanol (abs.)
ddH,0 ad 1000 ml

Fixierer 11 500 ml Methanol (abs.)
ddH,0 ad 1000 ml

Thiosulfat-Reagenz 200 mg Na,S,0;
ddH,O ad 1000 ml

Silbernitrat 2 g Silbernitrat
500 pl Formaldehyd (37%)

2.6.5 Proteintransfer (,,Blotten*)

Durch die Technik des Western Blots wird die Ubertragung der Proteine aus der SDS-
PAGE auf eine PVDF-Membran durch ein elektrisches Feld ermdglicht. Zunédchst mussten
PVDF-Membranen in Methanol aktiviert und Whatman-Papiere in verschiedene
Pufferlosungen eingelegt werden (jeweils 3 Lagen Whatman-Papiere in den Anodenpuffer
I, in den Anodenpuffer II und in den Kathodenpuffer). Des Weiteren erfolgte die
Auflegung des SDS-Gels auf die Membran und beide Schichten wurden zwischen die
Whatman-Papiere in die Blotapparatur gelegt (6 Lagen aus dem Anodenpuffer unten und 3
Lagen aus dem Kathodenpuffer oben). Die Anordnung der verschiedenen Whatman-
Papiere ist wichtig, weil sie die Leitung des Stroms und somit den Transfer der Proteine
ermoglicht. Weiterhin wurde darauf geachtet, dass keine Luftblasen zwischen dem Gel und
der Membran vorhanden waren, da sonst der Protein-Transfer nicht stattfinden kann. Die
Blotapparatur wurde zusitzlich beschwert. Geblottet wurde insgesamt 1 Stunde bei 120
mA (BIO-RAD Power Supply). Ob der Transfer der Proteine auf die Membran erfolgreich
war, konnte mit Hilfe einer Ponceau-S-Fiarbung, welche Proteine unspezifisch und

reversibel anfarbt, kontrolliert werden.

Verwendete Losungen und Materialien:

Anodenpuffer I 0,3 M Tris-Base
20% Methanol, pH 10,4
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Anodenpuffer 11 25 mM Tris-Base,
20% Methanol, pH 10,4

Kathodenpuffer 25 mM Tris-Base
20% Methanol, pH 9,4
40 mM Aminokapronséure

Ponceau-S-Liésung 0,2% (w/v) Ponceau-S Applichem #A 1405
3% TCA (w/v) in ddH,O

Whatman-Papier VWR #732-0591

2.6.6 Immunonachweis von Proteinen

Nach der Ponceau-S-Fiarbung wurde die Membran kurz in PBT gewaschen und dann
fiir 1 Stunde bei Raumtemperatur mit Blockldsung geblockt, um die unspezifischen
Bindungen des Erstantikorpers zu minimieren. Danach wurde der Erstantikorper (verdiinnt
in Blocklosung) auf die Membran iiberfiihrt und {iber Nacht bei 4°C inkubiert. Nach dem
Entfernen der Erstantikorper-Losung wurde die Membran 3-mal mit PBT fiir 15 min.
gewaschen, um nicht gebundene Antikdrper zu entfernen. Weiterhin wurde nun der
Peroxydase gekoppelte Zweitantikorper verdiinnt in Blocklosung auf die Membran
transferiert und fiir 2 bis 3 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Nach einem
dreimaligen Waschen mit PBT wurde die Membran fiir 5 min. mit ECL (,,Enhanced
Chemiluminiscence detection reagens®, Amersham, #RPN 2132)-Reagenz bedeckt. Die
Detektion von Proteinen erfolgte mittels des ECL-Detektionssystems. Durch die
Verwendung des Peroxydase-gekoppelten Zweitantikorpers in Verbindung mit dem ECL-
Reagenz findet eine Oxidation von Luminol statt. Dieses geht dann kurzzeitig in einen
angeregten Zustand iiber und gibt beim Ubergang in den Grundzustand die erhaltene
Energic in Form von Licht wieder ab. Die Reaktion wird als ,,Chemilumineszenz‘
bezeichnet. Die Visualisierung dieser Chemilumineszenz wurde durch einen Luminescent

Image Analyzer (LAS-4000 mini; Fujifilm #8692184) iibernommen.

Tabelle 2.12: Verwendete Antikorper

Name des Antikorpers | Verdiinnung Bezugsquelle

Gli3 1:50 R&D systems #AF3690

Sufu 1:100 Santa Cruz Biotechnology #sc-28847
Aktin 1:4000 Sigma Aldrich #A2066

Myc 1:200 Santa Cruz Biotechnology #sc-789
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HA 1:200 Covance #MMSI101P

Flag 1:200 Stratagene #200472
anti-Kaninchen-HRP 1:2000 Dako Cytomation #P0448
anti-Maus-HRP 1:2000 Dako Cytomation #P0260
anti-Ziege-HRP 1:5000 Santa Cruz Biotechnology #sc-2768

Verwendete Losungen:

PBT 10 mM Tris-HCI, pH 8,0
150 mM NaCl
0,05% Tween 20
Blocklosung PBT
5% Milchpulver

2.6.7 Quantifizierung der Proteindaten

Die Quantifizierung der Proteinbandenintensititen wurde mit Hilfe der Software ,,Multi

Gauge Version 3.2% von Fujifilm und ImageJ durchgefiihrt.

2.7 Fotodokumentation und Bildbearbeitung

Die  Dokumentation der  Immunofluoreszenzfirbungen @ wurde an  einem
Fluoreszenzmikroskop (Axio Imager.A2, Zeiss) mit einem hochauflosenden Objektiv (-
Plan-Apochromat, 100x/1,46 Ol DIC) durchgefiihrt. Bei der Kamera handelte es sich um
die Axiocam MRm Top (Zeiss), bei der Fotosoftware um das AxioVision-Programm
(Software Release 4.8.2, Zeiss). Die Superhochauflosungs-Mikroskopie erfolgte mittels der
3D-SIM (engl. structured illumination microscopy)-Technologie an dem ELYRA-System
von der Carl Zeiss AG oder am N-SIM-System von der Nikon GmbH.

Eine Nachbearbeitung aller Fotografien sowie die Uberlagerung einzelner Farbkanile der
fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen wurde mit der Software ,,Photoshop 7.0 bzw.

,Photoshop CS4* (beide von Adobe) sowie mit ImageJ durchgefiihrt.

2.8 Statistik

Die Quantifizierung der Fluoreszenzintensititen zilidrer Proteine wurde mit Imagel
realisiert. Fiir alle Axonem- bzw. Membran-assoziierten Proteine (Arll13b, Sstr3, Rpgr,

Ift88) wurden die durchschnittlichen Pixelintensititen (,,Mean Gray Value®) innerhalb des
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Bereichs des acetylierten o-Tubulins (Referenz) gemessen. Bei den restlichen
Proteinmessungen (in der TZ, am Basalkorper oder in der Zilienspitze) wurde die totale
Pixelintensitit (,,RawIntDen") verrechnet. Weiterhin wurde bei beiden Messmethoden die
umliegende Hintergrund-Fluoreszenzintensitit anhand einer Dreifach-Bestimmung
quantifiziert und von der spezifischen Fluoreszenzintensitit der zilidren Proteine
abgezogen. Pro Ansatz wurden jeweils 10 Zilien ausgemessen, d.h. bei einem n = 5 waren
es 50 Zilien. Um die Prozentzahl der Zilien auf MEFs zu quantifizieren, wurde die
Zellanzahl mit Hilfe einer DAPI-Farbung in Bezug zur Zilienanzahl gesetzt. Zur
Quantifizierung der Zentriolen auf MEFs wurde die Zentriolenanzahl (Zentriolen durch vy-
Tubulin angeférbt) in den Basalkorpern der Zilien bestimmt. Fiir die Zilienldnge von
Ftm™ - und Frm™-MEFs wurden jeweils 20 Zilien (n = 5) gemessen. Fiir die Zilienléinge
von Ftm"*-MEFs (DMSO-behandelt (Kontrolle) und MG132-behandelt) wurden jeweils
25 Zilien (n = 4) gemessen. Fiir die Zilienldnge von Ftm"™ - und Frm™”-GliedmaBen wurde
die Linge von jeweils 133 Zilien (n = 3) auf Gefrierdiinnschnitten von Gliedmaf3en
gemessen.

Die Daten werden als Mittelwert + Standardfehler des Mittelwerts (SEM) dargestellt. Die
Priifung auf Signifikanz der Fluoreszenzintensitéten zilidrer Proteine, der Zilienlédngen, der
Prozentzahl von Zentriolen und Zilien, der Gli3-Gesamtproteinmenge, der Sufu-
Totalproteinmenge und der Gli3-mRNA-Expressionsmenge zwischen wildtypischen und
Ftm-homozygot mutanten MEFs oder Gliedmallenzellen wurde mit Hilfe der student schen
t-Verteilung durchgefiihrt. Ein p-Wert von <0,05 wurde als statistisch signifikant (ein
Sternchen), ein p-Wert von <0,01 als statistisch sehr signifikant (zwei Sternchen) und ein

p-Wert von <0,001 als statistisch hochsignifikant (drei Sternchen) definiert.
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3 ERGEBNISSE

3.1 Ftmistin der TZ von MEFs lokalisiert

Friihere Analysen zeigen, dass Ftm am Basalkorper von Zilien diverser Gewebe lokalisiert
ist (Delous et al., 2007; Vierkotten, 2006; Vierkotten et al., 2007). Neuere Studien
demonstrieren, dass es sich bei Ftm auch um ein Protein der zilidren TZ handeln konnte
(Czarnecki und Shah, 2012; Garcia-Gonzalo et al., 2011). Als TZ wird der Bereich einer
Zilie definiert, der vom benachbarten Basalkorper und dem proximalen Teil des Axonems
begrenzt wird (siche Abschnitt 1.3.3). Detaillierte Dreifach-Immunofluoreszenzanalysen in
primdren Mausfibroblasten (MEFs) zeigen, dass Ftm distal des Basalkorper (durch y-
Tubulin markiert) liegt und mit dem durch acetyliertes a-Tubulin angeférbten, proximalen
Teil des Axonems tiberlappt (Abbildung 3.1 A). Diese Lokalisierung entspricht der TZ in
MEFs. Erginzende Immunofluoreszenzstudien von Ftm mit dem Transitionszonenmarker
Cep290 (Craige et al., 2010) lassen aufgrund deckungsgleicher Fluoreszenzsignale eine
eindeutige Kolokalisierung beider Proteine erkennen (Abbildung 3.1 B) und manifestieren
somit die Zugehorigkeit von Ftm zu den TZ-Proteinen.

Das murine Ftm wird durch drei funktionelle Proteindomdnen charakterisiert: N-terminal
befinden sich fiinf Coiled-coil-Doméanen (CC1-CC5), gefolgt von zwei C2-Dominen (C2 1
und C2 2) und abschlieend terminiert eine RID-Domine das Protein (Abbildung 3.1 C).
Um herauszufinden, welche Doménen Ftm fiir die Lokalisierung am Zentrosom benétigt,
wurden FLAG-tag markierte Doméanenfragmente in wildtypischen MEFs exprimiert und
deren subzelluldre Lokalisierung am Zentrosom transfizierter Zellen untersucht (Abbildung
3.1 C). Die Analysen haben ergeben, dass die CC-Doménen entscheidend sind, um Ftm am
Zentrosom zu verankern. Weder die C2, noch die RID-Domine haben die biochemische
Féhigkeit am Zentrosom zu akkumulieren, beide zeigen lediglich eine ektopische

Verteilung im Zytoplasma.
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a-Tub y-Tub Uberl. Plot a-Tub Cep290 Uberl. Plot

D MR

CC1 CC2 CC3 CC4 CC5 c21 Cc22 RID

Abbildung 3.1: Ftm ist ein TZ-Protein und benoétigt seine CC-Doménen, um am Zentrosom

-

1264

Ftm-Domanen/y-Tub/DAPI

zu lokalisieren.

(A-C) Immunofluoreszenz auf MEFs isoliert aus E12.5-Embryonen. Die Malistabsbalken (in weil3)
reprisentieren eine Linge von 1 pm (A, B) bzw. von 2 um (C). (A) Das zilidfre Axonem ist durch
acetyliertes a-Tubulin in griin und der Basalkorper durch y-Tubulin in blau angefarbt. Ftm (rote
Farbung) ist am proximalen Ende des Axonems lokalisiert; das Signal {iberlappt mit acetyliertem
o-Tubulin, jedoch nicht mit y-Tubulin. (B) Das zilidre Axonem ist durch acetyliertes a-Tubulin in
blau und die TZ durch Cep290 in griin markiert. Ftm (rote Farbung) kolokalisiert mit Cep290 in
der TZ. (A, B) Plots illustrieren die relative Fluoreszenzintensitéit jedes markierten Proteins vom
Basalkdrper bis zur Zilienspitze. (C) Die schematische Darstellung von Ftm illustriert, dass das
Protein aus 1264 Aminosduren besteht und fiinf Coiled-coil-Dominen (CC1-CC5), zwei C2-
Domaénen (C2 1, C2 2) und eine RID-Doméne enthélt. Die Immunofluoreszenzaufnahmen zeigen
Zentrosomen in griin (markiert mit y-Tubulin) und Zellkerne in blau (mit DAPI angefdrbt). Die
Transfektion der drei Ftm-Doménenfragmente (CC1-CC5, C2 1+ C2 2 und RID, jeweils rote
Farbung) demonstriert, dass nur die CC-Dominen die biochemische Fahigkeit haben sich am

Zentrosom von MEFs anzulagern. Weille Pfeilkdpfe markieren die Zentrosomen.
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3.2 Der Verlust von Ftm fiihrt zu einer verminderten TZ-
Lokalisierung zahlreicher Nphp-Proteine

Jingste Studien fiihrten zu der Erkenntnis, dass es mehrere Multiproteinkomplexe in der
TZ von Zilien gibt: das Nphp1-4-8-Modul, das Nphp5-6-Modul, das Mks/B9-Modul und
das Inversin-Kompartiment. Die neuste Modellvorstellung der TZ postuliert eine
hierarchische Anordnung aller Komplexe. Je nachdem an welcher Position eines Moduls
ein Protein steht, wirkt sich sein Verlust mehr oder weniger gravierend auf die Integritit
der TZ aus. Im Nematoden C. elegans konnte bereits gezeigt werden, dass Ftm eine
zentrale Organisator-Funktion ausiibt (Williams ef al., 2011). Es steht dort an der Spitze
der Hierarchie und kontrolliert die Lokalisierung aller Modul-Proteine in der TZ.
Basierend auf diesen Analysen stellte sich die Frage, ob Ftm auch in Sédugetierzellen die
TZ-Organisation reguliert und somit an der Spitze der TZ-Hierarchie agiert. Um diese
Frage zu beantworten, wurden die Proteinmengen verschiedener Stellvertreter aller TZ-
Module mittels Immunofluoreszenz-Intensitdtsmessung in der An- und Abwesenheit von
Ftm bestimmt. Diese Analysen wurden in MEFs durchgefiihrt, die der in vivo-Situation als
Primérzellen sehr nahe kommen. Da angenommen wird, dass Ftm zusammen in einem
Modul mit Nphpl und Nphp4 agiert, wurden zunéchst diese internen Komplexpartner
analysiert. Die Abbildungen 3.2 A und B demonstrieren, dass Nphp1 und Nphp4 in der TZ
wildtypischer Zilien lokalisieren. Beide Proteine liegen distanziert vom Basalkorper und
tiberschneidend mit dem zilidren Axonem vor. In Ftm-negativen Zellen zeigen sowohl
Nphpl als auch Nphp4 eine signifikant reduzierte Lokalisierung in der TZ. Die statistische
Ausmessung der Fluoreszenzintensititen wurde im angrenzenden Siulendiagramm
illustriert und verdeutlicht, dass in der TZ hochstens 18% der Nphp1- und 21% der Nphp4-
Proteinmengen detektiert werden kann. Resultierend daraus kann vermutet werden, dass
Ftm ein zentraler Organisator des Nphp1-4-8-Komplexes ist.

Néchstfolgend wurden Proteine aus dem Nphp5-6-Modul und dem Inversin-Kompartiment
untersucht. Wie zuvor erwéhnt, ist Cep290 (auch Nphp6 genannt) ein spezifischer
Transitionszonenmarker, der zusammen mit Nphp5 ein Modul in der TZ bildet. Da Cep290
eine dominierende Funktion im eigenen Komplex eingerdumt wird (Sang et al., 2011),
wurde sein Bezug zu Ftm genauer beleuchtet (Abbildung 3.2 C). Es stellte sich heraus,
dass das Protein eine signifikant verminderte TZ-Lokalisierung in Ftm-homozygot
mutanten Zellen aufzeigt (64%).

Der Hauptbestandteil des Inversin-Kompartiments ist das namensgebende Invs, auch als

Nphp2 bekannt. In den meisten Zilientypen verteilt sich das Protein vom Basalkorper iiber
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die TZ bis in das distale Axonem hinein (Otto et al., 2003; Shiba et al., 2009; Simons et
al., 2005). In den hier untersuchten, wildtypischen MEFs konnte jedoch kein axonemales
Verbreitungsmuster wahrgenommen werden (Abbildung 3.2 D). Die spezifische Féarbung
des Proteins beschrinkt sich lediglich auf die TZ. Nichtsdestotrotz ist ersichtlich, dass das
Fehlen von Ftm eine signifikante Reduzierung der Invs-Proteinmenge zur Folge hat (54%).
Beachtlich ist, dass prozentual betrachtet weder Cep290 noch Invs eine vergleichbar starke
Proteinmengenerniedrigung aufzeigen, wie sie bei Nphpl und Nphp4 vernehmbar ist.
Zusammengenommen deuten diese Ergebnisse darauf hin, dass Ftm nicht nur im Nphp1-4-
8-Modul eine hochrangige Position einnimmt, sondern dass es auch moduliibergreifend als

Proteinankergeriist fiir andere Komplexe fungiert.

Ftm'-

A

Abbildung 3.2: Signifikante Reduktion der Nphp-Proteine in der ziliiren TZ von Ftm-
defizienten MEFs.

(A-D) Immunofluoreszenz auf MEFs aus E12.5-Embryonen (fiir beide Genotypen gilt n = 5). Der
Malstabsbalken (in weil3) reprasentiert eine Lange von 1 um. Das zilidre Axonem wurde durch
acetyliertes a-Tubulin (B-D) in griin angeférbt. (A) Im Fall von Nphpl wurde als Axonem-Marker
Ift88 verwendet, da die Kombinatorik der Antikorper die Verwendung von acetyliertem o-Tubulin
ausschlieBt. (A-D) Der Basalkdrper wurde durch y-Tubulin in blau markiert. Alle gemessenen

Proteine sind in rot dargestellt und ihre relative Fluoreszenzintensitét ist in den Sédulendiagrammen

86



Ergebnisse

illustriert. Die Nphpl-, Nphp4-, Cep290- und Invs-Proteinmengen sind in der TZ Ftm-negativer
MEFs signifikant herabgesetzt (Nphpl: p = 0,001670796; Nphp4: p = 8,65554E-08; Invs: p =
0,0008509; Cep290: p = 0,000026096).

Um weitere Aufschliisse dariiber zu erhalten, ob die Organisator-Funktion von Ftm in vivo
ebenfalls eine derartig essentielle Bedeutung fiir die TZ-Lokalisierung der Nphp-Module
hat, wurden ausgewihlte Nphp-Proteine in wildtypischen und Frm-negativen E12.5-
GliedmaBenzilien analysiert (Abbildung 3.3 A, B). Es konnte verifiziert werden, dass der
Verlust von Ftm die Lokalisierung von Nphp4 und Cep290 auch in GliedmaBlenzilien
negativ beeinflusst. Beide Proteine weisen in der Frm-defizienten TZ eine reduzierte
Lokalisierung auf. Somit ldsst sich die Vermutung anstellen, dass Ftm auch in vivo als

Komplexregulator fungiert.

87



Ergebnisse

Uberlagerung

Ftm**

Ftm"-

Ftm*

Ftm™”-

Abbildung 3.3: Die Nphp4- und Cep290-Proteinmenge ist in der TZ Ftm-negativer
GliedmaB3enzilien reduziert.

(A, B) Immunofluoreszenz auf wildtypischen und Frm-defizienten GliedmaBenschnitten von
E12.5-Embryonen (jeweils n = 3). Das zilidire Axonem wurde in griin mit acetyliertem a-Tubulin
angefarbt. Der Malstabsbalken (in weil}) reprisentiert eine Linge von 5 pm. (A) Nphp4 (rote
Firbung) zeigt eine reduzierte Lokalisierung in Fm”-GliedmaBenzilien. (B) Die ziliiire

Proteinmenge von Cep290 (rot markiert) ist in Ftm-homozygot mutanten GliedmaBenzilien
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herabgesetzt. (A, B) Um das schwache Signal beider Proteine in der Frm-negativen Situation zu
verdeutlichen, wurde die Belichtungszeit soweit heraufgesetzt, dass der Farbungshintergrund im

roten Kanal deutlich sichtbar wurde.

3.3 Das Mks/B9-Modul wird unabhéngig von Ftm organisiert

Vorangegangene Versuche in C. elegans demonstrieren, dass Ftm dort ebenfalls der
wichtigste bislang bekannte Regulator des Mks/B9-Moduls ist (Williams et al., 2011).
Angelehnt an diese Analysen galt es als nichsten Schritt, reprasentative Proteine aus dem
Mks/B9-Modul in Sdugetierzellen auf ihre Abhingigkeit von Ftm hin zu iiberpriifen. Mks1
und Tmem67 sind zwei etablierte Mks/B9-Mitglieder der TZ in Nematoden und
Séugetieren. Untersucht man die subzelluldre Lokalisierung beider Proteine in MEFs, stellt
man zunichst fest, dass widhrend Tmem67 in der TZ aufzufinden ist, Mksl eine
Basalkorper-assoziierte Verteilung demonstriert (Abbildung 3.4 A, B). Es ist ersichtlich,
dass weder Tmem67 noch Mksl eine verdnderte Immunofluoreszenzintensitit in Fim-
defizienten Zellen zeigen.

Ein weiteres Mitglied aus dem Mks/B9-Modul stellt B9d1 dar. Dabei handelt es sich um
ein in die Ziliogenese involviertes Protein. B9d1 zeigt zwar eine reduzierte Proteinmenge
in der TZ Ftm-negativer Zilien (39%), jedoch ist diese nicht signifikant herabgesetzt
(Abbildung 3.4, C). Um abschliefend eine klare Aussage machen zu konnen, ob Ftm fiir
das Mks/B9-Modul von Bedeutung ist, wurde schlieflich noch die Lokalisierung drei
verschiedener Tectonic-Proteine (Tctnl-3) beleuchtet, deren Zugehorigkeit zum Mks/B9-
Modul bereits in murinen Zilienanalysen dargelegt wurde (Abbildung 3.4 D-F) (Garcia-
Gonzalo et al., 2011). Der Verlust von Ftm hat in MEFs keinerlei Auswirkung auf die
Lokalisierung aller Tctn-Proteine. Somit kann resiimiert werden, dass Ftm anders als in C.
elegans nicht fir die Organisation des Mks/B9-Moduls in Siugetierzellen verantwortlich

ist.
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Tctn2 Tctn1 B9d1 Tmem67 Mks1

Tctn3

Abbildung 3.4: Die Proteinmenge von Mks/B9-Modulkomponenten wird durch eine Ftm-
Defizienz nicht modifiziert.

(A-F) Immunofluoreszenz auf MEFs. Der MaB3stabsbalken (in weil) représentiert eine Linge von 1
pm. Das zilidire Axonem wurde durch acetyliertes a-Tubulin (A, B, D-F) in griin angefarbt. (C) Im
Fall von B9d1 wurde als Axonem-Marker [ft88 verwendet, da die Kombinatorik der Antikorper die
Verwendung von acetyliertem o-Tubulin ausschlieBt. (A-F) Der Basalkorper wurde durch y-
Tubulin in blau markiert. Alle gemessenen Proteine sind in rot dargestellt und ihre relative
Fluoreszenzintensitdt ist in den Saulendiagrammen illustriert. Die MEFs wurden aus E12.5-
Embryonen generiert (fiir beide Genotypen gilt n = 5). (A, B) Die Proteinmengen von Mks1 und
Tmem67 zeigen keine Verdnderung basierend auf einer Ftm-Defizienz (Mksl: p = 0,51141061;
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Tmem67: p = 0,76300403). (C) Die Lokalisierung von B9dl ist in Ftm-negativen MEFs
tendenziell, jedoch nicht signifikant verdndert (p = 0,08180695). (D-F) Alle Tctn-Proteine (Tctnl-
3) konnen unabhéngig von Ftm in der TZ von Zilien detektiert werden (Tctnl: p = 0,6041129;
Tctn2: p =0,5036252; Tctn3: p = 0,9371958).

3.4 Die Proteinmenge des Ftm-verwandten Rpgripl1 ist in Abwesenheit
von Ftm erhoht

Um die Positionierung von Ftm in der zilidren Hierarchie praziser definieren zu konnen,
wurden auch Proteine untersucht, die eine Ftm-gleichgestellte oder -ilibergeordnete
Funktion ausiiben konnten. Csppl ist ein Kandidat, fiir den bereits veroffentlicht wurde,
dass es als Ftm-Interaktionspartner fiir dessen Lokalisierung an der ziliiren Basis von
hTERT-RPE1-Zellen benoétigt wird (Patzke et al., 2010). Um zu testen, ob eine Ftm-
Defizienz auch die Lokalisierung des Csppl-Proteins beeintrichtigt, wurde dessen
Proteinmenge in MEFs bestimmt (Abbildung 3.5 A). Bei der Untersuchung beider
Genotypen stellte sich heraus, dass Csppl sowohl am Basalkorper, als auch in der TZ
detektiert werden kann und dass es auch unabhidngig von Ftm in der TZ verankert ist.
Somit scheint es, als ob sich Csppl iiber Ftm in der Hierarchie der TZ-Proteine
positioniert.

Ein weiterer Kandidat, von dem vermutet wird, dass es eine Ftm-iibergeordnete Funktion
ausiiben konnte, ist Septin2 (Sept2). Es gehort zu einer Familie von Guanosin-
Triphosphatasen, die an der Basis zilidrer Membranen eine Diffusionsbarriere generieren
und somit iiber die Membranproteinkomposition von Zilien entscheiden (Abschnitt 1.8). In
wildtypischen MEFs konnte eine halbkreisformige Sept2-Fiarbung in der TZ beobachtet
werden (Abbildung 3.5 B). Diese entspricht aktuellen Publikationen, welche zeigen, dass
Sept2 in einer Membran-assoziierten Ringstruktur verteilt vorliegt. Die Analyse der
Proteinmenge in der TZ ergab, dass eine Ftm-Defizienz die Lokalisierung von Sept2 nicht

beeinflusst.
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Abbildung 3.5: Wihrend Csppl und Sept2 unabhiingig von Ftm in der TZ lokalisieren, steigt
die Rpgrip1-Proteinmenge bei Ftm-Verlust signifikant an.

(A-C) Immunofluoreszenz auf MEFs. Der Mallstabsbalken (in weil3) reprasentiert eine Lange von 1
pm. Das zilidre Axonem wurde durch acetyliertes a-Tubulin in griin und der Basalkorper durch y-
Tubulin in blau markiert. Alle gemessenen Proteine sind in rot dargestellt und ihre relative
Fluoreszenzintensitit ist in den Séulendiagrammen illustriert. (A, B) Die MEFs wurden aus n = 5
und (C) n = 4 Embryonen (E12.5) generiert. (A, B) Die Proteinmengen von Csppl und Sept2
stellen sich in der Ffm-negativen TZ als unverdndert dar (Csppl: p = 0,28935787; Sept2: p =
0,8894704). (C) Rpgripl zeigt eine signifikant erhohte Lokalisierung an der Basis Ftm-defizienter
Zilien (p = 0,04365251).

Wenn man sich mit Ftm-gleichgestellten oder -libergeordneten Proteinen auseinandersetzt,
muss abschlieBend noch ein weiteres Protein analysiert werden. Hierbei handelt es sich um
das Ftm-verwandte Protein Rpgripl. Es konnte gezeigt werden, dass sich die Funktionen
von Rpgripl und Ftm gewebeabhéngig iiberschneiden konnen (Patil ef al., 2012). Auch ist
bekannt, dass die zwei verwandten Proteine miteinander interagieren. Speziesabhédngig
kann Rpgripl wahlweise am Basalkorper, in der TZ oder im Axonem von Zilien detektiert
werden (Mavlyutov et al., 2002). In den hier untersuchten, wildtypischen MEFs ist
Rpgripl am Basalkorper und nicht in der TZ lokalisiert (Abbildung 3.5 C). Es kann eine
signifikante Erhohung der Proteinmenge in Abwesenheit von Ftm gemessen werden

(135%).
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3.5 Ftm-negative MEFs weisen eine gestorte Zilienanzahl und
-morphologie auf

Bei den vorangegangenen Untersuchungen zur Integritit der TZ stellte sich heraus, dass
die Lokalisierung einiger Proteine in der TZ Ftm-defizienter MEFs modifiziert ist. Da viele
dieser Proteine eine Funktion in der Ziliogenese und beim Erhalt von Zilien innehaben,
wurde die Zilienmorphologie Frm-negativer MEFs und GliedmaRenzellen analysiert. Beide
Zilientypen weisen in Abwesenheit von Ftm eine signifikante Verldngerung des Axonems
auf (MEFs: 144%, GliedmaBenzellen: 151%; Abbildung 3.6 A, B). Proportional zur
Lingenzunahme enthalten Frm™-MEF-Zilien eine erhohte Proteinmenge an acetyliertem
o-Tubulin (155%). Zusétzlich wurde auch eine verminderte Zilienanzahl (19%) und eine
gesteigerte Zentriolenanzahl (126%) bei Ftm-Verlust detektiert (Abbildung 3.6 A, C).
Diese Abberationen deuten darauf hin, dass Ftm nicht nur fiir die TZ-Integritat wichtig ist,
sondern dass es auch in friihere, die Ziliogenese und Morphologie von Zilien betreffende

Schritte involviert ist.
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Abbildung 3.6: Frm-negative Mefs zeigen eine verinderte Zilienanzahl und -morphologie auf.
(A) Immunofluoreszenz auf MEFs isoliert aus E12.5-Embryonen (n = 5). Der Malistabsbalken (in
weil}) reprasentiert eine Lange von 1 um. Das zilidre Axonem wurde durch acetyliertes o-Tubulin
in griin und der Basalkdrper durch y-Tubulin in blau gefarbt. (A, B) Die Zilien Ftm-negativer
MEFs sind signifikant verlangert (p = 0,00041342). (B) Der Vergleich der Zilienldnge von
wildtypischen (n = 3) und Ftm-defizienten (n = 3) GliedmaBlenzellen zeigt eine signifikante

Verlangerung auf (p = 0,00529361). Ftm-defiziente MEF-Zilien enthalten eine signifikant erhdhte
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Menge an acetyliertem o-Tubulin (p = 0,00237345), die sich proportional zur Lange verhilt. (A, C)
Ftm”™-MEFs (n = 5) weisen eine signifikante Reduktion der Zilienanzahl (p = 5,76352E-05) und
eine signifikant erhohte Zentriolenanzahl auf (p = 0,03100364).

3.6 Reduzierte Lokalisierung Membran- und BBSom-assoziierter
Proteine in Ftm-negativen Zilien

Wie bereits einleitend erwéhnt, ist eine der wichtigsten Aufgaben der TZ den Import und
Export von Proteinen in Zilien zu kontrollieren. Da Ftm fiir die korrekte Lokalisierung von
drei der vier bekannten TZ-Module von grofler Bedeutung ist, stellte sich die Frage, ob die
TZ ihre Funktion als Torwichter in Abwesenheit von Ftm noch kontrolliert ausfiihren
kann. Basierend auf dieser Fragestellung wurden die Immunofluoreszenzintensitéten
ausgewahlter Membran-, BBSom- und IFT-gekoppelter Proteine in beiden Genotypen
verglichen. Sowohl das Membran-assoziierte Proteine Arll13b als auch der
Membranrezeptor Somatostatin3  (Sstr3) weisen eine signifikant geschwichte
Akkumulierung im Ftm-negativen Axonem auf (Arl13b: 45%, Sstr3: 56%; Abbildung 3.7
A, B). Weiterhin wurde Bbs5, ein Bestandteil des BBSoms, auf seine Abhédngigkeit von
Ftm hin tberpriift. Das BBSom ist ein Multiproteinkomplex, welcher in die Ziliogenese
und den damit verbundenen zilidren Membrantransport involviert ist. Bbs5 soll ein mit der
zilidren Membran-assoziiertes Protein darstellen (Nachury et al., 2007). Andere publizierte
Immunofluoreszenzanalysen zeigen jedoch, dass Bbs5 in Fibroblasten eine TZ-
Lokalisierung aufzeigt (Garcia-Gonzalo et al., 2011). In den hier untersuchten
wildtypischen MEFs ist Bbs5 ebenfalls in der TZ lokalisiert, darauf hindeutend, dass dieser
Ort wichtig fir die Funktion des BBSoms sein konnte (Abbildung 3.6 C). In Fim-
defizienten MEFs kann eine signifikant reduzierte Menge an Bbs5 detektiert werden; nur
noch 50% des Proteins sind in der TZ vorhanden. Dieser Befund ldsst vermuten, dass die
Funktion des BBSoms und somit die Membranproteinkomposition Ftm-abhéngig sind.

Ein Protein, das nicht nur als bekannter Ftm-Interaktionspartner fungiert, sondern auch in
den zilidren Vesikel-Transport involviert ist, stellt der GTPase-Regulator Rpgr dar. Rpgr
lokalisiert gewebeabhingig am Basalkorper, im Axonem oder in der TZ von Zilien (Hong
et al., 2003; Khanna et al., 2005; Mavlyutov et al., 2002). In wildtypischen MEFs kann das
Protein im Axonem detektiert werden (Abbildung 3.7 D). Durch den Verlust von Ftm wird
die Zilienprasenz von Rpgr negativ beeinflusst (65%). Da Rpgr auch mit IFT-assoziierten

Proteinen interagiert, sollte ergédnzend festgestellt werden, ob der IFT gestort ist (Khanna et
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al., 2005). Daher wurde die Proteinmenge von Ift88, einer IFT-B-Komplex-Komponente
im Axonem von MEFs bestimmt. Es stellte sich heraus, dass weder die zilidire Menge noch
die Verteilung von Ift88 in Frm™-Zellen verandert ist (Abbildung 3.7 E und Abbildung 8.2
A im Anhang). Zusammengefasst kann geschlussfolgert werden, dass einige BBSom- und
Membran-assoziierte Proteine vermindert in Ftm-defizienten MEF-Zilien detektiert werden

konnen, jedoch der anterograde IFT hochstwahrscheinlich unbetroffen ist.

Ftm-

A

Rpgr Bbs5 Sstr3 Ari13b

Ift88

Abbildung 3.7: Die zilisire Lokalisierung von Arl13b, Sstr3, Bbs5 und Rpgr ist in Frm™"-Zilien
signifikant reduziert, wihrend sich die Verteilung von Ift88 unveriindert darstellt.

(A-D) Immunofluoreszenz auf MEFs isoliert aus E12.5-Embryonen (fiir beide Genotypen gilt:
Arl13b: n = 4; Sstr3, Bbs5, Ift88: n = 5; Rpgr: n = 6). Der MaBstabsbalken (in weil}) reprasentiert
eine Liange von 1 pm. Das zilidire Axonem wurde durch acetyliertes a-Tubulin in griin und der
Basalkorper durch y-Tubulin in blau markiert. Alle gemessenen Proteine sind in rot dargestellt und
ihre relative Fluoreszenzintensitét ist in den Saulendiagrammen illustriert. (A) Arl13b zeigt eine

signifikant reduzierte Lokalisierung in der zilidren Membran Ftm-negativer MEFs (p =
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0,00405373). (B) Die Proteinmenge von Sstr3 ist in Ftm-homozygot mutanten Zilienmembranen
signifikant herabgesetzt (p = 0,00461395). (C) Der Verlust von Ftm resultiert in einer signifikanten
Reduktion der Lokalisierung von Bbs5 in der TZ von MEFs (p = 0,02547482). (D) Die Deletion
von Ftm verursacht eine signifikant reduzierte Lokalisierung von Rpgr im Axonem (p =
0,01950693), hat aber keinerlei Auswirkung auf die zilidre Proteinmenge von Ift88 (E) (p =
0,14611655).

3.7 Ftm interagiert mit Psmd2, einer Komponente der 19S-
Untereinheit des Proteasoms

Da sich herausstellte, dass Ftm auch in Sdugetieren ein wichtiger Regulator der TZ ist, war
es von Interesse, potentielle Interaktionspartner des Proteins ausfindig zu machen. Dafiir
wurden wahlweise sowohl die CC-Doménen als auch die C-terminale RID-Doméne von
Ftm mit einem FLAG/Strep/HA-Tag gekoppelt und in NIH3T3-Zellen exprimiert
(Abbildung 3.8 A). Es folgte eine Tandem-Affinititsaufreinigung (engl. tandem affinity
purification, TAP) und eine anschlieBende massenspektrometrische Analyse der
aufgereinigten Proteinkomplexe, die 119 potentielle Kandidaten identifizierte (siche
Tabelle 8.1 im Anhang, Durchfilhrung der massenspektrometrischen Analysen erfolgte
durch Michael Reinartz aus dem Institut fiir Herz- und Kreislaufphysiologie der Heinrich-

Heine-Universitat Diisseldorf).
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Abbildung 3.8: Ftm interagiert mit Psmd2, einer Komponente der 19S-Untereinheit des
Proteasoms.

(A) Mit Hilfe einer TAP-Aufreinigung wurden FLAG/Strep/HA-gekoppelte CC- und RID-
Doménen-assoziierte Proteine isoliert. Diese wurden anschlieBend auf einem SDS-Gel aufgetrennt
und mittels einer Silberfarbung visualisiert. Nach einer massenspektrometrischen Analyse wurden
die identifizierten Proteine in Tabelle 8.1 (siche Anhang) dargestellt. (B) Die FLAG/Strep/HA-
gekoppelte RID-Doméne des Ftm-Proteins und das Myc-getaggte Psmd2 wurden in HEK293T-
Zellen transient exprimiert und nach einer TAP-Aufreinigung auf eine mogliche Interaktion
getestet. Das Myc-getaggte Psmd2 (Bande 2), jedoch nicht die Negativkontrolle Myc-Gatadl
(Bande 6) kann nach der Doppelaufreinigung iiber das FLAG und Strep-Tag der RID-Doméne
detektiert werden. (C) Myc-getaggtes Psmd2 und die FLAG-gekoppelte RID-Doméne von Ftm
wurden in einer Koimmunoprézipitation auf eine mdgliche Interaktion getestet. Nach einer
transienten Expression beider Proteine in NIH3T3-Zellen und einer FLAG-Aufreinigung kann
Myc-Psmd2 iiber FLAG-RID koimmunoprézipitiert werden. Der reziproke Ansatz demonstriert,
dass auch die RID-Doméne nach einer Myc-Aufreinigung iiber Myc-Psmd2 koimmunoprézipitiert
werden kann. (D) Immunofluoreszenz auf MEFs isoliert aus EI12.5-Embryonen. Der
MafBstabsbalken (in wei3) reprisentiert eine Lénge von 1 um. Das zilidre Axonem und der

Basalkorper sind durch acetyliertes a- und y-Tubulin in blau angefarbt. Ftm (griine Farbung) ist am
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proximalen Ende des Axonems lokalisiert und zeigt eine partielle Kolokalisierung mit dem

Basalkorper-assoziierten Psmd2 (rot markiert).

Ein Vergleich mit der Datenbank von Zilienproteomen (www.ciliaproteome.org) zeigt,
dass eine liberrepriasentative Mehrzahl an Kandidaten in den aufgereinigten Komplexen
Zilien-assoziierte Proteine darstellen (72%).

Ein potentieller Ftm-Interaktionspartner, der aus der TAP-Aufreinigung hervorgeht, ist
Psmd2, eine Komponente der 19S-Untereinheit des Proteasoms. Interessanterweise wurde
dieses Protein bereits zuvor im Institut fiir Entwicklungs- und Molekularbiologie der Tiere
via  Hefe-Zwei-Hybrid-System-Analyse  als  potentieller = Ftm-Interaktionspartner
identifiziert (Vetter, 2006). Zur Bestitigung der gefundenen Ftm-Psmd2-Interaktion
erfolgte eine 2-fache Validierung: eine erneute TAP-Aufreinigung und eine
Koimmunoprizipitation. Abbildung 3.8 B zeigt das Ergebnis der TAP-Aufreinigung in der
eine Myc-getaggte Volllingenform von Psmd2 mit der FLAG/Strep/HA-getaggten RID-
Doméne des Ftm-Proteins in HEK293T-Zellen transient exprimiert wurde. Nach einer
sequenziellen Doppelaufreinigung der RID-Doméne tliber das FLAG- und Strep-Tag
konnte Myc-Psmd2, jedoch nicht die Negativkontrolle Myc-Gatadl nachgewiesen werden.
Die Spezifitit der Interaktion beider Proteine wurde erginzend mittels einer
Koimmunoprizipitationsanalyse gepriift (Abbildung 3.8 C). Dabei wurde zunéchst erneut
Myc-Psmd2 mit der FLAG-getaggten RID-Doméne des Ftm-Proteins in NIH3T3-Zellen
transient exprimiert. AnschlieBend wurde das Myc-Psmd2 iiber eine anti-FLAG-
Affinitdtsaufreinigung koimmunoprézipitiert. Der reziproke Ansatz konnte weiterhin
demonstrieren, dass auch nach einer anti-Myc-Affinitétsaufreinigung FLAG-RID durch
Myc-Psmd2 koimmunoprizipitiert wird. Zusammengenommen kann anhand dieser
Befunde eine biochemische Bindung der RID-Doméne an das Psmd2-Protein bestdtigt
werden.

Um die biologische Signifikanz der gefundenen Proteininteraktion weiter zu bestirken,
sollte der zellulire Interaktionsort beider Proteine identifiziert werden. Erste
Untersuchungen zeigten eine Lokalisierung von Ftm und Psmd2 an den Zentrosomen von
MEFs (Lier, 2008). Ergdnzend konnte auch eine partielle Kolokalisierung beider Proteine
an der Basis von MEF-Zilien ausfindig gemacht werden (Abbildung 3.8 D).
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3.8 Anreicherung von Proteasomsubstraten in Ftm-defizienten Zilien

In vorangegangenen Studien konnte gezeigt werden, dass der Verlust von Ftm zu einer
Storung des Shh-Signalwegs fiihrt (Gerhardt, 2010; Lier, 2008; Vierkotten et al., 2007).
Dabei stellt sich das Verhiltnis der Gli3-190 zu Gli3-83-Isoformen in Ftm-negativen
Embryonen und Herzen im Vergleich zum Wildtypen als verdndert dar. Da Gli3-190
normalerweise durch das Proteasom prozessiert werden sollte, ergab sich bereits friih der
Verdacht, dass Fem” ~Embryonen eine geminderte Proteasomaktivitit aufweisen konnten.
Die Defizienz des Ftm-Proteins 16st auch in GliedmaBen und MEFs eine signifikante
Verdnderung des Gli3-190 zu Gli3-83-Verhiltnisses aus (Abbildung 3.9 A-D), darauf
hindeutend, dass es sich um einen gewebeiibergreifenden Effekt handelt. Additiv konnte in
den MEFs auch eine Erniedrigung der Gli3-83-Menge erfasst werden.

Ob die signifikante Erhohung der Gli3-190-Proteinmenge auf einer verstirkten
Transkription des Gli3-Gens basiert, wurde mittels einer Real-time-PCR-Untersuchung
getestet. Wie in Abbildung 3.9 E dargestellt, ldsst sich keine signifikant erhohte Gli3-
Transkription in Ftm-negativen GliedmafBen (E12.5) detektieren. Folglich muss der Grund
fiir den Gli3-190-Uberschuss auf Proteinebene liegen.

Da bekannt ist, dass das Gli3-Vollldngenprotein iiber einen Komplex mit Sufu stabilisiert
wird, war es von Interesse zu priifen, ob auch dieses Protein in Ftm-defizienten
GliedmaBen im Uberschuss vorliegt. Die Analyse der Sufu-Proteinmenge beider
Genotypen konnte diese Annahme bestétigen. In Frm-homozygot mutanten Gliedmafen

liegt eine Erhéhung um 136% vor (Abbildung 3.9 F, G).
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Abbildung 3.9: Der Verlust von Ftm verursacht eine gestorte Gli3-Prozessierung und eine
erhohte Sufu-Proteinmenge, ohne jedoch die G/i3-Transkription zu beeinflussen.

(A, C, F) Western Blot-Analysen in (A) MEFs isoliert aus E12.5-Embryonen (fiir beide Genotypen
gilt n = 3) oder (C, F) Gliedmallen von E12.5-Embryonen (fiir beide Genotypen gilt n = 3). Gapdh
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(A) und Aktin (C, F) fungieren als Ladekontrolle. (A) In Ffm-defizienten MEFs weist sowohl eine
erhohte Gli3-190 als auch eine erniedrigte Gli3-83-Proteinmenge auf einen Prozessierungsdefekt
hin. (B) Das Verhiltnis beider Isoformen ist um das 3,6-fache in Ftm™-MEFs signifikant erhoht (p
= 0,00205992). (C) In Ftm-negativen GliedmaBen ist eine erhohte Menge an Gli3-190
wahrzunehmen. (D) Das Verhéltnis von Gli3-190 zu Gli3-83 illustriert eine 8,1-fache Erhdhung in
Ftm-homozygot mutanten GliedmaBlen (p = 0,03611623). (E) Real-time-Analyse von
wildtypischen (n = 3) und Ffm-defizienten (n = 3) GliedmaBen aus E12.5-Embryonen. Die
Transkription des G/i3-Gens bleibt bei Verlust von Ftm unverdndert (p = 0,16263455). (F) In
Ftm™"-GliedmaBen kann eine signifikant erhhte Sufu-Proteinmenge detektiert werden. (G) Fim-
homozygot mutante Gliedmafen enthalten 1,4-fach mehr Sufu-Protein als vergleichbare Wildtypen

(p = 0,01635027).

Néchstfolgend galt es die Frage zu kldren, wo in der Zelle die zusitzliche Gli3-
Proteinmenge aufzufinden ist. Normalerweise ist dieses Protein nach der Aktivierung des
Shh-Signalwegs in der Spitze von Zilien und im Zellkern zu detektieren. In MEFs kann
eine geringe Gli3-Proteinmenge auch ohne Induktion der Kaskade in der Zilienspitze
ausgemacht werden (Chen et al., 2009). Erste Immunofluoreszenz-Intensitdtsmessungen
beider Isoformen des Gli3-Proteins in Ftm-negativen Zilien offenbarten, dass sich die
erhohte Gli3-Proteinmenge im Axonem der Zilien ansammelt (182%; Abbildung 3.10 A).
Weitere Farbungen mit einem Antikdrper ausschlieflich gegen die Gli3-190-Isoform
bestitigten, dass es sich bei der Akkumulierung in der Zilie auch vorwiegend um die
Volllinge des Proteins handelt (166%; Abbildung 3.10 B). Zieht man zusammenfassend in
Betracht, dass die Erhohung von Gli3 auf der Proteinebene basiert und ein potentieller
Interaktionspartner von Ftm eine Komponente der 19S-Untereinheit des Proteasoms
darstellt, erhértet sich der Verdacht, dass Ftm fiir die Regulation der Proteasomaktivitit
wichtig sein konnte.

Da das Proteasom nicht nur fiir die Prozessierung von Gli3-190 zustdndig ist, sondern fiir
die Degradierung vieler Proteine sorgt, sollte anschlieend gepriift werden, ob sich auch
andere Proteasomsubstrate in Ffm-homozygot mutanten MEFs anreichern. Demzufolge
wurde die Fluoreszenzintensitit von potentiellen Proteasomsubstraten wie der am Serin 33,
37 oder Threonin 41 phosphorylierten Form des B-Catenins (p-B-Catenin), Sufu und
ubiquitinierten Proteinen (Ubiquitin) an der Zilie in Abhangigkeit von Ftm gemessen
(Abbildung 3.10 C-E). Alle Proteine konnen in F tm”"-MEFs als erhoht erfasst werden (p-
B-Catenin: 131%, Sufu: 129%, Ubiquitin: 200%). Dieses Ergebnis legt nahe, dass der

Verlust von Ftm die Proteasomaktivitit herabsetzt.
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Sufu p-B-Catenin Gli3-190 Gli3-190/83

Ubiquitin

Abbildung 3.10: Ftm-defiziente MEFs zeigen einen Prozessierungs- und Degradierungsdefekt
auf.

(A-E) Immunofluoreszenz auf MEFs aus wildtypischen und Ftm-negativen E12.5-Embryonen (fiir
beide Genotypen gilt: G1i3-190/83, p-B-Catenin, Sufu: n = 5; Gli3-190: n = 6; Ubiquitin: n = 4).
Der MaBstabsbalken (in weil3) repréasentiert eine Lénge von 1 um. Das zilidre Axonem wurde durch
acetyliertes o-Tubulin in griin markiert. Der Basalkdrper wurde durch y-Tubulin in griin (A) oder
in blau (B-E) angefarbt. Alle gemessenen Proteine sind in rot dargestellt und ihre relative
Fluoreszenzintensitit ist in den Sdulendiagrammen illustriert. (A, B) Der Verlust von Ftm resultiert
in einer signifikanten Anreicherung von Gli3-190 im zilidfren Axonem (Gli3-190/83: p =
0,04479959; Gli3-190: p = 0,02422116). (C) Die p-p-Catenin-Proteinmenge ist in der Frm™”-TZ
signifikant erhoht (p = 0,03405003). (D) Eine tendentielle Erhohung der zilidren Sufu-
Proteinmenge kann in Ftm-defizienten MEFs erfasst werden (p = 0,10624103). (E) Mit einem

Antikorper gegen Ubiquitin konnen sowohl freies Ubiquitin als auch ubiquitinierte Proteine in
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Zellen detektiert werden. An der Basis Ftrm-homozygot mutanter MEF-Zilien kann eine signifikant

erhohte Menge an Ubiquitin aufgezeigt werden (p = 0,00164066).

Eine interessante Beobachtung ist, dass sich die phosphorylierte Form des p-Catenins, die
in Publikationen als Basalkorper-assoziiert beschrieben wurde (Corbit et al., 2008), nun als
TZ-Protein in MEFs présentiert. Weiterhin konnten durch die hochauflésende SIM-
Technologie Mikroskopaufnahmen generiert werden, die bestédtigen, dass sich das
p-B-Catenin in einer Ringstruktur um das Ftm-Protein herum anlagert (Abbildung 3.11 A-
O).

Ftm p-p-Cat. a/y-Tub  Uberl.
A

Ftm

Abbildung 3.11: p-p-Catenin ist ringformig in der TZ von MEFs lokalisiert.
(A-C) Immunofluoreszenz auf MEFs isoliert aus E12.5-Embryonen. (A, C) Der Basalkorper ist

durch y-Tubulin in blau angefarbt. (B) Das zilidre Axonem ist durch acetyliertes a-Tubulin und der
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Basalkorper durch y-Tubulin jeweils in blau markiert. (A, B) Der Malistabsbalken (in weil)
reprasentiert eine Linge von 1 um. (C) Der MaBstabsbalken (in weil}) beschreibt eine Linge von
500 nm. Eine hohere Auflosung wurde durch die SIM-Technologie erzielt. p-B-Catenin kann als
Ringstruktur am Zentrosom (A, C) und in der TZ (B) von Zilien detektiert werden. Ftm (rote
Farbung) ist von der Ringstruktur von p-B-Catenin sowohl am Zentrosom (A, C) als auch am

Basalkorper umgeben.

3.9 Parallelen zwischen proteasominhibierten Zellen und Ftm™-MEFs

Wenn der Verlust von Ftm tatsdchlich eine verminderte Proteasomaktivitit zur Folge hat,
wiirde man erwarten, dass eine Proteasominhibierung zu &dhnlichen Defekten fiihrt, wie sie
in Ftm-defizienten Zellen detektiert werden konnen. Um diese Hypothese zu testen,
wurden wildtypische MEFs mit MG132, einem potenten Proteasominhibitor, behandelt
und auf charakteristische Verdnderungen hin untersucht. Dabei zeigte sich, dass eine
signifikant erhdhte Menge an p-fB-Catenin an der Basis der Zilien in behandelten Zellen
detektiert werden konnte (300%; Abbildung 3.12 A, B). Zusitzlich verldngern sich die
Zilien von MEFs nach einer Proteasominhibierung signifikant um 128% (Abbildung 3.12
A, C). Weiterhin wird eine abnormale Zentriolenanzahl und eine Ziliogenesestérung in
proteasominhibierten Zellen beschrieben, die jedoch in den hier mit MG132 behandelten
Zellen nicht analysiert und bestétigt wurde (Duensing et al., 2007; Wen et al., 2010). Alle
durch eine Proteasominhibierung hervorgerufenen Verdnderungen haben gemeinsam, dass

sie auch in Ftm™-MEFs detektiert werden konnen.
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Abbildung 3.12: Die Inhibierung von Proteasomen hat eine Erhohung der Proteinmenge von
p-B-Catenin und eine Zilienverliingerung zur Folge.

(A) Immunofluoreszenz auf MEFs isoliert aus wildtypischen E12.5-Embryonen (n = 4). Die Zellen
wurden mit dem Proteasominhibitor MG132 oder mit DMSO (Kontrolle) behandelt. Das zilidre
Axonem ist durch acetyliertes o-Tubulin in griin markiert. Der MaBstabsbalken (in weil3)

reprasentiert eine Lange von 1 pm. (A, B) Die p-B-Catenin-Proteinmenge (rote Féarbung) ist im
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Vergleich zur Kontrolle an der Basis MGI132-behandelter MEFs signifikant erhéht (p =
0,00051754). (A, C) Nach einer MG132-Behandlung kann eine signifikante Verlédngerung der
MEF-Zilien detektiert werden (p = 0,00043898).

In der Literatur wurde weiterhin berichtet, dass die Inhibierung von Proteasomen zu einer
Akkumulierung von Proteasomuntereinheiten am Zentrosom fiihrt (Didier et al., 2008;
Zhao et al., 2003). Deshalb wurde die Proteinmenge unterschiedlicher
Proteasomuntereinheiten in wildtypischen und F#m-homozygot mutanten MEFs bestimmt.
Psmd2 und Psmd3 sind Komponenten der regulatorischen 19S-Untereinheit des
Proteasoms. Wihrend sich die Lokalisierung von Psmd3 auf den Basalkorper
wildtypischer Zilien beschrankt, kann Psmd2 sowohl am Basalkorper als auch partiell in
der TZ detektiert werden (Abbildung 3.13 A, B). Psma5, ein Protein aus der 20S-
Untereinheit des Proteasoms, konnte nicht nur am Basalkérper und in der TZ sondern
ebenfalls im Axonem der Zilien ausgemacht werden (Abbildung 3.13 C). Diese
Beobachtungen der unterschiedlichen Verteilungen von Proteasomuntereinheiten sind
bemerkenswert, denn bislang beschrieben Studien das Vorkommen von Proteasomen
ausschlieBlich am Basalkorper von Zilien (Gerdes et al., 2007). Um zu bestdtigen, dass
Psma$5 tatsdchlich auch im Axonem von Zilien zufinden ist, wurden erneut ergéinzende
Analysen mit der hochauflosenden SIM-Technologie durchgefiihrt (Abbildung 3.13 D). In
der Tat konnte die axonemale Verteilung von Psma5 verifiziert werden. Die weiteren
Untersuchungen der Immunofluoreszenzintensititen aller Proteasomuntereinheiten
offenbarten, dass es zu einer Akkumulierung aller Komponenten an der Basis Fim-
defizienter Zilien kommt (Psmd2: 128%, Psmd3: 128%, Psma5: 145%). Zusammengefasst
deuten die =zahlreichen Parallelen zwischen proteasominhibierten Zellen und Fim-

defizienten MEFs auf einen gemeinsamen Defekt hin.
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Psmd3 Psmd2

Psmab

Psmab

Abbildung 3.13: Akkumulierung von Komponenten proteasomaler Untereinheiten an der
Basis von Ftm-defizienten Zilien.

(A-D) Immunofluoreszenz auf MEFs aus wildtypischen und Ftm-negativen E12.5-Embryonen (fiir
beide Genotypen gilt: Psmd2, Psma5: n = 5; Psmd3: n = 3). Das zilidfre Axonem wurde durch
acetyliertes o-Tubulin in griin markiert. Der Basalkorper wurde durch y-Tubulin in griin (A) oder
in blau (B, C) angefarbt. (A-C) Der MaB3stabsbalken (in weil}) reprasentiert eine Lange von 1 um.
Alle gemessenen Proteine sind in rot dargestellt und ihre relative Fluoreszenzintensitit ist in den
Sdulendiagrammen illustriert. (D) Der Maflstabsbalken beschreibt eine Linge von 500 nm. Eine
hohere Auflosung wurde durch die SIM-Technologie erzielt. (A) Die Proteinmenge von Psmd2,
einer Komponente der proteasomalen 19S-Untereinheit, ist an der Basis von Ftm™”-Zilien
tendentiell erhoht (p = 0,16273628). (B) Der Verlust von Ftm fiithrt zu einer signifikanten
Erhohung der Proteinmenge von Psmd3 am Basalkorper (p = 0,01301389). (C, D) Psma5, eine
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Komponente der proteasomalen 20S-Untereinheit, ist am Basalkorper, in der TZ und im Axonem
von Zilien lokalisiert. Die Proteinmenge von Psma5 ist in der Ffm-homozygot mutanten TZ

signifikant erhoht (p = 7,7632E-05).
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4  DISKUSSION

4.1 Die TZ-Verankerung von Ftm wird durch CC-Doméinen realisiert

Viele menschliche Krankheiten werden durch funktionelle Storungen oder génzliche
Abwesenheit von TZ-Proteinen hervorgerufen. Mittlerweile sind Mutationen in mindestens
zwanzig fiir TZ-Proteine kodierende Gene bekannt, die mit Ziliopathien in Verbindung
gebracht werden (Czarnecki und Shah, 2012). Doch die molekularen Mechanismen und
Interaktionen, in die TZ-Proteine involviert sind, sind noch weitestgehend unerforscht.
Viele Zilien-assoziierte Proteine weisen spezies- und gewebeabhingig ein
unterschiedliches Lokalisierungsmuster auf. Dieselben Proteine konnen sowohl am
Basalkorper als auch in der TZ oder im Axonem zu finden sein (z.B. Rpgr (Hong et al.,
2003; Khanna et al., 2005; Mavlyutov et al., 2002)). Da jedes Zilienkompartiment eine
eigene Funktion hat, ist es schwer zu erkldren, wie dieselben zilidren Proteine in den
unterschiedlichen subzelluldren Kompartimenten funktionieren. Gleichzeitig konnte belegt
werden, dass zilidre Proteine nicht nur in ihren Lokalisierungsmustern variieren, auch die
damit verbundenen Proteininteraktionen konnen wechseln. Es wird beispielsweise
vermutet, dass es grundlegende Unterschiede in den Interaktionen zwischen TZ-Proteinen
in polarisierten Zellen wie IMCD3- oder MDCK-Zellen und Fibroblasten gibt (Sang et al.,
2011). Um also die Funktionen eines zilidren Proteins in bestimmten Zellen zu verstehen,
muss man zundchst sein subzilidres Verteilungsmuster analysieren. Als die
Untersuchungen dieser Dissertation begannen, war fiir Ftm lediglich eine Basalkorper-
assoziierte Lokalisierung bekannt (Vierkotten et al., 2007). Die detaillierte Analyse der
Ftm-Lokalisierung in MEFs illustriert, dass es sich um ein Protein der TZ handelt
(Abbildung 3.1 A, B). Spitere Publikationen konnten aufzeigen, dass Ftm auch im Gewebe
in der TZ lokalisiert (Besse et al., 2011; Coene et al., 2011; Mahuzier et al., 2012). Somit
eignen sich die hier verwendeten MEFs bestens, um auch Riickschliisse auf die in vivo-
Situation zu erlauben.

Des Weiteren ist von Interesse, welche distinkten Ftm-Doménen fiir die TZ-Lokalisierung
des Proteins verantwortlich sind. Die Transfektion unterschiedlicher Ftm-Proteinfragmente
ergab, dass lediglich die CC1-5-Dominen fiir die Verankerung des Proteins am Zentrosom
in wildtypischen MEFs notwendig sind (Abbildung 3.1 C). Dass sich die CC-Doménen am
Zentrosom anlagern, in denen bereits das endogene Ftm-Protein vorzufinden ist,
verdeutlicht, dass es noch geniligend freie Bindungsstellen geben muss, um das

Proteinfragment dort zu verankern. Weiterhin kann spekuliert werden, dass Ftm durch die
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CC-Doménen in der Lage ist, nicht nur am Zentrosom, sondern auch in der TZ von Zilien
zu lokalisieren. CC-Doménen werden fiir Protein-Protein-Interaktionen, speziell mit
anderen CC-Dominen-enthaltenden Proteinen, bendtigt (Taschner et al., 2012). Auch viele
andere zilidre Proteine enthalten CC-Doménen, durch die sie zur Zilie rekrutiert werden.
Nphp3, beispielsweise, hat eine potentielle CLS in seinen N-terminalen CC-Doméinen,
mittels dessen es am Basalkorper lokalisiert (Nakata ef al., 2012).

Weiterfithrende Analysen zur TZ-Lokalisierung verschiedener Ftm-CC-Fragmente lassen
vermuten, dass wahrscheinlich die vierte CC-Doméne fiir die TZ-Verankerung von Ftm
essentiell ist. Jene Protein-Fragmente, denen die N-terminalen ersten vier CC-Dominen
fehlen, sind nicht in der Lage am Zentrosom/Basalkérper zu lokalisieren (Lin, 2009),
wihrend  N-terminal drei  fehlende @ CC-Dominen die  Verankerung am
Zentrosom/Basalkorper ermoglichen (Patzke et al., 2010). Auch enthélt die vierte CC-
Doméne des Ftm-Proteins eine NLS (Lin, 2009). Unter dem Aspekt, dass Parallelen
zwischen dem Nuklear-Poren-Komplex und der TZ von Zilien existieren, konnte die NLS
auch eine CLS in Ftm darstellen. Aulerdem enthalten auch andere zilidre Proteine eine
NLS, die sie befdhigt, in der Zilie zu lokalisieren, beispielsweise der Kinesin-2-Motor

Kif17 oder das Rp2-Protein (Dishinger et al., 2010; Hurd et al., 2011).

4.2 Ftm vermittelt die TZ-Lokalisierung der Nphp-Module

Neuste Studien zeigen, dass Ftm die Lokalisierung aller vier Multiproteinkomplexe
(Nphp1-4-8-Modul, Nphp5-6-Modul, Inversin-Kompartiment und das Mks/B9-Modul) in
der TZ von C. elegans-Zilien beeinflusst (Williams et al., 2011). Um zu klédren, ob Ftm
auch in Sdugetierzilien an der Spitze der TZ-Hierarchie agiert, wurden die Proteinmengen
verschiedener Modul-Komponenten in der TZ Ftm-defizienter MEFs untersucht. Es stellte
sich heraus, dass die beiden Komplexpartner Nphpl und Nphp4 in Abwesenheit von Ftm
vermindert in der TZ lokalisieren. Da nur noch 18% der Nphpl- und 21% der Nphp4-
Proteinmengen detektiert werden kdnnen (Abbildung 3.2 A, B), ist Ftm fiir die quantitative
Lokalisierung beider Komponenten essentiell. Dies steht somit im Einklang mit den
Analysen in C. elegans, in denen Ftm auch fiir die TZ-Lokalisierung von Nphpl und
Nphp4 benoétigt wird. Ferner ist bekannt, dass das humane Nphp4 fiir die zilidre
Lokalisierung von Nphpl in der TZ verantwortlich ist, hingegen die TZ-Lokalisierung von
Nphp4 unabhéngig von Nphpl zu sein scheint (Winkelbauer et al., 2005). Auch findet
wahrscheinlich keine direkte Interaktion zwischen Ftm und Nphpl statt (Sang et al., 2011).
Fasst man alle Beobachtungen zusammen, ergibt sich die Vermutung, dass Ftm zunéchst
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Nphp4 rekrutiert und dass dieses wiederum Nphpl verankert. Ftm steht somit an der Spitze
der Hierarchie in seinem eigenen Komplex (Abbildung 4.1 A). Da noch geringe Mengen
von Nphpl und Nphp4 in der Frm-negativen TZ nachgewiesen werden kdnnen, muss es
jedoch entweder weitere Proteine geben, die fahig sind, Nphpl und Nphp4 in der TZ zu
verankern, oder es muss einen Mechanismus geben, der den Verlust von Ftm partiell
kompensieren kann. Fiir das Ftm-verwandte Protein Rpgripl wurde erst kiirzlich
beschrieben, dass es u.a. fiir die Rekrutierung von Nphp4 in Photorezeptorzilien bendtigt
wird (Patil et al., 2012). Ohne Rpgripl verschiebt sich die subzelluldre Lokalisierung von
Nphp4 von einer zytosolischen Fraktion in eine ER-assoziierte Membranfraktion und das
Protein kann nicht mehr in der Photorezeptor-TZ detektiert werden. Da Ftm ebenso wie
Rpgrip1 iiber seine C2-Doménen mit Nphp4 interagiert (Arts et al., 2007; Roepman et al.,
2005), ist es denkbar, dass beide den gleichen Rekrutierungsmechanismus benutzen, um
weitere Proteine in der TZ zu verankern. Variabel konnte der Verlust von Ftm oder
Rpgripl in gegenseitigen Kompensierungsvorgingen resultieren. Fiir diese Hypothese
spricht auch das Ergebnis, dass die Rpgripl-Proteinmenge in Frm™-MEFs signifikant
erhoht ist (135%; Abbildung 3.5 C). Allerdings beschrinkt sich diese Erhdhung lediglich
auf den Basalkorper, in der TZ konnte Rpgripl nicht detektiert werden. Um Aufschluss
iiber eine potentielle kompensatorische Funktion von Rpgripl in Ftm-negativer Situation
zu gewinnen, wire die Analyse von Frm™";Rpgripl”"-Zellen notwendig. Erwihnenswert ist
auch, dass Nphpl und Nphp4 bei einer defekten TZ-Rekrutierung beider Proteine in
membrandsen ER/Golgi-Vesikeln gebunden verbleiben (Liebau et al., 2011; Patil et al.,
2012). Somit kdonnte Ftm nicht nur als potentielles Verankerungsprotein fungieren, sondern
in der TZ direkt oder indirekt an der Fusionierung von Nphpl/Nphp4-assoziierten
Membranvesikeln beteiligt sein.

Ob der Verlust von Nphpl oder Nphp4 auch eine Auswirkung auf Ftm hat, muss in
Sdugetieren noch untersucht werden. Analysen in C. elegans veranschaulichen, dass Ftm
dort unabhingig von beiden Proteinen in der TZ lokalisiert (Williams ef al., 2011). Auch
sind die Nphpl- und Nphp4-Mausmutanten in ihren phénotypischen Auspriagungen
deutlich milder, als der Phéanotyp bei Frm-Verlust, was darauf hindeutet, dass Ftm auch in
Sdugetieren eine hohere Position in der TZ einnimmt (Won et al., 2011) miindliche
Mitteilung Sylvie Schneider-Maunoury).

Die Analyse der Cep290-Proteinmenge zeigt, dass sich eine Ftm-Defizienz auch negativ
auf dieses Protein auswirkt. Nur noch 64% der urspriinglichen Cep290-Proteinmenge

konnen in Ftm-homozygot mutanten MEFs detektiert werden (Abbildung 3.2 C). In
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IMCD3-Zellen wird Cep290 fiir die Rekrutierung von Nphp5 in der TZ bendtigt (Sang et
al., 2011). Daher lidsst sich spekulieren, ob auch die Nphp5-Verankerung indirekt von Ftm
abhingt (Abbildung 4.1 B). Weiterhin besteht die Moglichkeit, dass das Nphp5-6-Modul
essentiell fiir die TZ-Prisenz von Ftm ist. Dies wurde in Sdugetieren bislang nicht
untersucht. Da in C. elegans kein homologes Cep290-Protein existiert (Hodges et al.,
2010), fehlen auch derart entsprechende TZ-Befunde. Im Menschen verursachen
Mutationen im CEP290-Gen die gleichen Ziliopathien wie ein FTM-Genverlust. Auch sind
die Mutationen beider Proteine in das breiteste und schwerste Spektrum aller bekannten
Syndrome verwickelt (MKS, JBTS, NPHP, BBS, SLS, siche Abschnitt 1.4) (Zaghloul und
Katsanis, 2009 ), was darauf hindeutet, dass beide Proteine vergleichbare Funktionen in
den TZ-Modulen haben konnten. Studien in Chlamydomonas enthiillten, dass Cep290 als
Strukturprotein der Y-Verbindungen fungiert, wihrend im Institut fiir Entwicklungs- und
Molekularbiologie der Tiere an der Heinrich-Heine-Universitit Diisseldorf durchgefiihrte
TEM-Untersuchungen in murinen GliedmaBBen ergaben, dass Ftm-Defizienz die
Organisation der Y-Verbindungen nur partiell stort (unpublizierte Daten, Stephan
Burmiihl). Ob Ftm tatsichlich eine Komponente der Y-Verbindungen darstellt oder ob der
Verlust ein sekundérer Effekt ist, der aus der verminderten Cep290-Proteinmenge
resultiert, muss noch gekldrt werden. Die Analyse von Cep290’/ -Zellen konnte aufkliren,
ob beide Proteine in der TZ-Hierarchie iiber- bzw. untereinander agieren oder ob sie
nebeneinander die Integritit der TZ beeinflussen.

Auch das dritte Nphp-Modul, das Inversin-Kompartiment, zeigt sich betroffen vom Ftm-
Verlust (Abbildung 4.1 B). Es stellte sich heraus, dass verglichen zur wildtypischen
Situation nur noch 54% der Invs-Menge an der TZ nachgewiesen werden konnen
(Abbildung 3.2 D). Fiir Invs ist ein eigenes subaxonemales Kompartiment beschrieben
worden, welches sich vom Basalkorper iiber die TZ bis ins Axonem erstreckt (Shiba et al.,
2010; Shiba et al., 2009). In IMCD3-Zellen konnte gezeigt werden, dass es eine variable
Extension des Inversin-Kompartiments ins Axonem gibt (Sang et al., 2011). In MEFs ist
die Invs-Lokalisierung bislang unzureichend beschrieben worden. Wenige Analysen
zeigen, dass auch dort das endogene Invs mit dem Axonem assoziiert vorliegen soll
(Watanabe et al., 2003). In den hier untersuchten MEFs konnte Invs lediglich in der TZ
identifiziert werden. Additive Untersuchungen demonstrieren jedoch, dass der verwendete
anti-Invs-Antikérper auch im Western Blot die erwartete Invs-Proteinbande detektieren
kann (unpublizierte Daten, Christoph Gerhardt). Auch die hier beobachtete spezifische

Anfarbung der zelluldren Plasmamembran, die fiir Invs beschrieben wird, ist ein Hinweis
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dafiir, dass der verwendete Antikorper Invs spezifisch detektiert (siche Abbildung 8.1 im
Anhang) (Eley et al., 2004). Inwieweit die gefundene Abweichung der Lokalisierung auf
die unzureichende Spezifitdt des Antikorpers oder auf die Existenz verschiedener Invs-
Isoformen, flir die bereits differenzielle, subzelluldre Lokalisierungen publiziert wurden
(Niirnberger et al., 2002; Warburton-Pitt et al., 2012), zuriickzufiihren ist, muss noch
analysiert werden. Da bekannt ist, dass Invs als molekularer Anker fiir Nphp3 und Nphp9
im Inversin-Kompartiment fungiert (Shiba et al., 2010), kann erneut die Hypothese
aufgestellt werden, dass das Fehlen von Ftm neben der Invs-Menge auch die Proteinmenge
beider Modul-Komponenten negativ beeinflusst (Abbildung 4.1 B). Die molekularen
Auswirkungen einer Invs-Deletion werden im Gegensatz zu anderen Nphp-Proteinen nicht
mit strukturellen Ziliendefekten in Verbindung gebracht. Man geht davon aus, dass Invs
eine regulatorische Funktion in der Zilie ausiibt und dort beispielsweise als Komponente
des PCP (engl., planar cell polarity)-Signalwegs in die Degradierung von Proteinen
involviert ist (Shiba et al., 2009; Simons et al., 2005).

Die Reduktion von Nphp4 sowie Cep290 in Ffm-homozygot mutanten GliedmaRenzilien
verdeutlicht, dass Ftm die TZ-Lokalisierung der Module nicht nur in vitro, sondern auch in
vivo reguliert (Abbildung 3.3 A, B). Folglich konnten bei einem Ftm-Verlust in
GliedmaBenzilien mindestens zwei Module in ihrer Funktion betroffen sein. Inwieweit
andere Komponenten auch beeintrichtigt sind und dies wiederum die Integritit und
Funktion der TZ moduliert, muss in Zukunft noch detaillierter untersucht werden. Die
Tatsache, dass TEM-Aufnahmen eine defekte Organisation der Y-Verbindungen in der
Ftm-negativen TZ von GliedmaBlenzilien aufzeigen, impliziert, dass Ftm auch dort fiir die
Organisation der TZ unentbehrlich ist (unpublizierte Daten, Stephan Burmiihl).

Somit ldsst sich feststellen, dass Ftm der Organisator des Nphpl-4-8-Moduls in
Saugetieren ist. Gleichzeitig wurde nachgewiesen, dass die Abwesenheit von Ftm auch zu
Storungen des Nphp5-6-Moduls sowie des Inversin-Kompartiments fiihrt (Abbildung 4.1).
Daher kommt unweigerlich die Frage auf, wie Ftm Einfluss auf die beiden letztgenannten
TZ-Komplexe nimmt. Zwei Moglichkeiten sind denkbar: 1. Ftm selbst dient als
Verankerungsprotein fiir Komponenten aller drei Nphp-Module. 2. Ftm reguliert die TZ-
Lokalisierung von Nphp4 und in einer Art Kettenreaktion stellt Nphp4 die TZ-Présenz von
Nphpl sicher, welches dann wiederum bendtigt wird, um die anderen Nphp-Module in der
TZ zu halten. Wire die zweite dieser Moglichkeiten Realitdt, so konnte man davon
ausgehen, dass Nphp4- bzw. Nphp1-defiziente Méuse einen dhnlichen Phinotyp wie Fim-
negative Méuse aufweisen. Da aber die Mausphédnotypen bei Nphpl- und auch Nphp4-
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Verlust nur sehr mild ausfallen, favorisiert sich die erste Mdoglichkeit, in der Ftm der
Organisator aller Nphp-Module ist. Bemerkenswerterweise reduziert die Defizienz von
Ftm die TZ-Proteinmenge der Komponenten des Nphp1-4-8-Moduls stérker als die Menge
der gemessenen Komponenten des Nphp5-6-Moduls bzw. Inversin-Kompartiments. Diese
Daten legen nahe, dass die TZ-Lokalisierung des Nphp5-6-Moduls sowie des Inversin-

Kompartiments zusétzlich durch andere Mechanismen realisiert wird.
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Abbildung 4.1: Modell der TZ-Assemblierungshierarchie in Siugetieren.

(A) Ftm organisiert die Zusammensetzung seines eigenen Nphpl-4-8-Moduls und ist fiir die TZ-
Lokalisierung des Nphp5-6-Moduls und des Inversin-Kompartiments essentiell. Rpgripl konnte
einen Teil der Nphp-Module kostabilisieren und gleichzeitig auch das Mks/B9-Modul organisieren.
Das Mks/B9-Modul wird weiterhin auch iiber andere Proteine in der TZ verankert. Die potentiell
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iibergeordneten Proteine Csppl oder Sept2 konnten die Lokalisierung aller Module der TZ
beeinflussen. (B) In der Abwesenheit von Ftm kann das Nphp1-4-8-Modul nicht mehr in der TZ
lokalisieren. Gleichzeitig ist das Nphp5-6-Modul und das Inversin-Kompartiment in der TZ-
Lokalisierung beeintrachtigt. Dies fithrt zur Storung der TZ-Integritit und die TZ kann ihre
Funktion als Torwéchter nicht mehr korrekt ausfithren. Rpgrip1 kdnnte durch seine zu Ftm partiell
redundanten Eigenschaften einen geringen Teil der Nphp-Module in der TZ stabilisieren. Das
Mks/B9-Modul ist in Sdugetieren anders als in C. elegans vom Ftm-Verlust groftenteils
unbetroffen. Folglich wird die TZ in S#ugetieren in einer héheren Komplexitit organisiert.

Modifiziert nach Czarnecki und Shah (Czarnecki und Shah, 2012).

4.3 Ftm ist nicht fiir die TZ-Lokalisierung des Mks/B9-Moduls
verantwortlich

Versuche in C. elegans demonstrieren, dass Ftm auch dort den Hauptorganisator des
Mks/B9-Moduls darstellt (Williams et al., 2011). In den hier analysierten Saugetierzellen
jedoch konnte keine signifikante Abhédngigkeit zwischen den Mks/B9-Komponenten und
Ftm detektiert werden. Mks1l, Tmem67, Tctnl, Tent2 und Tctn3 bendtigen Ftm nicht, um
in der TZ von MEFs lokalisieren zu konnen (Abbildung 3.4 A, B, D-F). Lediglich B9d1
zeigt eine geringere Proteinintensitit in der F¢m-defizienten Situation auf, die jedoch nicht
signifikant modifiziert ist (Abbildung 3.4 C). Die hier gewonnenen Ergebnisse legen einen
grundlegenden Unterschied zwischen der Organisation des Mks/B9-Moduls in C. elegans
und der in Sdugetieren dar (Abbildung 1.2 und 4.1 A). Inwieweit das komplette Mks/B9-
Modul von Ftm unabhingig ist, bleibt fraglich und bendétigt weitere Analysen. Denn,
obwohl die Prisenz von B9d1 nicht signifikant verdndert ist, konnen trotzdem nur 39% der
wildtypischen Proteinmenge in der Frm-defizienten TZ gemessen werden. Hinzu kommit,
dass Ftm in IMCD3-Zellen benétigt wird, um Tmem237 (ein Mks/B9-Protein) in der TZ
zu verankern (Huang et al., 2011). Das Mks/B9-Modul ist der grofite Multiproteinkomplex
in der gesamten TZ (siehe Abbildung 1.2) und die TZ-Hierarchie innerhalb dieses Moduls
ist in Séugetierzellen bislang noch weitestgehend unbekannt. Somit wére es vorstellbar,
dass nur die Lokalisierung von Teilkomplexen des Mks/B9-Moduls von Ftm abhéngt. Eine
nennenswerte Fragestellung in diesem Kontext ist, welches Protein im Mks/B9-Modul an
der Spitze der TZ-Hierarchie steht und somit das Pendant zu Ftm und der Organisation der
Nphp-Module darstellt. Fiir Tctnl konnte bereits dargelegt werden, dass es die
Lokalisierung von Tmem67 und Mksl beeinflusst (Garcia-Gonzalo et al., 2011). Im

Gegensatz dazu, hat die Tctnl-Defizienz keinerlei Auswirkung auf die Lokalisierung der
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Nphp-Module. Ergénzend ist die Tctnl-Proteinmenge in Ftm-defizienten Zilien
unverdndert. Folglich organisiert Tcntl das Mks/B9-Modul unabhingig von den Nphp-
Modulen und konnte mit Ftm auf gleicher Stufe in der TZ-Hierarchie stehen. Weitere
Kandidaten scheinen aber auch B9dl oder Tmem231 zu sein, die ebenso die
Zusammensetzung des Mks/B9-Moduls regulieren (Chih et al., 2011). Auch konnte
Cep290, welches in manchen Publikationen sogar zum Mks/B9-Modul gezéhlt wird, da es
mit Cc2d2a interagiert (Gorden et al., 2008), in die Stabilisierung des Komplexes
involviert sein. Die 64% der Cep290-Proteinmenge in Frm-negativen MEF-Zilien kdnnten
ausreichen, um die Organisation des Mks/B9-Moduls zu regulieren. Abschlieend muss in
diesem Zusammenhang auch Rpgripl erwéhnt werden, fiir das bereits gewebeabhéngig zu
Ftm redundante oder synergetische Funktionen postuliert wurden (Arts et al., 2007).
Rpgripl konnte neben Ftm die Komposition des Mks/B9-Moduls beeinflussen. Da Ftm in
C. elegans fir die Organisation aller TZ-Module essentiell ist (Williams ef al., 2011), kann
des Weiteren spekuliert werden, dass Proteine, die ausschlieBlich in Sdugetieren existieren
und somit evolutionir jiinger sind, gute Kandidaten darstellen, um sich die komplexere
Organisation der TZ in Sdugetieren mit Ftm zu teilen. Soweit bekannt, sind keine
homologen Proteine von Cep290, Rpgripl, Tent2, Tmem231 und Tmem17 in C. elegans
existent (unpublizierte Daten Renate Dildrop) (Chih et al., 2011; Hodges et al., 2010). Die
Generierung von Doppelmutanten oder eine RNAi-vermittelte Herunterregulierung
einzelner Kandidaten im Ffm-negativen Hintergrund sollte in naher Zukunft die obige
Fragestellung beantworten konnen. Resiimierend kann festgestellt werden, dass Ftm in
Saugetierzellen hochstwahrscheinlich nicht fiir die Organisation des Mks/B9-Moduls
zustdndig ist, was verdeutlicht, dass zwei unabhidngige Multiproteinkomplexe in der

Saugetier-TZ existieren.

4.4 Csppl, Sept2 und Nukleoporine sind Kandidaten fiir eine Ftm-
iibergeordnete Position in der TZ-Assemblierungshierarchie

Die Resultate dieser Arbeit demonstrieren, dass Ftm auch in Sdugetierzellen eine tragende
Rolle bei der Etablierung und Aufrechterhaltung der TZ-Integritdt spielt. Nichtsdestotrotz
stellt sich die Frage, ob Proteine existieren, die in der TZ-Assemblierungshierarchie eine
hohere Position als Ftm ausiiben. Einen nennenswerten Kandidaten stellt Csppl dar. Es
wurde bereits gezeigt, dass Csppl ein Interaktionspartner von Ftm ist und dessen
Lokalisierung an der zilidren Basis von hTERT-RPE1-Zellen vermittelt (Patzke et al.,
2010). Gleichzeitig wird Ftm nicht fiir die Lokalisierung von Csppl in der TZ bendtigt
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(Abbildung 3.5 A). Nennenswert ist, dass Csppl zwar in der TZ lokalisiert, aber, soweit
bekannt, bis auf Ftm keine weiteren potentiellen Interaktionspartner in anderen TZ-
Modulen aufweisen kann. Auch hat eine CSPPI-Depletion weitaus schwerwiegendere
Defekte zur Folge als der Verlust von Ftm, da betroffene Zellen zum Teil in der S-Phase
(also wéhrend der Zentriolenverdoppelung) arretieren und sich nicht mehr teilen kénnen
(Patzke et al., 2005). Csppl ist auch in TZ-unabhidngige Rekrutierungsmechanismen
involviert, indem es z.B. fiir die Rekrutierung von MyoGEF (engl., myosin II-interacting
guanine nucleotide exchange factor) zum Spindelpol verantwortlich ist (Asiedu et al.,
2009). Erginzend konnte in Csppl-Uberexpressionsversuchen illustriert werden, dass
Csppl fdhig ist, zytosolisches Ftm in Vesikel-dhnlichen Ansammlungen im Zytoplasma zu
rekrutieren (Lin, 2009). In diesem Zusammenhang wurde jedoch noch nicht untersucht, ob
iiberexprimiertes Csppl auch zusétzliches Ftm in der TZ rekrutieren kann. Im Widerspruch
steht dabei die Tatsache, dass Ftm zwar mittels seiner RID-Domine mit Csppl interagiert
(Vetter, 2006), dass jedoch die CC-Dominen fiir die TZ-Lokalisierung essentiell sind
(Abbildung 3.1 C). Nichtsdestotrotz wire es von Interesse, die Zusammensetzung der
Csppl-induzierten Ftm-Aggregationen auf potentielle Proteine zu untersuchen, die
gegebenenfalls in einer Kettenreaktion direkt von Ftm rekrutiert werden konnten. Ein
weiterer Aspekt, der Csppl zu einem potentiellen Ftm-Rekrutierungsprotein macht, ist,
dass Untersuchungen eine Assoziierung von Csppl mit dem Mikrotubuli-Zytoskelett
veranschaulichen (Patzke et al, 2006). Die hier gefundene Lokalisierung von Ftm
innerhalb eines wahrscheinlich mit der Membran-assoziierten p-f-Catenin-Rings in der TZ
von MEFs ldsst vermuten, dass Ftm weniger mit der Membran als mehr mit dem
Zytosol/Axonem von Zilien verbunden ist (Abbildung 3.11). Diese Vermutungen werden
auch durch Immunogold-Aufnahmen von Ftm in der TZ von Photorezeptorzellen
unterstiitzt. Dort liegt Ftm eindeutig mit dem Axonem der TZ der Photorezeptorzellen
assoziiert vor (Arts et al., 2007). Demnach konnte das Mikrotubuli-assoziierte Csppl Ftm
in die Néhe des TZ-Axonems rekrutieren. Sollte Csppl in der TZ-
Assemblierungshierarchie eine Position iiber Ftm einnehmen, wiirde sich zudem die Frage
aufdringen, ob der Verlust des Proteins die Organisation aller TZ-Modulkomplexe, also
auch des Mks/B9-Moduls, betrifft. Falls dies zutréfe, liee sich daraus ableiten, dass Csppl
nicht nur Ftm, sondern auch dessen Pendant, den Organisator des Mks/B9-Moduls,
verankert (Abbildung 4.1).

Ein weiteres Protein, welches eine Ftm-iibergeordnete Funktion ausiiben konnte, ist Sept2.

In Ftm-negativen MEFs scheint die Septin-Diffusionsbarriere noch intakt zu sein, da die
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Ringstruktur noch detektierbar ist. Auch kann keine Anderung in der Proteinmenge von
Sept2 in der Frm™™-TZ gemessen werden (Abbildung 3.5 B). Es wird vermutet, dass Sept2
fiir die Organisation des Mks/B9-Moduls zustindig ist, da Komponenten wie B9d1 oder
Tmem?231 Sept2 bendtigen, um in der TZ lokalisieren zu kdnnen (Chih ez al., 2011). Ob
Sept2 auch fiir die Organisation der Nphp-Module wichtig ist (Abbildung 4.1), bleibt eine
spannende Frage. Sollte die Lokalisierung von Ftm in der TZ nicht von Sept2 abhingig
sein, kann vermutet werden, dass mindestens zwei distinkte Diffusionsbarrieren in der
zilidren Basis existieren. Agiert Ftm dagegen unterhalb von Sept2, wiirde das erkléren,
warum der Verlust beider Proteine eine gestorte Lokalisierung Membran-assoziierter
Proteine zur Folge hat (Abbildung 3.7 A, B). Weiterhin sollen auch Nukleoporine in die
Etablierung einer selektiven Diffusionsbarriere involviert sein (Dishinger et al., 2010; Kee
et al., 2012), doch inwieweit diese mit Ftm in Verbindung gebracht werden konnen und ob
sie im Ftm-defizienten Status gestort sind, muss noch analysiert werden. Erwdhnenswert
ist, dass bei der TAP-Aufreinigung zur Identifizierung potentieller Ftm-Interaktionspartner

auch einige Importine detektiert werden konnten (sieche Tabelle 8.1 im Anhang).

4.5 Ftm kontrolliert die Proteinkomposition von Zilien in MEFs

Die Aufgabe der TZ ist es, als Torwachter den Import und Export von zilidren Proteinen zu
kontrollieren bzw. zu regulieren (Omran, 2010). Bedenkt man, dass Ftm fiir die
Organisation der meisten Module in der TZ zustindig ist, sollte gepriift werden, welche
Auswirkung die Storung der TZ-Integritdt zur Folge hat. Daher wurden die Proteinmengen
von Membran-, BBSom- und IFT-assoziierten Komponenten in der Frm-negativen Zilie
untersucht. In Abbildung 3.7 A, B ist eine eindeutige Reduktion Membran-assoziierter
Proteine im Axonem von Ftm-defizienten MEFs ersichtlich. Die Proteinmengen von
sowohl Sstr3 (56%) als auch von Arl13b (45%) sind signifikant reduziert. In verschiedenen
Analysen konnte dargelegt werden, dass diverse zilidire Mechanismen in den Transport
Membran-assoziierter Proteine involviert sind. Eine Stérung der Diffusionsbarriere an der
Zilienbasis, die dazu fiihrt, dass beispielsweise Rezeptoren nicht mehr in der zilidren
Membran aufkonzentriert werden konnen, ist eine mogliche Ursache (Chih et al., 2011).
Die detektierte, verminderte Proteinmenge von Nphpl, Nphp4, Cep290 und Invs konnte
eine potentielle Diffusionsbarriere an der Basis von Ftm™”-Zilien destabilisieren.

Unwahrscheinlicher hingegen ist, dass die von Septinen generierte Diffusionsbarriere in
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Ftm-defizientem Zustand defekt ist, da Sept2 eine unveridnderte Lokalisierung demonstriert
(Abbildung 3.4 und 3.5 B).

In einem anderen Szenario konnte auch der extrazilidire Transport von Membran-
assoziierten Proteinen in Ftm-defizienten Zilien unterbrochen sein, indem die mit
Frachtproteinen gefiillten Membranvesikel nicht mehr an der zilidren Basis andocken
konnen (Abbildung 4.2). Ein potentielles Indiz dafiir sind die reduzierten Proteinmengen
von Bbs5 und Rpgr in Frm™-Zilien (Abbildung 3.7 C, D). Das BBSom ist fiir die Fusion
von Membranvesikeln mit der perizilidren Membran essentiell (Nachury et al., 2007). Es
wandert zusammen mit den IFT-Partikeln und den Frachtproteinen in die Zilie und sorgt
dort fiir das korrekte Recycling des IFT-Komplexes in der Zilienspitze (Wei et al., 2012).
Analysen demonstrieren, dass wahrscheinlich alle Bbs-Proteine benétigt werden, um den
BBSom-Komplex zu stabilisieren. Zudem soll Bbs5 die Verbindung zwischen der zilidren
Membran und dem BBSom generieren (Nachury et al., 2007). In einigen Bbs-Mutanten
konnte eine reduzierte Menge an Membran-assoziierten Proteinen nachgewiesen werden
(Berbari et al., 2008; Jin et al., 2010). Durch die erniedrigte Bbs5-Proteinmenge in Ftm-
negativen Zilien (50%) konnte also entweder der BBSom-Komplex destabilisiert sein oder
die Zilienmembran-BBSom-Verbindung weist eine Beeintridchtigung auf. Fraglich bleibt
jedoch, warum Bbs5 nicht im Axonem von MEFs detektiert werden kann, wihrend es in
hTERT-RPE-Zellen dort deutlich auszumachen ist (Jin et al, 2010). Auch ist bereits
publiziert, dass Bbs5 lediglich an der zilidren Basis von MEFs lokalisiert (Garcia-Gonzalo
et al., 2011). Inwieweit der Zelltyp-spezifische Unterschied in der Lokalisierung von Bbs5
eine Modifikation im BBSom-Mechanismus aufzeigt, bleibt noch zu kldren. Zusétzlich
kann auch eine signifikant reduzierte Rpgr-Proteinmenge (65%) in Zilien von Ftm-
homozygot mutanten Zellen gemessen werden (Abbildung 3.7 D). Viele unterschiedliche
GTPasen wie Rab8, Arl13b oder Arl6 werden fiir den zilidiren Vesikeltransport bendtigt
(Hsiao et al., 2012). Der GTPasen-Regulator Rpgr konnte, neben Rabin8, die Aktivitét der
GTPasen beeinflussen und somit den Transport Membran-assoziierter Proteine

organisieren.
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Abbildung 4.2: Modell des Transports Membran-assoziierter Proteine in Frm-defizienten
MEFs.

Durch den Verlust von Ftm konnte das BBSom in seiner Funktion beeintriachtig sein. Somit kdnnen
mit zilidren Transmembranproteinen gefiillte Membranvesikel nicht mehr mit der perizilidren
Membran fusionieren. Gleichzeitig kann der GTPase-Regulator Rpgr nicht mehr die Aktivitit der
Rab8-GTPase regulieren. Der IFT bleibt unbetroffen.

AbschlieBend sollte noch erwéhnt werden, dass auch der IFT in den Membran-gebundenen
Transportmechanismus impliziert ist. Sowohl die Stérung des IFT-A- als auch IFT-B-
Komplexes werden mit einer defekten Transmembranrezeptor-Lokalisierung in
Verbindung gebracht (Chih et al., 2011; Liem et al., 2012). Die Analyse der Ift88-
Proteinmenge und Verteilung in Frm™-Zilien zeigte keinen Unterschied im Vergleich zu

wildtypischen Zilien auf (Abbildung 3.7 E und Abbildung 8.2 A im Anhang). Somit
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scheint der anterograde IFT hochstwahrscheinlich auch in Zilien ohne Ftm korrekt
abzulaufen. Nichtsdestotrotz koénnte der anterograde IFT jedoch partiell betroffen sein,
indem die Zusammensetzung des IFT-B-Komplexes oder die Transportgeschwindigkeit
und Beladung mit Frachtproteinen modifiziert ist. Aulerdem kdnnte auch der retrograde
IFT dereguliert sein. Ein Hinweis auf einen deregulierten IFT ist, dass bereits die Deletion
von Nphpl oder Nphp4 mit einem defekten IFT in Zusammenhang steht (Jauregui ef al.,
2008; Jiang et al., 2009). Zusammengenommen sollten weitere Analysen unternommen
werden, um die Ursache der gestdrten Lokalisierung Membran-assoziierter Proteine in
Ftm-negativen Zilien aufzudecken.

Im Kontext Membran-assoziierter Proteine ist zudem auffallig, dass Arl13b nicht nur in
Ftm-Abwesenheit (Abbildung 3.7 B), sondern auch bei Defizienz anderer TZ-Proteine eine
signifikante Reduktion an der TZ erfdhrt (Garcia-Gonzalo ef al., 2011). Da Arl13b schon
mit der Regulation der Zilienldnge sowie der Vermittlung von Shh-Signalen in Verbindung
gebracht wurde (Larkins et al., 2011), besteht der Verdacht, dass der Verlust von Arl13b

fiir bestimmte Defekte, die bei Ziliopathien zu beobachten sind, verantwortlich ist.

4.6 Ftm reguliert das ziliire Proteasom iiber die Interaktion mit
Psmd2

Um die primédren Auswirkungen einer Ftm-Deletion aufdecken zu konnen, bietet es sich
an, nach potentiellen Interaktionspartnern zu suchen, die der Ftm-Verlust direkt betreffen
konnte. Frithere Ergebnisse einer Hefe-Zwei-Hybrid-System-Analyse demonstrieren, dass
die RID-Doméne von Ftm mit Psmd2, einer Komponente der 19S-Proteasomuntereinheit,
interagiert (Vetter, 2006). In der hier durchgefiihrten TAP-Aufreinigung zur Identifikation
neuer Ftm-Komplexpartner konnte Psmd2 erneut detektiert werden (Abbildung 3.8 A).
Beachtlich ist, dass ca. 72% der hier gefundenen Proteine bereits in Zilienproteom-
Analysen  ausfindig = gemacht werden  konnten, darunter auch  Psmd2
(www.ciliaproteome.org).

Bereits friihe Untersuchungen der Frm-Mausmutante lieBen vermuten, dass das Proteasom
in seiner Funktion beeintrachtigt sein konnte. Die Stérung der Shh-Signalkaskade, die in
Ftm-defizienten Zellen ermittelt wurde, konnte auf ein modifiziertes G1i3-190 zu Gli3-83-
Isoformen-Verhiltnis zuriickgefiihrt werden (Gerhardt, 2010; Lier, 2008; Vierkotten et al.,
2007). Gli3-190 wird normalerweise durch das Proteasom zu einer kiirzeren
Repressorform prozessiert (Tempe et al., 2006; Wang et al., 2000; Wang und Li, 2006;
Zhang et al., 2006). In Ftm-Embryonen, -Herzen, -Gliedmafen und -MEFs kann eine
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erhohte Menge an Gli3-190 ausgemacht werden (Abbildung 3.9 A-D) (Gerhardt, 2010;
Lier, 2008; Vierkotten et al., 2007). Dabei ist die Erhohung der Gli3-190-Proteinmenge
nicht auf eine erhohte Transkription zuriickzufiihren (Abbildung 3.9 E), weshalb eine
beeintrachtigte Prozessierung des Gli3-Proteins vermutet werden kann. Zudem zeigen Ftm-
homozygot mutante Herzen und MEFs zusitzlich eine erniedrigte Menge an Gli3-83 auf,
was auf einen eindeutigen Prozessierungsdefekt hinweist (Abbildung 3.9 A, B) (Gerhardt,
2010). Um zu analysieren, ob Ftm iiber Psmd2 die Proteasomaktivitdt beeinflussen konnte,
wurde zunéchst die Interaktion beider Proteine verifiziert. Eine weitere TAP-Aufreinigung
demonstriert, dass die RID-Domine spezifisch an Psmd2 bindet, nicht jedoch an die
Negativkontrolle Gatadl (Abbildung 3.8 B). Auch die Koimmunoprizipitation
verdeutlicht, dass beide Proteine in der Lage sind, sich gegenseitig zu prazipitieren
(Abbildung 3.8 C). Die Analyse der Lokalisierung von Psmd2 und Ftm ergab, dass Psmd2
hauptsédchlich am Basalkorper von Zilien ausfindig gemacht werden kann, dass das Protein
aber auch zusdtzlich in der TZ, tberlappend mit dem Ftm-Signal detektiert wird
(Abbildung 3.8 D). Die Beobachtung, dass zwei Proteine nicht vollstindig kolokalisieren,
jedoch miteinander interagieren, wurde bereits fiir andere zilidre Protein-Interaktionen
beschrieben (Rachel et al., 2012).

Da die Lokalisierungsanalysen von Ftm und Psmd2 zeigen, dass beide Proteine an der
zilidren Basis zu interagieren scheinen (Abbildung 3.8 D), lag die Vermutung nahe, dass
dort lokalisierte ziliire Proteasomen in ihrer Aktivitdt beeintrdchtigt sein konnten.
Zusiétzlich ist bekannt, dass Gli3-190 durch das Proteasom wahrscheinlich an der Basis
von Zilien proteolytisch prozessiert wird (Abbildung 4.3 A) (Hui und Angers, 2011; Tuson
et al., 2011). Somit war es von Interesse zu analysieren, ob die zusétzliche Gli3-190-
Proteinmenge auch direkt an der Zilie ausgemacht werden kann. Abbildung 3.10 A, B
demonstriert, dass eine signifikant erhohte Gli3-Proteinmenge in der Spitze Fim-
defizienter Zilien detektiert wird. Die gemessene Proteinzunahme kann sowohl mit einem
Antikorper gegen beide Gli3-Isoformen (182%) als auch nur gegen Gli3-190 (166%)
illustriert werden, was verdeutlicht, dass es sich hauptsidchlich um die Volllingenform
handelt. Weiterhin ist eine Erhohung der Proteinmenge von Sufu, dem Komplexpartner
und Stabilisator von Gli3, in Ftm-negativen Zilien von MEFs (129%) und
GliedmaBenzellen (136%) gemessen worden (Abbildung 3.9 F,G und 3.10 D). Sufu sollte
normalerweise nach seiner Komplexbildung mit Gli3 auch vom Proteasom degradiert
werden (Yue et al., 2009). Um zu priifen, ob sich nicht nur Shh-Signalweg-abhéngige

Proteine in Frm” -Zilien anreichern, wurden die Proteinmengen verschiedener potentieller
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Proteasomsubstrate wie dem p-f-Catenin, oder ubiquitinierter Proteine direkt an der Basis
von Zilien gemessen (Abbildung 3.10 C, E). Der hier verwendete Antikorper detektiert
speziell die Phosphorylierungen des Serin 33, 37 oder Threonin 41 von B-Catenin, die fiir
die proteasomale Degradierung des Proteins sorgen (Verheyen und Gottardi, 2010; Yost et
al., 1996). Auch wurde ein Antikorper gegen Ubiquitin verwendet, der nicht nur freies
Ubiquitin, sondern auch polyubiquitinierte Proteine detektieren kann. Proteine mit
Polyubiquitinketten sind potentielle Substrate, die von Proteasomen erkannt und degradiert
werden. Die Analyse der Proteinmengen von p-B-Catenin und Ubiquitin in Fm™-Zilien
ergab, dass es jeweils zu einer signifikanten Anreicherung an der zilidren Basis kommt (p-
B-Catenin: 131%, Ubiquitin: 200%). Diese Beobachtung unterstiitzt die Annahme, dass die
Prozessierung bzw. Degradierung von Proteasomsubstraten in Frm-defizienten Zellen
tatsdchlich beeintrichtigt sein konnte (Abbildung 4.3 B).

Eine zusitzliche Beobachtung in diesem Zusammenhang ist, dass p-B-Catenin als eine
Ringstruktur in der TZ wahrgenommen werden kann (Abbildung 3.11). Schon friihere
Publikationen verweisen darauf, dass das p-B-Catenin im Gegensatz zur
unphosphorylierten Form mit den distalen Fibrillen der Mutterzentriole assoziiert zu sein
scheint (Huang et al., 2007). Somit ldsst sich die hier gesehene Ringstruktur darauf
zurlickfithren, dass p-f-Catenin, wahrscheinlich mit der perizilidiren Membran-assoziiert,
an den Spitzen der Transitionsfibrillen sitzt. Cepl164, Tmem231, Rp2 oder Septine sind
Beispiele fiir zilidre Proteine, die dort lokalisieren und auch als Ringstruktur detektiert
werden konnen (Blacque et al., 2005; Chih et al., 2011; Graser et al., 2007; Hu et al.,
2010). In Zukunft sollte gekldrt werden, ob distale Transitionsfibrillen neben dem
Basalkorper auch als potentieller Ort fiir die Degradierung von Proteinen wie p-p-Catenin
oder Gli3 ausgemacht werden konnen. Untersuchungen konnten demonstrieren, dass an
den Spitzen der Transitionsfibrillen IFT-Partikel angereichert werden, um dort den
Transport zilidrer Proteine zu regulieren (Deane et al., 2001). Es wire vorstellbar, dass
potentielle Proteasomsubstrate wie Gli3 iiber den IFT in die Zilie transportiert werden.
Aufgrund des fehlenden Shh-Liganden wird Gli3 phosphoryliert und iiber den retrograden
IFT zuriick zu den Transitionsfibrillen transportiert. Dort angekommen, konnte das
markierte Protein ubiquitiniert und direkt von Proteasomen degradiert werden (Abbildung
4.3 A). Beachtlich ist, dass Gli3-190 auch vermehrt an der Basis Ftm-negativer Zilien
detektiert werden kann (Abbildung 3.10 B). Weitere Analysen sollten unternommen

werden, um zu kliren, wo genau die basale Anreicherung von Gli3 detektiert werden kann.
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Dies konnte beispielsweise durch Immunogoldfarbungen mit anschlieBender TEM-

Analyse realisiert werden.

¥ Sufu Ubiquitinierte ’:é" Proteasom
i3- Protei
N:GHS 190 roteine (® Phosphorylierung
Gli3-83

A B

p--Catenin

Abbildung 4.3: Die Interaktion von Ftm mit Psmd2 reguliert die Aktivitit des Proteasoms.

(A) Ftm interagiert mit Psmd2, einer Komponente der regulatorischen 19S-Untereinheit des
Proteasoms, in der TZ von MEF-Zilien. Durch diese Interaktion wird die Aktivitit des Proteasoms
reguliert. Proteasomsubstrate wie p-B-Catenin, phosphoryliertes Gli3-190 oder ubiquitinierte
Proteine werden degradiert oder prozessiert. Folglich werden zilidre Signalwege kontrolliert
transduziert. (B) Die Abwesenheit des Ftm-Proteins hat eine Akkumulierung potentieller
Proteasomsubstrate am Basalkdrper, in der TZ und in der Zilienspitze von MEFs zur Folge. Die
reduzierte Aktivitdt der zilidren Proteasomen fiihrt zur Rekrutierung der zytoplasmatischen

Proteasommaschinerie. Zilidre Signalwege werden nicht mehr korrekt transduziert.

4.7 Ftm"-MEFs phinokopieren proteasominhibierte Zellen

Bei den Analysen zur TZ-Integritit Ftm-defizienter MEFs, wurden verschiedene
Anomalien in Bezug auf die Zilienanzahl und -morphologie nachgewiesen. Zunichst

kénnen nur 19% aller Ffm™”-MEFs Zilien ausbilden (Abbildung 3.6 C). In den Zellen mit
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Zilien kann eine erhohte Anzahl an Zentriolen verzeichnet werden (126%). Zusitzlich sind
Ftm-defiziente MEF-Zilien um 144% lénger als ihre wildtypischen Pendants (Abbildung
3.6 A, B). Proportional zur Verldngerung der Zilie kann auch eine erh6hte Proteinmenge
an acetyliertem o-Tubulin gemessen werden (155%). Ahnlich wie in MEFs sind die Zilien
Ftm-homozygot mutanter GliedmaBlenzellen vergleichbar verlangert (151%) (Abbildung
3.6 A, B). Frithere Untersuchungen zeigen, dass auch eine verringerte Zilienanzahl in der
GliedmaBle vorgefunden wird (Vierkotten et al., 2007). Das bemerkenswerte an diesen
Beobachtungen ist, dass sie alle mit einer verringerten Proteasomaktivitit in Verbindung
gebracht werden konnen. Die Behandlung von Zellen mit einem Proteasominhibitor fiihrt
wahrscheinlich aufgrund der abnormalen Mikrotubuli-Nukleation zu einer verminderten
Ausbildung von Zilien, da bekannt ist, dass o- und B-Tubulin ubiquitiniert und von
Proteasomen degradiert werden (Didier et al., 2008; Meierhofer et al., 2008; Poruchynsky
et al., 2008 ; Wen et al., 2010). Des Weiteren kann in proteasominhibierten Zellen auch
eine liberzdhlige Zentriolenanzahl detektiert werden, die entweder auf einer abnormalen
Zentriolenduplikation oder auf einer defekten Zentriolenseparierung basiert (Duensing et
al., 2007; Hansen et al., 2002). Das Resultat sind Zellen mit multipolaren Spindeln, die zu
Fehlverteilungen des genetischen Materials fithren und oft in malignen Tumoren
resultieren (Pihan et al, 1998). In Zukunft sollte analysiert werden, wodurch die
iberzéhligen Zentriolen in Ftm-defizienten MEFs ausgelost werden und ob sie auch zur
Assemblierung multipolarer Spindeln fithren. Interessant ist, dass solche Zellen
normalerweise in der Mitose arretieren und sich nicht mehr weiter teilen diirfen. Die
Tatsache, dass Ftm-defiziente MEFs trotzdem in Zellkultur gehalten werden konnen,
spricht dafiir, dass der Zellzyklus in diesen Zellen dereguliert ist. Diese Vermutung wird
durch Analysen gestiitzt, die zeigen, dass Ftm ein Tumorsuppressorgen darstellen konnte
(Lin et al., 2009). In diesem Kontext ist es auch nennenswert, dass speziell die
Uberexpression der p-p-Catenin-Form fiir multiple Zentrosomen sorgt und mit einer
abnormalen Mikrotubuli-Nukleation in Zusammenhang gebracht wird (Huang et al., 2007).
Um zu testen, ob eine Proteasominhibierung auch dazu fiihrt, dass sich p-pB-Catenin in der
TZ von Zilien ansammelt, wurden wildtypische MEFs mit MG132 behandelt, einem
potenten Proteasominhibitor (Lee und Goldberg, 1998). Uberraschenderweise konnte nicht
nur eine Anreicherung von p-B-Catenin an der Basis, sondern auch noch eine
Verldngerung von Zilien detektiert werden. Beides wurde auch in Ftm-defizienten MEFs
nachgewiesen (Abbildung 3.12). Die Verldngerung der Zilien kann ebenfalls mit dem

inhibierten proteasomalen Abbau von o- und B-Tubulin erklért werden.
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In der Literatur wird weiterhin berichtet, dass die Inhibierung von Proteasomen zu einer
Rekrutierung der zytosolischen proteasomalen Maschinerie zum Zentrosom fiihrt (Didier
et al., 2008; Wigley et al, 1999; Zhao et al., 2003). Da vermutet wird, dass Ftm-
homozygot mutante MEFs eine verminderte Proteasomaktivitit aufweisen, wurde die
Proteinmenge unterschiedlicher Proteasomuntereinheiten in beiden Genotypen bestimmt.
Wie in Abbildung 3.13 illustriert, konnte eine signifikante Akkumulierung von
Komponenten proteasomaler Untereinheiten an der Basis Ftm-defizienter Zilien gemessen
werden. Sowohl Proteine der 20S-Untereinheit als auch Bestandteile der regulatorischen
19S-Untereinheit zeigen eine vermehrte Assoziierung mit dem Basalkdrper von Frm™ -
Zellen auf. Auftillig ist, dass die 20S-Komponente Psma5 nicht nur an der zilidren Basis
detektiert werden kann, sondern auch in der TZ und im zilidren Axonem auszumachen ist
(Abbildung 3.13 C, D). Diese Beobachtung ldsst vermuten, dass das Proteasom selbst
direkt iiber Zilien reguliert werden konnte, indem die Zusammensetzung eines aktiven
Proteasoms aus einer 20S- und zwei 19S-Untereinheiten liber die Zilie reguliert wird.
Weiterfithrende Analysen konnten kldren, welche Komponenten des Proteasoms noch im
Axonem aufzufinden sind und ob ihr Import iiber TZ-Proteine reguliert wird, denn erste
Untersuchungen lassen auch eine tendentiell erhhte Axonem-Lokalisierung von Psma5 in

der Ftm-negativen Zilie vermuten (siche Abbildung 8.2 B im Anhang).

4.8 Ftm im Kontext des PCP-Signalwegs

Die Analysen dieser Arbeit verdeutlichen, dass Ftm die Aktivitdit des Proteasoms
beeinflussen konnte. Aktuelle Studien zeigen, dass Ftm direkt mit Invs interagiert und
diese Interaktion den PCP-Signalweg beeinflusst (Mahuzier et al., 2012). Wiahrend der
Aktivierung des PCP-Signalwegs binden sowohl Invs als auch Nphp4 an Dishevelled (Dvl)
und sorgen fiir dessen proteasomale Degradierung (Burcklé et al., 2011; Mahuzier et al.,
2012; Simons et al., 2005). In MDCK-Zellen, in denen Ftm herunterreguliert wurde,
konnte eine Reduktion der Dvl-Proteinmenge am Basalkorper aufgezeigt werden
(Mahuzier et al., 2012). Daher wurde postuliert, dass Ftm eine Funktion in der Inhibierung
der proteasomalen Degradierung von Dvl innehaben konnte, da die DvI-Proteinmenge am
Basalkorper und im Zytoplasma bei Ftm-Verlust abnimmt (Mahuzier et al., 2012). Diese
Vermutung steht somit im Kontrast zu den hier gewonnen Ergebnissen, die zeigen, dass
Ftm fiir die proteasomale Degradierung von zilidren Proteinen bendtigt wird. Um diesen

Widerspruch zu kldren, miissten Analysen der Dvl-Proteinmenge in Ftm-defizienten MEFs
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erfolgen. Die Ergebnisse in Abbildung 3.2 zeigen jedoch, dass Ftm fiir die Verankerung
sowohl von Invs als auch von Nphp4 in der TZ in MEFs sorgt. Somit kann vermutet
werden, dass eine verminderte DvI-Proteinmenge, wie sie von Mahuzier et al. beschrieben
wird (Mahuzier et al., 2012), auf fehlendes Invs und Nphp4 zuriickzufiihren ist und nicht
auf einen verstirkten proteasomalen Abbau von Dvl in Ftm-Abwesenheit. Da 46% der
Invs- und 80% der Nphp4-Proteinmenge in Ftm-homozygot mutanten MEFs fehlen, wiirde
man hier auch zwangsldufig erwarten, dass die Dvl-Proteinmenge an der Zilienbasis
erniedrigt ist. Ohne die nétigen Proteine, wie Invs und Nphp4, die Dvl an der zilidren Basis
verankern, kann sich kein Dvl anreichern. Somit kann spekuliert werden, dass die
Destabilisierung von Dvl in Ftm-Abwesenheit eher eine Delokalisierung durch den Verlust
der Invs und Nphp4-Proteinmenge darstellt. Allerdings wurde belegt, dass Ftm auch die
totale (zytoplasmatische) Dvl-Proteinmenge stabilisiert (Mahuzier et al., 2012). Daher
miisste untersucht werden, wie sich die totale Dvl-Proteinmenge in Ftm-negativen MEFs
verhélt. AbschlieBend sollte noch angemerkt werden, dass noch immer kontrovers
diskutiert wird, inwieweit Zilien und damit assoziierte Proteine iiberhaupt eine Rolle im
PCP- oder Wnt-Signalweg spielen (Wallingford und Mitchell, 2011). Die Untersuchungen
sind oftmals zweideutig und ihre Interpretation wird durch eine Vielzahl von Feedback-
Mechanismen, die den Signalweg beeinflussen, noch komplizierter. Daher miissen in
Zukunft noch viele Untersuchungen erfolgen, um die tatséchlichen Auswirkungen von TZ-

Proteinen auf PCP-Komponenten wie Dvl zu bestimmen.

4.9 Wie konnte Ftm die proteasomale Aktivitit an der Basis der Zilie
regulieren?

Eine offene Frage ist, wie ein Ftm-Verlust das Proteasom in seiner Aktivitit beeinflussen
konnte. Um diese Frage zu kldren, miisste zundchst analysiert werden, ob die beobachteten
Defekte einen primiren oder sekundéren Ursprung haben. Beispielsweise wurde bereits flir
Bbs4, eine Komponente des BBSoms, publiziert, dass es die Proteasom-Aktivitdt positiv
beeinflussen kann (Gerdes et al., 2007). Geht man davon aus, dass durch die verminderte
Proteinmenge von Bbs5 in Ftm-defizienten Zilien auch das BBSom in seiner Funktion
beeintrichtigt ist, konnte dies auch indirekt fiir einen defekten proteasomalen Abbau in der
TZ sorgen. Zudem wurde fiir Nphp4 eine Interaktion mit der Ubiquitin-Ligase Jade-1
aufgezeigt. Nphp4 stabilisiert Jade-1, welches wiederum fiir die Ubiquitinierung von
p-B-Catenin zustindig sein soll (Borgal et al., 2012). Da Nphp4 in Frm"-MEFs reduziert

vorliegt, konnte diese Ubiquitinierung gestort sein. Die Tatsache, dass fiir einige TZ-
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Proteine eine Involvierung in den UPS angenommen wird, macht deutlich, dass der
Signalweg unmittelbar mit der Struktur der Zilie gekoppelt sein konnte.

Durch die Interaktion von Ftm mit Psmd2, einer Komponente der regulatorischen 19S-
Proteasomuntereinheit, ist es jedoch wahrscheinlicher, dass Ftm direkt in die Regulation
der Proteasomaktivitit involviert ist. Analysen konnten demonstrieren, dass Ftm selbst
nicht liber das Proteasom degradiert wird (unpublizierte Daten, Ricarda Ising). Folglich
muss die Interaktion beider Proteine eher auf einer regulierenden Grundlage basieren.
Proteine werden durch die 20S-Untereinheit des Proteasoms abgebaut, doch isolierte 20S-
Untereinheiten, ohne eine regulatorische 19S-Untereinheit, sind nicht in der Lage
eigenstindig Substrate zu degradieren (Kisselev und Goldberg, 2005). Fiir Psmdll,
ebenfalls ein Protein der regulatorischen 19S-Untereinheit, wurde bereits eine Funktion in
der Assemblierung und Aktivierung von Proteasomen in humanen embryonalen
Stammzellen beschrieben (Vilchez et al., 2012). Psmd2 soll ebenfalls in die Regulation der
Proteasomaktivitit involviert sein, indem es iiber die Degradierung potentieller Substrate
entscheidet (Elsasser et al., 2002). Publikationen lassen erkennen, dass ubiquitinierte
Proteine iiber die Ubiquitin-Rezeptoren Rad23, Dsk2 und Ddil rekrutiert, durch Psmd2
gebunden und dann vom Proteasom degradiert werden (Elsasser et al., 2002; Gomez et al.,
2011; Leggett et al., 2002). Es ist vorstellbar, dass die Interaktion von Ftm und Psmd2 die
Bindung dieser Faktoren beeinflusst. Ftm konnte somit {iber Psmd2 die Degradierung
zilifrer Proteine regulieren. Ferner konnte auch ein TZ-Modul wie Nphpl-4-8 an das
Proteasom binden und so die Aktivitit von Proteasomen feinregulieren. Erwéhnenswert ist,
dass Psmd2 auch mit anderen Zentrosom-assoziierten Proteinen interagiert, z.B. Nek6
(O'Regan und Fry, 2009) oder UNC119 (Stelzl ef al., 2005; Wright et al., 2011).
Zusammenfassend deuten die FErgebnisse eine starke Parallelitit zwischen
proteasominhibierten Zellen und einer Ftm-Defizienz an. Durch die Anreicherung
potentieller Proteasomsubstrate und -komponenten scheint der UPS in Frm-defizienten
Zellen eindeutig gestort zu sein. Ftm reguliert also nicht nur die TZ-Integritit von Zilien,
sondern kontrolliert durch seine Interaktion mit Psmd2 auch die proteasomale Aktivitit an

der Basis von Zilien (Abbildung 4.1 und 4.3).

4.10 Die FTM-Mutation als Ursache fiir Ziliopathien und Tumore

Die in dieser Arbeit gewonnen Erkenntnisse tragen dazu bei, die molekularen

Mechanismen in Zilien und somit die Ursachen damit verbundener Ziliopathien zu
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verstehen. Da Ftm sowohl in C. elegans als auch in der Maus fiir die Lokalisierung vieler
TZ-Proteine essentiell ist, wird die Mutation des humanen FTM-Gens durch zahlreiche
Symptome charakterisiert und betroffene Patienten leiden zum Teil an den
schwerwiegendsten Syndromen. Die Identifikation der zilidren Hierarchiestruktur aller TZ-
Module und ihrer Komponenten hilft bei der Entwicklung gezielter Therapien, die den hier
beobachteten Ziliendefekten entgegenwirken konnten. Diese Arbeit verdeutlicht, dass es
nicht ausreicht, die Erforschung der TZ-Struktur auf Invertebraten wie C. elegans zu
beschrianken, da gravierende Unterschiede in der Organisation der TZ aufgezeigt werden
konnen. Wihrend die Zilien in C. elegans alle in Neuronen des sensorischen Systems zu
finden sind und wahrscheinlich dem gleichen Zilien-assoziierten Programm folgen, haben
sich Zilien in Sdugetieren mit verschiedenen Modifikationen entwickelt, die sich in der
mannigfaltigen Proteinzusammensetzung des Axonems, der TZ und des Basalkorpers
widerspiegeln (Czarnecki und Shah, 2012). Weiterhin ist bekannt, dass C. elegans auch
ohne Zilien lebensfdhig ist, Sdugetiere jedoch bei Abwesenheit jeglicher Zilien noch in der
Embryonalentwicklung sterben (Lin ef al, 2003). Des Weiteren sind zahlreiche TZ-
Modulprotein wie Cep290, Tmem231 und Tmeml7 in C. elegans ginzlich abwesend,
wihrend die Mutation dieser Gene im Menschen dramatische Ziliopathien auslosen konnen
(Chih et al., 2011). Diese Abweichungen zwischen den Spezies sprechen fiir fundamental-
verschiedene Rollen, die Zilien in Invertebraten und Vertebraten spielen.

Des Weiteren werden Storungen in Zilien-assoziierten Signalwegen als Ursache vieler
Tumorbildungen gesehen. Beispielsweise wird eine abnormale Aktivierung des Shh-
Signalwegs in zahlreichen Krebsarten von Basalzellkarzinomen bis hin zu Brust- oder
Prostata-Krebs beschrieben (Teglund und Toftgard, 2010). Dadurch, dass Zilien fiir die
Regulation der Shh-Kaskade essentiell sind, wird der zilidren Dysfunktion eine bedeutende
Rolle in der Karzinogenese zugesprochen. In der Tat konnte bislang in vielen Tumorzellen
von Patienten eine Reduktion der Zilienfrequenz nachgewiesen werden (Hassounah et al.,
2012 ). Gepaart mit dem Verdacht, dass Ftm ein Tumorsuppressorgen darstellt (Lin ef al.,
2009), kann die Erforschung der zilidren Ftm-Funktion wichtige Informationen zur

Bekidmpfung von Krebs liefern.
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Die in dieser Arbeit durchgefiihrten Analysen zeigen, dass Ftm eine duale Funktion ausiibt,
indem es die TZ-Integritdt und proteasomale Aktivitdt an der Basis von Zilien reguliert.
Einige Untersuchungen werfen jedoch neue Fragen auf, die in Zukunft durch adiquate

Versuche beantwortet werden sollten.

5.1 Ist die vierte CC-Domine fiir die TZ-Lokalisierung von Ftm
verantwortlich?

Die durchgefiihrten Analysen demonstrieren, dass die CC-Dominen von Ftm fiir die
Verankerung am Zentrosom essentiell sind (Abbildung 3.1 C). Doch es konnte nicht
geklart werden, ob das iiberexprimierte Proteinfragment auch in der TZ zu finden ist.
Anhand einer Immunofluoreszenzfirbung gegen den Basalkorper, das Axonem und die
tiberexprimierten CC-Dominen konnte die Lokalisierung eindeutig beschrieben werden.
Weiterhin lassen zwei Untersuchungen vermuten, dass wahrscheinlich die vierte CC-
Domaine fiir die Lokalisierung von Ftm in der TZ zusténdig ist (Lin, 2009; Patzke et al.,
2010). Um diese Vermutung zu bestitigen, sollte ein Mutageneseversuch, in dem eine
Mutation in die NLS von Ftm eingefiigt wird, eine Aussage dariiber erlauben, ob es sich
tatsdchlich um eine CLS handelt. Zudem wire es wichtig zu analysieren, welche Ftm-
Dominen fiir die Rekrutierung von welchen Modulen zustindig sind. Nach der
Transfektion verschiedener Ftm-Konstrukte (CC-Doménen alleine oder Fusionskonstrukte
aus den CC-Dominen mit jeweils der C2- oder der RID-Doméne) in einen Ftm-negativen
Hintergrund liefe sich mit Hilfe einer Immunofluoreszenzfirbung testen, welche
Modulproteine sich dann in der TZ vermehrt anlagern konnen. In diesem Kontext konnte
eine erneute TAP-Interaktionspartnersuche helfen, die Proteine zu identifizieren, die direkt
an Ftm binden. Denn es ist unbekannt, ob die Modulproteine Ftm als physiologisches
Ankerprotein benétigen oder ob die Verankerung indirekt iiber andere Proteine oder
Mechanismen ablauft. Fiir Nphpl und Nphp4 wurde beschrieben, dass diese Proteine in
Vesikeln gebunden verbleiben, wenn sie nicht mehr in der TZ lokalisieren (Liebau et al.,
2011; Patil et al., 2012). Es wire denkbar, dass Ftm in dhnliche Mechanismen involviert
ist. Eine Fraktionierungsanalyse sollte aufdecken konnen, ob diese Proteine in Ftm-

Abwesenheit eher Membran- oder Zytoplasma-gebunden vorliegen.
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5.2 Ubt Rpgrip1 eine zu Ftm redundante Funktion aus?

In Ftm-defizienten MEFs ist die Proteinmenge von Rpgripl erhoht (Abbildung 3.5 C). Fiir
Rpgripl werden zu Ftm redundante Funktionen vermutet (Arts et al., 2007). Ob Rpgrip1
tatsdchlich einen Ftm-Verlust kompensieren kann, sollte in F tm” Rpgripl " Zellen
untersucht werden. Per Immunofluoreszenzfirbungen konnten die Proteinmengen aller
Modulproteine analysiert werden. Es wire interessant zu erfahren, ob das Mks/B9-Modul
dann immer noch in der TZ lokalisieren kann oder ob sich die Nphpl- bzw. Nphp4-
Proteinmenge im Vergleich zur Ftm-negativen Situation verringert. Auch die Analyse des
Phénotyps der Frm”;Rpgripl”-Embryonen kénnte eréffnen, ob der beobachte Ftm-
Phénotyp noch defektiver wird.

5.3 Welche Position bekleidet Cep290 in der TZ-
Assemblierungshierarchie?

Ein Ftm-Verlust fiihrt zu einer verminderten Lokalisierung von Cep290 und Invs in der TZ
von MEFs (Abbildung 3.2 C, D). Zunichst sollte per Immunofluoreszenzfirbung
analysiert werden, ob die anderen Modulpartner wie Nphp5, Nphp3 oder Nphp9 auch von
der Ftm-Defizienz betroffen sind. Weiterhin wiare Cep290 auch ein guter Kandidat, der im
Ftm-negativen Hintergrund untersucht werden sollte. Denn die Tatsache, dass eine
Mutation von CEP290 in einer ebenso groflen Anzahl von verschiedenen Ziliopathiearten
resultiert wie eine FTM-Mutation, ldsst die Vermutung zu, dass beide Proteine eine
vergleichbar bedeutende Rolle in der TZ von Zilien spielen. In diesem Zusammenhang
ergeben sich somit folgende Fragen: Stehen Cep290 und Ftm auf einer Stufe in der TZ-
Assemblierungshierarchie? Beeinflusst Cep290 die Lokalisierung der Komponenten des
Nphp1-4-8-Moduls, des Inversin-Kompartiments oder des Mks/B9-Moduls? Um diese
Fragen zu  beantworten, sollten Immunofluoreszenzfirbungen  verschiedener
Modulproteine in Cep290'/ “und Cep290’/ -Ftm” -defizienten Zellen bzw. in Zellen, die mit
siRNA gegen Cep290 behandelt wurden, durchgefiihrt werden. Eine alternative Methode
wire auch die so genannte ,,Deoxyribozym-Technik“. Mit Hilfe dieser kann in
Primérzellen eine effizientere Gensuppression als durch den Einsatz von siRNAs erzielt
werden (Grimpe, 2012).

Zudem wire eine Ftm-Immunogoldfarbung attraktiv. Diese konnte demonstrieren, ob Ftm
ein Protein der Y-Verbindungen darstellt und wenn ja, ob es die Verknilipfung zwischen

dem Axonem und den Y-Verbindungen generiert. Auch eine Immunogold-Doppelfarbung
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von Ftm und Cep290, die durch verschieden grofle Goldpartikel realisiert wird (Kee et al.,

2012), konnte neue Erkenntnisse erbringen.

5.4 Organisiert Ftm das Mks/B9-Modul?

Die Reduktion der Proteinmenge von B9dl in Ftm-negativen Zilien ist zwar nicht
signifikant, dennoch ist das Protein in seiner TZ-Lokalisierung stark beeintrichtigt
(Abbildung 3.4 C). Zudem soll Ftm auch fiir die Lokalisierung von Tmem237 essentiell
sein (Huang et al., 2011). Die Analyse der Proteinmengen weiterer Mks/B9-Proteine im
Ftm-defizienten Status sollte Klarheit dariiber bringen, ob Ftm fiir die TZ-Lokalisierung
von Teilkomponenten dieses Moduls verantwortlich ist. Zusétzlich ist es wissenswert,
welches Protein das Pendant zu Ftm im Mks/B9-Modul darstellt. Tctnl, Tmem231 oder
B9d1 sind gute Kandidaten, da sie die Lokalisierung anderer Mks/B9-Modulproteine
beeinflussen. Die Analyse einer RNAi-vermittelten Herunterregulierung dieser
Komponenten in Ftm-negativen Zellen sollte hier weitere Informationen iiber die

Organisation der TZ-Hierarchie liefern.

5.5 Stehen Csppl, Sept2 oder Nukleoporine iiber Ftm in der TZ-
Assemblierungshierarchie?

Publizierte Analysen lassen vermuten, dass Sept2 die Lokalisierung der Mks/B9-Proteine
regulieren konnte (Chih ef al., 2011). Auch konnte demonstriert werden, dass Csppl fiir
die Lokalisierung von Ftm in hTERT-RPE1-Zellen in der TZ essentiell ist (Patzke et al.,
2010). Weder Sept2 noch Csppl weisen eine erniedrigte Proteinmenge in der TZ von
Ftm™”-MEFs auf (Abbildung 3.5 A, B). Eine spannende Analyse wird die Untersuchung
der Ftm-Proteinmenge und weiterer Modulproteine in Sept2- oder Csppl-
herunterregulierten Zellen sein. Alternativ konnte getestet werden, ob die Uberexpression
beider Proteine einen Einfluss auf Ftm ausiibt. Erste Untersuchungen illustrieren, dass
tiberexprimiertes Csppl durchaus die Fahigkeit besitzt, Ftm im Zytoplasma zu aggregieren
(Lin, 2009). Doch bislang wurde noch nicht erforscht, ob per Immunofluoreszenzfarbung
dann auch zuséitzliches Ftm in der TZ detektiert werden kann und welche Auswirkungen
dieses Szenario auf andere Modulproteine ausiibt. Auch eine spektrometrische Analyse
dieser beobachteten Aggregationen konnte verraten, ob das im Zytoplasma oder in der TZ

angehidufte Ftm weitere TZ-Proteine direkt rekrutieren kann. Es wire vorstellbar, dass die
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Transfektion von Csppl ektopische TZ-dhnliche Aggregationen im Zytoplasma entstehen
lasst. Ergdnzend sollte auch die Funktion von Ftm in der Nukleoporin-assoziierten
Diffusionsbarriere untersucht werden. Die Analyse der Lokalisierung von Nukleoporinen
in der Ftm-negativen TZ wird erste Hinweise geben, ob eine Ftm-Defizienz die Funktion
der Nukleoporin-assoziierten Diffusionsbarriere beeinflussen konnte. Weiterhin wiirden
Lebendzell-Mikroskopie-Analysen (engl. live cell imaging) in Ftm-negativer Situation

zeigen, ob diese Diffusionsbarriere Stérungen aufweist.

5.6 Welche weiteren Folgen hat die verminderte TZ-Integritat in Ftm-
negativen Zilien und wie konnten diese behoben werden?

Einige Folgen der verminderten TZ-Integritdt in Ftm-homozygot mutanten Zilien konnten
hier bereits dargestellt werden. Beispielsweise kann eine geschwichte Lokalisierung
Membran-gebundener Proteine wie Sstr3, Arl13b oder Rpgr gemessen werden (Abbildung
3.7 A, B, D). Sstr3 gehort zur Gruppe G-Protein-gekoppelter-Rezeptoren. Ergdnzende
Immunofluoreszenzfiarbungen sollten aufzeigen, ob die Lokalisierung weiterer G-Protein-
gekoppelter-Rezeptoren wie Smo in Ftm-defizienten MEF-Zilien beeintrachtigt ist. Somit
wirde man erfahren, ob der Shh-Signalweg in Frm-negativen Zellen zusétzlich
stromaufwirts von Gli3 defektiv sein konnte.

Zudem ist auffallend, dass der Verlust der GTPase Arl13b allein diverse Auswirkungen auf
die Morphologie und Funktion von Zilien hat und dass eine verminderte Arll3b-
Proteinmenge in vielen Mausmutanten mit defekten oder defizienten TZ-Proteinen
beschrieben wird (Dowdle et al., 2011; Garcia-Gonzalo et al., 2011). Die Uberexpression
von Arll3b in Frm-negativen MEFs, bei der das Protein seine zilidre Prisenz
wiedergewinnt, wire ein addquater Versuch, um diejenigen Defekte zu ermitteln, die
partiell oder gédnzlich auf den Verlust von Arl13b zuriickzufiihren sind. Gelidngen diese
Rettungsversuche auch bei Zellen, denen andere TZ-Proteine fehlen, so wére zu iiberlegen,
ob Arl13b nicht einen therapeutischen Ansatzpunkt zur Heilung oder Milderung von
Ziliopathien darstellen konnte.

Fortfiihrend wére es sinnvoll auch die Funktion des BBSoms und des IFTs in Abwesenheit
von Ftm zu analysieren. Die Detektion weiterer BBSom- und IFT-assoziierter
Komponenten per Immunofluoreszenzfiarbung sollte aufzeigen, ob sich die Verteilung und
Proteinmenge wildtypisch darstellen. Mit Hilfe der Lebendzell-Mikroskopie konnte auch

die Geschwindigkeit des Transports gemessen werden.
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5.7 Wie kann bewiesen werden, dass Ftm die proteasomale Aktivitiit
an der Basis der Zilie reguliert?

Die hier durchgefiihrten Analysen demonstrieren, dass Ftm mit Psmd2, einer Komponente
der regulatorischen 19S-Untereinheit des Proteasoms, interagiert (Abbildung 3.8). Um die
Interaktion beider Proteine noch weiter zu verifizieren, sollte eine Koimmunoprizipitation
mit den endogenen Proteinen erfolgen, die aufzeigen kann, dass die Proteine auch in ihrer
nativen, funktionellen Konformation miteinander in Kontakt treten. Additional kénnte man
die Interaktion beider Partner mit Hilfe einer FRET-Analyse oder der in sifu PLA-Technik
auch direkt in der TZ darstellen. Die Studie der Proteinmengen verschiedener potentieller
Proteasomsubstrate illustriert, dass diese bei Ftm-Verlust an der Basis von Zilien angehauft
werden (Abbildung 3.10). Untersuchungen sollten jedoch ausschlieen, dass nicht
stromaufwérts liegende Ereignisse fiir die Stabilisierung der Gli3-190-, Sufu- oder
p-B-Catenin-Proteine verantwortlich sind. Beispielsweise wire es moglich, dass die
Hyperaktivitdt verschiedener Kinasen wie Gsk3B3 oder Pka eine vermehrte
Phosphorylierung und anschlieBende Ubiquitinierung bewirken. Auch sollte mit einem
Antikorper gegen Monoubiquitin getestet werden, ob sich Ubiquitin selbst nicht aufgrund
einer defekten Ubiquitinierung im Ftm-negativen Zustand anreichert. Denkbar wére auch
die Messung der zilidiren Proteinmengen anderer Proteasomsubstrate wie Dvl, y-Tubulin
oder Perizentrin. Bei Dvl ist jedoch zu beachten, dass die Regulation seiner Proteinmenge
auch durch andere Faktoren, wie die Anwesenheit von TZ-Ankerproteinen, beeinflusst
wird.

Als Néchstes konnte quantifiziert werden, dass es zu einer Anreicherung der
Proteasommaschinerie an der Basis Frm-defizienter Zilien kommt (Abbildung 3.12).
Fraglich ist, ob diese Proteasomen trotz ihres zytoplasmatischen und somit faktisch Ftm-
unabhingigen Ursprungs, Proteine normal degradieren konnen. Ein Experiment, dass
Klarheit bringen konnte, wire die Aufreinigung dieser Basalkdrper-assoziierten
Proteasomen wie von Fabunmi et al. durchgefiihrt (Fabunmi et al, 2000). In diesem
Zusammenhang sollte getestet werden, ob die Zugabe von aufgereinigtem Ftm-Protein zu
aufgereinigten Proteasomen eine verstirkte Degradierung synthetischer Substrate bewirkt
(Fabunmi et al., 2000).

Erginzende Immunofluoreszenzfarbungen gegen weitere Komponenten der 19S- und 20S-
Proteasomuntereinheiten sollten zusdtzlich sicherstellen, dass eine funktionelle 20S-
Untereinheit im Axonem von Zilien nachgewiesen werden kann. In diesem Kontext wére

es auch von Interesse, ob in einem in vivo-System die ziliire Verteilung von Psma5
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detektierbar ist. Die Analyse der Proteinmengen von Proteasomkomponenten, aber auch
potentieller Substrate in wildtypischen bzw. Ftm-homozygot mutanten GliedmaRenzilien
wire erstrebenswert.

Um zu zeigen, dass Ftm die Aktivitdt des Proteasoms iiber Psmd2 reguliert, konnte man
die Expression von Psmd2 herunterregulieren. Die sich anschlieBenden Quantifizierungen
der Zilienldnge, verschiedener Proteasomsubstrate und Proteasomkomponenten, sowie des
Gli3-Verhiltnisses, wiirden eine Aussage dariiber zulassen, ob die Beeintrachtigung von
Psmd2 die in Ftm-defizienten MEFs beobachteten Proteasom-assoziierten Anomalien
verursachen kann.

Jedoch ist der Versuch, Psmd2 mittels siRNA herunter zu regulieren, bislang nicht
erfolgreich gewesen (unpublizierte Daten, Christoph Gerhardt). Es existiert eine
modifizierte HEK293T-Zelllinie, in der eine verminderte proteasomale Degradierung
direkt durch ein Fluoreszenzsignal detektiert werden kann (Gerdes et al., 2007). Die
siRNA-vermittelte Herunterregulierung von Ftm oder der Einsatz der Deoxyribozym-
Technik in diesen Zellen konnte einen direkten Hinweis erbringen, ob der Ftm-Verlust die
Proteasomaktivitit beeintrachtigt.

Im Hinblick auf die Bekdmpfung der Ursachen von Ziliopathien ist es auch wissenswert,
ob eine partielle Milderung der phénotypischen Auswirkungen eines Ftm-Verlustes durch
Einsatz von Proteasomaktivatoren erzielt werden konnte. Die Behandlung von Zellen mit
Sulforaphan, einem potenten Proteasomagonisten, konnte aufzeigen, ob beispielsweise die
Anreicherung von potentiellen Proteasomsubstraten auf ein wildtypisches Niveau reduziert

wird. Erfolgreiche Ergebnisse wiirden den Weg fiir neue Therapieansétze ebnen.
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6 ZUSAMMENFASSUNG

Die Transitionszone (TZ) ist ein Kompartiment an der Basis von Zilien, das den Import
und Export zilidrer Proteine und damit verbundener Signalwege reguliert. Vier
Multiproteinkomplexe organisieren die TZ-Integritit: das Nphp1-4-8-Modul, das Nphp5-6-
Modul, das Inversin-Kompartiment und das Mks/B9-Modul. Die Dysfunktion oder der
Verlust dieser Modulproteine fiihrt zu einer Vielzahl von menschlichen Ziliopathien, deren
molekulare Ursachen noch ungeklart sind. Publizierte Studien in C. elegans demonstrieren,
dass Ftm dort den Hauptorganisator aller TZ-Module darstellt. Im Kontrast dazu ist Ftm in
den hier untersuchten priméren Mausfibroblasten (MEFs) zwar fiir die Organisation der
Nphp-Module und des Inversin-Kompartiments essentiell, wird jedoch nicht fiir die TZ-
Lokalisierung des Mks/B9-Moduls benétigt. Folglich unterliegt die Organisation der
Séugetier-TZ einer hoheren Komplexitit. Nichtsdestotrotz enthalten Ftm-negative Zilien
eine verdnderte zilidre Proteinkomposition: Wéhrend einige Membran-assoziierte Proteine
reduziert in der Zilie lokalisieren, liegt das Ftm-verwandte, sdugetierspezifische Rpgripl
an der zilidren Basis angereichert vor. Die erhdhte Rpgripl-Menge konnte auf eine partiell
Ftm-redundante Funktion hinweisen.

Frithere Analysen demonstrieren weiterhin, dass bei Ftm-Defizienz eine Vielzahl von
Signalwegen gestort zu sein scheint u.a. die Shh-Signalkaskade. Es wird vermutet, dass
Ftm-negative Embryonen eine verminderte Proteasomaktivitit aufweisen, da sich Gli3-
190, welches normalerweise durch Proteasomen prozessiert wird, bei Ftm-Verlust
anreichert. In dieser Arbeit wurde ebenfalls in Frm”-MEFs eine erhohte Menge des
Proteins nachgewiesen. Es stellte sich heraus, dass das zusitzliche Gli3 hauptsichlich in
den Zilien Ftm-defizienter MEFs akkumuliert. Zudem wurde eine Interaktion von Ftm mit
Psmd2, einer Komponente der regulatorischen 19S-Untereinheit des Proteasoms, in der TZ
von Zilien identifiziert. Die proteasomale Dysfunktion wurde offenkundig, als sich
darstellte, dass sich die Proteinmengen verschiedener potentieller Proteasomsubstrate wie
Sufu, p-B-Catenin und ubiquitinierter Proteine in der Abwesenheit von Ftm anreichern.
Zuséatzlich wurde eine verstarkte Rekrutierung von Proteasomkomponenten an der Basis
von Frm™™-Zilien ausgemacht, ein Ereignis, das in proteasominhibierten Zellen beobachtet
wird. Auch verursacht die Ftm-Defizienz eine Verldngerung von Zilien und eine
gesteigerte Zentriolenanzahl, ebenfalls Defekte, die auf eine Proteasomdysfunktion
zuriickgefiihrt werden konnen. Infolgedessen iibt Ftm eine duale Funktion an der Zilie aus,

indem es die TZ-Integritdt und proteasomale Aktivitét reguliert.

137



Zusammenfassung/Abstract

ABSTRACT

The transition zone (TZ), a compartment at the base of cilia, is suggested to regulate the
import and export of ciliary proteins thereby controlling cell signaling. Four multiprotein
complexes organize TZ integrity: the Nphpl-4-8 module, the Nphp5-6 module, the
Inversin compartment and the Mks/B9 module. Several human ciliopathies are caused by
dysfunction or loss of module proteins and little is known about their functional
mechanisms. Published studies in C. elegans demonstrate that Ftm acts as the main
organizer of TZ modules. Contrary in primary fibroblasts, Ftm is essential for organising
the Nphp moduls and the Inversin compartment, but is not needed for TZ localisation of
the Mks/B9 module. Consequently, there is a higher complexity in TZ organisation in
mammals. Nevertheless, Ftm-negative cilia display a modified ciliary protein composition:
Some membrane-associated proteins show reduced ciliary localisation, while localisation
of the Ftm-related protein Rpgripl is elevated at the ciliary base. The increased Rpgripl
level could be due to a partially Ftm-redundant function.

Furthermore, former analyses demonstrate that Ftm deficiency causes defects in several
signaling pathways, especially in the Shh signaling cascade. It is assumed, that Fitm-
negative embryos exhibit a lowered proteasome activity, since G1i3-190, which is normally
processed by proteasomes, is accrued by loss of Ftm. In this work an increased level of this
protein was also detected in Frm”-MEFs. Concomitantly, the additional Gli3 turns out to
be mainly accumulated in cilia of Ftm-deficient MEFs. Moreover, the interaction of Ftm
and Psmd2, a component of the proteasomal regulatory 19S subunit could be identified in
the TZ of cilia. The proteasomal dysfunction was evident, when it was revealed that
protein levels of several potential proteasome substrates like Sufu, p-pf-Catenin and
ubiquitinated proteins enrich in the absence of Ftm. Additionally, there is a strengthened
recruitment of proteasomal components to the base of cilia, an event described in cells with
proteasome inhibition. Ftm deficiency also causes elongation of cilia and an elevated
amount of centrioles, defects, which also can be attributed to proteasomal dysfunction.
Taken together, Ftm exerts a dual function at the cilium, it regulates TZ integrity and

proteasomal activity.
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7  ABKURZUNGEN UND EINHEITEN

Abkiirzungen:

abs. absolut

Ace Aceton

Arl13b ADP-ribosylation factor-like 13 b
ATP Adenosintriphosphat

autoklav. autoklaviert

BBS Bardet-Biedl-Syndrom

BMFZ Biologisch-Medizinisches-Forschungszentrum
Bmp Bone morphogenetic protein
bzw. beziehungsweise

C. elegans Caenorhabditis elegans

ca. circa

CC Coiled-coil

cDNA complementary DNA

Cep290 Centrosomal protein 290kDa

Ckl Casein kinase 1

CLS Ciliary localization sequence
Cspp Centrosome and spindle pole associated protein 1
d.h. das heif3t

DAPI 4', 6-Diamidin-2-phenylindol-dihydrochlorid
ddH,O deionisiertes Wasser

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Deoxyribonucleic acid

dNTP Desoxyribonukleotidtriphosphat
DUB Deubiquitinierendes Protein

Dvl Dishevelled

E Embryonaltag

ECL Enhanced chemiluminiscence
EDTA Ethylendiamintetraacetat

ER Endoplasmatisches Retikulum
etc. et cetera
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FCS
Fgf
FRET
Ft

Ftm
GDP
GEF
Gli
Gli2
Gli3
Gli3-190
Gli3-83
GPCR
Gsk3pB
GTP
HA
HCl
HEK293T
Hh
HRP
hTERT-RPE1
IFT
IMCD3
Invs
JBTS
Kif
MDCK
MEF
MeOH
Mks
mRNA
MTOC
NES
NLS

Abkiirzungen und Einheiten

Fetal calf serum

Fibroblast growth factor
Fluorescence resonance energy transfer
Fused toes

Fantom

Guanosindiphosphat

Guanine nucleotide exchange factor
Glioma-associated oncogene homolog
Gli-Kriippel family member 2
Gli-Kriippel family member 3
Gli3-Aktivatorisoform
Gli3-Repressorisoform

G protein-coupled receptor
Glycogen synthase kinase 33
Guanosintriphosphat
Hemagglutinin

Salzsdure

Human embryonic kidney
Hedgehog

Horseradish peroxidase
Telomerase-immortalized human retinal pigment epithelial
Intraflagellar-Transport

Inner medullary collecting duct
Inversin

Joubert-Syndrom

Kinesin family member

Madin Darby canine kidney

Mouse embryonic fibroblast
Methanol

Meckel-Gruber-Syndrom
messenger RNA

Microtubule organizing center
Nukleare Exportsequenzen

Nukleare Lokalisierungssequenzen
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NPC
Nphp
OD
PAGE
PBS
PCP
PCR
PDGFRa
PFA
PH
Pka
PLA
Ptcl
PVDF
RID
RNA
RNAIi
Rp2
Rpgr
Rpgrip1
Rpgripll
SDS
Sept2
Shh
SIM
siRNA
Smo
Sstr3
Strep
Sufu
TAP
Taq
Tctn
TE

Abkiirzungen und Einheiten

Nuclear pore complex
Nephronophthise

Optische Dichte
Polyacrylamid-Gelelektrophorese
Phosphate buffered saline

Planar cell polarity

Polymerase chain reaction
Platelet-derived growth factor receptor a
Paraformaldehyd

Pleckstrin homology

Proteinkinase a

Proximity ligation assay

Patched 1

Polyvinylidenfluorid

RPGR interacting domain
Ribonucleic acid

RNA-Interferenz

Retinitis pigmentosa 2

Retinitis pigmentosa GTPase regulator
Retinitis pigmentosa GTPase regulator interacting proteinl
Rpgr-interacting protein 1-like protein
Sodiumdodecylsulfat

Septin2

Sonic hedgehog

Structured Illumination Microscopy
small interfering RNA

Smoothened

Somatostatinrezeptor3

Streptavidin

Suppressor of fused

Tandem affinity purification
Thermophilus aquatus

Tectonic

Tris-EDTA-Puffer
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TEM
TGFpB
TGN
Tmem
Tris
Tween 20
TZ

u.a.

Ub
UPS
z.B.
v-TuRC
DMEM

Einheiten:

bp
°C
cm
Da
g

1

ng
ul
pum
uM
mg
min.
ml
mM
mmol
ng

nm

pmol

Abkiirzungen und Einheiten

Transmissionselektronenmikroskopie
Transforming growth factor 3
Trans-Golgi-Netzwerk
Transmembran
Tris(hydroxymethyl)-amonimethan
Polyoxyethylen(20)-sorbitan-monolaurat
Transition zone

unter anderem

Ubiquitin
Ubiquitin-Proteasom-System

zum Beispiel

y-Tubulin ring complex

Dulbecco’s Modified Eagle Medium

Basenpaar(e)
Grad Celsius
Zentimeter
Dalton
Gramm

Liter
Mikrogramm
Mikroliter
Mikrometer
Mikromolar
Milligramm
Minute
Milliliter
Millimolar
Millimol
Nanogramm
Nanometer
H-Ionenkonzentration

Pikomol
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SEC.

Upm

v/iv

w/v

Sekunde(n)

Enzymeinheit (unit)
Umdrehungen pro Minute
Volt

Volumen auf Volumen
Watt

Gewicht auf Volumen
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Anhang

8 ANHANG

Invs/a-Tubfy-Tub Invs

Ftm*'+

Abbildung 8.1: Invs lokalisiert in der TZ und an der Plasmamembran von IMCD3-Zellen.

(A) Immunofluoreszenz auf IMCD3-Zellen. Der MaBstabsbalken (in weil3) reprisentiert eine
Léange von 5 um. Das zilidre Axonem ist durch acetyliertes a-Tubulin in griin und der Basalkorper
durch y-Tubulin in blau angeférbt. (A, B) Invs (rote Farbung) ist in der TZ von Zilien und an der

Plasmamembran von Zellen lokalisiert.

Tabelle 8.1: Potentielle Interaktionspartner fiir die CC- und RID-Domiéinen des Ftm-Proteins.
In einer TAP-Aufreinigung wurden assoziierte Proteine der CC-Doménen (Bande 23, 24) und RID-
Domine (Bande 1-22) isoliert und mit Hilfe einer massenspektrometrischen Analyse identifiziert.
Die Banden-Nr. im Silbergel (Abbildung 3.8), das offizielle Symbol, der Name, das
Molekulargewicht (MW), die ,,Accession“-Nr., die Anzahl der gefundenen Peptide (Treffer) und
die Priasenz im Zilienproteom bzw. die Detektionshdufigkeit der Proteine in verschiedenen

Zilienproteom-Analysen sind angegeben.

Bande- | Offizielles Accession- | Peptide | Zilien-
Nr. Symbol [Name MW Nr. (Treffer) | Proteom
1 Cad Carbamoyl-phosphate 243081,3 | B2RQC6 57 1
synthetase 2
Myh9  [Myosin-9 226230,5 | Q8VDDS5 16 4
Flna Filamin-A 281015,3 [ Q8BTMS 4 1
Acaca | Acetyl-CoA carboxylase 1 | 265085,7 | Q5SWU9 8 1
Ferll3 [Myoferlin 233174,9 [ Q69ZN7 3 1
2 Ftm Fantom 144895,5 | Q8CGT73 8 1
3 Novel | Novel protein 145926,7 | A8YSE2 69 -
protein
Copa Coatomer subunit alpha 138357,8 Q8CIE6 27 6
Csppl Centrosome and spindle 137345,4 | B2RXS8S8 3 -
pole associated protein 1
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Rail4 | Ankycorbin 108785,1 Q9EP71 72 4
Candl Cullin-associated NEDDS- | 136244,8 | Q6ZQ38 21 1
dissociated protein 1
Jak1 Tyrosine-protein kinase 133281,6 P52332 50 2
JAK1
Myh6 | Myosin-6 223425,5 Q02566 58 4
Ipo9 Importin-9 115977,8 [ Q91YE6 10 -
Atp2a2 | Sarcoplasmic/endoplasmic | 114783,8 055143 5 2
reticulum calcium ATPase
2
Myhl Myosin-1 223202,4 | Q5SX40 11 -
Mtco2 | Cytochrome ¢ oxidase 259590 P00405 3 -
subunit 2
Hsphl [Heat shock protein 105 96346,3 Q61699 61 4
kDa
Nek4 Serine/threonine-protein 88939,0 Q971J2 27 5
kinase Nek4
Hspa4 | Heat shock 70 kDa protein | 94073,2 Q61316 29 4
4
Myolc |Myosin-Ic 118081,9 | Q9WTI7 15 1
Ipo7 Importin-7 119409,8 Q9EPLS 12 1
Aldh18al |Delta-1-pyrroline-5- 87242,1 Q97110 4 -
carboxylate synthetase
Pfkl 6-phosphofructokinase, 85246,5 P12382 12 1
liver type
Giptl Glucosamine--fructose-6- 78489,3 P47856 12 -
phosphate
aminotransferase
[isomerizing] 1
Abcf2 ATP-binding cassette sub- | 71735,9 Q99LE6 9 2
family F member 2
Eif4b Eukaryotic translation 68799,2 | Q8BGD9 6 1
initiation factor 4B
Pfkm 6-phosphofructokinase, 85214,6 P47857 7 1
muscle type
Pip5Sklc |Phosphatidylinositol-4- 72363,4 070161 3 -
phosphate 5-kinase type-1
gamma
Hspa8 [ Heat shock cognate 71 70827,3 P63017 4 4
kDa protein
Hspa5 |78 kDa glucose-regulated | 72377,6 P20029 3 4
protein
Hspa2 [Heat shock-related 70 kDa | 69697,9 P17156 3 4
protein 2
Abcf3 ATP-binding cassette sub- | 79815,3 Q8K268 4 2
family F member 3
Immt Mitochondrial inner 83848,3 Q8CAQS 3 -
membrane protein
Hspa5 78 kDa glucose-regulated | 72377,6 P20029 180 4
protein
Hspa9d Stress-70 protein, 73482,8 P38647 97 4
mitochondrial
Hspa8 | Heat shock cognate 71 70827,3 P63017 24 4
kDa protein
Tars2 Threonyl-tRNA 81649,0 Q3UQ84 31 2

synthetase, mitochondrial
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Ctps CTP synthase 1 66640,2 P70698 15 -
Nsf Vesicle-fusing ATPase 82561,1 P46460 9 3
Lmna Lamin-A/C 74192,8 P48678 7 1
Zygllb [Protein zyg-11 homolog B | 83937,5 Q3UFS0 13 -
DI1Pasl | Putative ATP-dependent 73095,3 P16381 8 -
RNA helicase P110
Hspa2 | Heat shock-related 70 kDa | 69697,9 P17156 7 4
protein 2
9 Hspa8 | Heat shock cognate 71 70827,3 P63017 244 4
kDa protein
Hspa5 78 kDa glucose-regulated | 72377,6 P20029 15 4
protein
Hspala [Heat shock 70 kDa protein | 70036,1 Q61696 24 4
1A
Hspa9 Stress-70 protein, 73482,8 P38647 39 4
mitochondrial
Slc25a12 | Calcium-binding 74522.9 Q8BHS59 9 1
mitochondrial carrier
protein Aralarl
Hspa2 |[Heat shock-related 70 kDa | 69697,9 P17156 40 4
protein 2
Zygllb [Protein zyg-11 homolog B | 83937,5 Q3UFS0 15 -
10 Aifml Apoptosis-inducing factor | 66724,0 Q970X1 55 -
1, mitochondrial
Hspa8 | Heat shock cognate 71 70827,3 P63017 41 4
kDa protein
Hspa5 |78 kDa glucose-regulated | 72377,6 P20029 8 4
protein
Hspala [Heat shock 70 kDa protein | 70036,1 Q61696 16 4
1A
Wdr32 [ WD repeat-containing 61519,7 | A2AKB9 5 -
protein 32
Ddx17 | Probable ATP-dependent 72354,1 Q501J6 6 2
RNA helicase DDX17
Slc25a12 | Calcium-binding 74522.9 Q8BHS59 13 1
mitochondrial carrier
protein Aralarl
Rpnl Dolichyl- 68485,9 QI91YQ5 18 1
diphosphooligosaccharide-
-protein
glycosyltransferase
subunit 1
Rars Arginyl-tRNA synthetase, | 75625,3 Q9DO0I9 23 2
cytoplasmic
Ddx5 Probable ATP-dependent 69276,9 Q61656 5 2
RNA helicase DDX5
Slc25a13 | Calcium-binding 74420,0 Q9QXX4 4 1
mitochondrial carrier
protein Aralar2
Ehd2 EH domain-containing 61136,0 Q8BH64 3 1
protein 2
Hspa2 [Heat shock-related 70 kDa | 69697,9 P17156 6 4
protein 2
11 Cctl T-complex protein 1 60302,7 P11984 32 2
subunit alpha A
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Psmd3 | 26S proteasome non- 60661,4 P14685 14 1
ATPase regulatory subunit
3
Cectl T-complex protein 1 60410,8 P11983 5 2
subunit alpha B
Hspa2 | Heat shock-related 70 kDa | 69697,9 P17156 5 4
protein 2
Toel Target of EGR1 protein 1 56835,1 Q9D2E2 10 -
Map3k | Mitogen-activated protein | 54582,3 Q8CF89 5 -
Tipl kinase kinase kinase 7-
interacting protein 1
Rbpj Recombining binding 58500,1 P31266 4 -
protein suppressor of
hairless
Arcnl Coatomer subunit delta 57181,3 Q5XJY5 15 1
Hspala |Heat shock 70 kDa protein | 70036,1 Q61696 3 4
1A
Hspa8 | Heat shock cognate 71 70827,3 P63017 16 4
kDa protein
Cctba T-complex protein 1 57967,8 P80317 8 2
subunit zeta
Yars Tyrosyl-tRNA synthetase, | 59068,2 Q91WQ3 11 1
cytoplasmic
Ehdl EH domain-containing 60564,7 | Q9WVK4 4 1
protein 1
12 Prpf31 | U4/U6 small nuclear 55367,3 Q8CCFO0 14 1
ribonucleoprotein
Cctl T-complex protein 1 60302,7 P11984 5 2
subunit alpha A
Putative uncharacterized 52949,7 Q8BP77 3 -
protein
13 Tubala | Tubulin alpha-1A chain 50103,7 P68369 78 4
Tubb6 | Tubulin beta-6 chain 50058,2 Q922F4 16 4
Tubb2c¢ | Tubulin beta-2C chain 49799,0 P68372 26 4
Atp5al | ATP synthase subunit 59715,7 Q03265 36 3
alpha, mitochondrial
Tubb5 | Tubulin beta-5 chain 49639,0 P99024 17 4
Tubalc | Tubulin alpha-1C chain 498717,5 P68373 5 4
Impdh2 |Inosine-5'-monophosphate | 55779,8 P24547 12 1
dehydrogenase 2
Tubalb | Tubulin alpha-1B chain 50119,6 P05213 14 4
Tubb3 [ Tubulin beta-3 chain 50386,3 Q9ERD7 8 4
Phgdh | D-3-phosphoglycerate 56549,2 Q61753 3 1
dehydrogenase
M1rl1 Interleukin-1 receptor-like | 64760,0 P14719 3 -
1
Hspa2 [Heat shock-related 70 kDa | 69697,9 P17156 3 4
protein 2
Serbpl | Plasminogen activator 44687,3 Q9CY58 3 1
inhibitor 1 RNA-binding
protein
Ccet2 T-complex protein 1 57441,3 P80314 3 2
subunit beta
14 Eeflal |Elongation factor 1-alpha | 50082,2 P10126 45 3

1
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Psmc4 | 268 protease regulatory 47251,6 P54775 3 3
subunit 6B
Enol Alpha-enolase 47111,3 P17182 41 2
Atxnl0 | Ataxin-10 53672,6 P28658 13 1
Dnaja2 | DnalJ homolog subfamily 45716,6 Q9QYJo 11 4
A member 2
Dnajal | DnaJ homolog subfamily 44839,5 P63037 6 4
A member 1
Hnrnpf | Heterogeneous nuclear 45700,9 Q972X1 3 -
ribonucleoprotein F
Serpinhl | Serpin H1 46560,3 P19324 6 2
Tubgl | Tubulin gamma-1 51068,8 P83887 3 4
Tubala [ Tubulin alpha-1A 50103,7 P68369 3 4
15 Actb Actin, cytoplasmic 1 41709,7 P60710 41 4
Pelo Protein pelota homolog 43338,0 Q80X73 17 -
Rpsa 40S ribosomal protein SA | 32817,5 P14206 7 1
Eeflal [Elongation factor 1-alpha | 50082,2 P10126 5 3
1
Slc25a24 | Calcium-binding 52868,2 | Q8BMDS8 6 -
mitochondrial carrier
protein SCaMC-1
Uqcre2 | Cytochrome b-c1 complex | 48205,1 Q9DB77 19 -
subunit 2, mitochondrial
Sqrdl Sulfide:quinone 50308,0 QI9R112 14 -
oxidoreductase,
mitochondrial
Rted1 RNA 3'-terminal 39201,3 QI9D7H3 4 1
phosphate cyclase
Actb Putative uncharacterized 41772,9 Q3U804 5 4
protein
16 Tmod3 | Tropomodulin-3 39478,4 Q9JHIO 6 1
Anxa2 Annexin A2 386519 P07356 3 2
17 Gapdh | Glyceraldehyde-3- 35787,2 P16858 7 2
phosphate dehydrogenase
Myl3 Myosin light chain 3 22407,3 P09542 6 3
Acta2 Actin, aortic smooth 41981,8 P62737 11 4
muscle
18 Rps3 40S ribosomal protein S3 26657,4 P62908 100 1
Cdc2 Cell division control 34085,0 P11440 19 2
protein 2 homolog
Pnol RNA-binding protein 27436,6 QI9CPS7 5 -
PNO1
Vdac3 | Voltage-dependent anion- | 30733,4 Q60931 7 -
selective channel protein 3
Rps2 40S ribosomal protein S2 31211,7 P25444 3 -
19 Slc25a5 | ADP/ATP translocase 2 32910,2 P51881 5 -
Srprb Signal recognition particle | 29560,7 P47758 5 1
receptor subunit beta
Slc25all | Mitochondrial 2- 34132,9 QICR62 7 1
oxoglutarate/malate carrier
protein
Rps3 40S ribosomal protein S3 26657,4 P62908 8 1
Slc25a3 | Phosphate carrier protein, 39606,5 Q8VEMS 3 -
mitochondrial
Anxa2 Annexin A2 386519 P07356 6 2
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Phb Prohibitin 29801,9 P67778 3 2
Slc25al | Putative uncharacterized 33979,9 Q3TDH6 4 -
protein
20 Slc25a4 | ADP/ATP translocase 1 32883,1 P48962 20 -
Dpml Dolichol-phosphate 29156,5 070152 4 1
mannosyltransferase
Rps3 40S ribosomal protein S3 26657,4 P62908 3 1
Myl3 Myosin light chain 3 22407,3 P09542 3 3
Slc25a5 | ADP/ATP translocase 2 32910,2 P51881 3 -
Rps4x | 40S ribosomal protein S4, | 29579,1 P62702 3 1
X isoform
21 Ran GTP-binding nuclear 24407,6 P62827 19 3
protein Ran
Putative uncharacterized 26405,0 QI9CPN9 4 -
protein
Rab21 Ras-related protein Rab-21 | 24091,2 P35282 3 3
22 Rpl9 60S ribosomal protein L9 | 21867,8 P51410 5 -
Rpl10 | 60S ribosomal protein L10 | 24587,9 | Q6ZWV3 3 1
Atp5f1 | ATP synthase subunit b, 28930,5 Q9CQQ7 5
mitochondrial
23 Ftm Fantom 144895,5 [ Q8CG73 72 -
Psmd2 |26S proteasome non- 1001389 [ Q8VDM4 3 1
ATPase regulatory subunit
2
24 Pkpl Plakophilin-1 80844,5 P97350 5 1
Poflb Protein POF1B 68458,9 Q8K4L4 3 -
A Basis Spitze B Axonem

Ift88
Psmab

Abbildung 8.2: Ftm™"-Zilien zeigen eine wildtypische Ift88-Verteilung und eine tendenziell

erhohte axonemale PsmaS-Proteinmenge auf.

(A, B) Relative Fluoreszenzintensititen in Zilien von MEFs (E12.5-Embryonen) (fiir beide
Genotypen: Ftm™" (schwarz) und Ftm™ (grau) gilt n = 5). (A) Die Proteinmenge von Ift88 ist
sowohl an der Basis als auch in der Spitze von F#m-negativen MEF-Zilien unveréndert (Basis: p =
0,39087338; Spitze: p = 0,93179852). (B) Die Proteinmenge von Psma5 ist im Axonem von Fitm-
defizienten Zilien tendenziell erhoht (p = 0,14596242).
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