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Arp2/3 Actin-related protein 2/3

Asel Restriktionsenzym, spaltet DNA der Sequenz: ATTAAT
ATCC American Type tissue Culture Collection

ATP Adenosintriphosphat

Bnil Bud neck involved protein

bp Basenpaar

BSA Bovines Serumalbumin

Cdc42 Cell division control protein 42 homolog

cDNA Komplementére Desoxyribonukleinsdure (complementary

deoxyribonucleic acid)

CIN Chromosomale Instabilitét

Cobl Cordon-bleu protein

Ct Cycle of threshold

Daam Dishevelled-associated activator of morphogenesis
DAD Diaphanous autoregulatorische Doméne

DAPI 4',6-diamidino-2-phenylindole

DD Dimerisierungs-Doméne

DetyrMT Detyrosinierte Mikrotubuli

DIAPH Drosophila-homolog von Diaphanous

DID Diaphanous inhibitorische Doméne

DMEM Dulbecco’s modified Eagle’s medium

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsdure (deoxyribonucleic acid)
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Dpnl

Dr. rer. nat.
DTT

EB1

ECM
EcoRI
EDTA
ESPL1
F-Aktin
FCS
FH1/2/3
FHOD
FMN
FRL
FW-Primer
G-Aktin
GBD

GDP
G-Puffer
GST

GTP
GT-Puffer
HEK-T293
HeLa
HEPES
HIV-Pol
HRP
HT29

IF

In vitro
INF
IP3K-A
IPTG
JMY

Restriktionsenzym, spaltet methylierte DNA

Doctor rerum naturalium

Dithiothreitol

End-binding protein 1

Extrazelluldre Matrix (extracellular matrix)
Restriktionsenzym, spaltet DNA der Sequenz: GAATTC
Ethylenediaminetetraacetic acid

Separase (Extra spindle poles-like 1 protein)
Filamentoses Aktin

Fotales Kélberserum (fetal calf serum)
Formin-homologe Domine1/2/3
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Formin

Formin-related in leukocytes
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Globulédres Aktin
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General-Tubulin-Puffer

Humane embryonale Nieren-Zelllinie (human embryonic kidney)
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Human immunodeficiency virus DNA polymerase
Horseradish Peroxidase

Kolon-Adenokarzinom Zelllinie
Immunofluoreszenz-Mikroskopie

Im Reagenzglas, hier gleichbedeutend mit zellfreien-Experimenten
Inverted Formin

Inositol-Trisphosphate 3-Kinase A
Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid

Junction mediating regulatory-protein
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KCl
kDa

LB-Medium

M.Sc.
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mol
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mRNA
MT
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PBD
PBS
PCR
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qPCR
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RNA
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RT
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SD
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Mitotic centromere-associated kinesin
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Mikrotubuli-organisierendes Zentrum (microtubule organizing center)
Restriktionsenzym, spaltet DNA der Sequenz: GCGGCCGC
Neuronales-WASP

Optische Dichte (optical density)

Signifikanz

Poly-Acrylamid-Gelelektrophorese (polyacrylamide gelelectrophoresis)
Human p2I1-activated-kinase- 1-protein

Entspricht hier: gesamt MT

Rac/Cdc42 (p21)-Binde-Doméne
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shRNA
TBS
TEMED
TPX2
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VL/FL
VSV
VSV-G
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WAVE
WB
WHAMM
Xhol
XMAP215
AFH2

Sodium-Dodecyl-Sulfat

Short hairpin RNA

Tris-gepufferte Saline (Tris buffered saline)
NNN’N’-tetramethylethylenediamine

Targeting protein for Xklp2 (MT Nukleationsfaktor)
Tris-hydroxymethyl-aminomethan

Universitdtsklinikum Hamburg-Eppendorf

UKE “Microscopy Imaging Facility”

Volllangen Protein/Full-length protein

Vesicular stomatitis virus

Glykoprotein des Vesicular stomatitis virus
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Wiskott-aldrich syndrome protein

WASP-verprolin homologous

Western-Blot
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1 Zusammenfassung

Die Forminfamilie DIAPH (Drosophila-homolog von Diaphanous) besteht aus drei Isoformen.
Alle drei DIAPH-Isoformen nukleieren Aktin und stabilisieren Mikrotubuli (MTs), verkniipfen
also beide zytoskeletale Strukturen. DIAPH1 wurde bereits charakterisiert und beschrieben,
dass es das metastatische Potential von kolorektalen Karzinomzellen durch die Stabilisierung
von MTs fordert. Bisher ist bekannt, dass die Bindung von DIAPH-Proteinen an MTs iiber die
FH2-Domaénen erfolgt.

In dieser Arbeit wurde die Rolle der Isoform DIAPH2 fiir die Teilung von Kolonkarzinom-
Zellen untersucht. Eine stabile Depletion der DIAPH2 Expression in HT29-Zellen hatte ein
fehlerhaftes Chromosomen-Alignment und eine reduzierte Geschwindigkeit der
Chromosomen-Separation wéhrend der Mitose zufolge. Dadurch bedingt war die
Proliferationsrate, das Potential aus Einzelzellen Kolonien zu bilden sowie die Migration in
DIAPH2-depletierten HT29-Zellen verringert. Mechanistische Untersuchungen zeigten, dass
DIAPH2 diffus im Zytosol von Interphase-Zellen lokalisiert ist, aber in der Metaphase eine
eindeutige Kolokalisation mit Spindel-MTs aufweist. Die DIAPH2-Depletion sowie dessen
Stimulation durch Cdc42 verdnderte die Dynamik der Spindel-MTs signifikant. Dies beweist,
dass ein ausgewogenes Gleichgewicht an DIAPH2-Aktivitit notwendig ist, um die
Spindel-MT-Dynamik prizise zu regulieren. Zellfreie in vitro-Analysen zeigten, dass bakteriell
produziertes DIAPH2-VL-Protein die MT-Dynamik sogar ohne die Aktivierung durch Cdc42
beeinflusst. Das DIAPH2-VL-Protein steigerte die MT-Polymerisierung im Vergleich zur
DIAPH2-FH2-Domine um das 10-fache. Unerwarteterweise erhohte eine DIAPH2-Mutante
mit deletierter FH2-Doméne (DIAPH2-AFH2) die MT-Polymerisierung dhnlich stark wie die
DIAPH2-FH2-Domine. Dies beweist, dass neben der bereits bekannten FH2-Doméne noch
eine weitere MT-binde-Doméne im DIAPH2-Molekiil vorhanden ist. Des Weiteren verdndern
das DIAPH2-VL-Protein und die DIAPH2-FH2-Domine die Dichte von Taxol-stabilisierten
MTs. Die AFH2-Mutante hatte jedoch keinen Effekt auf die MT-Struktur. Die FH2-Doméne
und eine weitere DIAPH2-Domine scheinen daher die MT-Dynamik iiber verschiedene
Mechanismen zu vermitteln. Zusammengefasst zeigen die in dieser Arbeit gewonnenen Daten,
dass DIAPH2 Cdc42-stimulations-unabhingig die Mitose-Progression durch die Regulation
der Spindel-MTs kontrolliert. Zusétzlich zur bereits bekannten MT-bindenden FH2-Doméne
konnte gezeigt werden, dass eine weitere Domdne von DIAPH2 fiir die Kontrolle der

MT-Dynamik benétigt wird.



2 Abstract

The protein family of DIAPH (Drosophila homologue of Diaphanous) formins is comprised of
three isoforms. They are all known to nucleate actin and stabilize microtubules (MTs) and can
serve as a link between both cytoskeleton structures. DIAPHI1 has already been shown to
promote the metastatic potential of colorectal carcinoma cells by stabilizing microtubules. It

had been shown that DIAPH-proteins bind MTs via their FH2 domain.

In this thesis, the role of the isoform DIAPH2 for division of colon carcinoma cells was
investigated. It was found that stable depletion of DIAPH2 expression in HT29 colon cancer
cells led to a defective chromosomal alignment and reduced the speed of chromosomal
separation during mitosis. Furthermore, DIAPH2 knock down cells exhibited a reduced
proliferation rate, a decreased potential of single cells to form colonies and a weakened
invasiveness into a scratch wound. Localization studies showed that DIAPH2 was diffusely
localized in the cytosol of interphase cells. In metaphase cells, however, the protein
demonstrated a clear co-localization with spindle microtubules. DIAPH2 depletion as well as
stimulation of DIAPH2 by Cdc42 significantly altered the dynamics of spindle MTs. These
results indicate the necessity of a tightly balanced DIAPH2 activity to control spindle
MT-dynamics. In vitro, cell free analysis revealed that recombinantly expressed full-length
(VL)-DIAPH2 strongly influenced MT-dynamics. Even without Cdc42-mediated stimulation,
DIAPH2-VL protein increased MT polymerization 10-fold compared to the DIAPH2-FH2
domain. Interestingly, a DIAPH2 mutant lacking the FH2 domain (DIAPH2-AFH?2), revealed
an increased MT polymerization, comparable to the activity of the DIAPH2-FH2 domain. This
demonstrates, that in addition to the already characterized FH2 domain, a further MT-binding
domain is present in the DIAPH2 molecule. Additionally, the DIAPH2-VL protein and the
DIAPH2-FH2 domain altered the density of taxol-stabilized MTs, which was not the case for
the AFH2 mutant of DIAPH2. The FH2 domain and another DIAPH2 domain thus seemed to
mediate MT dynamics via different not yet clearified mechanisms. Concluding, the data
obtained in this study indicate that DIAPH2 controls mitosis progression independently of
stimulation, by regulating the stability of spindle MT. Furthermore this work provides evidence
for an additional MT-binding domain in the DIAPH2 protein that regulates MT dynamics by a

different mechanism than the already characterized FH2 domain.



3 Einleitung und Theorie

Um die Rolle von DIAPH2 in eukaryotischen Zellen zu verstehen, sind grundlegende
Hintergrundinformationen wie der Zellzyklus, die Mitose und die Rolle des Mikrotubuli- sowie

Aktin-Zytoskeletts unabdingbar und werden im Folgenden erklért.

3.1 Der eukaryotische Zellzyklus im Uberblick

Der Zellzyklus von Eukaryoten dient der Vervielfdltigung von Zellen. Ist das feine
Gleichgewicht von regulatorischen Molekiilen verdndert, kann es zur ungehemmten Teilung
der Zellen und damit zur Entstehung von Karzinomen kommen. Der Zellzyklus kann in vier
Phasen unterteilt werden (Abbildung 1). Die G1-Phase (gap; engl. ,Liicke*), die S-Phase
(Synthesephase) sowie die G2-Phase werden zusammen als Interphase bezeichnet. Des
Weiteren existiert die Mitosephase, in welcher sich die Zelle in zwei identische Tochterzellen

teilt (Lodish 2004; Howard & Pelc 1986; Schmitz 2011).

Abbildung 1: Der Zellzyklus von Eukaryoten. Der eukaryotische Zellzyklus wird in die Interphase und
Mitosephase unterteilt. Die Interphase wird weiter unterteilt in die G1 (,gap*; fiir engl.: ,Liicke®)-,
S (Synthese)-, und G2-Phase. Die M-Phase (Mitose) beinhaltet die Kernteilung, welche sich wiederum in
Pro (P)-, Prometa (PM)-, Meta (M)-, Ana (A)- und Telophase (T) unterteilen lasst. Danach schlieBt sich die
Zellteilung (Zytokinese, C) als letzter Teil der M-Phase an. Aus der G1-Phase konnen Zellen in die GO-Phase
(Ruhephase) und auch wieder zuriick in die G1- Phase gelangen (Stolz 2010).

Die G1-Phase dient der Vorbereitung fiir die DNA-Replikation. Dabei werden Zellorganellen
und Zytoplasma vermehrt, was zum Wachstum der Zelle fiihrt. Fehlen Wachstumsfaktoren oder

dedifferenziert die Zelle, tritt diese aus der G1-Phase in eine Ruhephase (GO) ein. Dieser



Prozess ist reversibel und die Zellen konnen durch Stimulation wieder in die G1-Phase geleitet
werden. Im Gegensatz dazu steht die Seneszenz, bei der die Zellen nicht mehr auf
Wachstumssignale reagieren konnen und permanent in der GO-Phase verbleiben. In der
S-Phase, auch Synthesephase genannt, erfolgen die DNA-Replikation sowie die Duplikation
des Centrosoms. Im Anschluss folgt die G2-Phase, in der zellteilungsspezifische Proteine
synthetisiert werden und sich das Endoplasmatische Retikulum auflost. Bereits in der G2-Phase
wird eine rdumliche Orientierung (Polarisierung) der Zelle und damit auch die Teilungsebene
fiir die Mitose festgelegt. Der Zellzyklus G1/S/G2 dauert je nach Zellart in etwa 19-40 Stunden
(Sankaran & Parvin 2006).

3.1.1 Die eukaryotische Mitose

Die Mitose ist mit 20 bis 60 Minuten die kiirzeste aller Zellzyklus-Phasen. Sie wird, wie in
Abbildung 1 und Abbildung 2 dargestellt, weiter in fiinf Unterphasen eingeteilt: in die
Prophase, Prometaphase, Metaphase, Anaphase und Telophase (Uetake & Sluder 2004).

Interphase
s centrosome duplication
* DNA replication
+ cell growth

Prophase \
+ nuclear envelope breakdown
+ chromosome condensation

* centrosome separation

Prometaphase
e chromosome capture
¢ chromosome congression

Anaphase
« chromatid segregation
= spindle pole separation

Metaphase

+ chromosomes aligned

Current Biology

Abbildung 2: Die eukaryotische Mitose. In der Prophase erfolgen die Kondensation der Chromosomen und
die Auflosung der Kernmembran. Die Spindelpole bilden sich aus. Danach bildet sich in der Prometaphase
der Spindelapparat aus und die Chromosomen werden von Spindel-MT an ihren Kinetochoren gebunden.
Die Metaphase dient der Anordnung der Chromosomen in der Aquatorialebene der Zelle, um die
Tochterchromatide in der Anaphase zu den entgegengesetzten Zellpolen zu transportieren. In der Telophase
dekondensieren die Chromatiden und es bildet sich eine neue Kernmembran um die Zellkerne der beiden
Tochterzellen in der Zytokinese aus. Die Zelle verldsst die Mitose und der Zellzyklus kann von neuem
beginnen. (Gadde & Heald 2004).



Die Prophase ist das erste Stadium der Mitose. In diesem finden die Kondensation der
Chromosomen sowie die Aufteilung der duplizierten Centrosomen zu den gegeniiberliegenden
Spindelpolen statt (Blangy et al. 1995; Nigg 2001; Sluder & Khodjakov 2010). An den
Centrosomen beginnt durch die Polymerisierung von MTs das Wachstum des mitotischen
Spindelapparates (Hirota et al. 2003; Marumoto, Zhang & Saya 2005; Lukasiewicz & Lingle
2009). In der Prometaphase wird die Kernmembran aufgeldst und Kinetochor-Proteine lagern
sich an den Centromeren der DNA an (Cheeseman & Desai 2008). Die Anlagerung der Spindel-
MTs an die Kinetochore wird von diversen Proteinen mediiert (Cheeseman, Chappie, Wilson-
Kubalek & Desai 2006; Cheeseman & Desai 2008; Maiato & Sunkel 2004; Przewloka & Glover
2009; Sakuno, Tada & Watanabe 2009). Die Chromosomen werden in der Metaphase in der
Aquatorialebene, der Mitte zwischen beiden Zellpolen, angeordnet. Dabei regulieren
verschiedenste Proteine die Stabilitit und Dynamik der mitotischen Spindel (Schuyler &
Pellman 2001; Gadde & Heald 2004; van der Vaart, Akhmanova & Straube 2009). Die
Schwester-Chromatiden werden durch den Cohesin-Komplex bis zum Eintritt in die Anaphase
zusammengehalten (Peters, Tedeschi & Schmitz 2008; Przewloka & Glover 2009; Michaelis,
Ciosk & Nasmyth 1997). Wenn die Chromosomen in der Aquatorialebene angeordnet und
beide Schwester-Kinetochore bipolar bzw. amphitelisch an  Mikrotubuli  von
gegeniiberliegenden Spindelpolen gebunden sind (Abbildung 3), wird das Enzym Separase
(ESPL1, extra spindle pole bodies homolog 1) aktiviert und spaltet den Cohesin-Komplex
(Nasmyth 2000; Pines 2006; Peters, Tedeschi & Schmitz 2008).

Ist nur einer der beiden Schwester-Kinetochoren an ein Spindel-MT befestigt, wird von einem
monotelischen Attachment (Abbildung 3) gesprochen. Dieses Zwischenstadium kann durch die
Anheftung eines weiteren Spindel-MT an das andere Schwester-Kinetochor aufgeldst werden.
Fehlerhafte Kinetochor-Attachments konnen in zwei Arten unterschieden werden: syntelische
Attachments (bei denen beide Schwesterkinetochoren mit Mikrotubuli interagieren, die vom
selben Spindelpol ausgehen) und merotelische Attachments (bei denen ein einzelnes
Kinetochor mit beiden Spindelpolen verbunden ist). Sind die Chromosomen monotelisch oder
syntelisch an einen Spindelpol gebunden, werden diese als mono-orientiert bezeichnet
(Ng, Waples, Lavoie & Biggins 2009; Schuyler, Wu & Kuan 2012; Gregan et al. 2011).
Amphitelisch oder merotelisch mit beiden Spindelpolen verbundene Schwester-Kinetochoren
sind dagegen biorientierte Kinetochore. Um die Chromosomen korrekt auf die Tochterzellen
aufzuteilen, sollten fehlerhafte Kinetochore-Attachments korrigiert und ein amphitelischer

Zustand stabilisiert werden (Gregan et al. 2011). Ein Mitose-Kontroll-Checkpunkt ist dabei die



Phosphorylierung von Bub1 und BubR 1 nach fehlerhaften, nicht-ausgeglichen-amphitelischen
Attachments der Schwester-Kinetochoren (Bolanos-Garcia & Blundell 2011; Ji et al. 2017).

Monotelic Amphitelic Syntelic

Balanced-merotelic

Spindelpol (MTOC)
S—-— ) Kinetochor

e e

TRENDS in Cell Biology

Abbildung 3: Arten des korrekten und nicht korrekten Kinetochor-Attachments wiihrend der Mitose.
Wihrend bei dem monotelischen Attachment nur eines der beiden Schwester-Kinetochoren an den
Mikrotubuli der Spindel befestigt ist, sind beide Schwester-Kinetochore im amphitelischen Zustand an
Mikrotubuli von gegeniiberliegenden Spindelpolen gebunden. Es gibt zwei Arten von fehlerhaften
Kinetochor-Attachments: syntelische Attachments, bei denen beide Schwester-Kinetochore mit Mikrotubuli
interagieren, die vom selben Spindelpol ausgehen, und merotelische Attachments, bei denen ein einzelner
Kinetochor mit beiden Spindelpolen verbunden ist. Chromosomen mit monotelischen oder syntelischen
Bindungen an den Spindelpol werden auch als mono-orientiert bezeichnet, wihrend solche mit
amphitelischen oder merotelischen Bindungen als bi-orientiert bezeichnet werden. Um Chromosomen richtig
zu trennen, miissen fehlerhafte Kinetochore-Attachments korrigiert und amphitelische Bindungen etabliert
werden. Abbildung angepasst nach (Gregan et al. 2011).

Durch die Verkiirzung der Kinetochor-MTs werden korrekt amphitelisch verkniipfte
Chromosomen getrennt und die Schwester-Chromatiden zu den beiden Spindelpolen
auseinander gezogen.

Bereits in der Anaphase beginnt die Zytokinese durch die Ausbildung eines
Aktin/Myosinll-Filament-Ringes sowie durch Einschniirung des Zytoplasmas. In der
Telophase bilden sich die Kernmembranen um die Tochterzellkerne aus und die Chromosomen

dekondensieren. In der spéten Telophase depolymerisiert die mitotische Spindel letztendlich.



3.1.2 Der Aufbau und die Regulation von MTs

Die Mikrotubuli-Dynamik und ihre Regulation ist fiir viele zelluldre Prozesse wichtig, wie z. B.
die Trennung der Chromosomen in der Mitose, Zell-Migration und intrazelluldrer Transport
(van der Vaart, Akhmanova & Straube 2009; Desai & Mitchison 1997; Leguy, Melki, Pantaloni
& Carlier 2000; Moritz & Agard 2001; Luduena 2013; Fife, McCarroll & Kavallaris 2014;
Field, Collins & Lee 1984). MTs sind eine Art Geriistsubstanz der Zelle. Aufgebaut aus
a-/B-Tubulin-Heterodimeren bilden sie Polymere und hohlzylindrische Filamente, welche zu
einem rohrenformigen Tubulus mit 13 Protofilamenten im Querschnitt aufgebaut sind
(Mollinedo & Gajate 2003; Wade 2009; Etienne-Manneville 2013; Kirschner & Mitchison
1986).

Zerfallendes MT

Wachsendes MT

Metastabile MT
Zwischenstufe

Abbildung 4: Modellhafte Darstellung der dynamischen Instabilitit von Mikrotubuli. (1) Mikrotubuli
polymerisieren durch Anlagerung mit GTP-Tubulin-Dimeren am Plus-Ende, diese bilden die sogenannte
GTP-Kappe. (2) Es entsteht ein metastabiles MT-Zwischenprodukt. (3) Ohne die GTP-Tubulin Kappe am
Plus-Ende kommt es zum Auseinanderfallen der MTs, der ,,catastrophe®, dabei depolymerisieren GDP-
Tubulin Dimere am Plus-Ende. (4) Das Zerfallen/Depolymerisieren kann durch den Einbau von neuem GTP-
Tubulin am Plus-Ende gestoppt werden. Bei einer emeut erfolgenden MT-Polymerisation wird vom
wrescue“-Ereignis gesprochen. Abbildung verdndert aus (Draber, Sulimenko & Draberova 2012).



Durch den gerichteten Einbau von a-/B-Tubulin-Dimeren entsteht eine polare Orientierung
(Howard & Hyman 2003), wobei das a-Tubulin zum Minus-Ende der MTs und B-Tubulin zum
Plus-Ende orientiert ist. Guanosintriphosphat (GTP), welches an a-Tubulin gebunden ist, kann
nicht hydrolysiert werden. Im Gegensatz dazu steht das GTP des B-Tubulins, welches zu GDP
hydrolysiert werden kann (Lodish 2004; Margolis & Wilson 1998; Grego, Cantillana & Salmon
2001). Zur Polymerisierung der Filamente werden GTP gebundene a-/B-Tubulin-Dimere an das
MT-Plus-Ende rekrutiert und bilden dort vorerst eine stabile GTP-Kappe (Abbildung 4). Diese
verleiht Stabilitdt und erschwert die MT-Depolymerisation (Wiese & Zheng 1999; Moritz et al.
2000; Howard & Hyman 2003). MT-Minus-Enden verbleiben am Mikrotubuli-
Organisationszentrum (MTOC), wihrend das Plus-Ende davon entfernt aufgebaut wird und
durch y-Tubulin daran verankert sind (Howard & Hyman 2003; Mitchison & Kirschner 1984).
In vitro wechseln Mikrotubuli zwischen langsamer Polymerisation (genannt rescue oder
Rettung) und schneller Depolymerisation (genannt catastrophe oder Katastrophe). Dieser
Prozess wurde als dynamische Instabilitit beschrieben (Mitchison & Kirschner 1984; Pasquier
& Kavallaris 2008). Die dynamische Instabilitit wird durch den Austausch von GTP/GDP
vermittelt (Kirschner & Mitchison 1986; Kerstin Steinhduser 2016) und ist in Abbildung 4
dargestellt.

3.1.3 MT-Dynamik und Regulation in der Mitose

Neben dem Vesikeltransport steuern Kinesine die Entwicklung, Orientierung und Elongation
der mitotischen Spindel und sind MT-assoziierte Motoren beim Alignment und der Segregation
der Chromosomen. Dyneine sind an der Orientierung der mitotischen Spindel in der Mitose und
an der Zytokinese beteiligt (Goshima & Vale 2003; Zhu et al. 2005). Viele weitere MAPs sind
zusitzlich in die Bildung und Funktion des Spindelapparats involviert (Abbildung 5). Dies fiihrt
unter anderem dazu, dass wihrend der Mitose die MT Dynamik um das 20- bis 100-fache im
Vergleich zur Interphase erhoht ist (Honore, Pasquier & Braguer 2005; Mitchison & Kirschner
1984; Saxton et al. 1984; Belmont, Hyman, Sawin & Mitchison 1990; Hayden, Bowser &
Rieder 1990; Piehl, Tulu, Wadsworth & Cassimeris 2004). Der Wechsel zwischen
Polymerisation und Depolymerisation ermdglicht das Wachsen und Schrumpfen der Spindel-
MTs beim Suchen und Finden (,,search and capture®) der Kinetochore durch die MTs (Gadde
& Heald 2004). Wie in Abbildung 5 dargestellt, werden durch die Dynamik der Spindel-MTs
die gepaarten Schwesternchromatiden wéhrend der Metaphase in der dquatorialen Zellmitte
angeordnet. Erst nachdem alle Chromosomen bipolar an die Spindel MTs, von den beiden

entgegengesetzten Spindelpolen ausgehend, angeheftet sind, kann die Mitose voranschreiten.

8



In der Anaphase erfolgt anschlieBend der Transport der Chromosomen zu den Spindelpolen
durch die Depolymerisierung der MTs (Kline-Smith & Walczak 2004). Der Aufbau der
Kinetochore ist gut erforscht, jedoch ist die genaue Rolle der tiber 100 beteiligten Proteine nicht
vollstindig geklart. Nach Lokalisation und Funktion wurden die Kinetochor-Proteine in drei
Kategorien eingeteilt. Dabei steuern die inneren Kinetochor-Proteine die Bindung zur
chromosomalen DNA und die duBleren Kinetochor-Proteine das Anheften der Spindel-MTs.
Weitere regulatorische Proteine tibernehmen funktionelle Aufgaben fiir den Ablauf der Mitose
(Tanaka 2013; Cheeseman 2014).

‘Sister chromatids

— Kinetochore

K-fibre nK-MT

Centrosome

Centrosome-mediated

M riclestion Microtubule-mediated

MT nucleation

Chromatin-mediated
MT nucleation

Abbildung 5: Die mitotische Spindel. Abbildung der polaren Ausrichtung der MT-Minus-Enden zu den
Centrosomen (MTOC), wiahrend die MT-Plus-Enden davon weg ausgerichtet sind. Astral-MTs sind Richtung
Zellmembran ausgerichtete MTs und dienen der Verankerung der mitotischen Spindel in der Mitte der Zelle.
Kinetochore-MTs ragen in die dquatoriale Ebene und sind iiber die Kinetochore an den Chromosomen
verankert. Abbildung aus (Prosser & Pelletier 2017).

In vielen Krebszellen ist die Expression von MT-assoziierten Proteinen (MAPs) gestort
(Bhat & Setaluri 2007; Parker, Kavallaris & McCarroll 2014), was eine verdnderte
MT-Polymerisation zur Folge haben kann. Dadurch bedingt kann es zu einer fehlerhaften
Segregation sowie einer daraus resultierenden Fehlverteilung von Chromosomen wéhrend der
Mitose kommen. Die Folge ist eine Chromosomale Instabilitdt (CIN) der Tumorzellen.
Beispielsweise besitzen humane Tumore mit CIN-Zellen aneuploide Karyotypen
(eine untypische Chromosomenanzahl abweichend von 46 Chromosomen im Menschen) und

zeigen haufig Chromosomenbriiche mit Verlust oder Zugewinn von chromosomalem Material



(Stolz 2010). Dabei gehen Informationen fiir Zellzyklusregulatoren verloren oder liegen
vielfach vor, was eine unkontrollierte Proliferation und dadurch eine Progression der Tumore
zur Folge hat (Bliker, Warth, Kloor & Schirmacher 2011). Die CIN der Zellen ist entscheidend
bei der Progression von Tumoren (Ertych et al. 2014; Liu et al. 2016).

Eine weitere Funktion des MT-Zytoskelettes ist die Trennung der zwei durch die Mitose
entstandenen Tochterzellen. Dabei wird in der Telophase der Mittelkdrper (Midbody)
ausgebildet. Die Zellen werden abgeschniirt, wobei eine briickenformige Struktur aus vielen

parallel angeordneten MTs zwischen den Tochterzellen entsteht (siche Abbildung 6).

interzellulare Briucke

 Midbody

Abbildung 6: Midbody wihrend der Zytokinese. Die getrennten Zellkerne liegen in beiden noch nicht
vollstindig getrennten Tochterzellen vor. Der Mittelkdrper (Midbody) erhdlt seine Stabilitdt iiber die
MT-Filamente im Inneren der sich gerade abschniirenden Zellen. Er dient der Abtrennung beider Zellen
voneinander. Quelle: (D'Avino & Capalbo 2016).

Die komplette Midbody-Zusammensetzung und dessen Regulation sind bisher noch nicht
vollstindig aufgeklart (Tamir, Elad & Medalia 2011; Hu, Coughlin & Mitchison 2012; Dionne,
Wang & Prekeris 2015; Kuo et al. 2011).

3.2 MT-Zytoskelett assoziierte Proteine

MTs werden von MT-assoziierten Proteinen gebunden. Dadurch kann die Stabilitit sowie die
Dynamik der MTs verdndert werden (Akhmanova & Steinmetz 2015). Sie konnen je nach
Funktion und Lokalisation in mehrere Gruppen unterteilt werden. Strukturelle MAPs wie
beispielsweise Tau (Yoshida & Goedert 2012) beeinflussen Polymerisierung und Stabilitit von
Mikrotubuli durch Bindungen an MTs. Sie besitzen keine enzymatische Aktivitit. Andere
konnen als Adapterproteine agieren und weitere MAPs rekrutieren. MT-Plus-End-, tracking*-
Proteine (+TIPs) wie das End-binding Protein-1 (EB1) (Gireesh et al. 2018; Akhmanova &
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Steinmetz 2015) und Mitotic centromere-associated kinesin (MCAK) (D'Angelo, Myer &
Myers 2017) gehdren ebenso zu den strukturellen MAPs. Sie vermitteln eine dynamische
Regulation von Wachstum (EB1) und Zerfall (MCAK) der MTs. Des Weiteren existieren die
Aktin-Mikrotubuli kombinierenden Proteine, wie beispielsweise Spectraplakin (Akhmanova &
Steinmetz 2015), Fascin (Heinz et al. 2017) oder DIAPH Proteine (Moseley, Maiti & Goode
2006).

Andere MAPs sind MT-Motorproteine wie Kinesine und Dyneine. Diese Motorproteine
vermitteln den Transport von Vesikeln, Proteinen oder messenger RNA (mRNA) in der Zelle.
Sie weisen eine einseitig orientierte Bewegung unter ATP Hydrolyse auf. Kinesine bewegen
sich in Richtung Plus-Ende der MTs, wéihrend Dyneine den Transport zum Minus Ende der
MTs vermitteln (sieche Abbildung 7) (Hirokawa, Noda & Okada 1998; Etienne-Manneville
2013; Franker & Hoogenraad 2013).

Kinases and
phosphatases
Rab GTPase

Mikrotubuli

Abbildung 7: Bidirektionaler Transport von Vesikeln oder Proteinen durch die MT-assoziierten
Motorproteine Dynein und Kinesin. Kinesine bewegen sich unter ATP-Verbrauch in Richtung Plus-Ende
der MTs, wihrend Dyneine den gerichteten Transport Richtung Minus-Ende der MTs iibernehmen.
Abbildung verdndert aus (Franker & Hoogenraad 2013).

Neben den MAPs existieren noch weitere Moglichkeiten die Stabilitdt und Dynamik der MTs
zu beeinflussen. Ein Beispiel ist die chemische Modifikation der Tubulin-Untereinheiten durch
Tubulin-posttranslational-modifizierende-Enzyme (Yu, Garnham & Roll-Mecak 2015). Dabei
gibt es verschiedenste Madglichkeiten der chemischen Modifikation, diese sind:
Phosphorylierung (Eipper 1972), Acetylierung (Chu et al. 2011), Palmitoylierung (Caron
1997), Sumoylierung (Rosas-Acosta et al. 2005), Polyaminierung (Song et al. 2013),
S-Nitrosylierung (Jaffrey et al. 2001), Detyrosinierung/Tyrosinierung am o-Tubulin (Barra,
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Rodriguez, Arce & Caputto 1973) sowie Glutamylierung und Glycylierung von a- und
B-Tubulin an C-Terminalen Resten (Eddé et al. 1990; Redeker et al. 1992; Redeker et al. 1994),

wobei die meisten Modifikationen reversibel sind.

Wie in Abbildung 8 (Yu, Garnham & Roll-Mecak 2015) dargestellt, ist die Art der Modifikation
stereotypisch fiir bestimmte Funktionen und wird in Abhingigkeit der Lokalisation der MTs
sowie zellzyklusabhédngig reguliert. Interphase-Mikrotubuli sind angereichert mit tyrosinierten
MTs (Webster, Gundersen, Bulinski & Borisy 1987), wihrend Kinetochor-MTs und Midbody-
MTs mehr detyronisierte und glutamylierte MTs aufweisen (Abbildung 8) (Bobinnec et al.
1998; Lacroix et al. 2010; Yu, Garnham & Roll-Mecak 2015).

I Acetylation I Glutamylation Glycylation Tyrosination

Abbildung 8: Chemische Modifikation von Mikrotubuli in Abhiingigkeit von Lokalisation und
Zellzyklus-Stadium. (A) Interphase Zelle. (B) Mitotische Spindel. (C) Midbody. Mikrotubuli sind in griin,
Mikrotubuli-Plus-Enden in hellgriin und Kerne/Chromosomen in blau dargestellt. Die Verteilung von
posttranslational modifizierten MTs — Art der Modifikationen an den Mikrotubuli sind an den betreffenden
Positionen durch eine Lupe mit den entsprechenden Farben (pink — Acetylierung, rot — Glutamylierung,
cyan — Glycylierung, orange — Tyrosinierung) gekennzeichnet. Abbildung modifiziert nach (Yu, Garnham &
Roll-Mecak 2015).

Ein effizientes Ziel fiir Chemotherapeutika ist die fein gesteuerte Regulation der Dynamik von
Mikrotubuli. Dabei konnen die MT-basierten Chemotherapeutika in zwei Wirkarten unterteilt
werden. MT-destabilisierende ~ Wirkstoffe hemmen die MT-Polymerisation (z. B.
Vincaalkaloide), wihrend Taxane MTs stabilisieren (z. B. Paclitaxel (Taxol)). Diese
Zytostatika konnen iiber die Missregulation von MTs das Wachstum und die Ausbreitung von
Krebszellen hemmen und zudem die Apoptose (gerichteter Zelltod) fordern (Cortes & Baselga
2007; Niirnberg, Kitzing & Grosse 2011; Fife, McCarroll & Kavallaris 2014; Mukhtar, Adhami
& Mukhtar 2014).
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3.3 Das Aktin-Zytoskelett

Neben den bereits erwédhnten Mikrotubuli besteht das Zytoskelett aus Aktin- und
Intermediér-Filamenten. Das Zusammenspiel von Aktin-Zytoskelett und MTs ist essentiell fiir

die Zellteilung, das Zellwachstum, die Zellmotilitit und den intrazelluldren Transport.

A

Abbildung 9: Mikroskopische Aufnahmen der gefirbten Zytoskelett-Filamente in der Interphase und
wihrend der Mitose. (A) Gefirbte Interphase-Endothelzellen mit MTs (griin), Aktin (rot) und Zellkernen
(blau) (Beispielbilder ImageJ Abrufdatum 2018). (B) HT29-wt mit gefirbter mitotischer Metaphase-Spindel
durch MTs (rot) und kondensierten Chromosomen durch DAPI (blau). Quelle: eigene Abbildung (UKE).

In Abbildung 9 sind das Aktin- und das MT-Zytoskelett in der Interphase (Abbildung 9A) und
das MT-Zytoskelett in der Mitose (Abbildung 9B) veranschaulicht (Fife, McCarroll &
Kavallaris 2014).

3.3.1 Aktindynamik des Zytoskeletts

Aus den Monomeren des globuldren (G-)Aktin kdnnen polymere Aktin-Filamente (F-Aktin)
aufgebaut werden (Wessler, Gimona & Rieder 2011). Dabei binden die Aktinmonomere ATP,
welches bei der Polymerisierung zu ADP hydrolysiert wird. Es gibt eine Vielzahl an Proteinen,
welche die Aktin Polymerisierung oder Stabilisierung fordern (Breitsprecher & Goode 2013).
Zudem dienen weitere Proteine der Verzweigung, Bilindelung oder Verankerung der
Aktin-Filamente mit anderen zelluliren Bestandteilen. Ein Uberblick dazu ist in Abbildung 10
gezeigt (Campellone & Welch 2010).
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Abbildung 10: Schematische Darstellung der Lokalisation und Funktion von Aktin. Aktin-Filamente
(rot) werden durch Formine und andere Nukleatoren polymerisiert und durch den Arp2/3-Komplex in
verzweigte Netzwerke organisiert. Funktionelle Rollen fiir verschiedene Nukleationsfaktoren werden
wiahrend der Phagozytose, dem Autbau von Zell-Zell-Kontakten, der Endozytose, der
Lamellipodiendynamik, Filopodienbildung, Golgi und Vesikelmembrandynamik sowie Stressfaserbildung in
einer Sdugetierzelle gezeigt. DIAPH-Proteine sind durch orangene Markierungen hervorgehoben.
Fragezeichen (?) zeigen an, dass die genaue Rolle fiir das abgebildete Protein noch unklar ist. Abkiirzungen:
Arp2/3 — actin-related protein 2/3, Cobl — cordon-bleu, Daam — Dishevelled-associated activator of
morphogenesis, FHOD — formin homology domain, FMN — formin, FRL — formin-related in leukocytes,
INF — inverted formin, JMY — junction mediating regulatory, mDia — murine Diaphanous,
N-WASP — neuronal-WASP, WASP — Wiskott-aldrich syndrome protein, WASH — WASP/Scar homolog,
WAVE — WASP-verprolin homologous, WHAMM — WASP homologue associated with actin, membranes
and microtubules. Abbildung aus (Campellone & Welch 2010).

Aktin-Filamente bilden die Geriiststrukturen von verschiedensten zelluldren Strukturen sowie
von Zell-Ausldufern. In sogenannten Stressfasern, welche die Zelle durchspannen, liegen
faserig parallele Aktinbiindel vor. Diese konnen durch das Motorprotein Myosin kontrahieren,
was zur Migration/Fortbewegung von Tumorzellen fiihrt. Fokale Adhésionsproteine, z. B.
Vinculin, verbinden Aktin-Filamente mit der Zellmembran und dienen einer orientierten und
gerichteten Bewegung (Ridley et al. 2003; Fife, McCarroll & Kavallaris 2014). Die Bildung
und Instandhaltung der zuvor erwidhnten Zellausldufer werden durch Aktinbindeproteine
(ABPs) gesteuert, was in Abbildung 10 schematisch dargestellt ist. ABPs ermdglichen eine
Vielfalt an zelluldren, Aktin-abhéngigen Strukturen. Dabei wird das Aktin-Zytoskelett

14



polymerisiert, depolymerisiert, gebiindelt, separiert und verzweigt (dos Remedios et al. 2003;
Le Clainche & Carlier 2008; Gunning, O'Neill & Hardeman 2008). Aktin-abhidngige zellulére
Ausldufer sind beispielsweise Podosomen, Lamellipodien, Filopodien, Mikrovilli und
Membran-Ruffles, wie in Abbildung 10 gezeigt (Taylor, Koyuncu & Enquist 2011; Wessler,
Gimona & Rieder 2011; Rottner et al. 2017). Diinne durch F-Aktin geformte ,,Stacheln* sind
sogenannte Filopodien. Einen &hnlichen stachelformigen Aufbau besitzen Fokal Adhesions.
Diese steuern eine chemotaktisch abhiingige Bewegung bei der Invasion und mediieren die
initiale Adhdsion der Tumorzelle an die Extrazellulire Matrix (ECM) {iber Selektine.
Lamellipodien sind flache blattartige = Membranvorspriinge, die der zelluldren
Migration/Bewegung dienen. Podosomen sind aktinreiche Ausldufer zur Anheftung an die
Zellumgebung, wihrend Invadopodien ECM abbauende Enzyme zum Durchdringen dieser
sekretieren (Ridley et al. 2003; Fife, McCarroll & Kavallaris 2014).

Der Abbau der ECM erleichtert dabei die Uberwindung physiologischer Barrieren der
Tumorumgebung wéhrend der Intra- und Extravasation (Yamaguchi & Condeelis 2007; Fife,

McCarroll & Kavallaris 2014; Rottner et al. 2017).

Eine verdnderte ABP-Expression fiihrt zur Deregulation der zelluldren Strukturen und
Ausldufer, beispielsweise beim Durchdringen der Basalmembran (Filopodien), der
Extravasation aus dem Gewebe (Invadopodien) (Windhorst et al. 2010; Windhorst, Song &
Gazdar 2017), der Intravasation in die Blut und Lymphgefaf3e, dem Abrollen und Anheften an

die Blut- und Lymphgefa3e und dem Einnisten in die neue Umgebung.
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Abbildung 11: Metastasierung von Tumorzellen. Abhingig von extrazelluldren Stimuli adhérieren (a) die
Zellen aus dem Primértumor zunichst an Epithelzellen der umliegenden Gefa3e und durchdringen dann die
Basalmembran und ECM (b), um in Blut- oder Lymphgefafe einzuwandern (c). In den Blutgefaen konnen
die Zellen iiber Adhédsionsmolekiile an die Endothelzellen anheften, (d) es kommt zur Extravasation (f und
g) und der Ausbildung einer Metastase (Schroeder et al. 2011).

Wie in Abbildung 11 dargestellt, sind diese zelluliren Strukturen und Aktin-gesteuerten
Mechanismen Voraussetzung fiir eine erfolgreiche Metastasierung (Nirnberg, Kitzing &

Grosse 2011; Gross 2013; Heinz et al. 2017).

3.4 Formine

Wie bereits in Abbildung 10 gezeigt, wird das Aktin- und MT-Zytoskelett durch regulatorische
Proteine beeinflusst. Eine entscheidende Proteinfamilie dabei sind die Formine, welche mit dem
Aktin-Zytoskelett interagieren und wichtig fiir die Zellmotilitdt, Teilung und Morphogenese
sind (Breitsprecher & Goode 2013). Innerhalb von Eukaryoten sind Formine und vor allem die
FH1- und FH2-Domaénen konserviert (Moseley, Maiti & Goode 2006; Moseley et al. 2004).
Derzeit sind 15 Formine mit einer funktionalen FH2-Domine bekannt. Sie konnen in sechs
Familien aufgeteilt werden. Diese Familien sind DIAPH (Diaphanous homologe Proteine),

FRL (Formin-related Proteine in Leukozyten), DAAM (Dishelleved-assoziierte Aktivierer der
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Morphogenese), FHOD (Formin Homologie Doménen Protein), FMN (Formine), Delphilin
und INF (Invertiertes Formin) (Faix & Grosse 2006).

3.4.1 Relevanz von Forminen fiir die Entstehung von Krebserkrankungen

Formine besitzen essentielle Funktionen, welche die Zellmorphologie und die Migration
steuern. Aus diesem Grund werden sie mit verschiedenen Krankheiten in Verbindung gebracht.
Eine Uberexpression des Formin-dhnlichen Protein 1 (FMNL1) kann mit Leukéimie und dem
Non-Hodgekin Lymphom assoziiert werden, wihrend die FMNL2-Uberexpression die
Metastasierung im Kolonkarzinom fordert. Eine Depletion von DIAPH1 reduziert die Invasion
von Melanom-Zellen und ist mit hdmatopoetischen Krankheiten (Leukdmien) assoziiert
(Bartolini & Gundersen 2010; Yamana et al. 2006; Su et al. 2004; Narumiya, Tanji & Ishizaki
2009; Lizarraga et al. 2009). Lin et al. fanden heraus, dass eine Inhibition der DIAPH1-Tubulin-
Interaktion einen vielversprechenden Ansatz zur Unterbindung der Metastasierung von
Darmkrebs darstellt (Lin et al. 2014) . Sie wiesen eine spezifische Hochregulierung von
DIAPHI1 in Patientenproben von kolorektalen Karzinomen nach und zeigten eine positive
Korrelation  zwischen der  DIAPHI1-Expression und der Entwicklung von
Kolonkarzinom-Metastasen. Weitere mechanistische Studien zeigten, dass eine stabile
Herunterregulation von DIAPHI in Kolonkarzinomzellen die Metastasierung bei
SCID-Méusen durch die Regulierung der MT-abhingigen Zelladhédsion nahezu vollstindig
verhinderte (Lin et al. 2015).

3.4.2 DIAPH-Proteine

DIAPH-Proteine gehdren zur Familie der Formine. Diese kontrollieren sowohl die
Aktin-Polymerisierung als auch die MT-Stabilisierung (Higgs 2005; Bartolini et al. 2008). Fiir
mDial und Bnil sind die funktionellen und strukturellen Doménen und deren Doménengrenzen
bereits charakterisiert (Goode & Eck 2007). Die Doménengrenzen davon sind in Abbildung 12

schematisch dargestellt.
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Abbildung 12: Dominenstruktur von Forminen mit Aktin-regulierender Aktivitit. Die
Doménengrenzen entsprechen dem Model von mDial (oben) und Bnil (unten). Die Autoinhibition wird
durch intramolekulare Wechselwirkungen zwischen dem C-terminalen DAD (gelb) und dem N-terminalen
DID (blau) aufrechterhalten. Durch die Bindung von GTP-gebundenem Rho-Protein (GTP Rho) an die
GBD-Doméne kann die Autoinhibition aufgehoben werden. Die FH2-Doméne initiiert die
Aktin-Filament-Polymerisierung durch Bindung und Stabilisierung von Aktin-Di- oder -Trimeren und bleibt
wihrend der Polymerisierung mit dem Plus-Ende des Aktin-Filaments verbunden. FH1 interagiert mit
Profilin-gebundenem Aktin (P-Aktin) und beschleunigen die Elongation des Filaments. Abkiirzungen:
CC — Coiled-Coil-Doméine, DAD — autoregulatorische Diaphanous Doméne, DD — Dimerisierungsdoméne,
DID - inhibitorische Diaphanous Doméne, FH1 und FH2 — Formin Homologie 1 und 2, GAP — G-Protein-
aktivierendes Protein, GBD — GTPase-Bindungs-Doméine, GEF — Guaninnukleotid-Austauschfaktor (Goode
& Eck 2007).

Ohne extrazelluldre Stimuli liegt die Aktin-Polymerisierungs-Aktivitdt von DIAPH-Forminen
autoinhibiert vor (Bartolini & Gundersen 2010; Campellone & Welch 2010; Niirnberg, Kitzing
& Grosse 2011; Higgs 2005; Le Clainche & Carlier 2008). Durch Wechselwirkung der
N-terminalen DID- (Diaphanous Inhibitorische Domine) mit der C-terminalen DAD-Domine
(Diaphanous  Autoregulatorische Domine) ist die Konformation verdndert, die
Dimerisierungsdomanen maskiert und das Protein kann kein aktives Dimer bilden. Durch die
Interaktion von  GTPasen (Hall, Der & Balch 2006) mit der GBD
(Rho-GTPase-Bindungs-Doméne) im N-Terminus kann diese Autoinhibition aufgeldst werden
und ein Homodimer zwischen jeweils zwei Dimerisierungs-Doménen (DD) und den
dazugehorigen zwei FH2-(Formin Homologie 2) Doménen gebildet werden. Durch die
Interaktion kann das in Abbildung 13 dargestellte DIAPH-Dimer mit dem typischen ring/
donut-formigen aktiven Zentrum ausgebildet werden (Le Clainche & Carlier 2008; Higgs
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2005). Fiir die Aktin-Polymerisierung binden die dimerisierten FH2-Doménen an die
Plus-Enden der Aktin-Filamente. Zeitgleich binden die konservierten FHI1-Doménen an
Profilin, welches ATP-G-Aktin gebunden hat und rekrutiert Profilin-G-Aktin zum
Aktin-Filament. Durch diesen Schritt wird das Aktin-Filament verldngert. Die Bindung des

Formins an F-Aktin schiitzt dieses zusétzlich vor dem Capping und der Depolymerisierung.

\/ [ Profilin
o Actin

filament

Abbildung 13: Schematische Abbildung von DIAPH2. FH1-Domine rekrutiert G-Aktin iiber die
Interaktion mit Profilin, welches G-Aktin gebunden hat. Die FH2-Doméne bindet ein Aktin-Filament,
welches durch die G-Aktin-Einheiten erweitert/polymerisiert wird. Zusétzlich dient die Bindung des Formins
der Stabilisierung des Aktin-Filaments (Chesarone, DuPage & Goode 2010).

Aullerdem ist bekannt, dass DIAPH1 und DIAPH3 mit MTs interagieren (Rosales-Nieves et al.
2006; Bartolini et al. 2008) und dabei die FH2-Domine an das Plus-Ende der Mikrotubuli
(MTs) bindet sowie diese stabilisiert (Bartolini & Gundersen 2010; Palazzo, Cook, Alberts &
Gundersen 2001; Gaillard et al. 2011; Cheng et al. 2011).

In Bindungsstudien von Bartolini (Bartolini et al. 2008) wurde gezeigt, dass ein Konstrukt aus
FH1- und FH2-Doménen von DIAPH3 an MTs in einem stéchiometrischen Verhéltnis von
1:4,7 (DIAPH3 zu Tubulin) bindet. Dies weist auf eine Verkniipfung mehrerer Tubuline durch
DIAPH3  hin. Die  MT-Stabilisierung  ist  dabei  unabhdngig von  der
Aktin-Polymerisierungs-Aktivitit. Zudem biindelt die FH1-/FH2-Doméne von DIAPH3 in
hohen Konzentrationen auch MTs (Bartolini & Gundersen 2010).
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Abbildung 14: Schematische Abbildung der Formin-MT-Interaktion. (I) Formine interagieren mit
MT-Plus-Enden wiéhrend der Migration und (II) mit den neu wachsenden MT-Plus-Enden am Centrosom;
(IIT) Formine kénnen mit MT-Filamenten interagieren und diese stabilisieren; (IV) Formine interagieren mit
MT-Plus-Enden an den Kinetochoren wihrend der Mitose; (V) Formine interagieren und stabilisieren MT-Biindel
wihrend der Zytokinese (Bartolini & Gundersen 2010).

In Abbildung 14 sind nachgewiesene Interaktionen von Forminen mit MTs abgebildet, jedoch

sind der genaue Mechanismus sowie die Bindungsstellen noch nicht bekannt.

In Séaugetierzellen wurden drei unterschiedliche Isoformen von DIAPH identifiziert:
DIAPHI1-3. Das humane Protein DIAPH1 entspricht mDial, DIAPH2 mDia3 und DIAPH3
mDia2 (Campellone & Welch 2010; Niirnberg, Kitzing & Grosse 2011). Die Isoformen sind
sehr homolog und es ist unklar, warum in eukaryotischen Zellen drei verschiedene
DIAPH-Formen exprimiert werden. In den letzten Jahren wurde DIAPHI1 als Schliisselmolekiil
identifiziert, da es eine Vielzahl zellulirer und morphologischer Funktionen sowohl in
physiologischen als auch in pathologischen Zustinden kontrolliert (Faix & Grosse 2006;
Narumiya, Tanji & Ishizaki 2009).
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3.5 DIAPH2 (mDia3)

DIAPH2 ist ein 126 kDa schweres Protein, welches in unstimulierten Zellen im Zytosol
lokalisiert ist. Nach Stimulation mit GTPasen wie RhoD oder Cdc42 kann es an friihe
Endosomen rekrutiert werden. Durch dieselben GTPasen kann die Aktin-polymerisierende
Aktivitdat von DIAPH2, wie in Abbildung 12 bereits allgemein fiir DIAPH-Proteine beschrieben
wurde, aktiviert werden (Gasman, Kalaidzidis & Zerial 2003). Im Gegensatz zu DIAPHI1 ist

die Relevanz von DIAPH2 in der Krebsentstehung und Progression noch wenig untersucht.

DIAPH2 liegt in Zellen im Komplex mit den +TIP-MT-binde-Proteinen EB1 und
Adenomatous-polyposis-coli (APC) vor und stabilisiert dabei MTs (Cheng et al. 2011).

Es ist bekannt, dass Cdc42—-mDia3 eine wichtige Rolle fiir das stabile und vor allem korrekte
Chromosomen-Alignment mit amphitelischen/bipolaren Spindel-MTs und der anschlieBenden
Segregation in HeLa-Zellen spielen (Yasuda et al. 2004; Cheng et al. 2011). Cheng et al. zeigten
dazu, dass der Effekt des MT-Chromosomen-Alignments abhédngig von DIAPH?2 ist, die Aktin
nukleierende DIAPH2 Funktion allerdings keine Rolle spielt (Cheng et al. 2011).

Die MT-bindende FH2-Domine von DIAPH2 wird durch die Aurora-B-Kinase in vitro
phosphoryliert. Die nicht phosphorylierbare DIAPH2-Mutante kann Chromosomen nicht an der
Metaphasenplatte positionieren. Dabei besitzt DIAPH2, welches durch Aurora-B
phosphoryliert wurde, eine herabgesetzte Fahigkeit Mikrotubuli zu binden und diese gegen den
kdlteinduzierten Abbau in vitro zu stabilisieren. Zellen mit Expression einer
phosphomimetischen DIAPH2-Mutante bilden keine stabilen Kinetochor-Mikrotubuli; obwohl
sie in der Lage sind Chromosomen in der Metaphasenplatte anzuordnen (Cheng et al. 2011).
Wie der Mechanismus der direkten Bindung von DIAPH2 an MTs vermittelt wird, welche
Dominen die Interaktion mediieren und inwiefern die Polymerisierung und Stabilisierung

abhingig von der Aktivierung durch Cdc42 sind, wurde bisher nicht vollstindig geklart.

Fiir mDial sind die Grenzen funktioneller Doménen bereits charakterisiert (Goode & Eck
2007). Nach einem Alignment zwischen mDial und DIAPH2 wurden die Doménengrenzen fiir

DIAPH?2 abgeleitet und in Abbildung 15 schematisch dargestellt.
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Abbildung 15: DIAPH2-Protein mit Doménengrenzen. Doménengrenzen von mDial (Goode & Eck
2007) wurden durch ein Alignment fiir DIAPH2 abgeleitet und Modellhaft dargestellt. Abkiirzungen:
CC — Coiled-Coil-Domine, DAD — autoregulatorische Diaphanous Domine, DD — Dimerisierungs-Doméne,
DID - inhibitorische Diaphanous Domine, FH1 und FH2 - Formin Homologie 1 und 2 und
GBD — GTPase-Bindungs-Domdne. Quelle: eigene Abbildung.

Zusammengefasst dient DIAPH2 der Chromosomenausrichtung durch Stabilisierung von

Spindel-MTs und ist dadurch fiir eine korrekte Chromosomenausrichtung essentiell.
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4 Zielsetzung

Die Chromosomale Instabilitidt (CIN) von Zellen gilt als ,,Hallmark of cancer*. Fehler bei der
Chromosomenausrichtung fithren zu einer ungleichen Verteilung der Chromosomen und damit
zu einer CIN. Eine Ursache fiir CIN ist die fehlerhafte Anlagerung der Spindel-MTs an die
Kinetochore der Chromosomen. In HelLa-Zellen wurde gezeigt, dass DIAPH2 an diesem
Prozess beteiligt ist (Ertych et al. 2014). Daher war das Ziel dieser Arbeit aufzukldren, ob
DIAPH2 die CIN bezichungsweise die Spindeldynamik in Kolorektalen-Karzinomzellen
reguliert. In der vorliegenden Dissertation wurden hierfiir die folgenden Aspekte genauer

untersucht:

1. Auswirkung der Depletion von DIAPH2 auf das Chromosomenalignment wéhrend der
Mitose

2. Einfluss der Depletion von DIAPH2 auf die Chromosomenverteilung wihrend der Mitose

3. Auswirkung der Depletion von DIAPH2 auf Migration, Proliferation und
Koloniebildungspotential der Kolorektalen-Karzinomzellen

4. Analyse der genauen Lokalisation von DIAPH2 in der Zelle

5. Einfluss der Depletion und Aktivierung auf die Stabilitdt der Spindel-MTs in der Mitose

6. Auswirkung der Depletion von DIAPH2 auf die Aktivierung des Spindel-Alignment
Checkpoints in der Mitose

7. Zellfreie in vitro-Untersuchungen von DIAPH2 und dessen Einfluss auf die MT-Dynamik
(Bindung, Biindelung, Polymerisierung und Stabilisierung)

Die korrekte Regulation der Spindel-MT-Dynamik wéhrend der Zellteilung ist essentiell, um
CIN, Progression und Metastasierung von Karzinomen vorzubeugen. Die Ergebnisse dieser
Arbeit werden dazu beitragen die Funktion von DIAPH2 als MAP und dessen essentieller Rolle
in der Spindel-MT-Dynamik aufzukliren.
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5 Ergebnisse

5.1 DIAPH?2 in kolorektalen Karzinomzellen

5.1.1 DIAPH2 kontrolliert die Chromosomenausrichtung in kolorektalen

Karzinomzellen

Um die Rolle von DIAPH2 bei der CIN und der Spindeldynamik in kolorektalen
Karzinomzellen zu untersuchen, wurde das DIAPH2-Level von diversen kolorektalen
Karzinomzelllinien mittels Western-Blot bestimmt (nicht gezeigt). Die Zelllinie HT29 wurde

aufgrund ihrer hohen endogenen DIAPH2-Expression ausgewéhlt.
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Abbildung 16: Stabile Herunterregulierung von DIAPH2 in HT29-Zellen durch shRNA. mRNA oder
Proteinlysate von lentiviral, mit sShRNAs gegen DIAPH?2 (k.d. 1 + 4) oder scrambled shRNAs (Kontrolle)
behandelten HT29-Zellen wurden per realtime PCR (mRNA) oder durch Western-Blot (Protein) auf deren
DIAPH2 Transkription (A) bzw. Proteinbiosynthese analysiert (B und C). DIAPH2 hat ein Molekulargewicht
von 126 kDa und Hsc70 ca. 70 kDa. Die Werte fiir die HT29-Kontrolle wurden auf eins gesetzt und die
anderen daran normiert (B). Abgebildet sind Mittelwerte aus drei unabhingigen Experimenten + SD,
* bedeutet p < 0,05.
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Das Protein wurde in HT29-Zellen unter Verwendung eines lentiviralen Vektors stabil
depletiert. Der Erfolg dieser Depletion wurde durch eine quantitative-realtime-PCR und per
Western-Blot auf mRNA und Proteinebene nachgewiesen (Abbildung 16 ). Zusétzlich sind in
Abbildung 17 die Proteinlevel mittels Immunofluoreszenz-Farbung von DIAPH2 und

Referenzproteinen (Tubulin) in HT29-Zellen wéhrend der Mitose abgebildet.

control HT29 . HT29 Diaph2 "k.d. 1 HT29 Diaph2 k.d.4

Abbildung 17: DIAPH2-Firbung in HT29-Kontroll- und DIAPH2-depletierten-Zellen. HT29-Zellen
die stabil shRNAs gegen DIAPH2 (k.d. 1 + 4) oder scrambled shRNAs (Kontrolle) exprimieren, wurden
fixiert und DIAPH2 und MTs mittels Antikorpern gegen DIAPH2 (griin) und MT (rot) geférbt. Kern-DNA
wurde mit DAPI (blau) gefirbt.

In HT29-Zellen war die DIAPH2-Konzentration im Vergleich zu scrambled Kontrollzellen um
80 % (k.d. 1 = knock-down 1) oder 95 % (k.d. 4 = knock-down 4) verringert. Fiir alle weiteren
Experimente wurden scrambled Kontrollzellen und DIAPH2 k.d. 1 und k.d. 4 Zellen

verwendet.

In HeLa-Zellen wird DIAPH2 fiir die korrekte Ausrichtung der Chromosomen durch
Stabilisierung der Kinetochor-Spindeln benétigt (Ertych et al. 2014; Cheng et al. 2011). Um zu
iiberpriifen, ob dies auch bei kolorektalen Karzinomzellen der Fall ist, wurden HT29-Zellen mit
DIAPH2-Depletion und scrambled Kontrollzellen in der Mitose-Phase synchronisiert und
fixiert.
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Abbildung 18: DIAPH2 reguliert das chromosomale Alignment. (A) Zellen wurden in der Mitose-Phase
synchronisiert und mit DAPI (blau) und einem B-Tubulin-spezifischen Alexa-fluor-568-konjugierten
Antikorper (rot) gefarbt, welcher die Spindelfasern anférbt. Abgebildet sind reprdsentative Zellen, welche
korrekt alignte und nicht korrekt alignte Chromosomen zeigen. (B) Die Anzahl der Zellen mit korrekt
alignten und nicht alignten Chromosomen wurde in Kontroll- und DIAPH2-depletierten Zellen (k.d. 1 und
k.d. 4) bestimmt und eine Ratio aus Zellen mit korrekt alignten zu nicht alignten Chromosomen gebildet.
Abgebildet sind Mittelwerte des Ratios + SD von mindestens 30 Zellen aus drei unabhéngigen Experimenten.
* bedeutet p < 0,05.

Die Chromosomen und MTs wurden mit DAPI bzw. mit einem MT-spezifischen Antikorper
angefirbt. AnschlieBend wurde die korrekte Chromosomenausrichtung und Anheftung der
Kinetochor-Spindeln an die Chromosomen mittels Immunfluoreszenz-Aufnahmen analysiert.
In Abbildung 18 A sind Beispiele von korrekt ausgerichteten und nicht korrekt ausgerichteten
Chromosomen gezeigt. Die Korrektheit der Alignments wurde in DIAPH2-depletierten und
scrambled Kontrollzellen bestimmt und das Verhiltnis von Zellen mit korrekt ausgerichteten
zu Zellen mit nicht vollstédndig korrekt ausgerichteten Chromosomen berechnet. Die Depletion
von DIAPH2 reduziert die Anzahl der Zellen mit korrekt ausgerichteten Chromosomen in
HT29-Zellen um 20 % in k.d. 1 und um 30 % in k.d. 4. DIAPH2, scheint also tatsachlich an der

Chromosomenausrichtung in kolorektalen Karzinomzellen beteiligt zu sein.
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Abbildung 19: Bestimmung der Chromosomenanzahl von HT29-wt-Zellen. Chromosomen wurden aus
Metaphase HT29-wt Zellen isoliert und mit Giemsa-Losung gefédrbt. Eine reprisentative Abbildung ist
dargestellt.

Um zu analysieren, ob das chromosomale Missalignment in DIAPH2-depletierten HT29-Zellen
zu einer ungleichen Verteilung von Chromosomen nach der Zellteilung fiihrte, wurde die
Anzahl von Chromosomen in Kontroll- und DIAPH2-depletierten Zellen bestimmt (Abbildung
19).

In diesem Zusammenhang ist es wichtig anzumerken, dass HT29-Zellen generell chromosomal
instabil sind (Lengauer, Kinzler & Vogelstein 1997). Die Depletion von DIAPH2 in
HT29-Zellen hatte allerdings keinen detektierbaren Einfluss auf die Anzahl der Chromosomen

(Abbildung 20).
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Abbildung 20: Bestimmung der Chromosomenanzahl in DIAPH2-depletierten- und Kontroll-
HT29-Zellen. (A) Chromosomen wurden aus Metaphase HT29-Zellen isoliert und mit Giemsa-Ldsung
gefirbt. Eine reprisentative Abbildung der Kontroll-Zellen ist dargestellt. (B) Die Chromosomenanzahl
wurde von 30 Zellen jeweils ausgezihlt und in einem Boxplot +/- SD aufgetragen.

Zusammenfassend zeigen diese Daten, dass die Depletion von DIAPH2 zu einer
chromosomalen Fehlausrichtung fiihrt, aber keinen signifikanten Einfluss auf die Verteilung
der Chromosomen in HT29-Zellen hatte. Dieses Ergebnis weillt stark darauf hin, dass DIAPH2
in HT29-Zellen nicht an der Regulation von CIN beteiligt ist.

5.1.2 Der Einfluss von DIAPH?2 auf die Chromosomenkinetik

Da die Chromosomenkinetik von einer genau regulierten MT-Dynamik abhéngig ist (Tanaka
2013; Cheeseman 2014), war es moglich, dass DIAPH2 hierfiir von Bedeutung ist, obwohl es
die Verteilung der Chromosomen nicht beeinflusst hat. Um diese Vermutung zu untersuchen,
wurden die HT29-Kontrollzellen und DIAPH2-depletierte Zellen mit einem
pH2B-EYFP-Vektor, bereitgestellt von Prof. Dr. Wikmann (UKE Tumorbiologie), transfiziert
und die Chromosomenkinetik in der M-Phase durch Live-Cell-Imaging analysiert (Abbildung
21). Aus den erhaltenen Daten konnte die Dauer der Mitose bestimmt werden. Dabei konnte
eine signifikant verldngerte M-Phase-Progression in DIAPH2-Depletierten-Zellen im
Vergleich zu den Kontrollzellen nachgewiesen werden (Abbildung 22 A). Zusitzlich konnte
anhand der per Live-Cell-Imaging erhaltenen Bilder (Beispiele dazu in Abbildung 21)
nachgewiesen werden, dass DIAPH2-depletierten-Zellen in der Anaphase bei mehr Zellen
herausstehende, nicht alignte Chromosomen aufweisen, als HT29-Kontroll-Zellen

(Abbildung 22 B).
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Abbildung 21: Chromosomenbewegung wihrend der Mitose in DIAPH2-depletierten und Kontroll-
HT29-Zellen. HT29-Zellen wurden mit einem Vektor, welcher pH2B-EYFP kodiert, transfiziert. 12 h nach
der Transfektion wurde die pH2B-EYFP Fluoreszenz mittels Live-Cell-Imaging aufgenommen. Die Zeit (¢)
ist jeweils in Minuten angezeigt.
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Abbildung 22: DIAPH2 kontrolliert die Dauer der Mitose in HT29-Zellen. (A) HT29-Zellen wurden mit
einem Vektor, welcher fir pH2B-EYFP kodiert, transfiziert. 12 h nach der Transfektion wurde die
pH2B-EYFP Fluoreszenz mittels Live-Cell-Imaging aufgenommen. Die Dauer von Anfang bis Ende der
Mitose wurde von 30 Zellen bestimmt und in der Abbildung als Boxplot +/- SD aufgetragen. * bedeutet
p-<0,05. (B) Die Anzahl der Zellen mit korrekt alignten und nicht korrekt alignten Chromosomen in der
Anaphase wurde in Kontroll- und DIAPH?2 depletierten Zellen (k.d. 1 und k.d. 4) bestimmt und eine Ratio
aus Zellen mit korrekt alignten zu nicht korrekt alignten Chromosomen in der Anaphase wurde gebildet.
Abgebildet sind Mittelwerte des Ratios aus jeweils 10 Zellen.
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Die Auswertung der Daten ergab, dass die DIAPH2-Depletion die Dauer der Anordnung der
Chromosomen in der Metaphase-Ebene und die daraus resultierende Geschwindigkeit der
Chromosomenbewegung signifikant verlangsamt, was zu einer verlingerten Mitose fiihrte
(Abbildung 21 und Abbildung 22 A). Es war in den DIAPH2-depletierten-Zellen hiufiger zu
beobachten, dass die Zellen die Chromosomen nicht korrekt in der Metaphase-Ebene alignen
konnen und dies wihrend der Progression zwischen Meta- und Anaphase nicht zu einem

korrekten Alignment korrigiert werden konnte.

Um zu analysieren, ob eine verldngerte M-Phase die Proliferation, Apoptose, Wundheilung
(Migration in eine Scratch-Wunde), Adhdsion oder Koloniebildung beeinflusst, wurden diese

zelluldren Prozesse in Kontroll-Zellen und DIAPH2-depletierten-Zellen analysiert.
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Abbildung 23: DIAPH?2 kontrolliert Proliferation und Koloniebildung hat jedoch keinen Einfluss auf
die Apoptose in HT29-Zellen. (A) Um das Koloniebildungspotential zu bestimmen wurden 1000 Zellen in
einer 6-Well-Platte ausgesét und inkubiert. Nach zehn Tagen wurden die Kolonien fixiert, mit Giemsa gefarbt
und ausgezéhlt (B) Die Anzahl der Kolonien wurde auf die HT29-Kontroll-Zellen normiert und diese auf
100 % gesetzt. (C) Die Zellproliferation wurde mittels Live-Cell-Imaging in der durchgefiihrt. (D) Zellen
wurden mit Caspase-3/7-Red-Apoptosis-Assay Reagent (IncuCyte®) inkubiert, um apoptotische Zellen
mittels Live-Cell-Imaging in der IncuCyte® zu detektieren. Gezeigt sind jeweils Mittelwerte + SD von drei
unabhéngigen Experimenten. * bedeutet p < 0,05.
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Die erhaltenen Daten zeigten, dass sowohl die Proliferation (Abbildung 23 C) als auch die
Koloniebildung (Abbildung 23 A und B) in DIAPH2-depletierten Zellen um 20 % verringert
waren. Die Apoptose-Rate (Abbildung 23 D) blieb in DIAPH2-depletierten im Vergleich zu

scrambled Kontroll-Zellen unverandert.
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Abbildung 24: DIAPH?2 kontrolliert die Migration im Scratch-Assay, zeigt jedoch keinen Einfluss auf
die Adhésion in HT29-Zellen. (A) Die Mobilitit der Zellen beim Einwachsen einer durch den
IncuCyte®-Wound-Maker erzeugten Wunde wurde mittels Live-Cell-Imaging in der IncuCyte® durchgefiihrt.
Gezeigt sind Mittelwerte von drei unabhingigen Experimenten. (B) 3,5%10* Zellen wurden in Poly-L-Lysin
beschichtete 8er-Chamber-Slides ausgesit und inkubiert. Nach 4 h wurde das Medium abgenommen, die
Zellen fixiert, gefarbt und die adhdrenten Zellen ausgezéhlt. Abgebildet sind Durchschnittswerte + SD von
drei unabhingigen Experimenten.

Im Wundheilungs-Assay (Abbildung 24 A) konnte eine DIAPH2-Expressions-abhingige
Migration in den Scratch beobachtet werden. Die Kontrollzellen besiedeln den Scratch viel
schneller als die DIAPH2-depletierten Zellen. Beim Migrations-Assay wachsen die
HT29-DIAPH2-k.d. 1 mit ca. 20 % verbleibender DIAPH2-Expression schneller in den
Scratch als HT29-DIAPH2-k.d. 4 mit ca. 10 % verbleibender DIAPH2-Expression. Die
DIAPH2-depletierten Zellen zeigen eine leicht erhohte Adhidsion (Abbildung 24 B) welche
jedoch nicht signifikant ist.

Zusammenfassend fiihrte die Depletion von DIAPH2 zu einem erhohten Anteil an Zellen mit
chromosomalem-Missalignment und dadurch zu einer verlangerten Mitose-Progression. Eine
verringerte DIAPH2-Produktion in den Zellen fiihrte dabei zu einer verminderten Migration,
einem verringerten Koloniebildungspotential sowie einer verringerten Proliferation. Da die

Apoptose und Adhidsion in den HT29-Zellen nicht beeinflusst wurden, kann folglich eine
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verminderte DIAPH2-Expression das Zellwachstum verlangsamen. Die verldngerte Mitose

induzierte jedoch weder die Apoptose noch beeinflusste sie die Adhésion.

5.1.3 DIAPH2 kolokalisiert mit MT-Spindeln und veréindert die Spindel-MT-
Dynamik

Das Chromosomen-Alignment in HeLa-Zellen wird durch DIAPH?2 iiber die Stabilisierung der

Kinetochore-MT reguliert (Yasuda et al. 2004). Sollte dies auch in HT29-Zellen der Fall sein,

war zu erwarten, dass DIAPH2 in HT29-Zellen in der M-Phase an Spindel-MTs lokalisiert ist.

Um dies zu iiberpriifen, wurde die Lokalisation von DIAPH2 in der Interphase und in der

Mitose von HT29-Zellen mit einem DIAPH2-spezifischen Alexa-fluor488-(griin)-

und B-Tubulin-spezifischen  Alexa-fluor568-(rot)-konjugierten ~ Antikdrper  analysiert
(Abbildung 25 A und B).
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Abbildung 25: DIAPH2 ist an den Spindel-MTs in HT29-Kontrollzellen lokalisiert. (A und B)
Kontroll-HT29-Zellen wurden gefarbt mit: einem Alexa-fluor-488-konjugierten Antikorper gegen DIAPH2
(grlin), mit einem Alexa-fluor-568-konjugierten Antikorper gegen B-Tubulin (rot) und mit DAPI, um die
DNA im Zellkern respektive die Chromosomen zu fiarben (blau). (A) Mitosezellen und (B) Interphasezellen
wurden an der UMIF am konfokalen Laser-Scanning Mikroskop (TCS SP8) analysiert. (C) Zell-Lysate von
Kontroll und DIAPH2-herunterregulierten HT29-Zellen wurden mittels Western-Blot aufgetrennt und
danach mit Antikorpern gegen detyrosinierte sowie gegen B3-Tubulin analysiert. Abgebildet ist der Mittelwert
von detyrMT/B-Tubulin + SD von jeweils drei unabhingigen Versuchen.
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Wie in Abbildung 25 gezeigt, ist DIAPH2 diffus in Clustern innerhalb des Zytoplasmas in
Interphase-Zellen verteilt, zeigt aber keine eindeutige Kolokalisation mit MTs. In
Metaphase-Zellen konnte eine Kolokalisation zwischen Spindel-MTs und DIAPH2
nachgewiesen werden (Abbildung 25 (A) und in Abbildung 17 (DIAPH2-Féarbung)). Im
Vergleich zur Kinetochor-MT-Lokalisation von DIAPH2 in HeLa-Zellen (Yasuda et al. 2004)
liegt DIAPH2 in den HT29-Zellen kolokalisiert mit Spindel-MTs vor. Die Kolokalisation in
HT29-Zellen liegt dabei verstirkt in der Nidhe der Spindelpole vor, was die Annahme stiitzt,
dass DIAPH2 die Spindel-MT-Dynamik kontrolliert (Abbildung 25).

Um zu analysieren, ob DIAPH2 die MT-Dynamik kontrolliert, wurden Lysate aus Kontroll-
und DIAPH2-depletierten Zellen mittels Western-Blot unter Verwendung eines Antikdrpers
gegen detyrosinierte (stabilisierte) MTs (detyrMT) und zur Normalisierung gegen B-Tubulin
analysiert. Die Quantifizierung der Bandenintensititen von detyrMTs/B-Tubulin zeigte jedoch

keine signifikanten Unterschiede zwischen Kontroll- und DIAPH2-depletierten Zellen.

Da DIAPH2 sehr deutlich an den Spindel-MTs lokalisiert vorlag (Abbildung 25 A), war es
wahrscheinlich, dass das Protein nicht die zelluldre MT-Dynamik im Allgemeinen, sondern nur
die von Spindel-MTs kontrollierte. Aufgrunddessen wurden Metaphase-Zellen mit Antikorpern
gegen B-Tubulin und detyrMT-Antikdrper (Abbildung 26 A) gefirbt. Uber die
Fluoreszenzintensitdit wurde eine Ratio von detyrMTs zu B-Tubulin bestimmt
(Abbildung 26 B). Dabei zeigte sich, dass in DIAPH2-depletierten HT29-Zellen die
Detyrosinierung (Stabilisierung) der Spindel MTs, im Vergleich zu HT29-Kontrollzellen, um
das 1,5-2-fache gesteigert ist. Bestitigt werden konnte dieses Ergebnis durch eine
Quantifikation der Zellen iiber detyr MT-Fluoreszenz-Signale im MTOC (Spindelpol) und den
Spindelfasern (Abbildung 26 C).
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Abbildung 26: DIAPH2 kontrolliert die Spindeldynamik in HT29-Zellen. (A) Immunofluoreszenz-
Signale von detyrosinierten MTs und B-Tubulin (panMT) von 30 Zellen aus zwei verschiedenen
Experimenten wurden mit Image] quantifiziert und die Ratio aus detyrMT/panMT berechnet und in
(B) abgebildet. (C) HT29-Zellen wurden nach Lokalisation einer starken detyrMT-Féarbung eingeordnet in:
Hintergrund, MTOC oder eindeutig erkennbare Spindelfasern. Der prozentuale Anteil der Zellen mit
Spindel-detyr-MTs wurde von mindestens 30 Zellen bestimmt. * bedeutet p < 0,05.

Diese Auswertung zeigte, dass in DIAPH2-depletierten Zellen die Anzahl der Zellen mit
stabilen Spindel-MTs um 60 % erhoht war. Dieses Ergebnis zeigt deutlich, dass DIAPH2 die
MT-Stabilitdt von Spindelfasern erhoht.

Die DIAPH2-Spindel-MTs-Lokalisation sowie das verlangsamte und fehlerhafte
Chromosomen-Alignment der DIAPH2-depletierten-Zellen weisen auf ein beeintrichtigtes
Spindel-Attachment an die Kinetochore durch die Verminderung des DIAPH2-Levels in den
HT29-Zellen hin.
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Mitose Checkpint-Inhibition
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Abbildung 27: DIAPH2 beeinflusst Mitose Checkpoint-Inhibition in HT29-Zellen. (A) Das Proteinlevel
von BubR1 sowie die Konzentration von phospho-Bubl Tyr680 (pBubR 1) wurden mittels Western-Blot von
DIAPH2-depletierten- und Kontroll-HT29-Zellen bestimmt. Abgebildet ist ein representativer Blot.
(B) Bandenintensititen von vier verschiedenen Zelllysaten wurden bestimmt und die Ratio von
pBubR1/BubR1 in den Zellen bestimmt. Gezeigt sind Mittelwerte + SD. * bedeutet p < 0,05.

Um zu zeigen, ob die fehlerhafte Spindeldynamik der HT29-DIAPH2 depletierten Zellen zur
Aktivierung von Spindel-Checkpoint-Proteinen fiihrt wurde die Phosphorylierung von BubR1
analysiert. BubR1 ist ein Mitose-Checkpoint-Protein, welches die korrekte
Spindel-Zusammensetzung kontrolliert. Ist das Spindel-Attachment fehlerhaft, wird BubR1
phosphoryliert. Um zu analysieren, ob das fehlerhafte Chromosomen-Alignment zur
Phosphorylierung von BubR1 und folglich zum Mitose-Stopp fithrte, wurde der
Phospho-Tyr680-Anteil der Kontroll-Zellen im Vergleich zu den DIAPH2-depletierten-Zellen
bestimmt. Mittels Western-Blot wurden die Protein-Level von Phospho-BubR1 und BubR1
bestimmt (Abbildung 27). Im Vergleich zu den Kontrollzell-Lysaten war die Phosphorylierung
von BubR1 in Zelllysaten von DIAPH2-depletierten Zellen signifikant erhoht.

Zusammenfassend steuert DIAPH2 die Spindel-MT-Dynamik und infolgedessen das Anbinden
der Chromosomen an die Mitose-Spindel in kolorektalen Karzinomzellen. Durch das Fehlen
von DIAPH2 wird der Mitose-Checkpoint BubR1 phosphoryliert und die Korrektur des

Attachments aktiviert. Dies hat eine verldngerte Mitose zur Folge.
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5.1.4 Effekt der DIAPH2-Stimulation auf die Spindeldynamik

Die Ergebnisse, welche zeigen, dass DIAPH2 die MT-Dynamik der Spindeln steuerte, wurden
in nicht-stimulierten Zellen durchgefiihrt. Yasuda et al. (Yasuda et al. 2004) zeigten eine
Cdc42-Abhingigkeit der Spindel-Dynamik. Um den Einfluss der Cdc42-Aktivitit auf die
DIAPH2-regulierte MT-Spindel-Dynamik zu bestimmen, wurden nicht-stimulierte Zellen mit
ML141 behandelt.
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Abbildung 28: Effekt der Cdc42-Stimulation und DIAPH2-Depletion auf die MT-Dynamik.
(A) HT29-Kontrollzellen und DIAPH2 defiziente-Zellen wurden mit verschiedenen Konzentrationen
ML141 (20 und 50 uM) fiir (2 bzw. 4 h) behandelt. DMSO behandelte Zellen dienen als Losungsmittel-
Kontrolle. GTP-gebundenes-Cdc42 wurde mittels PAK-GST-Beads aus den Zelllysaten isoliert, durch
Western-Blot und  Quantifizierung der Cdc42-Banden analysiert. (B) HT29-Kontroll- und
DIAPH?2 defiziente-Zellen wurden mit 20 uM fiir 4 h behandelt (+) sowie gleiche Volumen DMSO fiir 4 h
dienten der Losungsmittel-Kontrolle (-). Zellen wurden fixiert, mit Antikérpern gegen detyrMT und
(3-Tubulin gefdrbt. Immunofluoreszenz-Signale von detyrosinierten MTs und B-Tubulin (panMT) von
30-Zellen aus zwei verschiedenen Experimenten wurden mit Image] quantifiziert und die Ratio aus
detyrMT/panMT berechnet und abgebildet. Gezeigt sind Mittelwerte + SD. * bedeutet p < 0,05.
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In nicht-stimulierten HT29-Kontrollzellen bewirken geringe Konzentrationen von MLI141
(50 uM und 20 uM fiir 2 oder 4 h) einen Anstieg des aktiven, GTP-gebundenen Cdc42
(Abbildung 28 A). Die HT29-Kontrollzellen und DIAPH2-depletierte Zellen wurden fiir 4 h
mit 20 uM ML141 behandelt, fixiert und danach mit Antikdrpern gegen B-Tubulin und
detyrMT gefarbt (Abbildung 28 B). Die Fluoreszenzintensitit beider Féarbungen wurde
quantifiziert und eine Ratio von detyrMTs zu B-Tubulin bestimmt. Dabei zeigte sich, dass in
HT29-Kontrollzellen der detyrMT-Anteil nach der Cdc42-Stimulation 1,5-fach gesteigert war
(Abbildung 28 B). In DIAPH2-depletierten HT29-Zellen hatte die Aktivierung von Cdc42
keine Verdanderung der MT-Detyrosinierung zur Folge. Das Ergebnis zeigt deutlich, dass der
Cdc42 vermittelte Effekt auf die MT- Stabilisierung abhéngig von DIAPH2 ist. Zudem haben
die Depletion von DIAPH2 und die Stimulation von DIAPH2 durch Cdc42 einen dhnlichen
Effekt auf die MT-Stabilisierung. Dies zeigt, dass sowohl ein reduziertes DIAPH2-Level, als
auch eine gesteigerte DIAPH2-Aktivitdt die Spindel-Dynamik beeintréchtigen.

5.2 In Vitro-Analysen von DIAPH2, DIAPH2-FH2-Doméne und AFH2-
DIAPH2

Da DIAPH2 die Spindel-MT-Dynamik auch in nicht-stimulierten Zellen kontrolliert, scheint
die nicht-GTPase-gebundene, Aktin-Polymerisierungs-autoinhibierte Form (Bartolini &
Gundersen 2010; Campellone & Welch 2010; Niirnberg, Kitzing & Grosse 2011) von DIAPH2
zusitzlich die MTs-Dynamik zu regulieren.

5.2.1 Bakterielle Expression und intrazellulires Verhiltnis von DIAPH2

Um diese Schlussfolgerung zu priifen wurden das Vollldngen-Protein (VL) von DIAPH2 sowie
die FH2-Domaéne (siche Domédnen-Aufbau in Abbildung 29) als Kontrolle in Bakterien als
GST-Fusionsproteine exprimiert und durch eine Glutathionmatrix gereinigt. /n vitro-Versuche
im zellfreien System wurden durchgefiihrt, um den Einfluss des DIAPH2-Proteins ohne duf3ere
zelluldre Einfliisse und Regulatoren zu untersuchen (Abbildung 30). Kontrollexperimente
bestitigten, dass die Aktin-Nukleationsaktivitdt von VL-DIAPH?2 autoinhibiert wurde, wihrend
die FH2-Doméne erwartungsgemal die Aktin-Polymerisation erhohte (Abbildung 30 A und B).
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Abbildung 29: DIAPH2 und FH2-Expressionskonstrukte. In der Abbildung sind die DIAPH2-VL und
das FH2-Expressionskonstrukt mit den jeweiligen funktionellen Doménen dargestellt. Abkiirzungen:
CC — Coiled-Coil-Domine, DAD — autoregulatorische Diaphanous Doméne, DD — Dimerisierungs-Domaéne,
DID - inhibitorische Diaphanous Doméne, FHI und FH2 - Formin Homologie 1 und 2 und
GBD — GTPase-Bindungs-Domine. Quelle: eigene Abbildung.

Aktin + DIAPH2

Aktin + GST-Puffer

B Aktin Polymerisation C Aktin Depolymerisation
4000

o s “%zm J -
= ]
2 o R o
‘:‘3000 :
@ 2000 2 2
G iy 5
= . S
L i
£1000 { @ o8 DIAPH2 VL = 1500 4 DIAPH2 VL )
=y DIAPH2 FH2-Domane £ ¢ DIAPH2 FH2-Domane

-, >
0 v  Pufferkontrolle a v  Pufferkontrolle

0 ‘ - - : 1000 ; : : ; |
0 200 400 600 800 1000 0 200 400 600 800 1000
Zeit [s] Zeit [<]

Abbildung 30: Effekt der DIAPH2-VL auf die in vitro Aktin-Polymerisierung und Depolymerisierung.
(A) Die DIAPH2-Vollldngen-Form und die FH2-Domine wurden in Bakterien als GST-Fusionsprotein
exprimiert und nach deren Aufreinigung deren Effekt auf die spontane Aktinpolymerisation durch Inkubation
von DIAPH2 mit Phalloidin-iFluor488-gelabeltem Aktin untersucht. (B) Die spontane Aktinpolymerisation
wurde durch den Pyrene-Aktin-Polymerisations-Assay im Tecan Reader bestimmt. (C) Die
Depolymerisation wurde durch Verdiinnung von F-Aktin auf 0,55 pg ebenfalls im Tecan Reader durch den
Pyren-Assay gemessen. Beide Versuche wurden in drei voneinander unabhéngigen Messungen analysiert.
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Interessanterweise stabilisiert und strukturiert das autoinhibierte DIAPH2-Vollldngen-Protein
die bereits entstandenen Aktin-Filamente (Abbildung 30 A). Ebenso schiitzt es gegen den
Verdiinnungs-induzierten-Abbau von F-Aktin, wéhrend die DIAPH2-FH2-Doméne die
Depolymerisation fordert (Abbildung 30 C). Offensichtlich ist die DIAPH2-VL zwar nicht dazu
in der Lage Aktin zu nukleieren, kann aber bereits polymerisiertes Aktin stabilisieren und

strukturieren.

Nachdem verifiziert wurde, dass die Aktin nukleierende-Aktivitdit von DIAPH2 autoinhibiert
war, wurde nun gepriift, ob die DIAPH2-VL die MT-Dynamik beeinflusst (Abbildung 30 B).

Um diese Untersuchungen so physiologisch wie moglich zu gestalten, wurden die intrazelluldre
DIAPH2-Konzentration und das Verhéltnis von DIAPH2 zu MTs in HT29-Kontrollzellen
bestimmt. Dazu wurden Zelllysate und ein DIAPH2-Standard des bakteriell exprimierten
GST-DIAPH2 sowie ein Tubulin-Standard mittels Western-Blot analysiert (Abbildung 31). Es
wurden dhnlich intensiv gefarbte Banden genutzt und {iber deren Intensitdt, die

Protein-Konzentration pro pg zelluldrem Protein berechnet.
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Abbildung 31: Bestimmung der intrazelluliren DIAPH2- und MT-Konzentration. Aufgereinigtes GST-
DIAPH2 wurde als Standard, zusammen mit HT29-Zelllysaten von 2 x HT29-Kontroll und 1 x HT29
DIAPH2 k.d. 1 mittels Western-Blot analysiert, wobei Hsc70 als Ladekontrolle diente. Aufgereinigtes
Tubulin wurde zusammen mit vier HT29-Kontroll-Zelllysaten per Western-Blot analysiert.

Tabelle 1: Bestimmung des intrazelluliiren Verhiltnis der MT zu DIAPH2-Ratio.

Protein Konzentration im Lysat
B-Tubulin 5,9 ng/ug Protein im Lysat
Diaph2 0,62 ng/pg Protein im Lysat
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Die Bandenintensitidten wurden mittels ImageJ ausgewertet und eine MT zu DIAPH2-Ratio
bestimmt, indem das intrazelluldre Verhéltnis pro pg Gesamtprotein bestimmt wurde. Daraus
ergab sich ein Tubulin zu DIAPH2-Verhéltnis von ca. 10:1, welches in allen weiteren

in vitro-Versuchen verwendet wurde.

5.2.2 DIAPH2 beeinflusst die MT-Polymerisation

Um zu analysieren, ob DIAPH2-VL an MTs binden kann, wurden MTs iiber einen
MT-spezifischen Antikorper an Sepharose-G-Beads gebunden und mit den DIAPH2-Proteinen
(DIAPH2-VL und die FH2-Doméne) inkubiert.
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Abbildung 32: Die Vollléinge von DIAPH2 stimuliert die MT-Polymerisation. (A) Die Bindung von
DIAPH2 an MTs wurde durch die Kopplung von MTs an Sepharose-G-Beads mit anschlieBender Inkubation
mit DIAPH2-Protein analysiert. Nach dem Abkochen der Sepharose-G-Beads kann gezeigt werden, dass
DIAPH?2 und FH2 spezifisch an MT enthaltende Sepharose-G-Beads binden. (B) Vorpolymerisierte MTs
und aufgereinigtes VL-DIAPH?2 oder die FH2-Doméne von DIAPH2 wurden mittels Ultrazentrifugation bei
100.000 x g und SDS-PAGE analysiert. Zur Kontrolle wurden VL-DIAPH2 oder die FH2-Doméne ohne
Mikrotubuli ultrazentrifugiert. (C) Die Polymerisierung von nicht gelabelten und nicht Taxol-stabilisierten
MTs wurde in einem Tecan-Reader bei 340 nm gemessen. Abgebildet sind Mittelwerte aus drei
Experimenten.

Nach ausgiebigem waschen der Sepharose-G-Beads, wurden die Proteine mit
SDS-Probenpuffer eluiert und auf eine SDS-PAGE aufgetragen (Abbildung 32 A). Um dies zu
bestitigen wurde ein Pulldown-Assay durchgefiihrt. Dazu wurden vorpolymerisierte MTs mit
der DIAPH2-VL und der FH2-Doméne von DIAPH?2 inkubiert und durch Ultrazentrifugation
die MT-gebundenen DIAPH2-Proteine pelletiert. Das Pellet wurde mittels SDS-PAGE

analysiert. Die DIAPH2-VL und FH2-Doménen-Kontrolle pelletieren nur zusammen mit
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Mikrotubuli, was die Bindung der nicht stimulierten DIAPH2-VL an MTs beweist (Abbildung
32 B).

Dabei konnte gezeigt werden, dass sowohl die FH2-Doméne als auch VL-DIAPH2 an MTs
binden. Um zu zeigen, ob VL-DIAPH2 die MT-Dynamik verdndert, wurde die
MT-Polymerisation durch die Messung der Absorption bei 340 nm bestimmt
(Abbildung 32 C). Da die Messung der Kontrollen: GST und der GT-Puffer
(General-Tubulin-Puffer) keine Unterschiede =zeigten, wurden 1im Folgenden die
Pufferkontrolle als negativ-Kontrolle und die FH2-Domine als positiv-Kontrolle verwendet.
Das Ergebnis zeigte, dass VL-DIAPH2 die Geschwindigkeit der MT-Polymerisation nicht nur
im Vergleich zur Kontrolle, sondern auch im Vergleich zur FH2-Domine, erhoht. Die
FH2-Domiéne erhohte die MT-Polymerisation, im Vergleich zur Kontrolle, 4-fach,
VL-DIAPH2 sogar 40-fach (Abbildung 32 C und Abbildung 38). Die Geschwindigkeit der
MT-Polymerisation stieg im Vergleich zur FH2-Doméne um das 10-fache. Zusétzlich steigt die
Polymerisierungsrate sofort nach Zugabe der DIAPH2-VL, wéhrend bei der Zugabe der
DIAPH2-FH2-Doméne die Polymerisierungsrate langsam und stetig ansteigt. Dieses Ergebnis
weist darauf hin, dass VL-DIAPH2 nicht nur die MTs polymerisiert, sondern auch die
MT-Nukleation fordert.

Zusammengefasst zeigen die Versuche, dass das Formin DIAPH2 an MTs sogar in seiner
Aktin-Polymerisierungs-autoinhibierten Form bindet und zusétzlich die Geschwindigkeit der

MT-Polymerisation wesentlich schneller erh6ht als die FH2-Doméne allein.

5.2.3 DIAPH?2 veriandert die MT-Struktur

Die Beobachtung, dass die VL-Form von DIAPH2 eine viel stirkere Wirkung auf die
MT-Polymerisation hat als die FH2-Domine, fiihrte zu der Frage, ob die Struktur von MTs
auch durch VL-DIAPH?2 veréndert wird.
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Abbildung 33: VL-DIAPH2 und FH2-Domiine erhéhen Linge und Dichte der polymerisierten MTs.
(A) Rhodamin-gelabelte MTs, mit oder ohne Taxol vorbehandelt, wurden mit VL-DIAPH2 (FL-full-length)
oder mit der FH2-Doméne von DIAPH?2 inkubiert, auf Chamber-Slides aufgetragen und mittels Fluoreszenz-
Mikroskopie analysiert. (B) Fluoreszenz-Intensititen wurden aus drei verschiedenen Préparaten jeweils mit
Image] ermittelt und normiert. Gezeigt sind Mittelwerte + SD. * bedeutet p < 0,05.

Zu diesem Zweck wurde die Polymerisierung von MTs durch die FH2-Doméne und die
VL-DIAPH2 durch Rhodamin-konjugierten MTs mittels Inmunfluoreszenz sichtbar gemacht.
In Abbildung 33 A (oben) sind MTs ohne Taxol und (unten) mit Taxol zur MT-Stabilisierung
gezeigt. Taxol ist ein sogenanntes ,,small molecule*, welches spezifisch an MTs bindet und
diese stabilisiert und biindelt. AuBBerdem fordert Taxol die MT-Polymerisierung, indem es die

Dissoziation von GDP-B-Tubulin inhibiert (Needleman et al. 2005; Parness & Horwitz 1981).
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In Abwesenheit von Taxol sind in dem Kontroll-Versuch keine MTs und in Anwesenheit der
FH2-Domine nur kurze MTs zu sehen. Bei der Inkubation der DIAPH2-VL mit
Rhodamin-konjugierten MTs wurden lange MT-Filamente gebildet. In Gegenwart von Taxol
waren MT-Lénge und -Dichte schon im Kontroll-Ansatz erhoht. Die DIAPH2-FH2-Doméne
und auch das DIAPH2-VL-Protein steigerten somit Dichte und Lange der MTs. Jedoch die
VL-Form von DIAPH2 erhohte Lange und Dichte von MTs stérker als die FH2-Doméne allein
(Abbildung 33 A). Dieses Ergebnis bestitigt, dass DIAPH2-VL-Protein die Polymerisierung
von MTs effizienter fordert als die FH2-Doméine. Durch die Messung der Fluoreszenzintensitét

konnte diese Beobachtungen quantifiziert und somit bestétigt werden (Abbildung 33 B).

DIAPH2 erhoht die MT-Polymerisation unabhidngig von seiner FH2-Doméne. Zudem
stabilisieren beide untersuchten DIAPH2-Formen (DIAPH2-VL und FH2-Doméne) MTs. Da
die Wirkung von DIAPH2-VL auf die MT-Polymerisation stérker war als die der FH2-Doméne
allein, konnte angenommen werden, dass DIAPH2 die MT-Polymerisation unabhéngig von
seiner FH2-Domine beeinflusst. Um diese Annahme zu beweisen, wurde ein GST-DIAPH2-
Fusions-Protein mit deletierter FH2-Domidne (A aa 627-1048), AFH2-DIAPH2 genannt,
hergestellt (Abbildung 34).
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Abbildung 34: Schematische Darstellung der in der Arbeit verwendeten DIAPH2-Konstrukte.
Darstellung der DIAPH2-VL, AFH2-DIAPH2 und der FH2-Domine von DIAPH?2 inklusive Doménen und
Doménengrenzen. Abkiirzungen: CC — Coiled-Coil-Doméne, DAD — autoregulatorische Diaphanous
Doméne, DD — Dimerisierungs-Doméine, DID — inhibitorische Diaphanous Domine, FH1 und FH2 Formin
Homologie 1 und 2 und GBD — GTPase-Bindungs-Doméne. Quelle: eigene Abbildung.
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Zuerst wurde durch Analyse der Bindung der DIAPH2-Proteine an MT-gekoppelte
Sepharose-G-Beads (Abbildung 35 A und B) bestitigt, dass AFH2-DIAPH2 an MT bindet.
Dieses Experiment zeigte, vergleichbar mit dem VL-DIAPH2-Protein und der FH2-Doméne,
dass AFH2-DIAPH2 an MTs bindet (Abbildung 35 B).
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Abbildung 35: DIAPH2 kontrolliert die MT-Bindung und Polymerisierung unabhiingig von seiner
FH2-Domiine. (A) Die Bindung von DIAPH2-AFH2 an MTs wurde analysiert, indem wie bereits die VL
und FH2 in Abbildung 32 mit MTs an Sepharose-G-Beads gekoppelt wurden. Die Eluate wurden mittels
Coomassie gefarbter SDS-PAGE aufgetrennt und DIAPH2-AFH2 an MTs gebunden analysiert.
(B) Vorpolymerisierte MTs und aufgereinigtes VL-DIAPH2 oder die FH2-Domine von DIAPH2 wurden
mittels Ultrazentrifugation bei 100.000 x g und SDS-PAGE analysiert. Als Kontrolle wurden VL-DIAPH2
oder die FH2-Domine ohne Mikrotubuli ultrazentrifugiert. (C) Die Polymerisierung von nicht-gelabelten-
und nicht-Taxol-stabilisierten-MTs wurde mittels Absorptionsmessung in einem Tecan-Reader bei 340 nm
gemessen. Abgebildet ist der Mittelwert aus drei Experimenten.

Im néichsten Schritt wurde die Wirkung von AFH2-DIAPH2 auf die MT-Polymerisation
analysiert. AFH2-DIAPH?2 steigert die MT-Polymerisation im Vergleich zur Kontrolle um das
6-fache (Abbildung 35 C und Abbildung 36). Um die Wirkung von AFH2-DIAPH2 mit der
FH2-Doméne und VL-DIAPH2 auf die MT-Polymerisierung zu vergleichen, wurden alle
DIAPH2-Proteine zusammen im Absorptions-Assay gemessen und dargestellt (Abbildung 36).
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Abbildung 36: Die MT-Polymerisierung von DIAPH2. Zusammmengefasster
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Versuch der

MT-Polymerisierung aller in der Arbeit verwendeten DIAPH2-Proteinkonstrukte. (A) Anfangssteigung der
ersten 30 Minuten. (B) Verlauf der MT-Polymerisation fiir einen Zeitraum von 100 Minuten. Gezeigt sind

Mittelwerte aus drei Versuchen.

Kontrir zu diesem Ergebnis war die Lidnge von Taxol-behandelten Rhodamin-konjugierten

MTs in Gegenwart von AFH2-DIAPH2, im Vergleich zum Kontrollansatz, kaum veréndert

(Abbildung 37 A). Die Anzahl an kurzen MTs, kurze polymere Initiations-Keime, war jedoch

signifikant erh6ht (Abbildung 37 B). Aus diesem Ergebnis kann abgeleitet werden, dass eine

zweite MT-Bindedoméne, neben der FH2-Doméne, die MT-Polymerisierung durch einen zu

der FH2-Domine abweichenden unterschiedlichen Mechanismus fordert.

45



control

B Mikrotubuli Kalte Des tabilisierung
__100 | *
&=
= 80 ;
=]
==
Sl o
=
= 40|
o
L]
= 20
T

D T {‘I
- '\E' .-"
é‘ﬂ& ‘Q& ‘:(q\q,
-.,t..c'{\ é__\‘ﬁ"{?\e\n
{:’{:}\‘?‘

Abbildung 37: DIAPH2 kontrolliert die Initiation der MT-Polymerisierung unabhiingig von seiner
FH2-Doméne. (A) Rhodamin-gelabelte, mit Taxol vorbehandelt MTs wurden mit AFH2-DIAPH2 inkubiert,
auf Chamber-Slides aufgetragen und mittels Fluoreszenz-Mikroskopie analysiert. (B) Die Anzahl der
MT-Filamente und Initiationskeime wurde von drei verschiedenen Préparaten jeweils ausgezédhlt und
normiert. Gezeigt sind Mittelwerte + SD. * bedeutet p < 0,05.

Des Weiteren konnte der Einfluss, der drei in der Arbeit verwendeten DIAPH?2-Konstrukte, auf
die MT-Biindelung bestimmt werden. Zu diesem Zweck wurden MTs durch 4000 x g
herunterzentrifugiert. Pellet (MT-Biindel) und Uberstand S/N (Tubulin-Monomere bzw. kleine
Multimere) wurden durch Coomassie-geférbte SDS-PAGE analysiert
(Abbildung 38 A). Die jeweiligen Banden-Intensititen der Pellets sowie der Uberstinde von
DIAPH2-VL, DIAPH2-FH2 und AFH2-DIAPH2 zeigen im Vergleich zur Kontrolle keine
Unterschiede. Dies ist der Beweis, dass alle in der Arbeit getesteten DIAPH2-Varianten in

einem Verhiltnis von 1:10 (Protein zu MTs) keine MTs biindeln (Abbildung 38 A und B).
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Abbildung 38: DIAPH2 fordert die MT-Polymerisierung und Biindelung unabhingig von seiner FH2
Domiine. (A) Fiir den Biindelungsversuch wurden MTs im physiologischen Verhiltnis von 10:1 mit den drei
Varianten: DIAPH2-VL, AFH2-DIAPH2 und der FH2-Doméne von DIAPH2 inkubiert und bei 4000 x g
zentrifugiert. Pellet und Uberstand wurden per Coomassie gefirbter SDS-PAGE analysiert. (B) Mittelwerte
der Verhiltnisse sind dargestellt. (C) Um den Effekt von DIAPH2 zu analysieren wurden die
DIAPH2-Proteine in einem Verhéltnis von 1:1 (jeweils 1 pg Protein) eingesetzt und wie in A pelletiert.
(D) Die Bandenintensitiiten von drei unabhiingigen Experimenten von Pellet und Uberstand wurden bestimmt
und die Mittelwerte der Ratio + SD aufgetragen. * bedeutet p < 0,05.

Um den Einfluss der Proteine in einer héheren Konzentration zu bestimmen, wurden jeweils
1 pg MTs und DIAPH2-Proteine im MT-Biindel-Versuch eingesetzt und per SDS-PAGE
analysiert (Abbildung 38 C). Bandenintensititen wurden quantifiziert und die Verhéltnisse von
Pellet/Uberstand zwischen Kontroll- und DIAPH2-Isoformen verglichen. Diese Auswertung
zeigte, dass die Bandenintensitdt aller DIAPH2-Formen im Vergleich zur Kontrolle signifikant
hoher war, wéhrend unter den verschiedenen DIAPH2-Formen keine signifikanten
Unterschiede gefunden wurden (Abbildung 38 D). DIAPH2 scheint MTs also erst bei einer

hohen, unphysiologischen Proteinkonzentration zu steigern.
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Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass VL-DIAPH2 die MT-Polymerisation und
Biindelung unabhingig von der FH2-Doméne fordert, was stark auf die Existenz einer zweiten

MT-Bindungsdoméne auflerhalb der FH2-Doméne hinweist.

5.2.4 DIAPH2-Proteine schiitzen @MTs gegen eine Kkilteinduzierte

Depolymerisation

Ein Anstieg der MT-Polymerisation kann durch eine erneute Anlagerung von GTP-B-Tubulin
zu MTs oder durch die MT-Stabilisierung, mittels Hemmung der Katastrophe, von MT-plus-
Enden verursacht werden (Akhmanova & Steinmetz 2015). Da bereits gezeigt wurde, dass die
DIAPH2-FH1/FH2-Domianen MTs in hohen Konzentrationen stabilisieren (Cheng et al. 2011),
wurde untersucht, ob dies auch fiir VL-DIAPH?2 und AFH2-DIAPH?2 der Fall ist.

Zu diesem Zweck wurden mit Taxol-behandelte Rhodamin-konjugierte MTs zuerst mit oder
ohne DIAPH2-Proteine, im Verhédltnis von MT zu DIAPH2 10:1, polymerisiert und die
erfolgreiche Polymerisation am Mikroskop kontrolliert. Danach wurden, durch Inkubation bei

4 °C und vortexen, die MTs destabilisiert.

Bei allen Ansdtzen waren die MTs nach der Inkubation bei 4 °C kiirzer. Wie in
Abbildung 39 A und B gezeigt, ist die Anzahl der kurzen MTs nach der Destabilisierung in den
Versuchsansédtzen mit den DIAPH2-Proteinen hoher als im Kontrollansatz. Dieses Ergebnis
zeigt, dass in geringen Konzentrationen alle DIAPH2-Proteine einen geringen stabilisierenden

Effekt haben.
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Abbildung 39: Alle DIAPH2-Konstruke (DIAPH2-VL, AFH2-DIAPH2 und die FH2-Domiine)
schiitzen MTs vor der kilteinduzierten Depolymerisation. (A) Rhodamin-gelabelte MTs, mit Taxol
vorbehandelt, wurden mit den DIAPH2-Konstrukten (DIAPH2-VL (FL — full-length), AFH2-DIAPH2 und
FH2-Doméne) erst 20 min bei 37 °C, danach 15 min bei 4 °C inkubiert, auf Chamber-Slides aufgetragen und

mittels Fluoreszenz-Mikroskopie analysiert. (B) Anzahl der MTs pro Bild wurde jeweils aus drei
verschiedenen Préaparaten ermittelt. Gezeigt sind Mittelwerte + SD. * bedeutet p < 0,05.

Zusammenfassend ist die Wirkung von DIAPH2 auf MTs abhédngig von der FH2-Domine und

einer weiteren, noch nicht identifizierten, MT-Bindedomaéne.
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6 Diskussion

Abhidngig von diversen MAPs wird in der Mitose die bipolare mitotische Spindel (Gadde &
Heald 2004) gebildet. Daher ist die feine Regulation der MT-Dynamik von gro3er Bedeutung
fiir eine fehlerfreie Progression der Mitose. Die unvollstindige Anbindung der Spindel-MTs an
die Chromosomen in der Mitose kann nach der Zellteilung entweder zu einem Verlust oder zu
einem Zugewinn an Chromosomen fiihren (CIN), was zur Stimulation der Tumorgenese fithren
kann (Lengauer, Kinzler & Vogelstein 1997; Ertych et al. 2014). Eine gezielte Hemmung von
tumor-assoziierten Spindel-MT-MAPs wiirde es ermdglichen, die Bindung von Spindel-MTs
an die Chromosomen zu hemmen und damit die Teilung von Tumorzellen zu inhibieren (Bhat

& Setaluri 2007).

DIAPH-Formine gehéren zu den Spindel-MT-MAPs. Neben ihrer Aktin-nukleierenden
Funktion ist beschrieben, dass sie MTs binden und stabilisieren. Da bereits nachgewiesen
wurde, dass DIPAH2 in HeLa-Zellen essentiell fiir die korrekte Ausrichtung der Chromosomen
(Chromosomen-Alignment) ist, indem es die Spindel-MT Dynamik reguliert (Cheng & Mao
2011; Cheng et al. 2011) wurde in der vorliegenden Arbeit analysiert, ob dies auch fiir
kolorektale Karzinomzellen der Fall ist. Die Hypothese war, dass die DIAPH2-kontrollierte
Spindel-MT-Dynamik wichtig fiir die chromosomal Stabilitdt von kolorektalen Karzinomzellen
ist. Es konnte zwar tatsdchlich gezeigt werden, das DIAPH2 essentiell fiir das
Chromosomen-Alignment ist, indem es die Spindel-MT Dynamik und hierdurch die
Mitose-Dauer kontrolliert, allerdings fiihrte die DIAPH2-Depletion nicht zur ungleichmifigen
Verteilung der Chromosomen nach der Zellteilung. Uber diese zellbiologischen
Untersuchungen hinaus, wurden detaillierte molekularbiologische Analysen zur
DIAPH2-kontrolllierten MT-Dynamik durchgefiihrt, innerhalb derer es gelang eine weitere,

bisher nicht charakterisierte MT-Bindedomaéne zu identifizieren.

6.1 DIAPH?2 steuert die Spindel-MT-Dynamik und die korrekte Anbindung

der Mitose-Spindel an die Chromosomen
Da DIAPH2 in HeLa-Zellen essentiell fiir die korrekte Chromosomenausrichtung in der
Metaphase ist (Yasuda et al. 2004; Cheng et al. 2011), wurde zundchst untersucht, ob dies auch
fiir Kolonkarzinom-Zellen der Fall ist. Eigene Experimente zeigten tatsdchlich, dass die

Depletion von DIAPH2 zu einer fehlerhaften Chromosomenausrichtung wihrend der

Metaphase in HT29-Zellen fiihrte. Dies zeigt sich durch nicht an die Mitose-Spindel
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angebundene Chromosomen und Chromosomen, welche aus der Metaphase-Ebene
alignter-Chromosomen herausstehen. Durch die hohe Anzahl an Zellen mit nicht korrekt
alignten Chromosomen (in Metaphase und Anaphase) in DIAPH2-depletierten-Zellen wére
eine verdnderte Chromosomen-Anzahl im Vergleich zu den Kontrollzellen zu erwarten
gewesen. Es konnte jedoch gezeigt werden, dass ein verminderter DIAPH2-Gehalt in
HT29-Zellen keinen signifikanten Einfluss auf die Anzahl der Chromosomen hatte. Allerdings
ist eine verdnderte Chromosomenanzahl in HT29-Zellen generell schwer detektierbar, da diese
chromosomal-instabil sind (Lengauer, Kinzler & Vogelstein 1997). Die Zellen weisen bereits
eine erhohte Anzahl von Chromosomen auf (im Mittel 63 Chromosomen + 54), deren Anzahl
zwischen den einzelnen Zellen stark schwankt. Aus diesem Grund wére nur ein sehr starker
Effekt detektierbar gewesen. Zukiinftig sollten Untersuchungen an chromosomal stabilen
Zelllinien oder priméren Zellen wiederholt und ergidnzt werden, um den Einfluss von DIAPH2

auf die Entstehung von CIN tiefergehend zu analysieren.

6.2 FEin verminderter DIAPH2-Gehalt fiihrt zu einer verlingerten Mitose
durch die Inhibierung der Spindel-Alignment-Checkpoints

Aufgrund der Daten, dass die Verteilung der Chromosomen auf die Tochterzellen trotz
misalignter Chromosomen nicht verdndert war, wire es moglich, dass in den
DIAPH2-depletieren HT29-Zellen ein Reparatur-Mechanismus aktiviert wird. Um dieser Frage
nachzugehen, @ wurde die = BubRI-Phosphorylierung  zwischen  Kontroll- und
DIAPH2-depletieren HT29-Zellen untersucht. Eine gesteigerte BubR1-Phosphorylierung ist
ein Mitose-Checkpoint, welcher die Mitose unterbricht und einen Reparaturvorgang zum
korrekten-Chromosomen-Attachment und Alignment einleitet. Es konnte tatsédchlich gezeigt
werden, dass die BubR1-Phosphorylierung in den DIAPH2-depletierten-Zellen im Vergleich
zu den HT29-Kontroll-Zellen signifikant erhoht war. Bestdtigt wurde dieses Ergebnis durch ein
Live-Cell-Imaging Experiment, innerhalb dessen die Dauer der Chromosomenseparation in
pH2B-EYFP transfizierten HT29-Zellen bestimmt wurde. Es zeigte sich, dass die Depletion
von DIAPH?2 die Dauer des Auseinanderziehens der Chromosomen verlangsamte, was zu einer
verlangsamten Mitose und somit zu einer geringeren Proliferationsrate fiihrte. Eine weitere
Moglichkeit die nicht verdnderte Anzahl der Chromosomenanzahl zu erkliren, wére, dass
Zellen mit aberranter Chromosomenanzahl oder einer verldngerten Mitose durch Apoptose zu
Grunde gehen. Jedoch konnte kein gesteigertes Apoptose-Level nachgewiesen werden.

Zusammenfassend ist aufgrund der aktuellen Datenlange anzunehmen, dass die durch
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DIAPH2-Depletion entstandenen Schdden in der Mitose repariert werden, was zu einer

verlangsamten Mitose fiihrt, aber eine Ungleichverteilung der Chromosomen verhindert.

6.3 Ein verminderter DIAPH2-Gehalt fiihrt zu einer verringerten

Migration und Proliferation der Kolonkarzinom-Zellen

Neben der verminderten Proliferation fiihrte die DIAPH2-Depletion in den HT29-Zellen zur
reduzierten Migration sowie zu einer verringerten Bildung von Kolonien aus Einzelzellen. Die
verminderte Koloniebildung kann mit der DIAPH2-kontrollierten Mitosedauer erklért werden.
Die DIAPH2-Depletion verlédngert die Mitosedauer und verlangsamt hierdurch die Zellteilung,

was zu einer verringerten Bildung von Kolonien aus Einzelzellen fiihren kann.

In dieser Arbeit wurde die zelluldre Migration durch einen sog. Wundheilungs-Assay, bei dem
die Zellen in eine gesetzte Wunde wandern, analysiert. Dieser Assay erlaub es nicht zu
unterscheiden, ob die Zellen aktiv in die Wunde hineingewandert sind oder ob sich die Wunde
durch Hineinwachsen der Zellen geschlossen hat. Da der Wundheilungs-Assay mittels
IncuCyte® im Live-Cell Modus durchgefiihrt wurde, war es mdglich das Verhalten der Zellen
zu beobachten. Hierbei war kein aktives migrieren der HT29-Zellen in die Wunde zu
detektieren, weshalb die Wunde wahrscheinlich durch Teilung der Zellen geschlossen wurde.
Um diese Beobachtung zu bestétigen, sollten zukiinftig einzelne Zellen markiert und die
Bewegung dieser Zellen per Live-Cell-Imaging und anschlieBender Software-basierter Analyse
weiter untersucht werden. Erst dann kann eine Aussage dariiber getroffen werden, ob DIAPH2

tatsdchlich die Beweglichkeit der Zellen kontrolliert.

6.4 DIAPH?2 reguliert die Spindel-MT-Dynamik unabhingig von Cdc42

Vorherige Untersuchungen zeigten eine Lokalisation von DIAPH2 an der Spindel-Kinetochor-
MT-Verbindung in HeLa-Zellen (Cheng & Mao 2011; Cheng et al. 2011). Die Autoren nehmen
an, dass DIAPH2 die Verbindung zwischen Chromosomen und MTs stabilisiert. Anhand von
eigenen Immunfluoreszenzfarbungen konnte eine DIAPH2-Lokalisation an Spindel-MTs nahe
der Zellpole gezeigt werden, jedoch keine Lokalisation an den Kinetochoren. Da die Depletion
von DIAPH2 die Spindel-MT-Dynamik verdnderte, ist anzunehmen, dass DIAPH2 in
HT29-Zellen nicht die Kinetochor-MT-Verbindung stabilisiert, sondern die Dynamik der
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Spindel-MTs kontrolliert. Hierdurch wére auch die DIAPH2 gesteuerte Chromosomenkinetik

zu erkléren.

Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass die Depletion von DIAPH2 die
Spindel-MT-Stabilitit auch in nicht-stimulierten HT29-Zellen kontrollierte, also offensichtlich
unabhéngig von Cdc42 an MTs bindet. Dieses Ergebnis war unerwartet, da DIAPH-Formine in
Abwesenheit von Rho-GTPasen in einer Konformation vorliegen, in welcher die Aktin
bindende FHI1- sowie die Aktin und MT-bindende FH2-Doméne durch benachbarte
Proteindomdnen nach auflen abgeschirmt werden. Die Aktin-nukleierende Aktivitdt von
Forminen ist in dieser Konformation nachweislich autoinhibiert (Higgs 2005; Bartolini et al.
2008). Es war allerdings nicht bekannt, ob auch die MT-modulierende Aktivitit von Forminen

in dieser Konformation autoinhibiert ist.

6.5 In vitro stabilisieren oder polymerisieren DIAPH2, DIAPH2-FH2-
Doméne und AFH2-DIAPH2 MT-Filamente

Um untersuchen zu kénnen, ob DIAPH2 die MT-Dynamik tatsdchlich in Abwesenheit von
GTP-Cdc42 kontrolliert, wurde das Protein, sowie DIAPH2-Mutanten rekombinant in
Bakterien exprimiert und gereinigt. Neben dem Volllangen-Protein (DIAPH2-VL) wurde die
isolierte FH2-Domaéne, fiir welche bekannt war, dass sie Aktin nukleiert und MTs bindet,
gereinigt und als Kontrolle eingesetzt. Dartiber hinaus erfolgt die Reinigung einer Mutante mit

deletierter FH2 Doméne (AFH2-DIAPH?2).

Um die Aktivitit des bakteriell produzierten DIAPH2 zu testen, wurden zuerst Aktin-
Polymerisierungs-Assays durchgefiihrt. Die Aktin-nukleierende Aktivitit von DIAPH2-VL
war wie erwartet in Abwesenheit von GTP-Cdc42 autoinhibiert, wihrend die FH2-Doméne
Aktivitdt aufwies. Allerding zeigte sich durch Anfdarben der Aktin-Filamente, dass die
DIAPH2-VL Aktin-Filamente stabilisiert und zu polarisierten Strukturen verbindet. Dies weist
auf eine Interaktion zwischen DIAPH2 und F-Aktin hin, welche vermutlich durch eine Doméne

vermittelt wird, die nicht essentiell fiir die Aktinnukleation und Polymerisierung ist.

Die Analyse der DIAPH2 kontrollierten MT-Dynamik zeigte ebenfalls, dass DIAPH2 diesen
Prozess auch in Abwesenheit von GTP-Cdc42 stark beeinflusst. Interessanterweise war die
Geschwindigkeit der MT-Polymerisierung im Vergleich zur FH2-Domine um das
10-fache gesteigert. Der schnelle Anstieg der MT-Polymerisierung in Gegenwart des
DIAPH2-VL-Proteins ldsst dabei auf eine MT-nukleierende-Aktivitit von DIAPH2 schlieen.
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Diese MT-nukleierende-Aktivitdt wurde bei TPX2 und XMAP215 durch die beschleunigte
Bildung und Stabilisierung des +-Endes von MTs nachgewiesen (Wieczorek, Bechstedt,
Chaaban & Brouhard 2015). Zukiinftige Experimente werden zeigen, ob im Fall von DIAPH2

ein dhnlicher Mechanismus vorliegt.

Zudem induzierten das DIAPH2-VL-Protein und dessen FH2-Doméne die Bildung von Taxol-
stabilisierten-MT-Netzwerken. Taxol selbst flihrt bereits zur Bildung von MT-Filamenten und
Biindeln (Needleman et al. 2005; Parness & Horwitz 1981). Durch Interaktion zwischen
DIAPH-Molekiilen kénnte eine Verknilipfung der MT-Biindel erfolgen, die zur Vernetzung
fiihrt. Ein solches Modell wire nur denkbar, wenn das DIAPH2-VL-Protein Dimere oder
Polymere bildet, wie es fiir FH2-Dominen bereits beschrieben ist (Chesarone, DuPage &
Goode 2010; Cheng et al. 2011). Um diese Frage zu kldren, sollten sowohl das
DIAPH2-VL-Protein als auch die FH2-Domine per GroBenausschluss-Chromatographie
analysiert werden. Die Untersuchung der unterschiedlichen Fraktionen wird dann zeigen, ob

das DIAPH2-VL-Protein Dimere oder Polymere bildet.

6.6 DIAPH2 bindet MTs durch eine zweite, bisher nicht charakterisierte
MT-Bindungsdomsine

Zusatzlich zu diesen neuen Ergebnissen konnte gezeigt werden, dass nicht nur die FH2-Doméne
von DIAPH2 an der MT-Polymerisierung beteiligt ist, sondern auch eine Doméne auf3erhalb
der FH2-Doméne. Dieses Ergebnis erkldrt, warum die Volllingen-Form von DIAPH2 die

MT-Polymerisation effizienter stimuliert als die FH2-Doméne allein.

Eine DIAPH2-Mutante mit deletierter FH2-Domine (AFH2-DIAPH2) polymerisierte MTs
dhnlich effizient wie die FH2-Doméne. Die Bildung von Taxol-stabilisierten-MT-Netzwerken
unterblieb allerdings in Gegenwart von AFH2-DIAPH2. Dies deutet darauf hin, dass
AFH2-DIAPH2 keine Polymere bildet und die MT-Polymerisierung durch einen von der
FH2-Domine abweichenden Mechanismus stimuliert. Folgendes Modell wiirde die
MT-modulierende Aktivitidt der Volllingen-Form von DIAPH2 erklidren. Die DIAPH2-VL
bindet als Dimer {iber die FH2-Domine an MTs und eine nicht dimerisierte Doméne rekrutiert
a-B-Tubulin oder kurze MT-Filamente an das wachsende MT-Filament (Abbildung 40 B).
Dieses Modell setzt allerding voraus, dass DIAPH2 in der ,nicht-autoinhibierten Form*
vorliegt. In der ,,autoinhibierten Form* wire die FH2-Doméne vermutlich nicht dazu in der

Lage MTs zu binden, weil sie durch die DID- und die DAD-Doméne verdeckt wire. Allerdings
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wurde durch (Kato et al. 2001) beschrieben, dass eine Domidne C-Terminal von der
DAD-Domine (aa 1048-1101) zur MT-Bindung von mDia beitragt. Zusétzlich konnte gezeigt
werden, dass ein weiteres Fragment C-Terminal zur GBD-Doméne (aa 156-455) fiir die

Lokalisation von mDial an Spindel-MTs erforderlich ist.
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Abbildung 40: Schematische Darstellung des Arbeitsmodells der Bindung von DIAPH2 in seiner
dimerisierten und autoinhibierten Form an MTs. (A) Ergebnis des MT-Polymerisierungs-Assay der
Pufferkontrolle, der FH2-Doméne von DIAPH2 und der DIAPH2-VL (FL — full-length). (B) Bindung von
DIAPH2-VL in seiner dimerisierten Form iiber zweite MT-Bindedoménen an MTs. (C) Erwartete Bindung
der autoinhibierten DIAPH2-VL {iiber eine bisher unidentifizierte zweite Bindedoméne, welche vermutlich
im C-Terminus lokalisiert vorliegt. Abkiirzungen: DAD — autoregulatorische Diaphanous Doméne, FH1
und FH2 — Formin Homologie 1 und 2, CC — Coiled-Coil-Doméne, DD — Dimerisierungs-Doméne,
DID — inhibitorische Diaphanous Domine und GBD — GTPase-Bindungs-Domine. Quelle: eigene
Abbildungen.
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Es ist daher denkbar, dass DIAPH2 in Abwesenheit von Rho-GTPasen iiber diese Fragmente
an MTs bindet und o/B-Tubulin-Dimere und/oder kurze MT-Fragmente an MTs rekrutiert
(schematisch in Abbildung 40 C aufgezeigt). Um dieses Modell zu verifizieren, miissten die
jeweils dazu homologen Fragmente in DIAPH2 bakteriell exprimiert, gereinigt und deren
Einfluss auf die MT-Dynamik gepriift werden. Um allerdings abschlieBend zu verstehen, wie
das Volllingen-Protein von DIAPH2 MTs bindet und beeinflusst, wére es erforderlich, die
3-D-Struktur der DIAPH2-MT-Komplexe jeweils in Anwesenheit und Abwesenheit von Cdc42
aufzukldren. Bisher ist allerdings nur die Struktur der FH2-Doméne von mDial aufgeklart
(Shimada et al. 2004). Zukiinftig sollte versucht werden das DIAPH2-VL-Protein in
ausreichender Menge und Reinheit zu produzieren, um Kristallisationsansitze durchfiihren zu
konnen. Ziel wire es die Struktur des DIAPH2-VL-Proteins jeweils in Anwesenheit und

Abwesenheit von Aktin, MTs und Rho-GTPasen weitergehend zu analysieren.

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass die Depletion von DIAPH2 eine Reduktion der
Stabilitdt der Spindel-MTs zur Folge hat. Detaillierte in vitro-Analysen ergaben, dass DIAPH2
auch in Abwesenheit von Cdc42 die MT-Dynamik beeinflusst, indem es die
MT-Polymerisierung und -Vernetzung stimuliert. Es ist anzunehmen, dass Cdc42 den Einfluss
von DIAPH2 auf die MT-Dynamik é&ndert und hierdurch die DIAPH2-kontrollierte
MT-Dynamik moduliert. Ubertrigt man dieses Modell auf Tumorzellen, wiirde eine fein
gesteuerte, zeitweilige Cdc42-Aktivierung von DIAPH2 eine priazise MT-Spindel-

Dynamik-Regulation ermoglichen.
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7 Zusammenfassung und Ausblick

In der vorliegenden Dissertation wurde die Funktion von DIAPH2 in Kolonkarzinom-Zellen
untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass eine Depletion von DIAPH2 in
HT29-Kolonkarzinomzellen zu einer fehlerhaften Chromosomenausrichtung fiihrte. Diese
fehlerhafte Chromosomenausrichtung hatte eine verldngerte Mitose zufolge, beeinflusste
jedoch nicht die Chromosomenanzahl. Zudem ergaben die Analysen DIAPH2-depletierter
Zellen ein verringertes Koloniebildungspotential, eine verminderte Proliferationsrate und eine
reduzierte Migrationsrate im  Scratch-Assay. Aufgrund von Immunofluoreszenz-
Lokalisationsstudien konnte eine DIAPH2-Lokalisation an Spindel-MTs nachgewiesen
werden. Erginzend wurde in weiteren Analysen gezeigt, dass die Depletion von DIAPH2 die
Spindel-MT-Stabilitdt auch in nicht-stimulierten HT29-Zellen kontrollierte. Um die genaue
Funktion von DIAPH2 fiir die MT-Dynamik zu untersuchen, wurden in vitro-Versuche

durchgefiihrt.

Durch zellfreie Assays wurde nachgewiesen, dass DIAPH2-VL, eine DIAPH2 Mutante mit
deletierter FH2-Doméne (AFH2-DIAPH?2) sowie die FH2-Doméne an MTs binden und deren
Polymerisierung stimulieren. Hierbei hatte das DIAPH2-VL-Protein den stirksten Effekt.
Bisher war bekannt, dass die FH2-Doméne Aktin und MTs bindet und deren Polymerisierung
stimuliert. AuBerdem wurde vermutet, dass die DIAPH2-VL in einer Konformation vorliegt,
die es unmoglich macht, einen Einfluss auf die MT-Dynamik auszuiiben. Nach aktuellem Stand
der Literatur fiihrt erst die Bindung von Cdc42 an DIAPH2 zur einer aktiven
Proteinkonformation, welche die FH2-Doméne freisetzt und die Bindung von Aktin und MTs
ermdglicht. Die in dieser Arbeit erhobenen Daten zeigen nun erstmals, dass DIAPH2-VL auch
in Abwesenheit von Cdc42 an MTs bindet und deren Dynamik kontrolliert. DIAPH2-VL zeigte
einen 10-mal stirkeren Effekt auf die MT-Polymerisierung als die FH2-Domine allein.
Desweiteren konnte gezeigt werden, dass eine DIAPH2-Doméne aulerhalb der FH2-Doméne
ebenfalls zur Stimulation der MT-Polymerisierung beitrégt. Aus den vorliegenden Daten wurde
ein Arbeitsmodell abgeleitet, nachdem das DIAPH2-VL-Protein iiber ein Fragment au3erhalb
der FH2-Doméne an MT-Dimere oder -Polymere bindet und diese an MTs rekrutiert.
Zukiinftige Studien werden zeigen, ob sich dieses Arbeitsmodell bestétigt. Da gezeigt werden
konnte, dass DIAPH-Proteine eine essentielle Funktion bei der Metastasierung von
Kolonkarzinomzellen spielen, wire es medizinisch von gro3em Interesse, die genaue Funktion
von DIAPH-Proteinen bei der MT-Dynamik vollstindig aufzukldren, um therapeutisch in

diesen Prozess eingreifen zu konnen.

57



8 Material und Methoden

8.1 Materialien und Gerite

8.1.1 Chemikalien

Verwendete Chemikalien wurden von den unten aufgelisteten Firmen in der hochsten

Qualitétsstufe bezogen:

Tabelle 2: Verwendete Chemikalien.

Chemikalie Firma
2-Mercaptoethanol Sigma
4-[4,5-Dihydro-5-(4-methoxyphenyl)-3-phenyl-1H-  Sigma-Aldrich
pyrazol-1-yl]-benzenesulfonamide (ML141)

4’ ,6-Diamino-2-phenylindol (DAPI) Roth
Acrylamid/Bisacrylamid Serva
Adenosine 5' -triphosphate disodium salt (ATP) Sigma

Agar

Aktin

Albumin Standard

Ammonium Persulfate (APS)

Bio-Rad Protein Assay (Bradford-Assay)
Bovines Serumalbumin (BSA)
Caspase-3/7-Red-Apoptosis-Assay-Reagenz
CASY-Ton
Chemiluminescence-Entwickler-Reagenz (ECL
Prime Western-Blot Detection Reagent)
cOmplete®, Mini, EDTA-free protease-inhibitor-
cocktail

Cryo Safe (Einfriermedium)
Dimethylsulfoxide (DMSO)

Dithiothreitol (DTT)

Entellan®

Ethidiumbromid

FuGENE® HD

Invitrogen, BD Biosciences
Cytoskeleton, Inc.

Pierce

Bio-Rad

Bio-Rad

Biomol

Essen Bioscience

OLS OMNI Life Science
GE Healthcare Bio-Sciences

Roche

CCpro
Sigma
Sigma
Merck
Sigma

Promega



Giemsas Azur-Eosine-Methylblaulosung
Glutathion-Sepharose-Beads (GST-Beads)
GTP: 100mM stock

LB-Medium

Lipofectamine® LTX mit Plus™ Reagenz

Milchpulver (non-fat dry)

M-PER™ Mammalian Protein Extraction Reagent

Natriumhypochloritlosung 12 %

NNN'N'-Tetramethylethylenediamine (TEMED)

Paraformaldehyd (PFA)

Poly-L-Lysin MW 150.000-300.000
Protein Marker (Spectra BR)

Puromycin dihydrochloride

Pyren-Aktin

qPCR Mastermix (FastStart SYBR Green)
Roti®-Blue-quick (Protein Firbe Losung)
Sepharose-G-Beads

Sodium dodecyl sulfate (SDS)

Sucrose

Triton X-100

Tubulin Protein (>99% pure): porcine brain

Tubulin Protein (rhodamine): porcine brain

Merck

GE Healthcare
Cytoskeleton, Inc.
Roth

Thermo Fisher Scientific™
Roth

Thermo Scientific™
Roth

Sigma

Sigma

Sigma

Thermo Scientific™
Sigma
Cytoskeleton, Inc.
Roche

Roth

Sigma-Aldrich
Serva

Merck

Sigma
Cytoskeleton, Inc.
Cytoskeleton, Inc.

Tween™ 20 Roth
8.1.1 Laborgerite
Tabelle 3: Verwendete Laborgeriite.
Ger:iit (Model) Firma
Bakterienschiittler Brunswick
CASY® Zellzihlgerit Schirfe System

Elektrophorese Kammer
Fluorometer/Photometer (Multiscan FC)
Fliissiger Stickstoff Behilter

Heizblock

Amersham Bioscience
Thermo Scientific™
KGW Isotherm
Eppendorf
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Imager (LAS4000) GE Healthcare

IncuCyte® Wound-Maker Essen Bioscience

Inkubator (Heracell™ 2401) Thermo Scientific™

Inverted Mikroskop (Diavert) Leitz

Keyence Mikroskop Keyence

Konfokales Laserscanning Mikroskop (TCS SPS) Leica

Magnetriihrer Heidolph

Mikrowelle Bosch

Nanodrop (Mikrovolumen-Spektralphotometer) Peqlab

pH-Meter WTW

Photometer Eppendorf

Pipetten Eppendorf

Pipettierhilfen (Pipetus®) Hirschmann, Brand

Sonifier Ultraschallgerit Branson

Tecan (infinite 2001) Tecan

Thermocycler (Gradient/Personal) Eppendorf

Thermocycler Light Cycler ® 2.0 Instrument Roche

Transferkammer Western-Blot Biorad

Ultrazentrifuge (Optima TL) Beckmann

UV-Tisch Bachhofer

Visitron Spinning disk-TIRF Improvision

Vortex (Genie2™) Scientific Industries

Waage Mettler-Toledo, Sartorius

Wirmeschrank Memmert

Wasserbad Memmert

Wippschiittler Heidolph, Stuart

Zentrifugen Heraeus, Hermle, Thermo
Scientific™

8.2 Verbrauchsmaterialien

Verwendete Verbrauchsmaterialien wurden von den unten aufgelisteten Firmen bezogen:



Tabelle 4: Verwendete Verbrauchsmaterialien.

Verbrauchsmaterial Firma

u-slide-8-well (8er-Chamber-Slides) Ibidi

Blot-Papier Roth

CASY-Rohrchen OLS OMNI Life Science

Cryo-Aufbewahrungsgefifie
Gel-Glas Platten und Gel-Zubehor

Kiivetten

low protein binding micro-Reaktionsgefaflen

Nitrocellulose Membran
Pipettenspitzen und Reaktionsgefilie
Skalpell

Spritzen

Spritzenvorsatzfilter (0,45 um)
Verbrauchsmaterialien fiir die Zellkultur
Zell-Schaber

Vivaspin500 Zentrifugen-Konzentratoren

8.2.1 Puffer und Losungen

Sarstedt, Nunc
Amersham Bioscience
Sarstedt

Sarstedt

GE Healthcare
Sarstedt, Eppendorf
Braun

Braun

Sarstedt

BD, Falcon, Sarstedt, Nunc
Braun

Sigma-Aldrich

Alle Losungen und Puffer wurden in zweifach destilliertem Wasser angesetzt und filtriert.

Wenn notwendig wurden die Losungen und Puffer sterilfiltriert und 20 min bei 121 °C und

2 bar autoklaviert. Der pH-Wert wurde, sofern nicht anders vermerkt, mit 1 M NaOH oder

1 M HCI eingestellt.

Tabelle 5: Verwendete Puffer.

Puffer Zusammensetzung

10x Aktin-Polymerisations-
Puffer
4x SDS-Probenpuffer

500 mM KCl, 20 mM MgClz, 10 mM ATP

250 mM Tris, pH 6,8, 4 % SDS, 30 % Glycerol, 1,3 %

Bromphenolblau, 20 % Mercaptoethanol

Elutionspuffer
General-Aktin-Puffer
(G-Puffer)

Lysepuffer mit 30 mM GSH, pH =8
5 mM Tris-HCI pH = 8 und 0,2 mM CaCl,
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General-Tubulin-Puffer 80 mM PIPES pH = 6,9; 2 mM MgCl und 0,5 mM
(GT-Puffer) EGTA
Lysepuffer PBS, 10 % Glycerol, 1 mM EDTA, 1 mM DTT, 5

mg/ml Lysozym, 0,5 mM PMSF und 1x Protease-
Inhibitor-Cocktail

PAK-Lysepuffer 50 mM Tris-HCL, pH =7,5, 1 mM EDTA, 150 mM
NaCl, 1 % (v/v) NP-40 (IGEPAL CA 360), ]| mM
PMSF

PBS-Puffer 137 mM NacCl, 2,7 mM KCl, 8 mM Na,HPO4 *2H,0,
pH=7,4, 1,5 mM KH;PO4

Running-Puffer 20 mM HEPES, 150 mM KClI, 10 % Glycerol, 1 mM
DTT und Protease-Inhibitor-Cocktail

TBS-Puffer 150 mM NacCl, 7,7 mM Tris-HCI, pH = 7,5

Western-Blot-Laufpuffer 25 mM Tris, 192 mM Glycin, 0,1 % SDS

Western-Blot-Transferpuffer 25 mM Tris, 192 mM Glycin, 20 % Methanol

8.2.2 Kits

In der vorliegen Dissertation wurden folgende Kits verwendet. Durchfiihrung jeweils immer

nach den Protokollen, sofern nicht anders vermerkt.

Tabelle 6: Verwendete Kits.

Kit Verwendungszweck Firma

Apoptose Kit Apoptose IncuCyte® Essen Bioscience

NucleoBond® Xtra Midi EF Isolation grofB3er Macherey-Nagel
DNA-Mengen

NucleoSpin® RNA Kit mRNA-Isolation Macherey-Nagel

NucleoSpin® Gel und PCR Aufreinigung von DNA aus  Macherey-Nagel

Clean-up Gel und Umpufferung

pGEM®-T Easy-Vector Systems Zwischenklonierung und Promega
Vervielfiltigung DNA

Phosphatase, Alkaline from calf Dephosphorylierung von Sigma

intestine Vektoren
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Plasmid Miniprep Kit, Isolation kleiner Monarch®,

NucleoSpin® Plasmid (NoLid) DNA-Mengen Macherey-Nagel
Subcellular Fractionation Fraktionierung von Thermo
Membran & Cytoplasma Scientific™

SuperScript™ III Reverse Transcriptase Reverse Transkription von  invitrogene
mRNA in cDNA

LightCycler® FastStart DNA Master Durchfiihrung einer gPCR Roche
SYBR Green |

8.2.3 Bakterienstimme und Enzyme

Es wurden die Baktierenstimme XL /-Blue-E.-coli und BL21(DE3)pLysS-E.-coli aus dem
Institut fiir Anatomie und experimentelle Morphologie des UKEs verwendet. Alle verwendeten

Enzyme stammen von New England Biolabs, Fermentas oder Thermo Scientific™.

Tabelle 7: Verwendete Enzyme.

Enzym Verwendung Sequenz

Asel pGEM®-T Easy zerschneiden ATTAAT

Dpnl Verdau von Ausgangsplasmid bei QC Verdau methylierter DNA
Notl DIAPH2 in pGEX-6P-2A GCGGCCGC

Xhol DIAPH2 in pGEX-6P-2A CTCGAG

8.2.1 Antikorper

Die im Folgenden aufgelisteten primédren und sekundidren Antikdrper (AK) wurden fiir

Western-Blot Analysen (WB) und fiir Immunfluoreszenz (IF)-Anwendungen eingesetzt.

63



Tabelle 8: Verwendete Primérantikorper.

Primir AK Spezies Blocken Verdiinnung Verdiinnung Firma
WB WB IF
Aktin Maus 2,5% 1:10.000 - Sigma-Aldrich
BSA #A2066
BubR1 Kaninchen 5% MP  1:2000 - Abcam
#ab172581
Cdc42 Maus 2,5 % 1:2000 BD Biosciences
BSA #610928
detyrosinated Kaninchen 2,5 % 1:2000 1:200 Abcam
o-Tubulin BSA #ab48389
DIAPH2 Kaninchen 5% MP  1:1000 1:100 Sigma-Aldrich
#HPA005647
E-Cadherin Kaninchen 2,5 % 1:2500 1:150 Cell Signaling
BSA #3195S
EGFR Maus 5%MP  1:1000 - Santa Cruz
#sc-373746
HSC70 Kaninchen 5% MP  1:6000 - Santa Cruz
#sc-7298
Phalloidin - - 1:1000 Abcam
iFluor488 #ab176753
Phospho- Kaninchen 5% MP  1:2000 - Abcam
BubR1 #ab200061
B-Tubulin Kaninchen 2,5 % 1:1000 1:200 Sigma-Aldrich
BSA #T4026
Tabelle 9: Verwendete Sekundirantikorper.
Sekundéir Antikorper Verdiinnung  Firma
Alexa Fluor® 488 goat anti-rabbit IgG IF 1:2000 Invitrogen #A-11008
Alexa Fluor® 546 goat anti-mouse IgG IF 1:2000 Invitrogen #A-11030
HRP-conjugated goat anti-mouse IgG WB 1:10000 Abcam #ab205719
HRP-conjugated goat anti-rabbit IgG WB 1:10000 Abcam #ab205718
HRP-conjugated donkey anti-goat IgG WB 1:5000 Santa Cruz #sc-2354
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8.2.2 Expressionskonstrukte

Die folgenden Plasmide enthalten humane cDNA zur Expression in eukaryotischen Zellen oder

Bakterien. Mit #-Nummer gekennzeichnete Plasmide und Konstrukte sind auf der Seite:

https://www.addgene.org/ inklusive Sequenzinformationen und Resistenzgen zu finden.

Tabelle 10: Auflistung der verwendeten Expressionskonstrukte.

Konstrukt (#Addgene) Expression von/ Vektor Herkunft
Fusionsprotein  (Resistenz)
IRCM_DIAPH2 DIAPH2 IRCM (Kana) Source BioScience
(human)
IMAGE ID #40125965
pGEM®-T Easy - (Amp) Promega
pGEX-4T1-N-GST-FH2  GST-FH2 pGEX-4T1-N-  Dr. Schmidt (Bonn,
GST (Amp) Structural Immunology)
pGEX-6P-2A GST + Insert (Amp) Prof. Kindler
(UKE - Humangenetik)
pH2B-EYFP #51002 pH2B-EYFP pEYFP-N1 Prof. Wikmann
(Kana) (UKE - Tumorrbiologie)
pLKO.1 shRNA-Plasmid Puro + (Amp) Sigma
pMD2.G #12259 VSV-G (Amp) Prof. Jicker
(UKE - IBS)
psPAX2 #12260 HIV-1 gag und (Amp) Prof. Jicker

pol

(UKE - IBS)

In der Tabelle aufgefiihrte Plasmide wurden dankenswerter Weise von Prof. Dr. M. Geyer

sowie Dr.

Schmidt (Bonn, Structural Immunology), Prof. Dr.

S. Kindler (UKE -

Humangenetik), Prof. Dr. H. Wikmann (UKE - Tumorbiologie) und Prof. Dr. M. Jiicker (UKE -

IBS) zur Verfiigung gestellt. Die genutzten Resistenzantibiotika wurden in einer Konzentration

von 100 pg/ml Ampicillin (Amp) und 50 pg/ml Kanamycin (Kana) eingesetzt.
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8.2.3 Software

In der Arbeit wurde folgende aufgelistete Software verwendet:

Tabelle 11: Auflistung verwendeter Software.

Name Anwendung

ImagelJ/F1J1 Bild- und Bildsequenzauswertung in XYZ-Ebene

IncuCyte® Zoom 2016B Zellanalyse, Auswertung von Proliferation, Scratch und
Apoptose-Assays

Keyence Auswertung und Messung von mikroskopischen

Light-Cycler-Software-3.5
(Roche)
MATLAB

Office

Serial Cloner und SnapGene

Aufnahmen

Analyse der qPCR-Daten

Statistische Auswertung von Daten und Abbildung von
mathematischen Datensitzen
Kalkulation und Normierung der erzeugten Datensétze

Klonierung und Analyse von DNA Sequenzen

8.3 Molekularbiologische Arbeiten

8.3.1 Klonierung

Tabelle 12: Verwendete Sequenzierungsprimer.

Primer Sequenz (5" —3") Tm

DIAPH2 Seq_1000 fw  5’-TGCCCTTGTCACTTCTCCTTA 61,6 °C
DIAPH2 Seq_1500 fw  5’-AAGAAGTTCGATGAAGAATTC 54,1 °C
DIAPH2 Seq_2000 fw 5’-CAGATCTCTTTGCCAAATTGG 57,8 °C
DIAPH2 Seq_2500 fw  5’-GAGTTAGTTCTTCTTGTTGGA 55,5 °C
DIAPH2 Seq_3000 fw 5’-AGTGAGAGAAAACAATAAGAG 53,2°C
DIAPH2 Seq_500 fw 5’-TCATGAATTACGATCGGGTAT 56,9 °C
DIAPH2 Seq_600 rv 5’-CCAAGACCTTCATGGCCAAAG 62,0 °C
pGEMP®-T-Easy NP 5’-GACGTTGTAAAAACGACGGCCAGTG 66,8 °C
pGEM®-T-Easy RP 5’-AACAGCTATGACCATGATTACGCC 63,4 °C
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Der IMAGE-Klon (IMAGE: 40125965) der DIAPH2-cDNA wurde von ,,Source BioScience
Life Sciences” erworben. Zuerst wurde die gesamte DIAPH2-Sequenz mittels
Sequenzierungsprimern (Tabelle 12) kontrolliert. AnschlieBend wurden Klonierungsprimer
hergestellt, durch welche das Gen in diverse Vektoren eingebracht oder modifiziert werden
konnte. Weitere Aufgaben der Klonierungsprimer sind das Einfiigen von Restriktionsenzym-
Schnittstellen, Start-/Stopcodon und eventuell Basen zum Uberbriicken des Leserasters von
Fusionsproteinen (Tabelle 13). Zur bakteriellen, rekombinanten Expression von DIAPH2 in
pGEX-6P-2A wurde die DIAPH2 c¢DNA zuerst in den Zwischenklonierungsvektor
pGEM®-T Easy-Vektor kloniert und vervielfiltigt.

Tabelle 13: Auflistung verwendeter Primer und dazugehoriger Restriktionsenzyme.

Plasmid Primer Enzym

pGEX-4T1- Bezogen von Sebastian Schmitt und Matthias Geyer aus der EcoRlI,

N-GST ,Bilochemistry and Structural Immunology* aus Bonn Notl
pGEX-6P-2A FW: CTCGAGATATGGAGCAGCCCGGGGCGGCG Xhol,
DIAPH2 RV: TTATGTAGCTGATCTTGGATTCGCCGGCG Notl
pGEX-6P-2A  Qickchange pGEX-6P-2A DIAPH2- AFH2 (624-1049) Xhol,
DIAPH2- FW: GAGTTCCTCCTCCCCCACTCATTGATATAAACAA Notl
AFH2

RV: TTGTTTATATCAATGAGTGGGGGAGGAGGAACTC

8.3.2 Vervielfiltigung der DNA

Tabelle 14: PCR-Zusammensetzung.

Bestandteil der PCR Menge
5x High Fidelity (HF)-Puffer 10 pl
dNTPs (10 mM) 1 ul
Primer FW (10 uM) 1 ul
Primer RV (10 uM) I ul
DNA-Template (10ng/ul) I ul
Phusion (DNA-Polymerase) 1 ul
A. dest. 35 ul
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Tabelle 15: PCR-Programm.

Temperatur Dauer Schritt
1. 98 °C 30s Initiale Denaturierung
2. 98 °C 15s Denaturierung
3. 65 °C 30s Annealing der Primer
4. 72 °C 120 s Elongation (bei Phusion)
5. 72 °C 600 s Finale Elongation
6. 4°C 00 Lagerung
2.-4. 30 x Wiederholen Vervielfiltigung der DNA

Das per PCR, nach den Protokollen aus Tabelle 14 und Tabelle 15, amplifizierte Konstrukt
wurde mit dem NucleoSpin® Gel und PCR Clean-up -Kit nach dem Protokoll von
Macherey-Nagel durchgefiihrt und die DNA in 20 pl NE-Puffer eluiert. Die DNA wurde zur
Uberpriifung der Amplifikation auf einem 1 %-igem Agarosegel mit Ethidiumbromid

aufgetragen und elektrophoretisch aufgetrennt.

8.3.3 PA-Tailing

Tabelle 16: Zusammensetzung PA-Tailing.

Bestandteil des PA-Tailings Menge
Eluat des PCR Clean up 13 pul
50mM MgCl, 1 pl
2mM dATP 2 ul
10x Tag-DNA-Polymerase Puffer 2 ul
Tag-DNA-Polymerase 2 ul

Der PA-Tailing-Ansatz wurde zum Anfiligen eines Poly-A-Schwanzes 30 min bei 72 °C
inkubiert.

8.3.4 pGEM®-T Easy Ligation

Die Vektorkarte des pGEM®-T Easy ist im Anhang im Abschnitt 10.1.1 aufgelistet. Der
pGEM®-T Easy-Vektor besitzt in der gedffneten Multiple-Cloning-Site einen
Poly-T-Uberhang, mit welchem das Insert iiber den Poly-A-Schwanzes interagieren und

dadurch mittels einer T4-Ligase integriert werden kann.
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Tabelle 17: Zusammensetzung der pGEM®-T Easy Ligation.

Bestandteil der pGEM®-T Easy Ligation Menge
2x Ligations-Puffer 5l
pGEM®-T easy 1l
PA-Tailing Ansatz 2 ul
A. dest. I ul
T4 Ligase 1 pul

Der pGEM®-T Easy Ligations-Ansatz wurde bei 4 °C iiber Nacht inkubiert.

8.3.5 Transformation von Plasmid-DNA in E.-coli

Der komplette Ligationsansatz oder die zu vervielfdltigende DNA wurden zu 100 pl der
kompetenten XLI-Blue-E.-coli Suspension hinzugegeben und fiir 30 min auf Eis inkubiert.
Darauf folgte ein Hitzeschock bei 42 °C fiir 1 min. Nach der Zugabe von 900 pl
antibiotikafreiem-LB-Medium wurden die transformierten Zellen fiir 90 min bei 37 °C und
350 rpm im Schiittelinkubator inkubiert. Nach der Inkubation wurden 100 pul der
Bakteriensuspension mit 900 ul Medium auf LB-Amp (100 pg/ml)-Agarplatten pipettiert und
durch schwenken verteilt. Die Platten wurden fiir ca. 1 h unter der Bakterienwerkbank

getrocknet und tiber Nacht bei 37 °C inkubiert.

8.3.6 DNA-Isolierung aus E.-coli

Zur Isolierung der Plasmid DNA wurden sechs Klone gepickt. Jeweils eine 6 ml
Ubernachtkultur in LB mit Amp (100 pg/ml) angesetzt und nach 18 h schiitteln bei 37 °C die
Plasmid DNA der Bakterien mit dem DNA Mini-Isolierungs-Kit (Macherey-Nagel oder

Monarch) nach dem Protokoll isoliert.

8.3.7 Restriktionsverdau und Isolation von Insert und Vektor-Backbone

Die DNA wurde isoliert und 3 pg DNA mit den durch die PCR eingefiigten Klonierungs-
Restriktionsenzymen Xhol und Notl geschnitten. Da der pGEM®-T Easy mit knapp iiber 3 kb
ungefihr dieselbe GroBe hat wie DIAPH2 mit 3,3 kb, wurde das pGEM®-T Easy-Riickgrat

jeweils mit Asel in 2 Teile gespalten.
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Restriction analysis of pGEMTeasy SequenzDIAPH2pGex.xdna [Circular]
Incubated with NotI + ¥XhoI + Asel 10000

8000
5 fragments generated. 000
5000

1 3.343 bp - From XhoI[4Z2] To NotI[3385] 000  sm—
00—
2= 1.476 bp - From AseI[4890] To XhoI[42]
2000 v—
3= 1.235 bp - From AseI[3655] To Asel[4890] -
=i — —
4: 211 bp - From NotI[3385] To AseI[3596] 5000
5] 59 bp - From AseI[3596] To Asel[3655]

500

Abbildung 41: Virtueller Verdau von DIAPH2 in pGEM®-T Easy durch Serial Cloner. Durch die
Vektorkarte kann die Sequenz analysiert, die Schnittstellen der Restriktionsenzyme von Xhol, Notl und Asel
detektiert und die Lange der Teilstiicke vorhergesagt werden.

Der Restriktionsverdau wurde auf ein 1,5 %-iges Agarosegel mit 10 pul Ethidiumbromid pro
100 ul Agarosegel aufgetragen und elektrophoretisch aufgetrennt. Die detektierten Banden
entsprachen der Vorhersage aus Abbildung 41. Die DIAPH2-Bande mit 3,3 kb wurde
ausgeschnitten und mittels Gel- und PCR-Clean-Up-Kit von Macherey-Nagel aufgereinigt. Die
Vektorkarte des pGEX-6P-2A ist im Anhang im Abschnitt 10.1.2 aufgelistet. Der Vektor
pGEX-6P-2A wurde ebenso mit Xhol und Notl-Enzymen geschnitten auf dem 1,5 %-igen
Agarosegel aufgetrennt, die Bande bei ca. 5 kb ausgeschnitten und per Gel- und PCR-Clean-Up
Kit aufgereinigt.

8.3.8 Ligation in den pGEX-6P-2A-Vektor

Tabelle 18: Zusammensetzung des Ligationsansatzes zur Klonierung in den pGEX-6P-Vektor.

Bestandteil der pGEX-6P-2A-Ligation Menge
10x Ligations-Puffer I ul
pGEX-6P-2A-Vektor 1 ul
Insert-DNA 7 ul
T4 Ligase I ul
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Der pGEX-6P-2A-Ligations-Ansatz wurde bei 16 °C fiir 20 h inkubiert. Der vollstindige
Ligationsansatz wurde nach der Ligation in kompetente XLI-Blue-E.-coli transformiert,

inkubiert und die vervielfiltigte DNA isoliert.

Durch einen erneuten Verdau der Plasmide mit den Restriktionsenzymen, die der Ligation
dienten, konnten durch ein mit Ethidiumbromid gefarbtes Agarosegel iiberpriift werden, ob das
Insert in das Plasmid integriert wurde. Zusitzlich wurde das unverdaute Plasmid mit
aufgetragen, um zu sehen, ob die GroB3e des Leerplasmids inklusive Insert stimmt und nicht
eventuell zwei Inserts in dem Plasmid integriert sind. Ebenfalls wurden im Anschluss die

Plasmide komplett sequenziert, um Mutationen ausschliefen zu konnen.

Tabelle 19: Zusammensetzung des Sequenzieransatzes.

Bestandteil des Sequenzieransatzes Menge
Plasmid DNA 1,2 ng
Primer (10 pmol) 3ul
Insert 7 ul
A. dest. I ul

Das Endvolumen des Sequenzieransatzes wird auf 15 pl in einem 1,5 ml Reaktionsgefal3
aufgefiillt und bei Seqlab sequenziert. Die FH2-Domine (aa 624-1049) wurde von S. Schmidt
in den pGEX-4T1-N-GST kloniert und zur Verfiigung gestellt.

8.3.9 Quickchange-Mutagenese fiir DIAPH2-Domiinen

Durch eine Quickchange-Mutagenese wurde die cDNA von DIAPH2 im pGEM®-T Easy um
die Aminosduren von 624 bis 1049 (AFH2) verkiirzt. Ein sequenziiberspannender Primer mit

je 17 Aminosduren vor und nach der deletierten Sequenz wurde entworfen:
FW DIAPH2 AFH2(624-1049): GAGTTCCTCCTCCCCCACTCATTGATATAAACAA

RV DIAPH2 AFH2(624-1049): TTGTTTATATCAATGAGTGGGGGAGGAGGAACTC
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Tabelle 20: Quickchange-Mutagenese PCR-Zusammensetzung.

Bestandteile der PCR Menge
5x GC-PCR-Pufter Sul
dNTPs (10 mM) 0,5 ul
Je 1 Ansatz pro Primer FW oder RV (10 uM) 1 pl
DNA-Template (10 ng/ul) 2,5 ul
Phusion (DNA-Polymerase) 0,5 ul
A. dest. 13,5 ul
DMSO 2 ul

Die PCR wurde in 2 Ansédtzen, wie in Tabelle 20 aufgelistet, mit jeweils einem Ansatz pro
Primer zusammengesetzt und nach dem Protokoll aus Tabelle 21 als Gradienten-PCR gestartet.
Der GC-Puffer wurde verwendet, da die Primer hohe Annealing-Temperaturen haben und

dieser Puffer besser dafiir geeignet ist.

Tabelle 21: Quickchange-Mutagenese PCR-Programm.

Temperatur Dauer Schritt
1. 98 °C 30s Initiale Denaturierung
2. 98 °C I5s Denaturierung
N A G e Annealing der Primer mit
Temperaturgradient
4. 72 °C 120 s Elongation (bei Phusion)
5. 72 °C 600 s Finale Elongation
6. 4°C 00 Lagerung
2.- 4. 10 x wiederholen  Vervielfdltigung der DNA

Danach wurden beide Ansédtze mit jeweils FW-und RV-Primer (Tabelle 13) zusammengegeben
und das gleiche Programm wurde 18 weitere Zyklen laufen gelassen. Die Template-DNA
wurde mit Dpnl verdaut. Dpnl verdaut methylierte DNA, wordurch das PCR-Produkt unverdaut
bleibt und die Template-DNA abgebaut wird. Eine Probe vor und nach dem Verdau wurde
jeweils auf ein Ethidiumbromid-Gel aufgetragen, um zu iiberpriifen, ob die PCR und der
Verdau erfolgreich waren. Nach dem positiven Ergebnis des Gels, wurden 10 pl Plasmid-DNA

aus der Quickchange-Mutagenese-PCR, in kompetente XL /-Blue-E.-coli transformiert und
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vervielfaltigt. Per DNA-Mini-Isolierungs-Kit wurden die gewonnenen Plasmide isoliert und die

Deletion in der Sequenz konnte per Gel visualisiert sowie per Sequenzierung liberpriift werden.
8.4 Invitro-Versuche mit rekombinantem DIAPH2, FH2 und AFH2
8.4.1 Rekombinante Expression in BL21(DE3)pLysS-E.-coli

Fiir die Transformation wurden zunéchst je 200 ng pGEX-6P-2A-Plasmid-DNA der DIAPH2-
Vollldnge (VL) (Abbildung 46), DIAPH2-AFH2 (Abbildung 47) oder pGEX4T1-N-GST-FH2-
624-1049-DIAPH2 (Abbildung 48) zu 100 ul der kompetenten BL21(DE3)pLysS-E.-coli-
Suspension hinzugegeben und fiir 30 min auf Eis inkubiert. Darauf folgte der Hitzeschock bei
42 °C fiir 1 min. Nach der Zugabe von 900 ul LB-Medium (ohne Antibiotika) wurden die
transformierten Zellen fiir 90 min bei 37 °C und 750 rpm im Schiittelinkubator kultiviert. Nach
der Inkubation wurden 100 pl der Bakterien-Suspension mit 900 pl Medium auf LB-Amp-
Agarplatten pipettiert und durch Schwenken auf der gesamten Oberfldche verteilt. Die Platten
wurden fiir ca. 1 h unter der Bakterienwerkbank getrocknet und {iber Nacht bei 37 °C inkubiert.
Fiir die Inkulturnahme der transformierten E.-coli-Zellen wurde mit einer Pipettenspitze eine
Kolonie gepickt, in ein Schiittelrohrchen mit 6 ml LB-Medium mit Amp iiberfiihrt und {iber
Nacht bei 37 °C inkubiert. Am nichsten Tag wurde die Vorkultur in 500 ml LB-Medium mit
Amp Ttberfiihrt. Die Bakterien wurden bei 37 °C und 300 rpm bis zu einer OD 600 von 0,8
inkubiert. Die Induktion der Expression erfolgte danach mit 0,7 mM Isopropyl-B-D-
thiogalactopyranosid (IPTG) iiber Nacht bei einer 20 °C und 300 rpm Inkubation. Die Zellen
wurden bei 4500 x g fiir 10 min bei 4 °C pelettiert, in PBS gewaschen und erneut zentrifugiert.
Das Pellet wurde anschlieBend in Lysepuffer (Tabelle 5) aufgenommen und drei Mal fiir 60 s
sonifiziert. Die Lysate wurden 45 min bei 4 °C und 48.000 x g zentrifugiert. Der Uberstand
wurde mit einem 0,45 puM Spritzenvorsatzfilter filtriert. Glutathion-Sepharose-7ag-Beads
(GST-Beads (Tabelle 2)) wurden drei Mal mit Running-Puffer (Tabelle 5) dquilibriert und
jeweils bei 300 x g fiir 3 min zentrifugiert. Die Lysate und die gleiche Menge Running-Puffer
wurden jeweils auf die GST-Beads geladen und fiir 2 h in 50 ml ReaktionsgefdBBen bei RT
kopfiiber rotiert. AnschlieBend wurden die GST-Beads jeweils bei 300 x g fiir 5 min
zentrifugiert und drei Mal mit Lysepuffer gewaschen. Die Elution erfolgte mit Elutionspuffer
(Tabelle 5). Dabei wurden die GST-Beads drei Mal jeweils 10 min bei RT kopfiiber rotiert, bei
300x g fiir 5min herunterzentrifugiert und der Uberstand jeweils als Elutionsfraktion
gesammelt. Die Proteinmenge der Elutionsfraktionen und die noch verbleibende Proteinmenge
auf den GST-Beads wurde nach der Auftrennung auf einer SDS-PAGE- mit Roti®-Blue-quick
gefarbt und quantifiziert. Die Proteinelutionen wurden bei 4 °C auf Eis gelagert, um die
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Proteinaktivitidt zu erhalten. Bei einer Lagerung bei -20 °C geht die Aktivitdt von DIAPH-

Proteinen verloren.

8.4.2 Pyren-Aktin-Polymerisierung und -Depolymerisierung

Polymerisation: Durch Pyren gelabeltes Aktin kann die Polymerisierung von Aktin gemessen
werden. Aufgrund der rdumlichen Anndherung der Pyren-Reste steigt die Fluoreszenz dieser
und stellt ein Mal3 der Polymerisierung dar. Pyren-Aktin (1 pg/ul) und ungelabeltes Aktin
(0,1 pg/ul) von (Tabelle 2) wurden in G-Puffer (General-Aktin-Puffer (Tabelle 5)) mit 0,2 mM
ATP und 1 mM DTT versetzt. Um bereits polymerisiertes F-Aktin zu pelletieren, wurde das
Aktin 1 h auf Eis gelagert, danach fiir 15 min bei 14.000 x g bei 4 °C zentrifugiert und der
Uberstand fiir die Messungen verwendet. Fiir die Messung wurden 5 pug Aktin, 0,5 pg
Pyren-Aktin mit jeweils 5pug DIAPH2-VL-Protein, DIAPH2-FH2-Doméne oder
DIAPH2-AFH2 in  G-Puffer in  schwarze  96-Well-Platten  pipettiert. Im
Fluoreszenzspektrometer (Tecan Reader) wurde mit 10 Messungen im Fluoreszenz-Kanal eine
Basislinie aufgenommen. Danach wurden, um die Polymerisierung durch die Zugabe von
Salzen und ATP zu starten, 20 ul eines 10x Aktin-Polymerisations-Puffer zu jedem Well
hinzufiigt und gleichméBig durchmischt. Die Wells wurden alle 30 s iiber einen Zeitraum von
1 h gemessen.

Depolymerisation: Der Einfluss der Proteine auf die Depolymerisationsrate wurde durch eine
1:10 Verdiinnung mit G-Puffer nach der Polymerisationsmessung durchgefiihrt. Erneut wurde

die Platte nach der Verdiinnung fiir 1 h gemessen.
8.4.3 Aktin-Polymerisations-Visualisierung

Aktin (1 mg/ml) wurde in G-Puffer mit 0,2 mM ATP und 1 mM DTT gel6st. Um bereits
polymerisiertes F-Aktin zu pelletieren, wurde es fiir 1 h auf Eis gelagert und danach fiir 15 min
bei 14.000 x g und 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wurde fiir die weiteren Experimente
verwendet. 18 pl (1 pg) DIAPH2-VL-Protein, DIAPH2-FH2-Doméne oder DIAPH2-AFH?2 in
G-Puffer mit 200 uM ATP und 1 mM DTT, 2 pl Aktin, 2,5 ul Phalloidin-iFluor488 (Tabelle 8)
(1:25 Verdiinnung in PBS) sowie 2,5 ul 10-fach Assay-Puffer wurden dazu gegeben und auf
einem, zuvor fiir 30 min Poly-L-Lysin (Tabelle 2) beschichteten und getrocknetem
Chamber-Slide verteilt. Nach 20 min wurden Aktin-Biindel und vernetzte Aktin-Strukturen im

Fluoreszenzmikroskop bei einer 60 fachen Vergroferung analysiert.
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8.4.4 Protein-MT-Interaktion und Bindung

Um die Bindung der DIAPH2-Proteine an Mikrotubuli zu untersuchen, wurden die Proteine mit
MTs inkubiert und konnten anschlieBend durch eine Ultrazentrifugation als Komplex im Pellet
nachgewiesen werden. Zuerst wurde lyophylisiertes Tubulin-Protein (Tabelle 2) auf 10 mg/ml
(0,2 mM) in General-Tubulin-Puffer (GT-Puffer (Tabelle 5)) mit 1 mM GTP gelost, auf 10 pl
aliquotiert, in fliissigem Stickstoff (N2) eingefroren und bei -80 °C gelagert. Danach wurden
die MTs mit 1 mM GTP fiir 5h bei 37 °C im Wasserbad inkubiert, um polymerisierte
MT-Filamente herzustellen. DIAPH2-Proteine (DIAPH2-VL, DIAPH2-FH2-Doméne und
DIAPH2-AFH2) wurden 15 min bei 15.000 x g und 4 °C herunterzentrifugiert, um unldsliches,
denaturiertes Protein zu pelletieren, damit die MT-Bindung nicht gestért und die Pelletierung
des MT-Protein-Komplex nicht verfdlscht wird. Vorpolymerisierte Mikrotubuli 1 pl
(0,2 mM MTs) und 49 ul (4 uM Protein) DIAPH2-VL-Protein, DIAPH2-FH2-Doméne oder
DIAPH2-AFH2 wurden fiir 5 min bei RT inkubiert. Danach fiir 30 min bei 100.000 x g bei
25 °C inkubiert und die Pellets in SDS Probenpuffer aufgekocht. Als Negativkontrollen dienten
die Proteine ohne MTs, zentrifugiert bei gleichen Bedingungen, um auszuschlieflen, dass die
Proteine unspezifisch ohne MTs pelletieren. Auf einer SDS-PAGE wurden die Proben
aufgetrennt und mit Roti®-Blue-quick gefirbt. Die Banden-Intensitit wurde mit Imagel]

ausgewertet.

Eine weitere Methode die Bindung von Proteinen an Mikrotubuli nachzuweisen, ist iiber eine
Immunprézipitation. Tubulin wurde bei 37 °C aufgetaut und auf 0,1 mg/ml in GT-Puffer
verdiinnt. Danach wurde es mit 20 uM Taxol und 1 mM GTP fiir 20 min bei 37 °C inkubiert.
4 ng MTs wurden mit dem B-Tubulin Antikorper fir 30 min auf einem Rotor iiberkopf
geschiittelt, inkubiert. 100 pl Protein Sepharose-G-Beads (Tabelle 2) wurden hinzugefiigt und
fiir 30 min inkubiert. Danach wurden 2 ng DIAPH2-VL-Protein, DIAPH2-FH2-Domine oder
DIAPH2-AFH2 dazugegeben und weiter fiir 1 h inkubiert. Die Sepharose-G-Beads wurden
herunterzentrifugiert und fiinf Mal mit Lysepuffer (siche Absatz 8.4.1) gewaschen. Danach
wurden die Sepharose-G-Beads in SDS-Probenpuffer aufgekocht, auf einer SDS-PAGE
aufgetrennt und mit Roti®-Blue-quick gefirbt. Die Banden-Intensitit wurde mit Imagel]

ausgewertet.

8.4.5 Protein-MT-Biindelung
Gelostes Tubulin wurde bei 37 °C aufgetaut, in GT-Puffer mit 20 uM Taxol und 1 mM GTP

verdinnt und fiur 20 min bei 37 °C inkubiert. Danach wurden die entstandenen MT weiter

fir Sh bei 37°C inkubiert, um lange MT-Filamente vorzupolymerisieren. 0,1 pM
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DIAPH2-VL-Protein, DIAPH2-FH2-Doméne oder DIAPH2-AFH2 wurden zusammen mit
1 uM  vorpolymerisierten MTs in ,low protein binding micro “-Reaktionsgefdllen
(Tabelle 4) 30 min bei 37 °C inkubiert und fiir 10 min bei 4000 x g zentrifugiert. Uberstand und
Pellet wurden in SDS-Probenpuffer aufgenommen, per SDS-PAGE aufgetrennt und durch

Roti®-Blue-quick gefirbt. Die Bandenintensitit wurde mit ImageJ ausgewertet.

Um den Einfluss der DIAPH2-Konzentration auf die MT-Biindelung zu testen, wurden die
DIAPH2-Proteine im gleichen Verhiltnis zu den MTs eingesetzt. Tubulin wurde bei 37 °C
aufgetaut und auf 0,1 mg/ml in GT-Puffer mit 20 uM Taxol und 1 mM GTP verdiinnt und fiir
20 min bei 37 °C inkubiert. 1 pg DIAPH2-Protein wurde mit 1 pg vorpolymerisierten
Mikrotubuli fiir 30 min bei RT in ,,Jow protein binding micro-* Reaktionsgefaen inkubiert und
fiir 10 min bei 4000 x g zentrifugiert. Uberstand und Pellet wurden in SDS-Probenpuffer
aufgenommen, per SDS-PAGE aufgetrennt und durch Roti®-Blue-quick gefirbt. Die

Bandenintensitit wurde mit Image] ausgewertet.
8.4.6 Analyse der MT-Polymerisation

Shelanski und Lee (Shelanski, Gaskin & Cantor 1973; Lee & Timasheff 1977) beschrieben
einen Versuch, bei dem Licht einer Wellenlédnge von 340 nm proportional zum Wachstum von
Mikrotubuli gestreut wird. Die Messungen reprasentieren daher die MT-Nukleierung und das
daraus resultierende Wachstum aus dem Gleichgewicht von Katastrophe und Polymerisierung
der Mikrotubuli. Um den Einfluss von DIAPH2 auf die MT-Polymerisiserungs-Rate zu
untersuchen, wurden DIAPH2-VL, DIAPH2-AFH2 und die FH2-Doméne in Vivaspin500
Zentrifugen-Konzentratoren (Tabelle 4) aufkonzentriert und in GT-Puffer mit zusétzlich 10 %
Glycerol und 1 mM GTP aufgenommen. 0,2 pM DIAPH2-VL-Protein, DIAPH2-FH2-Domine
oder DIAPH2-AFH2 wurden mit 2 uM ungelabeltem Tubulin in GT-Puffer mit 10 % Glycerol
und 1 mM GTP versetzt. AnschlieBend wurde die Polymerisation in vorgewédrmten (37 °C),
durchsichtigen 96-well-Platten im Tecan-Reader bei 340 nm, 37 °C fiir 6 h in 200 pl Volumen

gemessen.

8.4.7 Analyse von Rhodamin-konjugierten MTs per Fluoreszenz-Mikroskopie
Um den Einfluss der Proteine auf die MT-Polymerisierung sichtbar zu machen, wurde ein
Versuch zum Polymerisations-Imaging, beschrieben in Heinz et al. (Heinz et al. 2017)
durchgefiihrt. Zuerst wurden Taxol-stabilisierte MTs hergestellt: Tubulin (6 mg/ml),
Rhodamin-gelabeltes Tubulin (0,6 mg/ml), DTT (0,8 mM), GTP (1 mM ) wurden in GT-Puffer
gelost, in 5 pl Aliquots in fliissigem Stickstoff eingefroren und bei -80 °C gelagert. Zur

76



Visualisierung der MT-Formation wurde GT-Puffer mit 1 mM GTP und 20 mM Taxol versetzt
und zusammen mit den zuvor hergestellten Taxol-stabilisierten MTs (6 mg/ml) fiir 30 min im
Wasserbad bei 37 °C inkubiert. 1 pl der vorinkubierten MTs wurden mit 360 ul warmem
GT-Puffer (0,017 mg/ml MTs) liber Nacht bei RT inkubiert. Erneut wurden die MTs fiir 30 min
im Wasserbad bei 37 °C inkubiert. 0,1 pM der Rhodamin-gelabelten vorpolymerisierten
MT-Losung wurden mit 0,01 uM DIAPH2-VL-Protein, DIAPH2-FH2-Doméne oder
DIAPH2-AFH2 fiir 20 min bei 37 °C inkubiert. Die MTs wurden auf ein Poly-L-Lysin
beschichtetes Chamber-Slide pipettiert und mittels Fluoreszenz-Mikroskopie bei einer

60-fachen Vergroferung analysiert.

Zur  kilteinduzierten  Depolymerisation ~ wurden 0,01 uM  DIAPH2-VL-Protein,
DIAPH2-FH2-Doméne oder DIAPH2-AFH2 mit 0,1 uM der Rhodamin-gelabelten,
vorpolymerisierten MT-Losung fiir 20 min bei 37 °C inkubiert. Danach 20 min bei 4 °C
depolymerisieren lassen und vor der fluoreszenzmikroskopischen Analyse gevortext. Die
Analyse der MTs erfolgte, wie bereits zuvor beschrieben, auf Chamber-Slides mittels

Fluoreszenz-Mikroskopie.

8.5 Zellbiologische Methoden

Alle Arbeitsschritte erfolgten unter einer sterilen Sicherheitswerkbank, um eine sterile
Kultivierung der Zellen zu gewéhrleisten. Der Arbeitsplatz und alle Verbrauchsmaterialien
wurden mit 70 % Ethanol gereinigt, um eine Bakterien- oder Pilzkontamination zu vermeiden.
AusschlieBlich sterile Verbrauchsmaterialien und Reagenzien wurden fiir zellbiologische

Arbeiten verwendet.

8.5.1 Zellen und Zellkultur

Medien und Losungen fiir die Zellkultur: DMEM Medium und Gibco RPMI-Medium,
Trypsin/EDTA (0,05 %), Penicillin/Streptomycin (10000 U/ml Pen und 10 mg/ml Strep),
Puromycin (2 pg/ml), Phosphat-gepufferte Saline (PBS) und Foétales Kélberserum (FCS)
wurden fiir die Zellkultur verwendet. Zum Auftauen der Zellen wurden diese in 9 ml Medium
in Zellkulturflaschen iiberfithrt und am nichsten Tag das Medium gewechselt. Sobald die

Zellen angewachsen waren, konnten sie fiir Versuche verwendet werden.

HT29-Zellen sind aus humanen Kolonkarzinomen gewonnene, adhédrente Zelllinien, erhalten
aus dem Institut fiir Anatomie und experimentelle Morphologie, bezogen von der American

Type tissue Culture Collection (ATCC®) durch die European Tissue Culture Collection. Als
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Expressionssystem fiir Viruspartikel wurden adhdrente HEK-T293-Zellen verwendet, welche
ebenfalls vom Institut fiir Anatomie und experimentelle Morphologie zur Verfligung gestellt

wurden.

Tabelle 22: Auflistung verwendeter Zelllinien mit verwendetem Zellkulturmedium.

Zelllinie Zelltyp Medium
HT29 Humanes Kolonkarzinom RPMI
HEK-T293 Humane Nierenzellen DMEM

Die Zellen wurden bei 37 °C, 5 % CO2 mit 95 % relativer Luftfeuchtigkeit im Inkubator in
Zellkulturflaschen und dazugehdrigem-Medium mit Zusatz von 10 % FCS, 1 x Pen/Strep
kultiviert.

Um den Einfluss einer Herunterregulierung von DIAPH2 auf humane Zellen zu untersuchen,

wurden lentivirale Plasmide in HT29-Zellen eingebracht.

8.5.2 Herstellung lentiviral-transduzierter DIAPH2-KO Zellen

Die Herunterregulierung der DIAPH2-Expression in HT29-Zellen wurde iiber eine lentivirale
Transduktion, wie in Windhorst et al. beschrieben, durchgefiihrt (Windhorst et al. 2010;
Windhorst, Song & Gazdar 2017). Dazu wurden fiinf Vektoren (Mission shRNA Plasmid DNA
pLKO.1 shRNA NM 006729) von Sigma erworben und getestet. Eine Kontroll-scrambled
shRNA wurde ebenfalls von Sigma bezogen. Die shRNA Plasmide kodieren fiir verschiedene

shRNAs gegen diverse exoniiberspannende cDNA-Sequenzen von DIAPH2.

Tabelle 23: Zusammensetzung der Transfektion von HEK-T293-Zellen zur Produktion von
Lentiviren.

Reagenz Beschreibung

1 ug pLKO.1 shRNA-Plasmid

0,75 ng psPAX2 Plasmid kodiert fiir VSV-G (Verpackungsprotein)

0,25 ng pMD2.G Plasmid kodiert fiir HIV-1-Gag (Hiillprotein) und HIV-1-Pol
(Reverse Transkriptase und Integrase)

6 ul FuGENE® HD Transfektionsreagenz

200 ul OptiMEM Medium zum Verdiinnen
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Um die Lentiviren zu produzieren, wurden die in Tabelle 23 aufgelisteten Reagenzien
zusammengemischt, fiir 5 min bei RT inkubiert und danach auf die HEK-T293-Zellen getropft.
Nach 24 h und 48 h Inkubation wurde der Uberstand der HEK-T293 Zellen abgenommen, durch
einen 0,45 pm Spritzenvorsatzfilter filtriert und der Uberstand jeweils mit 8 pg/ml Polybrene
(Sigma) auf HT29-Zellen gegeben. 72 h nach der zweiten Virusgabe wurden die viral
transduzierten Zellen durch 2 pg/ml Puromycin im Medium selektiert. Nach Selektion mit
Puromycin zeigten HT29 DIAPH2 k.d. 1 eine um 90 % und HT29 DIAPH2 k.d. 4 eine um 95 %
reduzierte DIAPH2-Expression. Als Kontrollzellen dienen HT29-Zellen mit stabiler
Expression einer scrambled shRNA, welche ein nicht in Sdugetierzellen exprimiertes Gen als
shRNA Target besitzt. Alle in vitro-Daten wurden in HT29 DIAPH2 k.d. 1 und DIAPH2 k.d. 4

gezeigt, sofern nicht anders dargestellt.

Kryokonservierung der Zellen: Um Langzeitkulturen herzustellen wurden 1 bis 2*10° Zellen
fiir 5 min bei 500 g und 4 °C zentrifugiert. Das Pellet wurde in Einfriermedium (Tabelle 2)
resuspendiert. Die Zellen wurden in ein KryorShrchen iiberfiihrt und bei -80 °C gelagert.

8.5.3 Quantifikation des mRNA Levels

Um das mRNA Expressionslevel von DIAPH2 in den Zellen zu analysieren, wurde eine
quantitative RT-PCR durchgefiihrt. Dazu wurde zuerst die mRNA durch das NucleoSpin® RNA
Kit (Tabelle 6) extrahiert. Die RNA-Konzentration und Reinheit wurde im Nanodrop
(Tabelle 3) bestimmt. Mit der SuperScript™ III Reverse Transcriptase (Tabelle 6) wurde 1 pg
mRNA in ¢cDNA umgeschrieben. Die quantitative RT-PCR wurde im LightCycler® 2.0
Instrument (Tabelle 3) mit dem Mastermix LightCycler® FastStart DNA Master SYBR Green
I

(Tabelle 6) durchgefiihrt. Die Proben wurden in Duplikaten mit der Light Cycler Software 3.5
(Tabelle 11) vermessen und durch die AACt-Methode ausgewertet. Dabei wurden die
HT29-DIAPH2-Kontroll-Zellen als Referenzprobe verwendet. Die folgend gelisteten Primer
(Tabelle 24) wurden designt, um Sequenzen zwischen 90 und 200 bp zu amplifizieren.
Ausgewihlt wurden exoniibergreifende Sequenzen, um die Amplifikation genomischer DNA

zu vermeiden.
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Tabelle 24: Auflistung der verwendeten qPCR Primer.

Primer Sequenz (5'—3°) Lange
GAPDH FW: AGTCCCTGCCACACTCAG 123 bp
GAPDH RV: TACTTTATTGATGGTACATGACAAGG
DIAPH2 3 FW: AAACCTGAAGTGTCCATGAAGAG 174 bp
DIAPH2 3 RV TGCTTCTGCGTTCTTTTGAACT

DIAPH2 4 FW: ACCCTTTTGCATTTTATTGCCG 89 bp
DIAPH2 4 RV: GCACTTTCTACGTGTTCCAGTT

8.5.4 Proliferations- und Apoptosemessung

Eine erhohte Proliferationsrate und verringerte Apoptoserate sind ,,Hallmarks of Cancer*. Um
den Einfluss der DIAPH2-Expression auf Proliferation und Apoptose zu analysieren, wurden
Proliferation und Apoptose im Zellkulturmodell mit Herunterregulierung der Expression von
DIAPH?2 getestet. Die Proliferationsrate wurde mittels Bildanalyse durchgefiihrt. Hierbei wurde
die Konfluenz der Zellen durch die Software IncuCyte® Zoom 2016B (Tabelle 11) erfasst. Die
Apoptoserate wurde durch den Caspase 3/7-Assay im IncuCyte® System bestimmt. Dazu wurde
5 uM Caspase-3/7-Red-Apoptosis-Assay-Reagenz in das Medium der Zellen gegeben und im
IncuCyte® System die Fluoreszens bestimmt. In apoptotischen Zellen wird das Reagenz durch
aktive Caspasen gespalten, was eine Aktivierung des Fluoreszenzfarbstoffs zur Folge hat. Die
rot fluoreszierenden, apoptotischen Zellen wurden so detektiert und durch die Software

IncuCyte® Zoom 2016B analysiert.

8.5.5 Adhision der Zellen

Die Adhision ist eine grundlegende Eigenschaft von metastasierenden Tumorzellen. Um die
Adhiésionsrate zu bestimmen wurden 3*10* HT29-Zellen in Chamber-Slides, welche zuvor 30
min bei RT mit Poly-L-Lysin (Tabelle 2) beschichtet und getrocknet wurden, ausgesét. Nach
3 h wurden die Zellen mit PBS gewaschen und mit 4 % Paraformaldehyd und 4% Sucrose-
Losung fixiert (10 min bei 37 °C). Die Zellen wurden mit 4',6-diamidino-2-phenylindole
(DAPI) 1:2000 in PBS 10 min bei 37 °C gefarbt. Die adhérierten Zellen wurden durch die DAPI
Farbung mittels Hybrid-Cell-Count-Funktion am Keyence BZ-9000 ausgezéhlt und auf die
HT29-Kontrollzellen normiert.

8.5.6 Migration der Zellen

Neben der Adhésion miissen die Zellen bei der Metastasierung in das Gewebe einwandern

konnen. Dies setzt die Beweglichkeit/Migration der Zellen voraus. Die Migration der Zellen
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wurde mittels Bildanalyse durchgefiihrt. Hierbei wurde die Besiedelung der Zellen von einer
freien Fliche durch die Software IncuCyte® Zoom 2016B in Konfluent gewachsene Zellen
erfasst. Durch den IncuCyte® Wound-Maker (Tabelle 3) wurden in jedes Well eine Wunde
eingefligt (in einer definierten Breite die Zellen entfernt). Mittels Live-Cell-Imaging-Analyse
kann das Einwanderungsverhalten der Zellen analysiert werden. Das IncuCyte®System
detektiert hierbei die prozentuale Konfluenz der zuwachsenden Fliche, welche durch die

IncuCyte® Software IncuCyte® Zoom 2016B ausgewertet wurde.

8.5.7 Analyse des Koloniebildungspotentials

Das Potential der Zellen aus Einzelzellen Kolonien zu bilden, ist ein wichtiger Hinweis fiir die
Selbsterneuerung und die Moglichkeit der uneingeschriankten Selbstvervielfaltigung der Zellen.
Dies sind wichtige Eigenschaften welche zum Metastasierungspotential der Zellen beitragen.
Um das Koloniebildungspotential zu untersuchen wurden 1000 Einzelzellen in 2 ml
Zellkulturmedium (DMEM oder RPMI/10 % FCS) in eine 6-Well Zellkulturplatte ausgesit.
Die Zellen wurden fiir ca. 10 Tage inkubiert, bis sich Kolonien aus den Einzelzellen gebildet
haben. Anschliefend wurden die Zellen mit PBS gewaschen und mit 4 % Paraformaldehyd/4 %
Sucrose-Losung 20 min bei 37 °C fixiert. Nach dem waschen mit A. dest. wurden die Kolonien
mit 500 pl Giemsa- (Giemsas Azur-Eosine-Methylblaulésung) Fiarbelosung 1:10 in A. dest. fiir
10 min gefarbt. Nach drei weiteren Waschschritten in A. dest. wurden die Platten getrocknet

und die Kolonien ausgezéhlt.

8.5.8 Synchronisation der Zellen zur Bestimmung des chromosomalen

Alignments

Um das chromosomale Alignment zu visualisieren, wurden die Zellen mit einem doppelten
Thymidin-Block synchronisiert und in der Mitose fixiert (Banfalvi 2011). Zu diesem Zweck
wurden die Zellen 16 h in Medium mit 2 mM Thymidin inkubiert. Eine hohe Konzentration an
intrazelluldrem Thymidin blockiert die DNA Neusynthese, somit auch die Replikation und halt
die Zellen in der G-Phase. Im Anschluss wurde den Zellen fiir 9 h frisches Medium gegeben,
um die synchronisierte Replikation zuzulassen. Danach wurden die Zellen erneut mit 2 mM
Thymidin fiir 15 h inkubiert, um sie erneut in der G-Phase anzureichern. Nach einer 6 stiindigen
Inkubation in normalem Zellkulturmedium (Release) befanden sich ca. 20 % der Zellen in der

Mitose.

Die Zellen wurden nach der Synchronisation mit 4 % Paraformaldehyd und 4 % Sucrose
10 min bei 37°C fixiert, mit DAPI (4',6-Diamidin-2-phenylindol), einem priméren
B-Tubulin-Antikérper (Tabelle 8) und dem entsprechenden Alexa-fluor-gekoppelten 568 nm
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Sekundirantikorper a-Kaninchen (Tabelle 9) getarbt. Die Chamber-Slides wurden im Keyence
Mikroskop bei einer 60-fachen VergroBerung analysiert, Chromosomen und MTs sowie Bilder

mit beiden iibereinander gelegten Féarbungen wurden dokumentiert.

8.5.9 Metaphase-Chromosomen Priparation

Zellen wurden mit Democolchicine (0,3 pg/ml) inkubiert, um einen Metaphase-Stopp zu
erreichen. Nach 6 h wurden die Zellen mit Trypsin fiir 5 min bei 37 °C inkubiert, in ein
Reaktionsgefal3 iiberfiihrt, bei 300 x g fiir 5 min bei 4 °C herunterzentrifugiert und mit PBS
gewaschen. Die Zellen schwollen durch eine Inkubation mit 75 mM KCI-Losung an, bei
300 x g fiir 5 min bei 4 °C und im Anschluss zwei Mal tropfenweise mit 10 ml Methanol und
Essigsdure im Verhéltnis 3:1 (wéhrend stdndigem, langsamem vortexen) fixiert. Zellen wurden
bei 300 x g fiir 5 min bei 4 °C herunterzentrifugiert und in 1 ml Methanol und Essigsédure im
Verhiltnis 3:1 aufgenommen. Die Zell-Losung wurde aus ca. 10 cm Entfernung auf einen
Objekttrager aufgetropft und mit frischem Giemsa 1:8 in eiskaltem PBS fiir 20 min geféarbt. Mit
Leitungswasser wurde der Hintergrund leicht entfarbt und der Objekttrager nach dem trocknen
mit Entellan® eingedeckelt. Die Chromosomen wurden mit dem Keyence Mikroskop bei einer

60-fachen Vergroflerung analysiert, Abbildungen davon aufgenommen und ausgezihlt.

8.5.10 Messung der Mitosedauer; H2B-gelabelte Histone in der Zellteilung

Die Zellen wurden mit pH2B-EYFP mittels Lipofectamine® LTX mit Plus™ Reagenz
(Tabelle 2) transient transfiziert. 24 h nach der Transfektion wurden die Zellen fiir 24 h in
5 min-Intervallen mit dem Visitron Spinning disk-TIRF, in einer Vorrichtung mit 37 °C, 95 %
Luftfeuchtigkeit und 5 % CO; mittels Live-Cell-Imaging bei einer 40-fachen Vergroferung
aufgenommen. Mit Hilfe der FIJI-Imaging Software wurden die Datensétze analysiert und die

Zeit vom Start bis zum Ende der Mitose bestimmt.

8.6 Proteinchemische Arbeitsmethoden

8.6.1 Herstellung von Protein-Lysaten fiir den Western-Blot

Zellen, ausgesit in 10 cm Petrischalen (Tabelle 4), wurden zwei Mal mit kaltem PBS
gewaschen. Die Zellen wurden in 500 pl M-PER™ und Proteinase-Inhibitor-Cocktail
(Tabelle 2) mit einem Zell-Schaber abgeschabt, in Reaktionsmikrogefifle tiberfiihrt, gevortext
und dann fiir 30 min auf Eis inkubiert. Danach wurden die Lysate fiir 20 min bei 13.000 x g

und 4 °C herunterzentrifugiert. Im Uberstand befinden sich 18sliche Proteine, dessen
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Konzentration durch einen Bradford-Assay bestimmt wurde. Darauthin wurde eine 1 pg/pl
Proteinlosung in SDS-Probenpuffer hergestellt. Diese wurde bei 95 °C fiir 5 min aufgekocht
und 30 pl davon in der SDS-PAGE fiir den WB eingesetzt.

8.6.2 Western-Blot (WB)

Zelllysat, mit einem Gehalt von 25 pg Protein, wurde auf einer SDS-PAGE zuerst bei 80 V
einlaufen lassen und anschlieend bei 120 V aufgetrennt. Danach wurden die Proteine 3 h bei
10 °C und 45 V auf eine Nitrocellulose-Membran (Tabelle 4) geblottet. Die Membran wurde
30 min bei Raumtemperatur mit 5 % Milchpulver in einer 77is-buffered saline mit Tween 20

(TBST) geblockt.

Antikorperfirbung: Im Anschluss wurden die Membranen mit den entsprechenden
Antikorpern in 5 % Milchpulver oder 2,5 %TBST-Losung iiber Nacht bei 4 °C inkubiert.
Genutzte Antikorper und die dazugehdrigen Verdiinnungen sind in Tabelle 8 ,,Verwendete
Primdrantikorper. und Tabelle 9 ,Verwendete Sekundirantikorper.“ zu finden.
Sekundirantikorper wurden fiir 1 h bei Raumtemperatur in TBST inkubiert. Die Entwicklung
der Blots erfolgte durch das Chemiluminescence-Entwickler-Reagenz (Tabelle 2) am
ImageQuant LAS 4000 (Tabelle 3). Die Bandenintensitdt wurde mittels ImagelJ-Software

ausgewertet und als prozentuale Intensitét auf eine Kontrollprobe normiert.

8.6.3 Messung der Cdc42-Aktivitit durch den PAK-Pull-down

Die Rac/Cdc42 (p21) Binde-Doméne (PBD) des humanen p2I-activated-kinase-1-Proteins
(PAK) bindet spezifisch an GTP-gebundenes (aktiviertes) Rac beziechungsweise Cdc42. Fiir
den Versuch wurde die PAK-PBD-Doméne als GST-Fusionsprotein in E.-coli wie in Kapitel
8.4.1 beschrieben produziert und an GST-Beads gekoppelt (PAK-GST-Beads). Um
GTP-gebundenes Racl und Cdc42 aus HT29-Zellen zu isolieren, wurden die Zellen auf
10 cm-Platten ausgesdt und bis zu einer Konfluenz von 70 % wachsen gelassen. Nach der
Inkubation mit dem Cdc42-stimulierenden Reagenz ML141 konnten die Zellen geerntet
werden. Dazu wurden die Zellen zweimal mit kaltem PBS und zugesetztem 0,5 mM CaCl,
sowie 1| mM MgCl, gewaschen. In 1 ml PAK-Lysepuffer (Tabelle 5) wurden die Zellen mit
einem Zell-Schaber abgekratzt und bei -20 °C zur besseren Lyse eingefroren. Nach dem
Auftauen und Vortexen wurden Zelltriimmer bei 13.000 x g, 15 min und 4 °C abzentrifugiert.
Nach der Protein-Konzentrationsbestimmung mittels Bradford-Assay wurden gleiche Mengen
Proteinlysat in 1 ml PAK-Lysepuffer auf 20 pl PAK-GST-Beads geladen und fiir 30 min bei
4 °C inkubiert. Die Proben wurden fiir 2 min bei 500 x g und 4 °C zentrifugiert, der Uberstand
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verworfen. Die PAK-GST-Beads wurden dreimal mit Lysepuffer gewaschen, danach in

SDS-Probenpuffer aufgenommen und per Western-Blot analysiert.

8.6.4 Analyse von stabilisierten MTs per WB

25 pg Proteinlysat wurden per SDS-PAGE aufgetrennt, geblottet und mit Antikdrpern gegen
detyrosinierte (stabilisierte) MT und B-Tubulin (panMT) analysiert. Dabei wurden die Banden

quantifiziert und eine Ratio aus 3-Tubulin und den detyrosinierten MT gebildet.

8.7 Immunfluoreszenzfirbung

8.7.1 PFA-Fixierung und Farben von Immunfluoreszenz-Proben

2,5*%10° Zellen wurden in einer Kammer eines Chamber-Slides, beschichtet mit Poly-L-Lysin,
ausgesit und bis zu einer gewlinschten Konfluenz wachsen gelassen. AnschlieBend wurden
diese mit 37°C warmem PBS gewaschen und mit vorgewdrmtem (37 °C)
4 % Paraformaldehyd/ DMEM/4 % FCS fiir 15 min bei 37 °C fixiert. Im Anschluss drei Mal fiir
Smin mit 0,1 % Triton-X-100/PBS bei Raumtemperatur die Membranen der Zellen
permeabilisiert und drei Mal mit PBS gewaschen. Die Primédrantikorper (Tabelle 8) wurden in
einer 1:200 Verdiinnung in PBS mit 4 % FCS bei RT fiir 1-2 h inkubiert. Fluoreszenzgekoppelte
Sekundirantikorper (Tabelle 9) wurden 1:2000 in PBS mit 4 % FCS fiir 1-5 h bei RT inkubiert.
Nach dem waschen mit PBS, wurden die Zellen mittels Fluoreszenzmikroskopie analysiert. Um
F-Aktin zu farben, wurden fixierte und permeabilisierte Zellen mit Phalloidin-iFluor488 1:2000
verdiinnt, in PBS bei RT fiir 30 min inkubiert. Die Zellkerne wurden mit DAPI 1:2000 in PBS
fiir 5 min bei RT inkubiert. Fiir Kolokalisations-Studien mit DIAPH2, Aktin und Tubulin wurde
das Konfokal-Mikroskop TCS SP8 (Leica) bei einer 60-fachen Vergréflerung verwendet.

8.7.2 Methanol-Fixierung zur Firbung der detyrMTs
Die behandelten oder unbehandelten Zellen wurden auf Eis fiir 10 min in 100 % Methanol
(-20 °C kalt) inkubiert und danach getrocknet. Nach drei Waschschritten mit PBS wurden die
Proben mit 2,5 % BSA in PBS 20 min bei Raumtemperatur geblockt. Der primére Antikoérper
wurde 1:200 in 0,7 % BSA/PBS verdiinnt und 1 h bei RT inkubiert. Nach drei Mal waschen,
wurde der sekundédre Antikorper 1:2000 in 0,7 % BSA/PBS fiir 1 h bei RT im Dunkeln

inkubiert. Danach erfolgten drei weitere Waschschritte mit PBS im Dunkeln.
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8.8 Statistische Analyse

Die Versuche wurden als Duplikate immer in drei unabhidngigen Versuchen durchgefiihrt.
Versuche mit Zellen wurden mit jeweils 30 Zellen in drei unabhédngigen Versuchen
durchgefiihrt. Zur besseren Vergleichbarkeit wurden die Kontrollzellen immer als 100 %
gesetzt. Zur statistischen Analyse der normalisierten Werte wurde der Student‘s z-test fiir
ungepaarte Proben verwendet. Werte < 0,05, mit * angezeigt, wurden als signifikant

angenommen.
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10 Anhang

10.1 Vektorkarten

10.1.1 pGEM®-T Easy-Vektoren

M13-fwd_Prime

SP6_Prime
LacZ alpha

RP Primer

LacZ Promotor
Asel (288)
Asel (347)

pGemTeasy_Map.xdna.txt
3015 bp

(1582) Asel

Tl pPGEM®-T Easy Vector Sequence reference points:
Seal 1890 \’2\'?57‘ Ll T7 RNA Polymerase transcription initiation site 1
gl Apal | 14 multiple cloning region 10-128
ok |2 SP6 RNA Polymerase promoter (—17 to +3) 139-158
A' CEMSTEEY ez %fi%l' % SP6 RNA Polymerase transcription initiation site 141
i ¥ sacil | 49 pUC/M13 Reverse Sequencing Primer binding site 176197
' lac? start codon 180
%%?fi ! gé lac operator 200-216
- gl | 1 B-lactamase coding region 1337-2197
3 o neal | o7 phage f1 region 2380-2835
: %%‘z,’% | ﬁg Jac operon sequences 2836-2996, 166-395
4 - pUC/M13 Forward Sequencing Primer binding site 2949-2972
T7 RNA Polymerase promoter (—17 to +3) 2999-3

Abbildung 42: Vektorkarte des Plasmids pGEM®-T Easy (Promega). Die multiple Klonierungsstelle
befindet sich im lacZ-Gen, in dieser wird das Insert iiber die A/T-Uberhiinge in den Vektor ligiert.
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pGEMP-T Easy DIAPH2-VL

@ XhoI (43)

LacZ alpha

pGEM Teasy DIAPH2_VL
6327 bp

NotI (3389)

Abbildung 43: Vektorkarte des Plasmids pGEM®-T Easy mit DIAPH2-VL-Insert. Nach erfolgreicher
Ligation der DIAPH2-VL in die Klonierungsstelle iiber die A/T-Uberhinge in den pGEM®-T Easy. Das
Insert ist in pink markiert. Das pGEM®-T Easy-Plasmid stammt von Promega. Diese Abbildung wurde in
Snapgene designed.
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PGEM®-T Easy DIAPH2-AFH2

@ Xhol (43)

pGem Teasy DIAPH2_DeltaFH2
5071 bp

~____(DIAPHZ [2]

Notl (2133)

Abbildung 44: Vektorkarte des Plasmids pGEM®-T Easy mit DIAPH2-AFH2-Insert. Abbildung des
DIAPH2-AFH2 pGEM®-T Easy nach erfolgter Deletion der FH2-Doméine mittels Quickchange-Mutagenese.
Das Insert ist in pink markiert. Das pGEM®-T Easy-Plasmid stammt von Promega. Diese Abbildung wurde
in Snapgene designed.
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10.1.2 pGEX-6P-2A-Vektoren

(lac promoter

(lacI promoter!

(tac promoter lac operator]

lac operator

PreScission

PasI (941)
BamHI (945)

EcoRI (955)

Sall (962)

Accl (963)

XhoI (967)
BmeT110I (968)
Eco53kI (972)
Sacl (974)
HindIII (976)

pGEX-6P-2A
5014 bp

NcolI (992)
BgIII (998)
NotI (1005)

(AmpR promoter]

Abbildung 45: Vektorkarte des Plasmids pGEX-6P-2A. Die Einbringung des Inserts erfolgt nach der GST
und PreScission-Site.
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pGEX-6P-2A DIAPH2-VL

XhoI (8319)

pGEX-6P_DIAPH2_VL.txt
8323 bp

ColE1 origin

NotI (3340)

Abbildung 46: Vektorkarte des Plasmids pGEX-6P-2A mit DIAPH2-VL als Insert. Der Vektor kodiert
fiir ein GST-DIAPH2-VL-Fusionsprotein, welches in BL2I(DE3)pLysS-E.-coli durch Induktion der
Expression iiber IPTG produziert werden kann. Das Insert ist in pink und GST-Tag in blau markiert. Das
pGEM®-T Easy-Plasmid stammt von Promega. Diese Abbildung wurde in Snapgene designed.

100



pGEX-6P-2A DIAPH2-AFH2

[PreScission site| Xhol (7066)

lLacZ alphal

M13-fwd]

PGEX-6P_dFH2_DIAPH2.txt DeltaFH2
7070 bp
~(DIAPHZ_VL [2]
T NotI (2087)
" (Amp prom

Abbildung 47: Vektorkarte des Plasmids pGEX-6P-2A mit DIAPH2-AFH2 als Insert. Der Vektor
kodiert fiir ein GST-DIAPH2-AFH2-Fusionsprotein, welches in BL21(DE3)pLysS-E.-coli durch Induktion
der Expression iiber IPTG produziert werden kann. Das Insert ist in pink und GST-Tag in blau markiert. Das
pGEM®-T Easy-Plasmid stammt von Promega. Diese Abbildung wurde in Snapgene designed.
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pGEX4T1-N-GST-FH2-624-1049-DIAPH2

lac_promoter

PGEX4T1_N_GST_FH2_624_1049_DIAPH2
6275 bp

\\kEcoRI (2245)
XholI (2260)
NotI (2266)

'AmpR_pomoter

NcolI - StyI (958)

Abbildung 48: Vektorkarte des Plasmids pGEX4T1-N-GST mit der FH2-Domiine (aa 624-1049)
codierend fiir ein GST-FH2-Fusionsprotein. Der Vektor kodiert fiir ein GST-FH2-Fusionsprotein, welches
in BL21(DE3)pLysS-E.-coli durch Induktion der Expression iiber IPTG produziert werden kann. Das Insert
ist in pink und GST-Tag in griin markiert. Das pGEM®-T Easy-Plasmid stammt von Promega. Diese

Abbildung wurde in Snapgene designed.
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10.2 Sicherheit und Entsorgung

Alle Bakterien- und Zellkulturen sowie kontaminierte Materialien wurden vor dem Entsorgen
autoklaviert. Mit Viren kontaminierte Fliissigkeiten wurden mit Natriumhypochlorit versetzt
und zusidtzlich autoklaviert. Der Umgang mit Chemikalien erfolgte unter Beachtung der
jeweiligen, aktuellen Sicherheitsdatenblétter. Substanzen deren Gefdhrdungspotential noch
nicht ermittelt wurde, wurden als potentiell gesundheitsschddliche Substanzen behandelt.
Puffer mit Methanol wurden in den entsprechenden Abfallbehiltern fiir organische
Losungsmittel entsorgt. Gefahrstoffe und Chemikalien, welche aus der angefiigten Liste zu
entnehmen sind, wurden mit Vorsicht behandelt und entsprechend des Sicherheitsdatenblattes

entsorgt.

10.2.1 Verwendete Gefahrstoffe

Tabelle 25: Gefahrensymbole, H- und P-Sétze der verwendeten Gefahrstoffe.
Chemikalie Gefahrensymbol H-Siitze P-Siitze

2-Propanol H: 225,319, P:210,261, 305, 351,
(Isopropanol) 336 338

Acrylamid/Bis- H: 302,312, P:260, 280, 281, 305,
Losung, 30% 315, 319, 351, 338, 405, 501

317, 340,
350, 361, 372
Ammonium- H: 272,302, P:221,210, 285, 405
persulfat (APS) 6 315,317, 305, 351, 338, 501
319, 334, 335
Ampicillin trihydrate H:317-334 P: 261-280-305, 338-
342,311, 351
cOmplete®, Mini, H: 315,319  P: 264,280, 302, 313,
EDTA-freier 332,337,352, 362, 364
Protease-Inhibitor-
Cocktail
Dithiothreitol (DTT) H: 302-315-  P: 302, 352-305, 351,
319 338
Entellan® H: 226-312,  P:210-302, 352-304,
332, 315 340:
Essigsdure H: 226-290-  P: 210-280-301, 330,
(Acetic acid) 314 331-305, 351, 338-308,

310

Ethanol H: 225-319 P: 210-240-305, 351,
338-403, 233
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Ethidiumbromid

Ethylenediamin
tetraaceticacid
(EDTA)

Giemsas Azur-Eosin-
Methylenblaulosung

Kaliumdi-
hydrogenphosphat
(KH2POy4)

Kohlenstoffdioxid
(CO2)

Methanol, reinst

ML141

N,N,N',N'-Tetra-
methylethylen-

diamin (TEMED)

Natriumazid

Natriumhypochlorit

NP-40/IGEPAL CA-
630

Paraformaldehyd

Penicillin

Phalloidin-iFluor488

Phenylmethyl-
sulfonylfluorid
(PMSF)

O

AT %

&
A%
SO

SS&
O©

OO®

SO
<

H: 331, 341

H: 319

H: 225-301,
311, 331-370

H: 280

H: 225-331-
311-301-370

H: 225, 332,
302,314

H: 300-400-
410

H: 314 - 400

H: 302-318-
400

H: 228-302-
332-351-335-
315-319-317

H: 317

H: 300-310-
330

H: 301-314

P: 261-281-311

P: 305, 351, 338

P: 301, 310 302, 350
304,340 311

P: 260

P: 403

P: 210-233-280-302, 352

P: 210, 233, 280, 301,
330, 331, 305, 351, 338,
308,310

P: 273-309-310

P: 260 - 280 -303, 361,
353 - 304, 340, 310 -
305, 351, 338

P: 273-280-305, 351, 338

P: 281-302, 352-305,
351, 338-308, 313-304,
340

P: 280

P: 260-264-280-284-301,
310-302, 350

P: 280-305, 351, 338-310
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Puromycin H: 302 P: 264 -270 -301, 312 -

dihydrochlorid 330-501

Salzsaure H: 290-314-  P: 234 -260-304, 340-
335 303, 361, 353-305, 351,

338-309, 311-501

Sodiumdodecyl H: 228,302, P:210, 261, 280, 302,

sulfat (SDS) 332,315, 352,305, 351, 338, 312
318, 335, 412

Sodiumhydroxid H: 290-314 P: 280-301, 330, 331-

(NaOH) 309-310-305, 351, 338

Stickstoff, fliissig H: 281 P: 282, 336, 315, 403

(N2)

Streptomycin @ H:302-361  P:281

TRIS H:315-319-  P:261-305, 351, 338
335

Triton X-100 H:302-318-  P:273-280-305, 351, 338
411

Trypsin H:319-335-  P: 285-261-305, 351,
315-334 338-321-405-501

p-Mercaptoethanol H: 301, 331-  P:273-280-302, 352-

@a 310-315-317- 304, 340-305, 351, 338-
: 318-373-410 308, 310

H-Satz

225
226
228
242
271
272
280
290
300
301
302
310
311

10.2.2 Schliissel fiir H-Satze

Gefahrdung

Fliissigkeit und Dampf leicht entziindbar.
Fliissigkeit und Dampf entziindbar.
Entziindbarer Feststoff.

Erwarmung kann Brand verursachen.

Kann Brand oder Explosion verursachen; starkes Oxidationsmittel.

Kann Brand verstirken; Oxidationsmittel

Enthélt Gas unterDruck; kann bei Erwidrmung explodieren.
Kann gegeniiber Metallen korrosiv sein.

Lebensgefahr bei Verschlucken.

Giftig bei Verschlucken.

Gesundheitsschédlich bei Verschlucken.

Lebensgefahr bei Hautkontakt.

Giftig bei Hautkontakt.
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312 Gesundheitsschadlich bei Hautkontakt.

314 Verursacht schwere Veritzungen der Haut und schwereAugenschéden.

315 Verursacht Hautreizungen.

317 Kann allergische Hautreaktionen verursachen.

318 Verursacht schwere Augenschiden.

319 Verursacht schwere Augenreizung.

320 Verursacht Augenreizung.

330 Lebensgefahr bei Einatmen.

331 Giftig bei Einatmen.

332 Gesundheitsschédlich bei Einatmen.

334 Kann bei Einatmen Allergie, asthmaartige Symptome oder Atembeschwerden
verursachen.

335 Kann die Atemwege reizen.

336 Kann Schlifrigkeit und Benommenheit verursachen.

340 Kann genetische Defekte verursachen.

341 Kann vermutlich genetische Defekte verursachen.

350 Kann Krebs erzeugen.

351 Kann vermutlich Krebs erzeugen.

360d Kann das Kind im Mutterleib schéadigen.

360f Kann die Fruchtbarkeit beeintréchtigen.

361 Kann vermutlich die Fruchtbarkeit beeintrachtigen oder das Kind im Mutterleib
schidigen.

361f Kann vermutlich die Fruchtbarkeit beeintriachtigen.

370 Schadigt die Organe.

372 Schidigt die Organe bei ldngerer oder wiederholter Exposition.

373 Kann die Organe schidigen bei ldngerer oder wiederholter Exposition.

400 Sehr giftig fiir Wasserorganismen.

410 Sehr giftig fiir Wasserorganismen mit langfristiger Wirkung.

411 Giftig fiir Wasserorganismen, mit langfristiger Wirkung.

412 Schédlich fiir Wasserorganismen, mit langfristiger Wirkung.

10.2.3 Schliissel fiir P-Satze
P-Satz Sicherheitshinweis

201 Vor Gebrauch besondere Anweisungen einholen.

210 Von Hitze / Funken / offener Flamme / heilen Oberflachen fernhalten. Nicht
rauchen.

220 Von Kleidung / brennbaren Materialien fernhalten /entfernt autbewahren.

233 Behilter dicht verschlossen halten.

234 Nur im Originalbehélter aufbewahren.

260 Staub / Rauch / Gas / Nebel / Dampf / Aerosol nicht einatmen.

261 Einatmen von Staub / Rauch / Gas / Nebel / Dampf / Aerosol vermeiden.

262 Nicht in die Augen, auf die Haut oder auf die Kleidung gelangen lassen.

264 Nach Gebrauch griindlich waschen.

270 Bei Gebrauch nicht essen, trinken oder rauchen.

273 Freisetzung in die Umwelt vermeiden.

280 Schutzhandschuhe / Schutzkleidung / Augenschutz / Gesichtsschutz tragen.

284 Atemschutz tragen.

301 Bei Verschlucken:

302 Bei Beriihrung mit der Haut:
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303
304
305
308
309
310
311
312
313
314
315
320
330
331
332
337
338

340

341

342
350
351
352
353
361
403
405
410
501

Bei Beriihrung mit der Haut (oder dem Haar):

Bei Einatmen:

Bei Kontakt mit den Augen:

Bei Exposition oder falls betroffen:

Bei Exposition oder Unwohlsein:

Sofort Giftinformationszentrum oder Arzt anrufen.
Giftinformationszentrum oder Arzt anrufen.

Bei Unwohlsein Giftinformationszentrum oder Arzt anrufen.
Arztlichen Rat einholen / #rztliche Hilfe hinzuziehen.

Bei Unwohlsein drztlichen Rat einholen / drztliche Hilfe hinzuziehen.
Sofort drztlichen Rat einholen / drztliche Hilfe hinzuziehen.
Besondere Behandlung dringend erforderlich

Mund ausspiilen.

Kein Erbrechen herbeifiihren.

Bei Hautreizung:

Bei anhaltender Augenreizung:

Eventuell vorhandene Kontaktlinsen nach Mdéglichkeitentfernen. Weiter
ausspiilen.

Die betroffene Person an die frische Luft bringen und in einer Position
ruhigstellen, die das Atmen erleichtert.

Bei Atembeschwerden an die frische Luft bringen und in einer Position
ruhigstellen, die das Atmen erleichtert.

Bei Symptomen der Atemwege:

Behutsam mit viel Wasser und Seife waschen.

Einige Minuten lang behutsam mit Wasser ausspiilen.

Mit viel Wasser und Seife waschen.

Haut mit Wasser abwaschen / duschen.

Alle kontaminierten Kleidungsstiicke sofort ausziehen.

An eine gut beliifteten Ort autbewahren.

Unter Verschluss aufbewahren.

Vor Sonnenbestrahlung schiitzen.

Inhalt / Behélter der entsprechenden Entsorgung zufiihren.
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