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EINLEITUNG 1

1 Einleitung

1.1 Die Kernhiille

Der Zellkern, das grofdte Organell der eukaryotischen Zelle, umfasst ca. 10 % des
gesamten Zellvolumens. Das im Zellkern eingelagerte Chromatin wird von zwei
konzentrischen Membranen, der inneren und duf3eren Kernmembran, die sich an den
Kernporenkomplexen vereinen, umschlossen. Innere und aullere Zellkernmembran
bilden zusammen mit der darunter positionierten nukledren Lamina die Kernhlle
(Gerace und Burke, 1988; Stuurman et al., 1998; Gruenbaum et al., 2005). Die
Kernlamina, ein dicht verzweigtes Netzwerk aus den Intermediarfilamentproteinen Lamin
A/C und B sowie Lamin assoziierenden Proteinen, wird Uber integrale Membranproteine
mit der inneren Kernmembran verknupft und verleiht der Kernhulle mechanische
Stabilitat (Newport et al., 1990; Stuurman et al., 1998). Die auf’ere Kernmembran geht in
das mit Ribosomen besetzte, raue endoplasmatische Retikulum (ER) Uber (Schindler et
al., 1985). Als ein besonderes Merkmal der eukaryotischen Zelle separiert somit die
Kernhtlle die nukleoplasmatischen und zytoplasmatischen Kompartimente. Obwohl die
Kernhulle eine selektive subzellulare Barriere darstellt, ist sie dennoch mit den
verschiedenen nukleo- sowie zytoplasmatischen Bestandteilen verknlpft und
demzufolge in die zellulare Gesamtheit eingebunden. Allerdings bleibt die Zellkernhdlle,
vor allem aber die aullere Kernmembran, eine der bis jetzt am wenigsten

charakterisierten subzellularen Strukturen.

1.2 Die Kernlamina

Die Kernlamina besteht aus einem Geflecht von Typ V Intermediarfilamenten, den
Laminen, die jeweils ein Molekulargewicht von 60 bis 80 kDa aufweisen. Lamine weisen
eine dreigeteilte Domanen Organisation auf, die fur alle Intermediarfilamente
charakteristisch ist. Eine zentrale a-helikale Stabdomane, die ,Coiled coil® Strukturen
ausbilden kann, wird von einer kurzen globularen aminoterminalen Kopf- sowie einer
grol3en carboxylterminalen Schwanzdomane flankiert. Lamin Proteine formen durch eine
parallele, nicht versetzte Anlagerung zweier a-helikaler Stabdomanen ,Coiled coil*
Strukturen, so dass ein Homodimer entsteht. Demzufolge beginnt die Zusammen-
lagerung der Lamine mit der Formation von Dimeren. In einem zweiten Schritt entstehen

aus den Homodimeren durch eine antiparallele ,head-to-tail*-Anlagerung apolare
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Protofilamente, die sich aufgrund von lateraler Aggregation zu dicken Filament Bundeln
und somit zu einer parakristallinen Matrix formen (Herrmann und Aebi, 2004). Lamine
werden basierend auf ihrer Domanenstruktur in A-Typ und B-Typ Lamine klassifiziert. A-
Typ Lamine (Lamin A, Lam AA10, Lamin C und C2) reprasentieren alternative Spleil3-
Produkte des LMNA Gens (Chromosom 1q21.1-21.3). B-Typ Lamine werden in
Vertebraten hingegen von zwei unterschiedlichen Genen synthetisiert. Das LMNB1 Gen
(Chromosom 5g23.3-31.1) kodiert fur das Lamin B1 (Lin und Worman, 1995), Lamin B2
und B3 sind alternative Splei3-Varianten des LMNB2 Gens (Chromosom 19p13.3)
(Biamonti et al., 1992; Furukawa und Hotta, 1993). Wahrend Lamin A/C nur in
differenzierten Zellen exprimiert wird (Rober et al., 1989; Machiels et al., 1996; Goldman
et al.,, 2002), lassen sich die B-Typ Lamine sowohl in embryonalen als auch in
differenzierten Zellen nachweisen. Die Lamin B Proteine sind fest mit der Kernmembran
verknupft und ihre Expression ist essentiell fur die strukturelle Integritédt des Zellkerns
und somit von entscheidender Bedeutung fur das Uberleben sowie die Entwicklung der
Zelle (Lenz-Béhme et al., 1997; Liu et al., 2000; Harborth et al., 2001; Vergnes et al.,
2004).

Die nukleare Lamina reprasentiert in Metazoen eine elementare Kernhillen-spezifische
Komponente (Harborth et al., 2001), die nicht nur zur mechanischen Stabilitat des
Zellkerns beitragt, sondern auch fir die Verankerung der Kernporenkomplexe, die
Organisation und Strukturierung des Chromatins, die DNA Replikation und Transkription
sowie die Zelldifferenzierung als auch fur die Apoptose von Bedeutung ist (Moir et al.,
2000; Zastrow et al., 2004; Broers et al., 2006; Gruenbaum et al., 2003; Mattout et al.,
2006). Die Wichtigkeit der Kernlamina konnte in genetischen Studien und RNAi Analysen
durch eine gezielte Storung der Lamine hervorgehoben werden. Zusatzlich fuhren eine
Vielzahl von unterschiedlichen Mutationen im LMNA Gen zu multilateralen
Erberkrankungen, den sogenannten Laminopathien (Broers et al., 2006; Gruenbaum et
al., 2003; Mattout et al., 2006).

1.3 Integrale Proteine der inneren Kernmembran

Integrale Proteine der inneren Kernmembran werden an den Ribosomen des rauen
endoplasmatischen Retikulums (ER) synthetisiert und erreichen durch laterale Diffusion
entlang der ER- bzw. Kernhullen-Membran ihre nukleare Lokalisation. Aufgrund von
Assoziationen mit nukledren Liganden wie z.B. den Laminen und dem Chromatin werden
diese Proteine an der inneren Kernmembran verankert und tragen wesentlich zur

Organisation, Struktur und somit zur Funktion der Kernhille, Kernmatrix und des
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Chromatins bei (Holmer und Worman, 2001). Zu den detailliert analysierten integralen
Membranproteinen gehdéren der Lamin B Rezeptor (LBR), die Lamin-assoziierten
Proteine 1 und 2 (LAP1 und LAP2), Emerin sowie MAN1 (Holmer und Worman, 2001).

Neben diesen integralen Proteinen der inneren Kernmembran konnten auch Nurim,
LUMA, SUN- sowie spezifische KASH-Domanen Proteine als Komponenten der inneren
Kernhtlle bestimmt werden (Rolls et al., 1999; Bengtsson und Otto, 2008; Hagan et al.,
1995; Malone et al., 1999; Dreger et al., 2001; Hodzic et al., 2004; Mislow et al., 2002,
Libotte et al., 2005). Durch eine multifunktionale Protein-ldentifikations-Technologie
(MudPIT; Washburn et al., 2001; Wolters et al., 2001) konnten Schirmer et al. (2003)
mittels des Subtraktiv-Verfahrens insgesamt 67 weitere potentielle Proteine der inneren

Kernmembran isolieren und teilweise charakterisieren.

1.3.1 SUN-Domanen Proteine

UNC-(,uncoordinated®) 84, ein Protein der inneren Kernmembran, das fir die nukleare
Migration und Verankerung wahrend der Entwicklung von C. elegans erforderlich ist,
besitzt mehrere putative Transmembrandomanen, die dieses Protein in der inneren
Kernmembran verankern. Der carboxylterminale Bereich (~120 Aminosauren) des UNC-
84 weist eine signifikante Homologie zu einer Region des in S. pombe identifizierten
Spindelpolkdrper Proteins Sad1 auf (Malone et al, 1999). Orthologe in hoéheren
Eukaryoten, die diesen evolutionar konservierten Bereich besitzen, werden als SUN-
(Sad1-, UNC-84) Domanen Proteine bezeichnet (Malone et al., 2003). Neben UNC-84
und Sad1 konnten bis jetzt Mps3 in S. cerevisiae, Dd-SUN1 in D. discoideum, matefin in
C. elegans, Giacomo und Klaroid in D. melanogaster sowie das humane SUN1, SUN2,
SUN3 und SPAG4 (SUN4) als SUN-Doménen Proteine charakterisiert werden
(Jaspersen et al., 2006; Xiong et al., 2008; Fridkin et al., 2004; Dreger et al., 2001;
Hodzic et al., 2004; Crisp et al., 2006; Kennedy et al., 2004; Kracklauer et al., 2007;
Technau und Roth, 2008). In Metazoen weisen fast alle SUN-Proteine in indirekten
Immunfluoreszenzanalysen eine Uberlagerung mit der Kernlamina auf (Padmakumar et
al., 2005; Lee et al., 2002; Fridkin et al., 2004; Hodzic et al., 2004). Ausnahmen sind die
nur wenig erforschten SUN3 und SPAG4, die als einzige SUN-Proteine an der ER- und
aulleren Kernmembran lokalisieren (Crisp et al., 2006). Einige der SUN-Proteine
assoziieren direkt mit der nuklearen Lamina in vitro wie z.B. das humane SUN1 und
SUN2 (Haque et al., 2006; Crisp et al., 2006), wohingegen fur andere SUN-Domanen
Proteine wie das UNC-84 keine Bindung nachgewiesen werden konnte (Lee et al.,
2002).
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Nahezu alle SUN-Domanen Proteine weisen mindestens ein bis drei Transmembran-
segmente auf, wahrend andere mit bis zu neun hydrophoben Regionen die innere
Kernmembran durchdringen (Tzur et al., 2006). Zwischen den Transmembrandomanen
und der C-terminalen SUN-Domane ist eine ,Coiled coil* Domane lokalisiert, die zudem
eine Dimerisierung bzw. Oligomerisierung der humanen SUN1 und SUN2 Proteine
vermittelt (s. Abb. 1.4.2; Lu et al., 2008). Die hoch konservierte SUN-Domane assoziiert
mit KASH-Domanen im perinuklearen Raum (PNS; ,perinuclear space®) und verankert
demzufolge die ins Zytoplasma ragenden KASH-Proteine an der au’eren Kernmembran
(s. Abb. 1.4.1; Abb. 1.4.2; Padmakumar et al., 2005; Malone et al., 2003). Somit
reprasentieren die SUN-Proteine einen Kernhillen-spezifischen Linker, der das
Nukleoplasma indirekt mit dem Zytoplasma verknupft (Tzur et al., 2006; Worman und
Gundersen, 2006).

1.4 Integrale Proteine der auBeren Kernmembran

1.4.1 KASH-Domanen Proteine

Die auRere Kernmembran ist der inneren Kernmembran in Bezug auf die hydrophile und
hydrophobe Lipid-Zusammensetzung sehr ahnlich (Schindler et al., 1985). Jedoch
unterscheiden sich die Kernmembranen in ihren biochemischen Eigenschaften und in
ihrer Funktion. Eine neue Proteinfamilie, die als KASH-Domanen Proteine bezeichnet
werden, sind primar an der auleren Kernmembran lokalisiert und verknipfen den Kern
mit den verschiedenen Elementen des Zytoskeletts (s. Abb. 1.4.1). Die bislang
beschriebenen KASH-Domanen Proteine besitzen eine hochkonservierte carboxyl-
terminale Region, die Klarsicht/ANC-1/Syne-1 Homologie (KASH)-Domane, die eine
einzelne Transmembrandomane und eine evolutionar konservierte perinukleare Sequenz
(9-32 Aminosauren) umfasst. Wahrend die KASH-Domane fir die Kernhillen-spezifische
Verankerung dieser Proteine erforderlich ist, vermittelt der in seiner Domanenstruktur
variable N-Terminus die Assoziation mit den unterschiedlichen Zytoskelettkomponenten
(Starr und Fischer, 2005).

ANC-1 in C. elegans (Hedgecock und Thomson, 1982; Starr und Han, 2002), MSP-300
in D. melanogaster (Rosenberg-Hasson et al., 1996; Volk, 1992; Zhang et al., 2002)
sowie das in hoheren Vertebraten identifizierte Nesprin-1 und 2 (Apel et al., 2000;
Padmakumar et al., 2004; Zhang et al., 2001; Zhen et al., 2002) reprasentieren die mit
dem Aktinzytoskelett interagierenden KASH-Domanen Proteine, wahrend Kms1 in S.
pombe (Shimanuki et al., 1997), ZYG-12 (Malone et al., 2003) sowie UNC-83 in C.
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elegans (Malone et al., 1999; Reinsch und Gonczy, 1998) und Klarsicht in D.
melanogaster (Patterson et al., 2004) den Zellkern indirekt UGber Dynein mit den
Mikrotubuli bzw. dem Zentrosom verknupfen. Das in Vertebraten beschriebene Nesprin-
3 ermadglicht hingegen uUber Plectin eine Bindung der Intermediarflamente an die
Kernhlle (Wilhelmsen et al., 2005).

T/
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Abb. 1.4.1: KASH-Domanen Proteine verkniipfen das Zytoskelett mit der Kernhiille. Das Modell
illustriert verschiedene KASH/SUN-Interaktionen unterschiedlicher Organismen sowie deren
Verkniupfung mit dem Zytoskelett. Proteine, die eine SUN-Domaéane (rot) umfassen, lokalisieren an der
inneren Kernmembran, wahrend Proteine mit einer KASH-Domane (violett) an der dufleren Membran
der Kernhdlle positioniert sind (adaptiert und modifiziert nach Starr, 2007).

1.4.2 Nesprine und ihre Isoformen

Nesprine (,huclear envelope spectrin repeat containing protein“), die auch als Syne,
Myne, NUANCE sowie Enaptin bezeichnet werden, gehdren zur Familie der Spektrine.
Die grofdten Nesprin Isoformen sowie deren orthologe Proteine ANC-1 und MSP-300
sind multifunktionale Aktin-bindende Proteine des a-Aktinin-Typs (Hedgecock und
Thomson, 1982; Starr und Han, 2002; Rosenberg-Hasson et al., 1996; Volk, 1992;
Zhang et al., 2002; Zhen, 2001; Braune, 2001). Sie sind aus einer N-terminalen, Aktin-
bindenden Doméane (ABD), einer langen Stabdomane mit einer Vielzahl von Tripel-
helikalen Spektrindomanen und der C-terminalen KASH-Domane aufgebaut. Die ABD
der Nesprine, die mit filamentarem Aktin assoziiert, besteht aus zwei Calponin-
Homologie (CH) Domanen, die durch eine 30 Aminosauren lange Serin-reiche
Linkerregion separiert werden. Aufgrund dieses Linkers, dessen funktionelle Bedeutung

noch nicht erforscht ist, unterscheiden sich die Nesprine (mit Ausnahme des Proteins
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Calmin) von den herkdmmlichen Aktin-bindenden Proteinen des a-Aktinin Typs (Zhen et
al., 2002; Zhang et al., 2002; Padmakumar et al., 2004; Libotte et al., 2005). Die grof3en
Nesprin Isoformen Nesprin-1 sowie Nesprin-2 Giant umfassen 47 bis 56
Spektrindomanen, wobei diese Domanen den Nesprinen eine hochgradige Flexibilitat
verschaffen. Diese Domanen agieren moglicherweise als eine Plattform fir viele
Bindepartner und kénnten so fur eine Vielzahl von zellularen Prozessen oder die
subzellulare Strukturierung von Bedeutung sein (De Matteis und Morrow, 2000; Zhang et
al.,, 2001; Warren et al., 2005; Simpson und Roberts, 2008). Zusatzlich existieren
Hinweise, dass Nesprine aufgrund ihrer Spektrindomanen dimerisieren (Mislow et al.,
2002).

Das humane Gen fur Nesprin-1 lokalisiert auf dem Chromosom 6925, das fur Nesprin-2
auf dem Chromosom 14g22.1-23.3. Diese Gene sind sehr komplex und kodieren fur
mehrere Isoformen, die sich in ihrer Lange, Domanenstruktur und ihrer subzellularen
Lokalisation unterscheiden (Zhen et al., 2002; Padmakumar et al., 2004; Zhang et al.,
2001 und 2002). Bislang sind fur Nesprin-1 und Nesprin-2 jeweils acht verschiedene
Isoformen bekannt.

Die groRte Nesprin-1 SpleiR-Variante (Nesprin-1 Giant; Enaptin) enthalt 8.749
Aminosauren und besitzt ein Molekulargewicht von 1.014 kDa (Padmakumar et al.,
2004), wahrend das Nesprin-2 Giant (NUANCE) mit 6.883 Aminosauren, ein 796 kDa
Protein reprasentiert (Zhen et al., 2002). Fir Nesprin-1 konnten zudem sechs
carboxylterminale Isoformen (Nesprin-1 a4, Nesprin-1 a, Nesprin-1 34, Nesprin-1 32 und
Nesprin-1 y), die die KASH-Domane besitzen, sowie zwei aminoterminale Spleil3-
Produkte (CPG2 und Enaptin-165 (Nesprin-1-165)) identifiziert werden. Neben Nesprin-2
Giant sind funf KASH-umfassende Isoformen (Nesprin-2 a4, Nesprin-2 a,, Nesprin-2 (4,
Nesprin-2 3, und Nesprin-2 y) als auch Nesprin-2a2ATM und Nesprin-2ATM1, denen die
Transmembrandomane fehlt, bekannt (Zhang et al., 2001, 2002 und 2005; Zhen et al.,
2002; Padmakumar et al., 2004; Cottrell et al., 2004; Warren et al., 2005). Aufgrund ihrer
hohen Diversitat und Gewebespezifitdt konnten Nesprine neben ihrer primaren
Lokalisierung an der Kernmembran auch an den Aktin-Stressfasern, den Lamellipodien
und Filopodien, der Plasmamembran, dem Golgi-Apparat, den Muskel-Sakromeren, den
Mitochondrien sowie auch im Nukleoplasma nachgewiesen werden (Padmakumar et al.,
2004; Zhen et al., 2002; Zhang et al., 2002 und 2005; Apel et al., 2000).

Die Kernhllen-spezifische Lokalisation des Nesprin-1 und Nesprin-2 ist jedoch nicht
alleine auf die aulere Kernmembran begrenzt. Mislow et al. (2002) wie auch Libotte et

al. (2005) zeigten, dass Nesprine an der inneren Kernmembran direkt mit Emerin und
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Lamin A/C assoziieren kdnnen, wobei die Lokalisierung der Nesprine von den A-Typ
Laminen abhangig ist (Muchir et al., 2003; Libotte et al., 2005).

Nesprin-3 und Nesprin-4 wurden erst kurzlich beschrieben. Fir Nesprin-3 sind 2 Spleil3-
Varianten bekannt, Nesprin-3 a (~108 kDa) und Nesprin-3 3 (~99 kDa), die Uber eine C-
terminale KASH-Domane in der auf’eren Kernmembran verankert sind. Wegen der
fehlenden N-terminalen ABD kann Nesprin-3 im Gegensatz zu Nesprin-1 und Nesprin-2
keine direkte Assoziation mit F-Aktin eingehen. Nesprin-3 a bindet stattdessen an die
ABD (des a-Aktinin Typs) von Plectin, einem Mitglied der Plakin-Familie, das neben F-
Aktin auch mit Intermediarfilamenten (IFs) interagieren kann (Wilhelmsen et al., 2005).
Ketema et al. (2007) zeigten zusatzlich, dass sowohl Nesprin-3 a als auch Plectin
Dimere bilden (s. Abb. 1.4.2). Nesprin-4 ist ein Epithel-spezifisches KASH-Domanen
Protein, dessen subzellulare Bindepartner und Funktion bislang noch unerforscht sind
(Crisp und Burke, 2008).

Zytoplasma

Plectin —

Kerporen-
komplex

aulere
Kernmembran

Nesprin-3~_

innere
Kernmembran

Nukleoplasma

Abb. 1.4.2: Die Oligomerisierung von SUN-Doméadnen sowie Nesprin Proteinen ermoglicht die
Bildung von hoher geordneten und multifunktionalen Komplexen an der auBeren
Kernmembran (bearbeitet nach Lu et al., 2008).
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1.5 Das Zytoskelett

Das Zytoskelett ist ein hoch dynamisches Filamentsystem, das sich in drei Proteintypen
gliedert. Es wird zwischen Intermediarfilamenten, Aktinflamenten und Mikrotubuli
unterschieden. Diese Proteine erlauben mittels Polymerisation der Proteinuntereinheiten
die Bildung dunner Filamente. Jeder Filamenttyp hat charakteristische mechanische
Eigenschaften und zusammen bilden sie ein komplexes Netzwerk in der Zelle (Lodish et
al., 1999). Die Intermediarfilamente tragen bedeutend zur zytoplasmatischen
Organisation, Strukturierung und mechanischen Festigkeit der Zelle bei (Herrmann und
Aebi, 1998). Wahrend das Aktinzytoskelett aufgrund seiner hohen Flexibilitat und
Formenvielfalt neben der Zytokinese (Fishkind und Wang, 1995) und dem Myosin
abhangigen vesikularen Transport (Langford, 1995) primar die Fortbewegung der Zelle

(die Motilitat), die Kontraktion sowie die Formgebung der Zelloberflache kontrolliert.

1.5.1 Das Mikrotubulizytoskelett

Mikrotubuli (MT), die sich durch longitudinale sowie laterale Anlagerung von 13
Protofilamenten zu einer hohlzylindrischen Konstruktion organisieren, verkorpern mit
einem Durchmesser von 25 nm, die voluminosesten Filamente des Zytoskeletts
(Nogales et al., 1999; Downing, 2000; Oakley, 2000). Jedes Protofilament wird wiederum
durch die Polymerisation von a- und B-Tubulin Heterodimeren gebildet. Die a- und (-
Tubulin Monomere reprasentieren hoch konservierte globulare Proteine von 55 kDa
(Murphy, 1991), die jeweils ein Molekil GTP binden kénnen. Das an a-Tubulin
irrreversibel gebundene GTP ist nicht hydrolysierbar, wahrend das mit (-Tubulin
assoziierte GTP durch Hydrolyse zu GDP die Polymerisation der Dimere erlaubt.
Demzufolge orientieren sich die B-Tubuline ausschlieBlich in Richtung der
Polymerisationsfront, zum Plus-Ende des Mikrotubulus, wahrend sich die a-Tubuline
zum Minus-Ende der polaren Strukturen anordnen. In vitro und in vivo weisen die
Mikrotubuli eine hohe Dynamik auf, die sich durch einen stetigen Auf- und Abbau des
Filamentsystems bemerkbar macht (Desai und Mitchison, 1997). Diese dynamische
Instabilitdt wird beim Eintritt der Zellteilung ersichtlich, da die Interphasemikrotubuli
vollstandig depolymerisieren und sich zur Ausbildung der Mitosespindeln neu formieren.
In der Interphase sind die Minus-Enden der Mikrotubuli am perinuklearen Mikrotubuli-
organisierenden Zentrum (MTOC), dem Zentrosom, gebundelt, wahrend sich die Plus-
Enden sternformig in Richtung Zellperipherie erstrecken (Lodish et al., 1999). Die
dadurch definierte Zellpolaritat ist essentiell fur den Transport sowie die Positionierung

von Zellorganellen und Proteinen. Neben a- und B-Tubulinen konnten zudem weitere
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Mitglieder der Tubulin-Familie identifiziert werden. Wahrend die grundlegende Rolle des
y-Tubulin bei der Initiation bzw. der Anlagerung von a- und B-Tubulin am Zentrosom
unumstritten ist (Moritz et al., 2000), sind die Funktionen des &-, €-, ¢- und n-Tubulin
noch weitgehend ungeklart (Schiebel, 2000; Dutcher, 2001).

Bislang konnte eine Vielzahl von Mikrotubuli-assoziierten Proteinen (MAPSs) identifiziert
werden, die fur die Bildung und Aufrechterhaltung der Mikrotubuli, fur die Positionierung
der Zellorganellen sowie fur den intrazellularen Transport von grofer Bedeutung sind.
Hierbei werden zwei Hauptgruppen von MAPs unterschieden. Die strukturellen MAPSs,
wie z.B. MAP1, MAP2 und Tau, die zur Polymerisation als auch zur Bindelung bzw.
Stabilisierung der Mikrotubuli beitragen (Garcia und Cleveland, 2001) sowie die
zytoplasmatischen Linkerproteine (CLIPs) wie z.B. CLIP-170, die als stabile Bindeglieder
zwischen den Organellen und Mikrotubuli fungieren (Pierre et al., 1992; Rickard und
Kreis, 1996). Neben den strukturellen MAPs, die sich wesentlich an der
dreidimensionalen Organisation des Zytoskeletts beteiligen, existieren zusatzlich die
dynamischen MAPs, die die Motorproteine umfassen (Mandelkow und Mandelkow, 1995;
Hirokawa, 1998; Vallee und Shpetner, 1990).

1.6 Motorproteine des Mikrotubuli-Zytoskeletts

Kinesine und Dynein sind Mikrotubuli-assoziierte Motorproteine, die die aus wiederholten
Zyklen der ATP-Hydrolyse gewonnene Energie nutzen, um im Zytoplasma auf den
Mikrotubuli entlang zu gleiten. In der Zelle besitzen sie zwei sehr bedeutende
Funktionen. Zum einen sind sie fur den anterograden und retrograden zytoplasmatischen
Transport von Vesikeln (z.B. Golgi-Vesikel), membranumschlossenen Organellen
(Lysosomen, Peroxisomen, Mitochondrien), zytoplasmatischen Komponenten (z.B.
Proteine, mRNAs) und membrangebundenen Komplexen verantwortlich. Andererseits
konnen diese Proteine das komplexe Mikrotubulinetzwerk organisieren, um eine
zytoplasmatische Strukturierung und subzellulare Beweglichkeit in allen Phasen des
Zellzyklus zu gewahrleisten (Mandelkow und Mandelkow, 2002; Hirokawa, 1998;
Schroer, 2004; Zhu et al., 2005).

1.6.1 Kinesin

Bislang konnten 45 humane Kinesine nachgewiesen werden, die sich in 14 Kinesin-
Familien differenzieren (Lawrence et al., 2004; Miki et al., 2001). Das konventionelle
Kinesin (Kinesin 1) besitzt eine molekulare Masse von 360 kDa. Es setzt sich aus zwei
schweren und zwei leichten Ketten (110 kDa und 60/70 kDa) zusammen (s. Abb. 1.6.1).
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Die schweren Ketten des Kinesin 1 (KHC; ,kinesin heavy chain“) assoziieren aufgrund
von ,Coiled coil“ Domanen, die sich zu einem langen Stiel formieren, der am N-Terminus
des Proteins einen Kopf mit zwei globularen Motordomanen tragt. Diese Motordomanen
bewegen sich Schritt flir Schritt (,hand-over-hand“) entlang der Mikrotubuli, indem sie
nacheinander eine Doméane vor die andere setzen (Howard, 1996; Schief und Howard,
2001; Yildiz et al., 2004). Durch dieses Fortbewegungsmuster wandert das Kinesin 1
zum Plus-Ende des Mikrotubulus, d.h. in Richtung der Zellperipherie. Jede schwere
Kette ermdglicht am C-Terminus die Bindung einer leichten Kette (KLC; ,kinesin light
chain®), die die Assoziation zu den zu transportierenden Zellbestandteilen vermittelt
(Mandelkow und Mandelkow, 2002). In Vertebraten wurden jeweils drei verschiedene
KHC- (KIF ,kinesin family member‘ 5A, B und C) sowie KLC- (KLC1, 2 und 3) Gene
gefunden. KIF5B, KLC1 und KLC2 werden ubiquitar exprimiert, wohingegen KIF5A
sowie KIF5C primar im neuronalen Gewebe nachgewiesen werden konnten (Miki et al.,
2001; Vale, 2003). KLC3 weist eine Testis-spezifische Expression auf (Junco et al.,
2001).

Sequenzanalysen der leichten Kette des Kinesins zeigen sowohl mehrere hoch
konservierte als auch divergente Motive unter den Mitgliedern der KLC-Familie. Die N-
sowie C-terminalen Regionen des KLC sind variabel, wahrend der dazwischen liegende
Bereich eine hoch konservierte ,,Coiled coil* Domane und TPR- (,tetratricopeptid repeat)
Region aufweist. Die a-helikale ,Coiled coil“ Domane, die auch als HR-(,heptade repeat)
Region bezeichnet wird, ermoglicht die Assoziation zu den schweren Ketten des Kinesin
(Fan und Amos, 1994; Diefenbach et al., 1998). Die hochst konservierte TPR-Region
besteht aus sechs hintereinander angeordneten TPR-Wiederholungen (Gindhart und
Goldstein, 1996). Dieses Motiv moduliert amphipathische a-Helices, die eine Vielzahl
von Protein-Protein-Interaktionen vermitteln (Lamb et al., 1995). Aufgrund der TPR-
Domanen kann KLC Membran-umschlossene Organellen bzw. Proteine binden und
mittels der schweren Ketten entlang den Polymerschienen der Mikrotubuli transportieren
(Yu et al.,, 1992; Stenoien und Brady, 1997). Dabei sind die verschiedenen Spleil3-
Varianten des KLC vermutlich fur die Bindungen zu den unterschiedlichen molekularen
Cargos wie z.B. dem Golgi-Apparat und den Mitochondrien verantwortlich (Gyoeva et al.,
2000; Khodjakov et al., 1998). Neben dem Transport von Membran-umschlossenen
Organellen ist Kinesin 1 zusatzlich in bedeutende Signalwege involviert. So ist es z.B. fur
den Transport der regulatorischen Smad-Proteine im TGF-3-Signalweg verantwortlich
(Batut et al., 2007). Vor kurzem zeigten mehrere Gruppen, dass Kinesin 1 in einem

aktiven sowie nicht aktiven Konformationszustand vorliegen kann (Wozniak und Allan,
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2006, Blasius et al., 2007 und Cai et al., 2007). Kinesin 1 besitzt nur eine aktive
Konformation, wenn die KHC Uber die KLC mit dem Cargo assoziieren. Fehlt einer
dieser Bestandteile, so faltet sich der Motorkomplex zusammen und blockiert die fur die
Fortbewegung bendtigte ATP-Bindungsstelle (Coy et al., 1999).

Neben dem konventionellen Kinesin sind eine Vielzahl von weiteren Kinesin-Familien
bekannt, die von der Domanen- sowie Proteinstruktur des Kinesin 1 abweichen. Als
Beispiel sei das heterotrimere Kinesin 2 erwahnt, das wie auch das Eg5 (Kinesin 5) in
die Zytokinese involviert ist (Haraguchi et al., 2006; Fan und Beck, 2004; Kwok et al.,
2004)

Kinesin 1

at e
5- f‘“ﬁ /Stiel aus Coiled coil Doméanen

Ew@ S e s P . .
. < e

KLC

KHC

Motordomane
(Kopf)

Abb. 1.6.1: Domanenarchitektur des konventionellen Kinesin (Kinesin 1) Motorkomplexes. Die
schweren Ketten des Kinesin 1 (KHC) formen einen langen Stiel aus ,Coiled coil* Doméanen, der am
N-Terminus zwei globulare, MT-assoziierende Motordomanen trégt. Der C-Terminus vermittelt
hingegen die Bindung mit den leichten Ketten des Kinesin 1 (KLC), die je eine hoch konservierte o-
helikale HR-(,heptade repeat®) und TPR-(,tetratricopeptid repeat‘) Region aufweisen (modifiziert nach
Vale et al., 2003).

1.6.2 Dynein und Dynactin

Dynein stellt eine Art Antagonist zu Kinesin dar, weil es auf den Mikrotubuli in die
entgegengesetzte Richtung wandert. Somit gleitet es zum Minus-Ende der Mikrotubuli in
Richtung des Zentrosoms (King, 2000). Dynein ist ein multimerer Proteinkomplex (~1,2
MDa), der aus zwei schweren (HC; ,heavy chain®), zwei intermediaren (IC; ,intermediate
chain®), zwei leicht intermediaren (LIC; ,light intermediate chain“) und sechs leichten
Ketten (LC; ,light chains®) besteht (s. Abb. 1.6.2 A). Wahrend die schweren Ketten fur die
Motoraktivitat sowie fur die MT-Bindung verantwortlich sind, vermitteln die intermediaren
Ketten des Dyneins eine Interaktion zu Dynactin (Dynein Aktivator). Die Motordomane
umfasst sieben AAA-ATPase-Domanen, die in einer ringférmigen Symmetrie zueinander
angeordnet sind (Koonce und Samso, 2004). Dieses AAA-Wiederholungsmotiv reguliert
durch Nukleotid Bindung bzw. Hydrolyse die Affinitat des Motors zu den Mikrotubuli

(Koonce und Samso, 2004). Obwohl Dynein in der Lage ist, vollkommen selbststandig
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Zellbestandteile entlang den Polymerschienen der MT zu transportieren, fuhrt die
Assoziation zwischen Dynein und Dynactin zu einer Stabilisation bzw. Aktivierung des
Dynein Komplexes und erlaubt den Transport von Vesikeln entlang der Mikrotubuli Uber
sehr lange Distanzen (Schroer und Sheetz, 1991; Schroer, 2004).

Dynactin ist ein multifunktionelles Adapterprotein, das sowohl die Mikrotubuli als auch
den molekularen Motor bei der Interaktion mit den verschiedenen zellularen
Komponenten unterstutzt. Es ist ein Multi-Proteinkomplex von 1,2 MDa (Gill et al., 1991).
Jeder Dynactin Komplex besteht aus 11 verschiedenen Polypeptiduntereinheiten (s.
Abb. 1.6.2 B). Die groRte Untereinheit, das p150 Glued, ermdglicht die Assoziation zu
Dynein und erlaubt somit die Aktivierung des Motors (Vaughan und Vallee, 1995; King
und Schroer, 2000). Neben Dynein besitzt auch p150 Glued eine Mikrotubuli-
Bindungsdomane, die vermutlich zu einer Stabilisierung des Motors fuhrt (Schroer,
2004). Dynactin umfasst zwei funktionelle Bereiche, einen hervorstehenden Arm sowie
einen hoch konservierten Arp1-Stab. Der hervorstehende Arm aus p150 Glued,
Dynamitin und p24/22 ist fur die Mikrotubuli- sowie Motor-Assoziation verantwortlich,
wohingegen der Arp1 Stab, der sich aus Arp1, Arp11, CapZ, p62, p27 und p52
zusammensetzt, fir die Bindung der verschiedenen Zellbestandteile wie z.B. Vesikel
erforderlich ist. Das Aktin-verwandte Arp1 bildet kurze Filamente, die aus acht
Untereinheiten bestehen und durch CapZ und Arp11 terminiert werden, und bindet an
Bl Spektrin, eine Golgi-spezifische Spektrin Isoform (Holleran et al., 2001). Die
Interaktion des Arp1 mit Proteinen der Spektrin-Familie reprasentiert vermutlich einen
generellen Bindemechanismus des Dynactin mit einer Vielzahl von subzellularen
Komponenten (Schroer, 2004). Dynein und Dynactin sind jedoch nicht nur in den
retrograden Vesikel-Transport involviert. Der aktivierte Motorkomplex lokalisiert in
mitotischen Zellen entlang der Kernhille und bewirkt aufgrund von mechanischen
Kraften den Zerfall der nuklearen Membran. Demzufolge leiten diese Proteine die
Bildung der mitotischen Spindel ein (Salina et al., 2002). Der Dynein und Dynactin
Komplex ist zudem an der Kernwanderung und an der Zellpolarisation in Oozyten
beteiligt (Yamamoto und Hiraoka, 2003; Duncan und Warrior, 2002; Januschke et al.,
2002). In kultivierten Zellen konnte Dynactin wahrend der Interphase aul’erdem am

Zentrosom nachgewiesen werden (Quintyne und Schroer, 2002).
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Abb. 1.6.2: Aufbau des Dyneins und Dynactins. (A) Dreidimensionale Struktur des
zytoplasmatischen Dyneins. Der multimere Dynein Komplex umfasst zwei schwere Ketten (HC), die
fur die Motoraktivitat, die Assoziation zu den Mikrotubuli sowie fiir die Bindung der verschiedenen
leichten Ketten (LC), intermediaren Ketten (IC) und leicht intermediaren Ketten (LIC) verantwortlich ist.
Die intermediaren Untereinheiten erlauben eine Bindung des Dynein Aktivators Dynactin (bearbeitet
nach Vale et al., 2003). (B) Schematische Darstellung der Dynein sowie Dynactin Untereinheiten
(modifiziert nach Schliwa und Woehlke, 2003).

1.7 Das Zentrosom

Das Zentrosom der Vertebraten, das sich evolutionar aus dem Basalkérperchen/Axonem
entwickelt hat (Azimzadeh und Bornens, 2004), besitzt eine essentielle Rolle in der
dynamischen Organisation des Mikrotubulizytoskeletts. Wahrend der Interphase beteiligt
sich das Zentrosom mittels der Astral-Mikrotubuli an einer Vielzahl von fundamentalen
zellularen Prozessen wie z.B. dem intrazellularen Transport, der Zellmotilitdt, Adhasion
und Polaritat. In Vertebraten besteht das Zentrosom aus einem Paar rechtwinklig
zueinander angeordneten Zentriolen, die in der perizentriolaren Matrix (,Coiled coil
Proteine der Pericentrin-Familie) eingebettet sind (s. Abb. 1.7.1). Jede der
zylinderféormigen Zentriolen besteht aus neun Tripel-Mikrotubuli, die sich in einer radialen
Symmetrie ordnen (Azimzadeh und Bornens, 2007). In post-mitotischen Zellen umfasst
das Zentrosom eine voll entwickelte Mutter-Zentriole sowie eine unreife Tochter-
Zentriole, die sich wahrend des vorherigen Zellzyklus an der Mutter-Zentriole bildet
(Chretien et al., 1997). Die Mutter-Zentriole, die im Vergleich zur Tochter-Zentriole mit bis
zu 20 % volumindser ist, zeichnet sich durch zwei Anlagerungen von je neun Fortsatzen
aus (,distal und sub-distal appendages®; Paintrand et al., 1992), die vermutlich fur die
Verankerung der MT sowie fiur das Andocken an der Plasmamembran wahrend der

Ziliogenese verantwortlich sind (Azimzadeh und Bornens, 2007).
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Bis jetzt wurden verschiedene Verankerungsmechanismen der Mikrotubuli am Zentrosom
postuliert. Primar ermoglicht die Mutter-Zentriole eine feste Verankerung der
Tubulinfilamente an ihren assoziierten Fortsatzen durch das Protein Ninein (Piel et al.,
2000; Mogensen et al., 2000). Zusatzlich bindet Ninein im perizentriolaren Material an y-
Tubulin Ring-Kompexe (y-TuRC), die neben der MT-Befestigung auch fir den Beginn der
Polymerisation von Bedeutung sind (Delgehyr et al., 2005). DarUber hinaus bilden die
p150Glued/Dynactin Komplexe unter Mitwirkung des MT-assoziierenden Proteins EB1
(,end-binding protein 1“) einen weiteren perizentriolaren MT-Anker (Askham et al., 2002;
Azimzadeh und Bornens, 2007). Ein vor kurzem von Yan et al. (2006) beschriebener
Komplex aus CAP350, FOP und EB1 besitzt vermutlich ebenfalls eine bedeutende Rolle
in diesem Verankerungs-Mechanismus. Zudem erfolgte die Identifizierung von nicht
Membran-umschlossenen granularen Satelliten (70-100 nm), die aus einem PCM1
(,pericentriolar material 1“) Protein aufgebaut sind und mit den zentrosomalen Proteinen
Centrin, Ninein sowie Pericentrin assoziieren. Dabei ist die perizentrosomale Lokalisation
dieser Satelliten von den MT sowie dem Dynein/Dynactin Komplex abhangig (Kubo et al.,
1999; Dammermann und Merdes, 2002).

Die Zentrosomenduplikation und somit die ,de novo“ Synthese der Tochter-Zentriolen ist
Voraussetzung fur eine funktionelle Zellteilung. In der frGhen S-Phase sind
Proteinkinasen wie PIk4/SAK als auch die Proteine Centrin, SAS-6 und Centrobin an der
Verdopplung der Zentriolen beteiligt (Habedanck et al., 2005; Bettencourt-Dias et al.,
2005; Azimzadeh und Bornens, 2007; Leidel et al., 2005; Rodrigues-Martins et al., 2007).
Des Weiteren zeigten Hinchcliffe et al. (1999) und Meraldi et al. (1999), dass die
Zellzyklus-Kinase CDK2 im Verbund mit Cyclin E und Cyclin A fur die Initiation der
Zentrosomenduplikation verantwortlich sind. Die Synthese bzw. die Elongation der
Zentriolen wahrend der spaten S-Phase ist bislang jedoch weitgehend ungeklart. Nur
zwei Proteine, das BLD-10 (,basal body-defective®) und BLD-2 (e-Tubulin) aus C.
reinhardtii, die den Aufbau der Tochter-Zentriolen beeinflussen, konnten identifiziert
werden (Dutcher, 2003).

Wahrend des Zellzyklus nehmen die y-Tubulin Mengen im perizentriolaren Material
massiv zu. Durch die Ansammlung von MT-assoziierenden Proteinen tragt y-Tubulin
entscheidend zur Bildung der mitotischen Spindel bei. Dieser Prozess der zentrosomalen
Reifung wird durch die Polo-ahnliche sowie die Aurora A Kinase vermittelt (Blagden und
Glover, 2003). Fur die Ausbildung der bipolaren Spindeln ist die Zentrosomendissoziation
in der spaten G2 Phase entscheidend. C-Nap1 lokalisiert an den benachbarten Enden

der parentalen Zentriolen und assoziiert mit Rootletin, einer konservierten Komponente
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der zilliaren Rootlets (Yang et al.,, 2005). Aufgrund dieser Interaktion werden die
benachbarten Zentriolen miteinander verbunden. Die Trennung der parentalen Zentriolen
wird durch die Phosphorylierung des C-Nap1 und Rootletin initiiert, wobei dieser
Mechanismus von den Aktivitaten der NIMA-verwandten Kinase (Nek2) sowie der Protein
Phosphatase 1 (PP1) abhangig ist (Fry et al., 1998; Helps et al., 2000; Yang et al., 2006).
C-Nap1 und Rootletin bilden jedoch keinen kontinuierlichen Linker zwischen den
benachbarten Zentriolen. Demzufolge wird vermutet, dass weitere, bislang noch nicht

bekannte Proteine, an der Kohasion der Zentrosomen beteiligt sind (Bahe et al., 2005).
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Abb. 1.7.1: Schematische Reprasentation der Bildung, Duplikation und Dissoziation des
Zentrosoms wahrend des Zellzyklus. In post-mitotischen Zellen enthalt das Zentrosom zwei
parentale Zentriole, die in der perizentriolaren Matrix eingebettet sind. Wahrend des Eintritts in die S-
Phase beginnt die Synthese der Tochter-Zentriolen, die sogenannte Zentrosomenduplikation. In der
G2-Phase erfolgt daraufhin die Dissoziation der parentalen Zentriolen zur Bildung der mitotischen
Spindel (adaptiert und modifiziert nach Azimzadeh und Bornens, 2007).
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1.8 Nukleare Migration und Positionierung

Die nukleare Migration und Positionierung reprasentiert einen essentiellen,
zellbiologischen Mechanismus, der fur die zellulare Migration, Zellpolarisation und
Teilung sowie fur die Formation der Zygote von entscheidender Bedeutung ist. Folglich
reguliert dieser Mechanismus eine Vielzahl von subzellularen Prozessen und bestimmt
somit die Architektur einer Zelle sowie die Morphologie als auch die Entwicklung eines
Gewebes. Bis jetzt sind drei verschiedene Proteinfamilien bekannt, die in die Bewegung
des Zellkerns impliziert sind: das Zytoskelett, die Motorproteine und die KASH-Domanen
Proteine. Die Mikrotubuli-abhangige Kernmobilitat sowie der Einfluss von Mikrotubuli-
assoziierten Proteinen und den MT-Motorproteinen konnten in diversen Organismen
mittels genetischer Studien nachgewiesen werden. Dynein und der aktivierende Dynactin
Komplex kontrollieren z.B. die nukleare Migration in D. melanogaster, in den Knospen
von S. cerevisiae und in Hyphomyzeten (Morris, 2000; Yamamoto und Hiraoka, 2003).
Der Verlust des humanen LIS1, einem Dynein- und MT-bindendem Protein, beeinflusst
die neuronale Migration wahrend der Entwicklung der Kleinhirnrinde und fuhrt zu einer
Fehlbildung des Gehirns, der sogenannten Lissenzephalie (Vallee und Tsai, 2006).
Zudem ist auch NudF, ein LIS1 Ortholog in Aspergillus, in die nukleare Positionierung
involviert (Morris et al., 1998).

Jedoch ist nicht nur das Mikrotubulizytoskelett, sondern auch das Aktinzytoskelett an
diesen zellularen Prozessen beteiligt. In einigen Organismen ist die nukleare Mobilitat
sowohl vom Aktin- als auch vom Mikrotubuli-Filamentsystem abhangig, wahrend in
anderen Spezies jedes dieser Zytoskelettelemente individuell agiert (Morris, 2000;
Reinsch und Gonczy, 1998). In Xenopus ermoglicht z.B. das mit MT- und Aktin-
assoziierte Myosin 10 (Myo10) eine Verankerung des Zellkerns und die Anordnung der
mitotischen Spindeln (Weber et al., 2004). Weiterhin fuhrt das koordinierte
Zusammenspiel von Forminen, Myosin, Aktin und dem Aktin-bindenden Protein Bud6 zu
einer Ansammlung des Kar9 Proteins an den Knospen von S. cerevisiae
(zusammengefasst in: Fuchs und Karakesisoglou, 2001). Daraufhin interagiert Kar9 mit
Bim1b, einem an den Plus-Enden der MT lokalisierten Protein, um die Translokation des
Tochter-Zellkerns in die Knospen der Hefen zu gewahrleisten. In den Wurzelhaaren von
Arabidopsis wurde hingegen nur ein Aktin-abhangiger Prozess der nuklearen Migration
nachgewiesen (Ketelaar et al., 2002).

Bisherige Studien in C. elegans zeigen, dass Mutationen im ANC-1 Gen die Migration
und Verankerung des Zellkerns beeinflussen (Starr und Han, 2002). Die Funktion des

MSP-300 Proteins wahrend der Oogenese in D. melanogaster ist jedoch in Bezug auf
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die Kernbewegung widersprichlich (Technau und Roth, 2008; Yu et al., 2006). Zudem
konnte kurzlich von Grady et al. (2005) mit Hilfe eines dominant negativen Nesprin-
Ansatzes gezeigt werden, dass auch Nesprin-1/syne-1 von entscheidender Bedeutung
fur die Positionierung der synaptischen Nuklei ist. Murine Nesprin-1 knock out Studien
belegen diesen nukledren Phanotyp (Zhang et al., 2007). Aulerdem weisen Nesprin-2
Giant knock out Fibroblasten der Maus neben einer defekten Zellmigration auch eine
gestorte Zellpolaritat auf, wobei diese zellularen Prozesse die Kernbewegung mit
einbeziehen (Luke et al., 2008).

1.9 Zielsetzung

Derzeit ist nur wenig Uber die strukturelle Organisation der Kernhulle sowie das
komplexe Netzwerk der Proteininteraktionen entlang der Kernmembran bekannt. Ein
erster Schritt bei der Entwirrung dieses komplexen Systems ist die |dentifikation und
funktionelle Charakterisierung der assoziierten Proteine der Kernmembran. Mit Hilfe des
Hefe-Zwei-Hybrid Systems wurde deshalb nach neuen Bindungspartnern der integralen
Kernmembranproteine Nesprin-1 und Nesprin-2 gesucht. In dieser Interaktionsstudie
konnten eine Vielzahl von neuen potentiellen Interaktionspartnern selektioniert und
identifiziert werden, wobei sich sowohl fur Nesprin-1 als auch flr Nesprin-2 jeweils eine
spezifische Untereinheit der Mikrotubuli-assoziierenden Motorproteine Dynactin und
Kinesin 1 als Bindepartner nachweisen liel3.

Ziel dieser Arbeit ist die Interaktion der molekularen Motoren zu validieren und
weiterflhrend zu analysieren. Primar soll der Nesprin-2/Kinesin 1 Assoziations-Komplex
anhand verschiedener molekularbiologischer und biochemischer Ansatze verifiziert
sowie der Interaktionsbereich kartiert werden. Um die potentielle Funktion dieser
Interaktion aufzuklaren, soll durch zellbiologische und proteinbiochemische Methoden
die Abhangigkeit dieser Bindepartner voneinander sowie deren subzellulare Phanotypen
untersucht werden. Zusatzlich soll auch die Nesprin-1/Dynactin Interaktion spezifiziert

werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien und Verbrauchsmaterialien

Alle in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien der Qualitdt pro analysis (p.a.) und
Enzyme wurden von den Firmen Biozym, Difco, Fluka bzw. Sigma, Gibco, Invitrogen,
Life Technologies, Merck, National Diagnostics, New England Biolabs (NEB), VWR,
Riedel-de Haan, Roche oder Roth bezogen. Falls von weiteren Firmen Chemikalien,
Enzyme oder andere Verbrauchsmaterialien genutzt wurden, sind diese an
entsprechender Stelle aufgefuhrt. Standardlaborgerate wurden von den Firmen
Beckmann, Biorad, Eppendorf, Hoefer, Leica, Liebherr, NUNC, Samsung, Sorvall, VWR
oder Zeiss bezogen. Die in dieser Arbeit nicht beschriebenen verwendeten Puffer und
Losungen wurden aus Sambrook et al. (2001) iUbernommen oder in Anlehnung daran

modifiziert.

2.1.2 Kits
Die in dieser Arbeit verwendeten, kommerziell erhaltlichen Kits wurden nach
Herstellerangaben unter Verwendung der angegebenen bzw. mitgelieferten Hilfsmittel,

Lésungen und Chemikalien eingesetzt.

Cell Line Nucleofector Kit V Amaxa

High Pure PCR Purification Kit Roche
Nucleobond AX 100 Macherey-Nagel
NucleoSpin Exract 2 in 1 Macherey-Nagel
Pure Yield™ Plasmid Midiprep System Promega
pGem-Teasy-Vektor System | Promega

2.1.3 Antikorper
Die Antikdorper wurden gemal den Angaben der Hersteller in PBG (fur die
Immunfluoreszenz) bzw. Block-Puffer (fur den Westernblot) verdinnt. Hybridoma-

Uberstande wurden 1:2 verdiinnt oder unverdiinnt eingesetzt.
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Primare Antikorper:

anti-Nesprin-2 Antikdrper (mAb K56-386)
anti-Nesprin-2 Antikdrper (mAb K20-478)
anti-Nesprin-2 Antikérper (pAb K1)
anti-GFP Antikérper (mAb K3-184-2)
anti-GST Antikodrper (pAb GST)

anti-Myc Antikorper (mAb 9E10)
anti-Tubulin Antikérper (mAb WA3)
anti-B-Aktin Antikérper (mAb AC-74)
anti-KLC1 Antikorper (pAb KLC1 H-75)
anti-KLC Antikérper (mAb 63-90)
anti-KHC Antikoérper (mAb KHC H2)
anti-Dynactin p150 Antikdrper (mAb p150 Glued)
anti-Pericentrin Antikorper (pAb Pc-4448)
anti-y-Tubulin Antikérper (mAb GTU-88)
anti-Synaptophysin Antikdrper (mAb SY 38)
anti-Lamin A/C Antikérper (mAb Jol2)
anti-V5 Antikorper (mAb V5)

anti-SUN1 Antikorper (pAb SUN1b)
anti-SUN2 Antikdrper (pAb SUN2)
anti-Smad2/3 Antikorper (mAb Smad 2/3)

Sekundare Antikorper:

Esel-anti-Maus-1gG, Alexa 488-Konjugat
Huhn-anti-Kaninchen-lIgG, Alexa 488-Konjugat
Ziege-anti-Maus-IgG, Alexa 568-Konjugat
Ziege-anti-Kaninchen-IgG, Alexa 568-Konjugat
Esel-anti-Kaninchen-IgG, Alexa 647-Konjugat
Ziege-anti-Maus-1gG, Alexa 647-Konjugat
Ziege-anti-Maus-IgG, FITC-Konjugat
Ziege-anti-Maus-IgG, Cy3-Konjugat
Ziege-anti-Kaninchen-IgG, Cy3-Konjugat
Ziege-anti-Maus-IgG, Peroxidase-Konjugat

Ziege-anti-Kaninchen-lgG, Peroxidase-Konjugat

Lake et al., 2008
Zhen et al., 2002
Libotte et al., 2005
Schreiner, 2000
Xiong et al., 2008
nicht veroffentlicht

U. Euteneuer

Sigma

Santa Cruz

Stenoien und Brady, 1997
Chemicon

BD Transduction Lab.
Abcam

Sigma

Millipore

Chemicon

Invitrogen

Lu et al., 2008

Lu et al., 2008

BD Transduction Lab.

Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
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2.1.4 Oligonukleotide
2.1.4.1 DNA-Oligonukleotide

Die Synthese aller in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide erfolgte durch die Firma

Sigma-Ark. Tabelle 2.1 gibt einen Uberblick (ber die synthetisch hergestellten

Oligonukleotide.

Tabelle 2.1: Oligonukleotide mit zugehoériger Sequenz und Verwendungszweck.

Bezeichnung Sequenz Verwendung
KLC1-F 5’ gaattcatgtatgacaacatgtccaca 3’ Klonierung
KLC1-R 5’ ggatccgtcagttaaccagcccgag 3’ Klonierung
KLC1-2-F 5’ cggtcgaccatgacaacatgtccacaatggtg 3’ Klonierung
KLC1-2-R 5' tagcggccgctcagttaaccagcccgagcttc 3’ Klonierung
KLC1-N-term-R 5’ tagcggcecgcectaccgegeggggatcetegtag 3 Klonierung
KLC1 TPR4-R 5’ tagcggcecgcctattttgtctggtagatctcgaggg 3’ Klonierung
KLC1-TPR1-F 5’ cggtcgaccctgecggacgctccacaacct 3’ Klonierung
KLC1-TPR6-R 5’ tagcggcecgcectaaccctgtttacgagacctcatag 3 Klonierung
SR-2-F 5’ cggtcgacccgctttgaggactggcetcaagtc 3’ Klonierung
SR-2-R 5’ tagcggcecgctcacttgagaggaaggagegetgtg 3°  Klonierung

SR 1+2-F 5’ gaattccgctttgaggactggctcaag 3 Klonierung

SR 1+2-R 5’ ggatccaggtgagccgccggtggaa 3’ Klonierung

SR 2+3-F 5’ gaattcgaagaatttgagggcaccagg 3’ Klonierung

SR 2+3-R 5’ ggatccctgtcgtaagcecccctctc 3’ Klonierung

SR 3+4-F 5’ gaattccaacagctgaactctgatatc 3’ Klonierung

SR 3+4-R 5’ ggatcccctgcaaggcecattaaate 3’ Klonierung
Nesp2 SR2-F 5’ ccgaattcgaagaatttgagggcaccaggg 3’ Klonierung
Nesp2 SR2-R 5’ gggtcgacgctaggtgagccgecggtggaac 3 Klonierung
Nesp2 SR zw 2-3-F 5’ ccgaattctcctgcactccgggcettggaa 3’ Klonierung
Nesp2 SR zw 2-3-R 5’ gggtcgacgctacaaattttgttttattttgagcttattgt 3°  Klonierung
KIF5B-F 5’ ccgaattcggatggcggacctggeccgagtge 3’ Klonierung
KIF5B-R 5’ gggtcgacttacacttgtttgcctcctccacce 3’ Klonierung
pGAD-Rec a 5’ ctattcgatgatgaagatacc 3’ Sequenzierung
pGAD-Rec b 5’ gtgaacttgcggggtttttca 3’ Sequenzierung
pCMV 5’ gatccggtactagaggaactg 3’ Sequenzierung
EGFP-C 5’ catggtcctgctggagttcgtg 3’ Sequenzierung
KLC1-486 5’ cggaagtcactggagatgttgg 3’ Sequenzierung
KLC1-708 5’ catctggagtttatgaatcagc 3’ Sequenzierung
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KLC1-1198 5’ gagggaagtacaaagaagcagag 3’
KLC1-1410 5’ gctaagacgaaaaataacctgg 3’
KLC1-1632 5’ gcctgcaaagttgatagtccaac 3
KIF5B 488 5’ gagcaagtgtataatgactgtgc 3’
KIF5B 908 5’ gaacatagctctaggagtcacag 3’
KIF5B 1222 5’ ctccatcatcatacaatgagtctg 3’
KIF5B 1721 5’ atgcaagctgagctgaatcgcc 3’
KIF5B 2200 5’ cagcatgtcagcttcgtatctc 3’
KIF5B 2757 5’ ctgagattgattctgatgacacc 3’
KIF5B 2908 5’ gcgacttcgagctacagctga 3’
SR-19626 5’ gacaggaatgttccacctgttc 3’

Sequenzierung
Sequenzierung
Sequenzierung
Sequenzierung
Sequenzierung
Sequenzierung
Sequenzierung
Sequenzierung
Sequenzierung
Sequenzierung

Sequenzierung

Nicht aufgefuhrte Sequenzierungsprimer wurden vom ZMMK-Servicelabor bezogen.

2.1.4.2 RNA-Oligonukleotide

shRNA Oligonukleotide fir Nesprin-2 Giant (Like et al., 2008):

Nesprin-2 Giant shRNA: 5’ aaccagaagatgtggatgttgaagcttgaacatccacatcttct 3’

shRNA Oligonukleotide fur KLC1:

KLC1 shRNA: 5’ cagggtcttgacaatgttcacgaagcttggtgaacattgtcaagaccctgtttttt 3’

siRNA fur Lamin A/C (Quiagen; Elbashir et al., 2001):

5’ aactggacttccagaagaaca 3’

2.1.5 Vektoren
pCMV-Myc

pEGFP-C2

pGADT-7 (GAL4 AD)
pGADT-7-Rec (GAL4 AD)
pGBKT-7 (GAL4 DNA-BD)
pGem-Teasy®

pGEX-4T-1

pShag-1

Clontech

Clontech

Clontech

Clontech

Clontech

Promega

Amersham

Paddison et al. (2002)
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2.1.6 Plasmide

Die in Tabelle 2.2 bis Tabelle 2.4 aufgefuhrten Konstrukte wurden fur die vorliegende

Arbeit hergestellt bzw. verwendet. Es sind die Vektoren, die klonierten DNA-Fragmente,

die kodierten Aminosauren sowie die Klonierungsstrategien bzw. die Herkunft der

Plasmide angegeben.

2.1.6.1 Plasmide fiir das Hefe-Zwei-Hybrid System

Tabelle 2.2: Verwendete und klonierte Konstrukte fir das Hefe-Zwei-Hybrid System.

Vektor Insert Amino- Anmerkung
sauren

pGADT-Rec KLC1'% 1-560 Isolierung mittels der cDNA-Bank
Durchmusterung.

pGADT-Rec KLC1"% 1-384 Isolierung mittels der cDNA-Bank
Durchmusterung.

pGADT-Rec KLC1'34°% 138-560 Isolierung mittels der cDNA-Bank
Durchmusterung.

pGADT-Rec KLC1%'%°% 215-560 Isolierung mittels der cDNA-Bank
Durchmusterung.

pGADT-Rec p150 Glued®*® '8 638-1.278 Isolierung mittels der cDNA-Bank
Durchmusterung.

pGADT-Rec p150 Glued®*'?"® 902-1.278 Isolierung mittels der cDNA-Bank
Durchmusterung

pGADT-Rec p150 Glued”'’"#7® 917-1.278 Isolierung mittels der cDNA-Bank
Durchmusterung.

pGADT-Rec p150 Glued'?®"#’®  1.076-1.278 Restriktionsverdau von pGADT-
Rec-p150 Glued®**'?"® mit Bglll.

pGADT-Rec p150 Glued®® %" 638-1.051 Restriktionsverdau von pGADT-
Rec-p150 Glued®®'#"® mit Apal
und Clal.

pGADT-Rec p150 Glued®®'#’®*  638-1278A  Restriktionsverdau von pGADT-

1051-1139  Rec-p150 Glued®*®"'?"® mit Apal.
pGBKT-7 Nesprin-2 SR 6.146-6.799  Libotte (2004)
pGBKT-7 Nesprin-2 SR 1+2 6.146-6.347 PCR-Produkt der Primer SR 1+2-

F und SR 1+2-R wurde in pGem-
Teasy® ligiert und nach Restrik-
tionsverdau (EcoRI und BamHl) in
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pGBKT-7 Nesprin-2 SR 2+3
pGBKT-7 Nesprin-2 SR 3+4
pGBKT-7 Nesprin-1-165
pGBKT-7 Nesprin-1-165"%4
pGBKT-7 Nesprin-1-165°"4%

6.247-6.656

6.553-6.799

1-1.431

1-464

465-1.431

pGBKT-7 kloniert.

PCR-Produkt der Primer SR 2+3-
F und SR 2+3-R wurde in pGem-
Teasy® ligiert und nach Restrik-
tionsverdau (EcoRI und BamHl) in
pGBKT-7 kloniert.

PCR-Produkt der Primer SR 3+4-
F und SR 3+4-R wurde in pGem-
Teasy® ligiert und nach Restrik-
tionsverdau (EcoRI und BamHlI) in
pGBKT-7 kloniert.

Padmakumar (2004)

Restriktionsverdau von pGBKT-7
Nesprin-1-165 mit EcoRI und
BamHI.

Restriktionsverdau von pGBKT-7
Nesprin-1-165 mit BamH| und
Sall.

2.1.6.2 Plasmide fiir die Uberexpression in Saugerzellen

Tabelle 2.3: Verwendete und klonierte Konstrukte fiir die Uberexpression in Sidugerzellen.

Vektor Insert Amino- Anmerkung

sauren

pPEGFP-C2 KLC1 1-560 PCR-Produkt der Primer KLC1-F
und KLC1-R (Template: pOBT-
KLC1) wurde in pGem-Teasy®
ligiert und nach Restrik-
tionsverdau (EcoRI und BamHlI) in
pEGFP-C2 kloniert.

PEGFP-C2  Nesprin-2 SR 6.146-6.799 Libotte (2004)

PEGFP-C2  Nesprin-2 SR 2+3 6.247-6.656 Restriktionsfragment von pGBKT-
7 Nesprin-2 SR 2+3 (mit EcoRI
und BamHI) wurde in pEGFP-C2
ligiert.

PEGFP-C2  Nesprin-2 SR 2-3 6.348-6.552 PCR-Produkt der Primer Nesp2

SR zw 2-3-F und Nesp2 SR zw 2-
3-R (Template: pGBKT-7 Nesprin-
2 SR) wurde nach Restriktions-
verdau (mit EcoRI und Sall) in
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pEGFP-C2

pEGFP-C2
pEGFP-C2
pEGFP-C2
pEGFP-C2

pCMV-Myc

pCMV-Myc

pCMV-Myc

pCMV-Myc

pCMV-Myc

pDsRed
(RFP)

pTracer

Nesprin-1-165

SP
SP-SUN1-CT
SUN1
Rootletin

KLC1

KLC1 CT

KLC1 T1-6

KIF5B

Nesprin-2 SR

Pericentrin

SUN2-V5

1-1.431

1-913

1-2009

1-560

213-560

213-497

1-963

6.146-6.799

1-3336

1-742

pEGFP-C2 ligiert.

Padmakumar (2004)

Lu (2007)

Lu (2007)
Padmakumar (2004)
Yang et al. (2002)

PCR-Produkt der Primer KLC1-2-
F und KLC1-2-R (Template:
pEGFP-C2 KLC1) wurde nach
Restriktionsverdau (mit Sall und
Notl) in pCMV-Myc ligiert.

PCR-Produkt der Primer KLC1
TPR1-F und KLC1-2-R
(Template: pEGFP-C2 KLCA1)
wurde nach Restriktionsverdau
(mit Sall und Notl) in pCMV-Myc
ligiert.

PCR-Produkt der Primer KLC1
TPR1-F und KLC1 TPR6-R
(Template: pEGFP-C2 KLCA1)
wurde nach Restriktionsverdau
(mit Sall und Notl) in pCMV-Myc
ligiert.

PCR-Produkt der Primer KIF5B-F
und KIF5B-R (Template: pXPE-
KIF5B) wurde nach Restriktions-
verdau (mit EcoRI und Sall) in
pCMV-Myc ligiert.

PCR-Produkt der Primer SR-2-F
und SR-2-R (Template: pGBKT-7
Nesprin-2 SR) wurde nach
Restriktionsverdau (mit Sall und
Notl) in pCMV-Myc ligiert.

Gillingham und Munro (2000)

Lu et al. (2008)
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2.1.6.3 Plasmide fiir die Bakterienexpression

Tabelle 2.4: Verwendete und klonierte Konstrukte fiir die Bakterienexpression.

Vektor

Insert

Amino-
sauren

Anmerkung

pGEX-4T-1

pGEX-4T-1

pGEX-4T-1

pGEX-4T-1

pGEX-4T-1

pGEX-4T-1

pGEX-4T-1

pGEX-4T-1

KLC1

KLC1 NT

KLC1 T1-4

KLC1 T1-6

KLC1 CT

Nesprin-2 SR

Nesprin-2 SR 1+2

Nesprin-2 SR 2+3

1-560

1-212

213-372

213-497

213-560

6.146-6.799

6.146-6.347

6.247-6.656

PCR-Produkt der Primer KLC1-2-
F und KLC1-2-R (Template:
pEGFP-C2 KLC1) wurde nach
Restriktionsverdau (mit Sall und
Notl) in pGEX-4T-1 ligiert

PCR-Produkt der Primer KLC1-2-
F und KLC1-N-term-R (Template:
pEGFP-C2 KLC1) wurde nach
Restriktionsverdau (mit Sall und
Notl) in pGEX-4T-1 ligiert.

PCR-Produkt der Primer KLC1
TPR1-F und KLC1 TPR4-R
(Template: pEGFP-C2 KLC1)
wurde nach Restriktionsverdau
(mit Sall und Notl) in pGEX-4T-1
ligiert.

PCR-Produkt der Primer KLC1
TPR1-F und KLC1 TPR6-R
(Template: pEGFP-C2 KLCA1)
wurde nach Restriktionsverdau
(mit Sall und Notl) in pGEX-4T-1
ligiert.

PCR-Produkt der Primer KLC1
TPR1-F und KLC1-2-R
(Template: pEGFP-C2 KLC1)
wurde nach Restriktionsverdau
(mit Sall und Notl) in pGEX-4T-1
ligiert.

Libotte et al. (2005)

PCR-Produkt der Primer SR 1+2-
F und SR 1+2-R wurde in pGem-
Teasy® ligiert und nach Restrik-
tionsverdau (mit EcoRlI) in pGEX-
4T-1 Kkloniert.

PCR-Produkt der Primer SR 2+3-
F und SR 2+3-R wurde in pGem-
Teasy® ligiert und nach Restri-
tionsverdau (mit EcoRlI) in pGEX-
4T-1 Kkloniert.
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PGEX-4T-1 Nesprin-2 SR3+4  6.553-6.799 Libotte et al. (2005)
(PGEX-4T-1-K1)

PGEX-4T-1  Nesprin-2 SR 1 6.146-6.241 S. Neumann
PGEX-4T-1  Nesprin-2 SR 2 6.247-6.347 S. Neumann

pPGEX-4T-1  Nesprin-2 SR 2-3 6.348-6.552 S. Neumann

Dariber hinaus wurden die folgenden Konstrukte als Template verwendet:
pXPE-KIF5B R. D. Vale

pOBT-KLC1 (Image Klon) www.geneservice.co.uk

2.2 Methoden

Allgemeine Arbeitsanweisungen der Molekularbiologie und Proteinbiochemie, welche im
Rahmen dieser Arbeit nicht naher beschrieben sind, wurden auf Grundlage von

Standardprotokollen (Sambrook et al., 2001) durchgefuhrt und ggf. optimiert.

2.2.1 Hefe-Zwei-Hybrid System

Die fur das Hefe-Zwei-Hybrid System verwendeten Puffer, Ldsungen, Selektions-
Medien/Platten und Methoden wurden nach den Angaben des ,Yeast Potocols
Handbook® (http://www.clontech.com/images/pt/PT3024-1.pdf; PT3024-1, Clontech)
hergestellt bzw. durchgefuhrt. Fur die Transformation der AH109 Hefezellen (Holtz, nicht

veroffentlicht) wurde 0,1 pg hoch reine Plasmid-DNA (s. Tabelle 2.2; Matchmarker-

Systems 3, Clontech) eingesetzt.

2.2.2 shRNA knock down Strategie

Der RNA-Interferenz kompetente Vektor pShag-1 (mit einem humanen U6 Promotor;
-265 bis +1) wurde in den pTOPO-ENTR/D Vektor (Invitrogen) inseriert (Paddison et al.,
2002; http://kathadin.cshl.org:9331/RNAi_web/scripts/main2.pl). Die Oligonukleotide (s.
2.1.4.2) wurden nach dem Protokoll auf http://kathadin.cshl.org:9331/homepage/

portal/html/protocols/ erstellt. Nach der Hybridisierung wurden die Oligonukleotide in den

mit BseRI/BamHI geschnittenen pShag-1 Vektor ligiert.
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2.2.3 Kultivierung und Transfektion von Saugerzellen

Adharent wachsende Saugerzellen wurden unter Wasser-gesattigter Atmosphare und
5 % CO; bei 37°C kultiviert. Fur die Weiterfuhrung der Zellkulturlinien HaCaT (Boukamp
et al., 1988), COS7 (Gluzman, 1981), NIH-3T3 (Todaro und Green, 1963) und von
primaren Fibroblasten (Zaim, 2005) wurde Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM,;
D5796, Sigma) mit einem hohen Anteil an Glukose (4,5 g/l), 10 % FBS (Sigma), 2 mM
Glutamin (Sigma), 2 mM Penicillin und 2 mM Streptomycin (Sigma) verwendet. Zur
Kultivierung der stabil transfizierten GFP-SP-SUN1-CT HaCaT-Zellen (Lu, 2007) wurde
dem Kulturmedium 0.5 mg/ml G 418 Disulfat (Gentamycin; Sigma) zugesetzt.
COS7-Zellen (5 x 10°%) wurden mit 5-10 ug hoch reiner Plasmid-DNA (s. Tabelle 2.3) bei
170 V, 950 pF mittels des Gene-Pulser®ll (Bio-Rad) elektroporiert. HaCaT-Zellen und
NIH-3T3-Fibroblasten wurden mit der Amaxa Nucleofector Technologie entsprechend
der Angaben des Herstellers (Amaxa Biosystems) transfiziert.

Fur die Zerstérung des Mikrotubulizytoskeletts wurde dem Kulturmedium 12,5 yM
Colchicin zugegeben. Nach einer Zelltyp-spezifischen Inkubation von 2-4 h (HaCaT-
Zellen 4 h, COS7-Zellen 4 h und NIH-3T3-Zellen 2 h) bei 37 °C erfolgte die Fixierung und
Permeabilisierung der auf Deckglaschen wachsenden Zellen.

Fur den ,scratch-Assay“ wurden die auf Deckglaschen ausgesaten HaCaT-Zellen in
serumhaltigem Medium Kkultiviert und nach Erreichen der Konfluenz U.N. in serumfreiem
Medium gehalten. Mit einer gelben Pipettenspitze wurde eine Wunde durch den
Zellrasen gezogen, serumhaltiges Medium zugegeben und die Zellen 6 h bei 37°C im
Brutschrank inkubiert. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden die Zellen fixiert und der
indirekten Immunfluoreszenz unterzogen.

Fur die Anschaltung des Smad/TGF-B-Signalwegs wurde dem Kulturmedium der
HaCaT-Zellen TGF-B (0,2 ng/ml Endkonzentration; PeproTech) zugesetzt. Die HaCaT-
Zellen wurden daraufhin zu unterschiedlichen Zeitpunkten (0, 2, 5, 10, 20 und 30 min)

fixiert und permeabilisiert.

2.2.4 Fixierung und Permeabilisierung von Saugerzellen

Auf Deckglaschen ausgesate Zellen wurden einmal mit PBS gewaschen, mit 4 %
Paraformaldehyd in PBS (15 min, RT) fixiert und mit 0,5 % Triton-X-100 in PBS (4 min,
RT) permeabilisiert. AnschlieRend wurden die Deckglaschen dreimal mit PBS
gewaschen und konnten fur die Fluoreszenzmikroskopie verwendet werden. Fur die

Dokumentation des Mikrotubulizytoskeletts wurden die Zellen entweder mit Methanol (10
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min, -20°C) oder mit 4 % Paraformaldehyd in BRB 80 Puffer (80 mM Pipes, 1 mM EGTA,
1 mM MgCl,, pH 6.8) fixiert (15 min, RT).

Zur Reduktion des zytoplasmatischen Hintergrundes wurden die auf Deckglaschen
ausgesaten Zellen zuerst mit 0,1 % Triton-X-100 (Merck) in PBS permeabilisiert (10 s,
RT), einmal mit PBS gewaschen und danach mit 4 % Paraformaldehyd in PBS bzw. BRB
80 Puffer fixiert (15 min, RT).

2.2.5 Immunfluoreszenzmikroskopie

Nach der Fixierung und Permeabilsierung wurden die Zellen mit PBG abgesattigt (30
min, RT), danach mit einem primaren Antikérper inkubiert (s. 2.1.3; 1 h, RT oder 4°C
uber U.N.) und anschlieBend mit PBS (3 x 5 min) gewaschen. Diese Zellen wurden im
Anschluss mit einem sekundaren Antikorper inkubiert (s. 2.1.3; 1 h, RT), erneut mit PBS
(8 x 5 min) gewaschen und in Gelvatol eingebettet (Ausharten U.N. bei RT).

Fur die Farbung der Mitochondrien wurden die auf Deckglaschen ausgesaten Zellen 30
min vor der Fixierung mit 200 pM MitoTracker®Red CMXRos (Moleculare Probes)
behandelt.

2.2.6 Mikroskopie

Fir die Epifluoreszenzmikroskopie (s. Abb. 3.1.10, Abb. 3.1.14 und Abb. 3.1.16) wurde
das Fluoreszenzlichtmikroskop DMR mit der Kamera DC 350 FX der Firma Leica benutzt
und das Programm irfanview fur Aufnahmen verwendet. Fur die konfokale
Lasermikroskopie wurde das Leica CLSM-SP, das Leica TCS SP5 und das Zeiss 200M
Axiovert Mikroskop benutzt, die optische Schnittebenen durch die Praparate erlauben.
Alle in dieser Arbeit dargestellten Aufnahmen mit Ausnahme der oben aufgefuhrten,
wurden mittels der konfokalen Lasermikroskopie dokumentiert. Die Daten wurden mit
den begleitenden Leica- sowie Zeiss Bildverarbeitungssystemen wie dem LAS AF (Leica
Application Suite; Advanced Fluorescence Lite), dem Zeiss LSM Image Browser sowie

der Bildbearbeitungssoftware ImagedJ 1.41 und Adobe Photoshop CS2 weiterverarbeitet.

2.2.7 Proteinlysate aus Saugerzellen

Zellen einer bis zu 90 % konfluent bewachsenen Schale wurden zweimal mit eiskaltem
PBS gewaschen und mit 5 ml PBS mit Inhibitoren (0,5 mM EGTA, 1 mM DTT, 1 mM
Benzamidin, 1 mM PMSF) auf Eis abgeschabt. Die Zellen wurden 5 min bei 3.000 Upm
abzentrifugiert und der Uberstand verworfen. Das Zellpellet wurde in Lysispuffer (50 mM
Tris-HCI pH 7,5, 150 mM NaCl, 1% Nonidet-P40, 5 % Natriumdesoxycholat, 1 x
Proteinase Inhibitor Cocktail, 1 mM Benzamidin, 1 mM DTT, 1 mM EGTA und 0,5 mM
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PMSF) gelost. Zur Homogenisierung wurde das Lysat achtmal durch eine 0,4 mm
Kanule gezogen. Nach einer viertelstindigen Inkubation auf Eis wurde das Lysat
ultrabeschallt (50 % konstanter Schall, 15 s). Die Proben wurden in 5 x SDS-
Probenpuffer (2,5 ml 1 M Tris/HCI pH 6,5, 4,0 ml 10 % Natriumdodecylsulfat, 2,0 mi
Glycin, 1,0 ml B-Mercaptoethanol, 200 uyl 10 % Bromphenolblau) fir 5 min aufgekocht

und bis zur weiteren Analyse bei -20°C gelagert.

2.2.8 Gewebelysate des murinen Gehirns

Aus 5/6 Tage alten Mausen (C57 BI6) wurde das Gehirn-Gewebe frisch isoliert und in
flussigem Stickstoff schockgefroren. Die Gewebeproben wurden gewogen und pro 100
mg Gewebe 400 pl Lysispuffer (s. 2.2.7) bzw. IP-Puffer (75 mM NaCl, 5 mM EDTA, 5
mM N-ethylmaleimide, 10 mM Chaps, 50 mM Tris/HCI pH 7,5, 1 mM Benzamidin, 1 mM
DTT, 1 mM EGTA und 0,5 mM PMSF; Konecna et al., 2006) zugegeben. Daraufhin
wurden die Proben mit einem ULTRA TURRAX homogenisiert, 10 bis 20 min auf Eis
inkubiert und bei 3000 Upm abzentrifugiert. Die Uberstande wurden durch eine 0,4 mm
Kanule gezogen bzw. sonifiziert (50 % konstanter Schall, 3 x 15 s) und danach bei
12.000 Upm erneut zentrifugiert. Die Uberstdnde wurden sowohl fir die GST-

Bindungsanalyse als auch fur die Immunprazipitation verwendet.

2.2.9 Induktion und Reinigung rekombinanter Proteine

Fur die Expression rekombinanter Proteine (s. Tabelle 2.4) wurde der E. coli-Stamm XL
2 blue (Stratagen) verwendet. Ubernachtkulturen der entsprechenden Transformanten
wurden 1:50 in LB-Medium mit 100 pyg/ml Ampicillin (Sigma) verdunnt und bis zu einer
ODegoo von 0,8 unter Schutteln (250 Upm) inkubiert. Die Expression rekombinanter
Proteine erfolgte durch Zugabe von IPTG (1 mM; Loewe Biochemica). Die Zellen wurden
daraufhin weitere 4 h bei 37°C geschittelt und nach der Ernte abzentrifugiert (6.000
Upm, 20 min). Das Zell-Pellet einer 500 ml Bakterienkultur wurde in 7 ml STE-Puffer (10
mM Tris/HCI pH 8,0, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA) mit Inhibitoren (0,5 mM EGTA, 1 mM
DTT, 1 mM Benzamidin, 1 mM PMSF) resuspendiert. Die Zellen wurden mittels Lysozym
(100 pg/ml; Sigma) und eines Glaspotters lysiert. Nach 15-minutiger Inkubation auf Eis
erfolgte die Zugabe von Sarcosyl (1,4 % Endkonzentration; Sigma). AnschlieRend wurde
das Bakterienlysat fir 1 min mit Ultraschall behandelt und 30 min bei 16.000 Upm und
4°C abzentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen und mit Triton-X-100 (2 %
Endkonzentration) versetzt. Danach wurde dieser Uberstand zu 150 upl mit PBS

aquilibrierter Glutathion-Agarose-Matrix gegeben und U.N. bei 4°C moderat geschuttelt.
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Nach einminutiger Zentrifugation bei 1.000 Upm wurde mehrmals mit STE-Puffer
gewaschen. Die an die Glutathion-Agarose-Matrix gekoppelten GST-Fusionsproteine

wurden daraufhin fur die in vitro GST-Bindungsanalyse verwendet.

2.2.10 GST-(Glutathion-S-Transferase) Bindungsanalyse

Die spezifischen Protein- sowie Gewebelysate (Input) wurden Uber Nacht mit den
aufgereinigten und an die Glutathione Sepharose™ 4B (Amersham) gebundenen GST-
Fusionsproteinen auf einem Roller bei 4°C inkubiert. Nach mehrmaligem Waschen mit
PBS wurde die Glutathion-Agarose-Matrix in 80-120 pl 1 x SDS-Probenpuffer
aufgenommen und bei 99°C erhitzt. Der Input und die Uberstande wurden separat mit
SDS-Probenpuffer behandelt. Glutathion-Agarose-Matrix, Input und Uberstéande wurden
mittels SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (Laemmli, 1970) und einem darauf

folgenden Westernblot (Towbin et al., 1979) analysiert.

2.2.11 Immunprazipitation

Die in IP-Puffer (s. 2.2.8) aufgenommenen murinen Gehirn-Gewebelysate wurden zuerst
mit 100 ul Potein-A-Sepharose CL-4B (Pharmacia Biotech) fur 2 h auf einem Roller bei
4°C behandelt, um unspezifische Hintergrundsignale zu reduzieren. Nach dieser
Vorreinigung erfolgte eine einminutige Zentrifugation bei 1.000 Upm und 4°C. Die
Protein-A-Sepharose Beads wurden verworfen, wobei die Uberstande (Input) fir die
Antigen/Antikérper Bindung verwendet wurden. Zu den Uberstanden wurden 6 ug
aufgereinigter Antikorper gegeben und fur 3-4 h moderat bei 4°C geschittelt. Diese
Ansatze wurden daraufhin mit 100 pl Protein-A-Sepharose Beads versetzt und G.N. unter
moderatem Schutteln bei 4 °C inkubiert. Die Protein-A-Sepharose Beads bzw. die daran
gebundenen Immunkomplexe wurden durch eine einminltige Zentrifugation pelletiert
bzw. prazipitiert. Die Beads wurden dreimal mit PBS und Inhibitoren (0,5 mM EGTA, 1
mM DTT, 1 mM Benzamidin, 1 mM PMSF) gewaschen und danach mit 70-100 ul SDS-
Probenpuffer aufgekocht. Die Immunkomplexe sowie der Input wurden nach einer SDS-
PAGE (Laemmli, 1970), einer Silberfarbung (s. 2.2.12.2) und einer Westernblotanalyse

(Towbin et al., 1979) unterzogen.
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2.2.12 Farbung von Polyacrylamidgelen

2.2.12.1 Farbung mit Coomassie-Blau

Zur Farbung der in Polyacrylamidgelen getrennten Proteine wurden die SDS-Gele 20-30
min in Farbeldsung (0,1 % (w/v) Coomassie-Brilliant-Blau R 250, 50 % (v/v) Methanol, 10
% (v/v) Essigsaure) leicht geschittelt. Die nicht an Proteine gebundenen Farbstoff-
partikel wurden durch Schitteln in Entfarberlosung (10 % (v/v) Ethanol, 7 % (v/v)

Essigsaure) aus der Gelmatrix entfernt.

2.2.12.2 Silberfarbung

Fur eine Farbung der aufgetrennten Proteine mit einer sensitiveren Methode, wie unter
2.2.12.1 beschrieben, wurde die Silberfarbung (Blum et al., 1987) benutzt. Dazu wurden
SDS-Gele 5 min in Fixierungs-Losung (60 ml 50 % ige Azeton-Losung, 1,5 ml 50 % ige
Trichloressigsaure und 25 pl 37 % ige Formaldehyd-Losung) geschittelt. Nach
mehrmaligem Waschen in Wasser (3 x5 s, 1 x 5 min, 3 x 5 s) wurde das Gel in 50 %
igem Azeton fur 5 min inkubiert. Nach Behandlung mit 100 pl 10 % igem
Natriumthiosulfat-5-hydrat in 60 ml Wasser wurde das Gel mit Wasser gewaschen (3 x 5
s) und fur 8 min in Impragnier-Lésung (0,8 ml 20 % ige Silbernitrat-Losung, 0,6 ml 37 %
ige Formaldehyd-L6osung, in 60 ml Wasser) geschuttelt. Danach wurde das Gel
nochmals gewaschen (2 x 5 s) und mit Entwickler-Lésung (1,2 g Na,CO3, 25 pl 37 % ige
Formaldehyd-Losung, 25 pl 10 % ige Natriumthiosulfat-5-hydrat (Na,S,03 x 5 H,0) in 60
ml Wasser) behandelt. Die Reaktion wurde nach 20-30 s mit 1 % iger Essigsaure

abgestoppt und das Gel mit Wasser abgespllt.

2.2.13 Immunmarkierung und Detektion von Proteinen auf Nitrozellulose-
membranen

Der Nachweis transferierter Proteine auf einer Tragermembran erfolgte mit Hilfe
spezifischer Antikdrper. Die Membran (NitrozelluloseTransfermembran, Schileicher und
Schuell bzw. Immobilon™-P Transfermembran, Millipore) wurde fur 1 h mit Block-Puffer
(5 % Milchpulver, 0,05 % Tween in PBS) abgesattigt. Daraufhin wurde die Membran mit
Hybridomaulberstanden oder aufgereinigten Antikdrpern (s. 2.1.3) inkubiert (1 h bei RT
oder U.N. bei 4°C). Nach dem Waschen der Membran mit PBS (dreimal fir 5 min)
erfolgte die Inkubation mit einem sekundaren Antikorper (1 h bei RT), der an eine
Peroxidase gekoppelt ist (s. 2.1.3). Nicht gebundene Antikorper wurden durch dreifaches
Waschen (je 5 min) mit PBS entfernt. Die Visualisierung der Immunmarkierung erfolgte

durch Chemilumineszenz (ECL). Daflur wurde die Nitrozellulosemembran fur 1 min in der
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Luminollésung (1 ml Tris/HCI pH 6,8, 100 ul Luminol (0,25 M in DMSO), 47 ul
Cumarinsaure (0,09 M in DMSO), 10 ml Wasser und 6 pl H,O,) inkubiert, kurz abgetupft
und anschlieRend ein Rontgenfilm (Hyperfilm™ECL; Amersham) in unterschiedlichen
Zeitintervallen (5 s bis 30 min) exponiert. Die densitometrische Analyse der

Chemilumeneszenzsignale erfolgte mit Hilfe der Image Gauge Software (Version 4.23).

2.2.14 Datenbearbeitung

Die in dieser Arbeit dargestellten Graphen wurden mit Excel (Microsoft Office 2007)
erstellt. FUr die statistischen Analysen wurde ein zweiseitiger ungepaarter Student t-Test
durchgefuhrt und als signifikant gewertet, wenn mindestens P < 0,05 war. Ein
Durchschnittsfehler der Standardabweichung (,standard error of the mean®, SEM) wurde
wie folgt berechnet: SEM=Standardabweichung (SD)/(Wurzel aus n), mit

n=Pobenanzahl, Anzahl unabhangiger Versuche.
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3 Ergebnisse

3.1 ldentifizierung neuer Nesprin-2 assoziierender Proteine

Eine wichtige Voraussetzung zum Verstandnis der Funktion eines Proteins ist die
Ermittlung sowie Charakterisierung seiner Bindungspartner. Nesprin-2 Giant re-
prasentiert aufgrund seiner funktionellen Domanenstruktur und seiner enormen Grolie

(796 kDa) eine Plattform fur eine Vielzahl von Proteininteraktionen (s. Abb. 3.1.1).

Ab K20-478
& {™Ab Kk88-368 500 AS_ A { PADK1

0000000000 Lo sz 5510

AA

()): Aktinbindungsdomane OISpek!rindoméne O:KASH-Domane YU~ SR(75kDa)

Abb. 3.1.1: Doménenstruktur von Nesprin-2 Giant und Nesprin-2 SR. Schematische Darstellung
der grofiten Nesprin-2 Isoform (Nesprin-2 Giant, 796 kDa) und Nesprin-2 SR (SR, 75 kDa). SR
umfasst die letzten vier Spektrindomanen des Nesprin-2 Giant. Dartiber hinaus sind die Epitope der
im Rahmen dieser Studie verwendeten Nesprin-2 spezifischen Antikdrper, mAb K20-478, mAb K56-
386 und pAb K1 (als invertierte Y) gezeigt.

Ein charakteristisches Merkmal der Nesprine ist die subzellulare Lokalisierung entlang
der Zellkernmembran, wobei die hoch konservierte KASH-Domane, die als nuklearer
Anker fungiert, diese zellulare Positionierung vermittelt (Starr und Fischer, 2005). Um die
Auswirkung des Verlusts der KASH-Domane auf die Lokalisation des Nesprin-2 zu
bestimmen, wurde ein 75 kDa grol3es, C-terminales Nesprin-2 Fragment (SR; AS 6.146-
6.799; 75 kDa), als Myc-Fusionsprotein in COS7-Zellen exprimiert. SR umfasst die
letzten vier Spektrindomanen von Nesprin-2 Giant (s. Abb. 3.1.1). Trotz fehlender KASH-
Domane weist das Myc-SR Fusionsprotein eine gleichmafige Verteilung entlang der
Kernmembran auf (Abb. 3.1.2; Pfeilspitzen in A und A'). Zudem wurde eine
zytoplasmatische Anreicherung des SR-Fusionsproteins nahe der Kernmembran
beobachtet (Abb. 3.1.2; Stern in A und A'). AuRBerdem konnte in einer indirekten
Immunfluoreszenz von Myc-SR exprimierenden COS7-Zellen mit einem Pericentrin (Pc)
spezifischen polyklonalen Antikérper (pAb Pc-4448) und einem monoklonalen Myc
Antikorper (mAb 9E19) gezeigt werden, dass Myc-SR an beiden Zentriolen des
MTOCs/Zentrosoms lokalisiert (Abb. 3.1.2; Pfeilspitzen in B-B*).
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Abb. 3.1.2: Lokalisierung des KASH-Domaénen defizienten Nesprin-2 SR in COS7-Zellen. (A, A')
Indirekte Immunfluoreszenzanalyse mit einem Myc spezifischen monoklonalen Antikdrper (mAb
9E10), von Myc-SR transfizierten COS7-Zellen (die Permeabilisierung erfolgte nach der Fixierung;
sekundarer Antikérper anti-Maus Alexa 488 Konjugat). Nuklei wurden mit DAPI gefarbt. Die Pfeilspitze
kennzeichnet die Lokalisation von Myc-SR entlang der nukledren Membran, wahrend der Stern die
zytoplasmatische Anreicherung des Fusionsproteins nahe der Kernhiille markiert. Balken: 20 pm. (B-
B“) Myc-SR transfizierte COS7-Zellen wurden vor der Fixierung permeabilisiert, um den
zytoplasmatischen Hintergrund zu reduzieren. Kofarbung mit mAb 9E10 und einem Pericentrin (Pc)
spezifischen polyklonalem Antikérper (pAb Pc-4448). Als sekundare Antikérper wurden anti-
Kaninchen Alexa 568- sowie anti-Maus Alexa 488-Konjugate verwendet. Myc-SR kolokalisiert mit
Pericentrin an den Zentriolen (Pfeilspitzen in B-B*). Balken: 5 um.

Um potentielle Interaktionspartner von Nesprin-2 SR zu identifizieren, die das Protein an
die Kernmembran und an das Zentrosom rekrutieren, wurde SR mit einer Gal4-DNA-
Bindungsdomane (Gal4-DNA-BD) fusioniert. Dieses SR-Fusionsprotein (BD-SR) wurde
fur eine humane Gehirn-spezifische Hefe-Zwei-Hybrid cDNA-Bank Durchmusterung als

Kdderprotein verwendet.
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3.1.1 KLC1, ein neuer Partner von Nesprin-2

Mittels der Hefe-Zwei-Hybrid Durchmusterung (Schneider, 2005) konnten 18
unabhangige Klone, die fir die leichten Ketten des Kinesin 1 (KLC1) kodieren, als
Bindepartner fiir Nesprin-2 SR isoliert und identifiziert werden. Zur Uberpriifung der
KLC1/Nesprin-2-Assoziation erfolgte eine erneute Koexpression eines zu Beginn
isolierten KLC1 Klons (AD-KLC1'%%%%) mit BD-SR in Hefen (Abb. 3.1.3). Bei der
wiederholt durchgefuhrten Hefe-Zwei-Hybrid Bindungsanalyse konnte eine Interaktion
zwischen KLC1 und Nesprin-2 SR bestatigt werden.

. -Leu/-Trp
Kéder/Beute -His/-Ade B-gal

BD-SR/AD
BD-SR/AD-KLC1

Abb. 3.1.3: KLC1 interagiert mit Nesprin-2 SR. Wachstum der koexprimierenden BD-SR/AD bzw.
BD-SR/AD-KLC1"*%°%° AH109 Hefezellen auf SD/-Leu/-Trp/-His/-Ade Selektionsplatten. BD-SR/AD-
KLC1"%%°% exprimierende Hefezellen zeigen ein deutliches Wachstum, wahrend die Negativ-Kontrolle
(BD-SR/AD) aufgrund von Histidin- und Adenin-Mangel kein Wachstum aufweist (linkes Bild). X-Gal
behandelter Filterabdruck (rechtes Bild). BD-SR/AD-KLC1"*%% koexprimierende Hefen lassen nach 8
Stunden eine intensive Blaufarbung im p-Galaktosidasetest und somit eine Protein-Protein-Interaktion
in vivo erkennen.

138-560

3.1.1.1 Eingrenzung der Interaktionsdomanen in vivo

Insgesamt konnten 4 unterschiedlich lange Klone identifiziert werden, die fur KLC1
kodierten (Abb. 3.1.4 A). Einer der Klone enthalt die gesamte kodierende Sequenz von
KLC1, wahrend ein anderer den Bereich von Aminosaure (AS) 1-384 umfasst. Die
weiteren Klone kodieren fur die AS 138-560 und fur die AS 215-560. Diese Ergebnisse
erlauben eine Eingrenzung des KLC1-Bereiches, der mit Nesprin-2 SR interagiert, auf
eine Lange von 169 AS. Der mit Nesprin-2 SR interagierende Abschnitt der KLC1-
Sequenz umfasst folglich einen grof3en Bereich der KLC1 TPR-Domane von AS 215-384
(TPR1, AS 213-246; TPR2, AS 255-288; TPR3, AS 297-330; TPR4, AS 339-372; TPR5,
AS 381-414; TPR6, AS 464-497). Daruber hinaus konnten zwei divergente KLC1
Isoformen, die sich in ihrer carboxylterminalen Aminosauresequenz unterscheiden,
identifiziert werden. Dabei handelt es sich um die KLC1, Isoform 1 (Kinesin 2 60/70 kDa)
sowie das KLC1B. In den folgenden Analysen wurde jedoch nur die KLC1, Isoform 1
(NP_005543), die sich in 16 der 18 Klone nachweisen liel3, untersucht.
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Abb. 3.1.4: Eingrenzung der KLC1/Nesprin-2 SR Interaktionsdoméanen mittels des Hefe-Zwei-
Hybrid Systems. (A) Schematische Darstellung der verschiedenen KLC1 Klone, die mittels des
Kdderproteins BD-SR im Rahmen der Hefe-Zwei-Hybrid Durchmusterung isoliert und identifiziert
werden konnten. Jeder KLC1 Klone zeigt nach Koexpression mit BD-SR ein positives X-Gal-Signal (+)
und somit eine Assoziation in vivo. Der mit BD-SR interkalierende Bereich des KLC1 konnte somit auf
die Aminosauren 215-384 der TPR-Region eingegrenzt werden. (B) Die Abbildung reprasentiert die
Einengung der Nesprin-2 SR Bindungsdomane mittels des Hefe-Zwei-Hybrid Systems in vivo.
Kotransformierte Hefezellen die BD-SR 2+3/AD-KLC1'3%°%° koexprimieren, lassen wie die Positiv-
Kontrolle (BD-SR/AD-KLC1'**°%) eine Interaktion (+) mit Hilfe des B-Galaktosidasetest erkennen,
wohingegen in Hefezellen, die BD-SR 1+2/AD-KLC1'%*°%° bzw. BD-SR 3+4/AD-KLC1'%%°%
koexprimieren, keine X-Gal spezifische Blaufarbung (-) dokumentiert werden konnte.

Fur die Einengung des Nesprin-2 SR Interaktionsbereichs wurden drei weitere
spezifische Hefekonstrukte hergestellt (BD-SR 1+2, BD-SR 2+3 und BD-SR 3+4), die
unterschiedliche Teilfragmente von SR einschlie3en. Dabei erfolgte die Fusion der Gal4-
DNA-BD mit AS 6.146-6.347 (SR 1+2), AS 6.247-6.656 (SR 2+3) und AS 6.553-6.799
(SR 3+4) des Nesprin-2 Giant. In einer Hefe-Zwei-Hybrid Interaktionsstudie wurden
diese Nesprin-2 SR spezifischen Fusionsproteine mit dem AD-KLC1'***° Kilon
koexprimiert (Abb. 3.1.4 B). Anhand dieser Studie erfolgte eine Eingrenzung des
Interaktionsbereiches auf die TPR-Domanen des KLC1 und Nesprin-2 SR 2+3.

3.1.1.2 Einengung und Verifizierung der Bindungsdomanen in vitro

Die Einengung und die Verifizierung des Nesprin-2 SR Interaktionsbereichs in vitro
erfolgte mittels der GST-(Glutathion-S-Transferase) Bindungsanalyse. Fur diesen Ansatz
wurden die Bindungen verschiedener GST-SR Fusionsproteine (SR 1, 38 kDa; SR 2, 38
kDa; SR 2-3, 49 kDa; SR 1+2, 50 kDa; SR 2+3, 72 kDa und SR 3+4, 51 kDa; Abb. 3.1.5
A) mit dem Volllangen KLC1 (AS 1-560) als GFP-Fusion (GFP-KLC1, 91 kDa) Uberpruft
(Abb. 3.1.5 B). Gluthation-Agarose (Beads) und GST (26 kDa) wurden in dieser
Proteinbindungsanalyse als Negativ-Kontrolle verwendet. Die unterschiedlichen GST-SR
Fusionsproteine wurden mit COS7-Zelllysaten, welche GFP-KLC1 transient exprimieren,

inkubiert und prazipitiert. AnschlieRend wurde im Prazipitat mit einem GFP spezifischen
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monoklonalen Antikérper (mAk K3-184-2) das GFP-KLC1 Fusionsprotein nachgewiesen
(Abb. 3.1.5 B). Diese in vitro Interaktionsstudie zeigt eine schwache Assoziation von
KLC1 mit SR 2 und SR 1+2. Ein starkes GFP-KLC1 Signal wurde jedoch fir SR 2-3 und
SR 2+3 detektiert (s. Abb. 3.1.5 B).
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Abb. 3.1.5: Eingrenzung der Nesprin-2 SR Bindungsdomdne in vitro. (A) Schematische
lllustration der GST-SR Konstrukte, die fur die Einengung des Nesprin-2/KLC1 Interaktionsbereiches
eingesetzt wurden. (B) GST-Bindungsanalyse zur Untersuchung der Interaktion der verschiedenen
GST-SR Fusionsproteine mit GFP-KLC1. Préazipitate (P) und Uberstande (S) wurden Uber SDS-PAGE
aufgetrennt und geblottet. Westernblots, die mit einem GFP spezifischen monoklonalen Antikérper
(mAb K3-184-2) inkubiert wurden, zeigen eine Prazipitation des GFP-KLC1 mittels der GST-Fusionen
SR 2-3, SR 2+3 (starke GFP-Signale) sowie SR 2 und SR 1+2 (schwache GFP-Signale). Eine
Westernblotanalyse der Uberstéande sowie eine Coomassie Farbung wurde als Kontrolle angefertigt
und zeigen die Auftragung gleichwertiger Proteinmengen. Es erfolgte eine Eingrenzung des mit KLC1
interagierenden Bereiches auf SR 2 und SR 2-3.

Um die Bindungsdomane des KLC1 weiterhin zu verifizieren wurden GST-KLC1
Fusionsproteine generiert. Mittels dieser GST-Fusionen (KLC1, 90 kDa; KLC1 NT, 50
kDa; KLC1 T1-4, 44 kDa; KLC1 T1-6, 58 kDa und KLC1 CT, 65 kDa; Abb. 3.1.6 A)
erfolgte eine GST-Prazipitation (Abb. 3.1.6 B), des an GFP fusionierten Nesprin-2 SR
(GFP-SR, 102 kDa). Transient transfizierte GFP-SR COS7-Zelllysate wurden mit den
GST-KLC1 Fusionen inkubiert und pelletiert. Zum Nachweis des GFP-SR im GST-
Komplex erfolgte die Detektion des GFP-Fusionsproteins mit einem mAb K3-184-2. SR

konnte nur durch GST-KLC1 Fusionen, die die TPR-Region involvieren, prazipitiert
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werden (Abb. 3.1.6 B). Gluthation-Agarose (Beads) und GST wurden als Negativ-
Kontrollen verwendet. Aufgrund der Ubereinstimmenden in vivo und in vitro
Bindungsanalysen konnte eine Assoziation von Nesprin-2 SR 2 bzw. SR 2-3 (AS 6.247-

6.552 des Nesprin-2 Giant) mit den TPR-Domanen des KLC1 nachgewiesen werden.
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Abb. 3.1.6: Eingrenzung der KLC1 Bindungsdomine in vitro. (A) Domanenstruktur der
unterschiedlichen GST-KLC1 Fusionsproteine, die in der in vitro Bindungsanalyse verwendet wurden.
(B) GST-Prazipitation, zur Verifizierung der Bindungsdomane, der GST-KLC1 Konstrukte mit GFP-SR.
GST-Komplexe (P; Prazipitat) und Uberstéande (S) wurden mittels SDS-PAGE getrennt und geblottet.
Mit einem GST spezifischen polyklonalen Antikérper erfolgte die Detektion der GST-KLC1 Fusionen
(gezeigt sind &quivalente Proteinmengen). Die Uberstinde der GST-Komplexe wurden als Kontrolle
mit einem GFP spezifischen mAb K3-184-2 behandelt. Prazipitate, die mit mAb K3-184-2 behandelt
wurden, lassen eine Assoziation des SRs mit KLC1 T1-4 (schwaches Signal), KLC1 T1-6 und CT
(starke Signale) erkennen. Nesprin-2 bindet demzufolge an die TPR-Region des KLC1.

3.1.2 Ektopische Koexpression und Kolokalisation der KLC1 und
Nesprin-2 SR Fusionsproteine in COS7-Zellen

Um eine potentielle Kolokalisation von KLC1 und Nesprin-2 SR Fusionsproteinen zu
prufen, erfolgte jeweils eine transiente Koexpression der GFP-SR und Myc-KLC1 sowie
der GFP-KLC1 und Myc-SR Fusionen in COS7-Zellen (Abb. 3.1.7). Zur Detektion der
Myc-markierten Fusionsproteine wurde in indirekten Immunfluoreszenzanalysen ein mAb
9E10 eingesetzt. Das Nesprin-2 SR markierte GFP-Fusionsprotein weist ein
vergleichbares Expressionsmuster entlang der Kernmembran (Abb. 3.1.7; Pfeilspitze in

A) und im Zytoplasma nahe dem Nukleus auf (Abb. 3.1.7; Stern in A), so wie es fur das
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Myc-SR Fusionprotein in Abb. 3.1.2 beschrieben wurde. Auerdem konnte eine Farbung

an der Plasmamembran beobachtet werden (Abb. 3.1.7; Pfeil in A).

GFP-SR/DAPI Myc-KLC1 GFP-SR/Myc KLC1

GFP-KLC1/DAPI . GFP-KLC1/Myc-SR

Abb. 3.1.7: Ektopisch exprimierte Nesprin-2/KLC1 Fusionsproteine kolokalisieren in COS7-
Zellen. COS7-Zellen wurden transient mit GFP-SR und Myc-KLC1 (A-A*) sowie mit GFP-KLC1 und
Myc-SR (B-B“) transfiziert. Indirekte Immunfluoreszenz der Myc-markierten Fusionen mit mAb 9E10
(A und B‘; sekundarer Antikorper anti-Maus Alexa 568-Konjugat). Farbung der Nuklei mit DAPI. GFP-
SR konnte an der Kernhlle (Pfeilspitze in A), im Zytoplasma nahe dem Nukleus (Stern in A) und an
der Plasmamembran (Pfeil in A) nachgewiesen werden. Myc- und GFP-markiertes KLC1 lokalisiert
entlang der Kernmembran (Pfeilspitzen in A’ und B). Korrespondierende Uberlagerung der Nesprin-2
und KLC1 Fusionsproteine entlang der nuklearen Membran (Pfeilspitze in A“ und B“), im Zytoplasma
(Uberwiegend nahe dem Nukleus; Stern in A* und B*) und an der Zellperipherie (Pfeil in A*). Balken:
20 pm.

Die bisherige Literatur behandelt KLC1 stets als ein zytoplasmatisches Protein (Stenoien
und Brady, 1997). Die Transfektionsstudien in Abb. 3.1.7 lassen jedoch ein weitaus
komplexeres Lokalisationsmuster fur KLC1 in COS7-Zellen erkennen. KLC1 weist eine
vollkommen neue, noch nicht beschriebene subzellulare Lokalisierung entlang der
Zellkernmembran auf (Abb. 3.1.7; Pfeilspitze in A und B) und kolokalisiert dort mit
Nesprin-2 SR (Abb. 3.1.7; Pfeilspitze in A" und B*). Zusétzlich wurde eine Uberlagerung
der Nesprin-2 SR und KLC1 Fusionsproteine im Zytoplasma (sehr prominent nahe dem
Zellkern; Abb. 3.1.7; Stern in A" und B*) und an der Zellperipherie beobachtet (Abb.
3.1.7; Pfeil in A").
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DarUber hinaus konnte mittels der an GFP-fusionierten, Nesprin-2 Bindungsdomanen
(GFP-SR 2+3 und GFP-SR 2-3), die mit KLC1 assoziieren, eine weitere
Kolokalisationsstudie durchgefuhrt werden. Es erfolgte jeweils eine Kotransfektion von
GFP-SR 2+3/Myc-KLC1 (Abb. 3.1.8 A) bzw. GFP-SR 2-3/Myc-KLC1 (Abb. 3.1.8 B) in
COS7-Zellen. Sowohl das GFP-SR 2+3 als auch das GFP-SR 2-3 Fusionsprotein weisen
eine schwache Anreicherung entlang der Kernhulle auf (VergroRerung in Abb. 3.1.8 A
und B; Pfeilspitze). Dabei zeigte sich ebenso eine Kolokalisation des eingegrenzten
Nesprin-2 Bindungsbereiches mit KLC1 an der Kernmembran (Abb. 3.1.8; Peilspitzen),
im Zytoplasma (Abb. 3.1.8; Stern) und an der Zellperipherie (Abb. 3.1.8; Pfeile). Diese

Ergebnisse bestatigen die Daten der in vivo und in vitro Interaktionsanalysen.

GFP- SR 2+3/ | : GFP- SR 2-3/
Myc-KLC1 | ———— ; Myc-KLC1

Abb. 3.1.8: Die Nesprin-2 SR 2+3 und SR 2-3 Peptide kolokalisieren mit KLC1 in kotransfizierten
COS7-Zellen. Indirekte Immunfluoreszenz an (A) GFP-SR 2+3/Myc-KLC1 und (B) GFP-SR 2-3/Myc-
KLC1 koexprimierenden COS7-Zellen. Myc-KLC1 wurde mit mAb 9E10 nachgewiesen, als
sekundarer Antikbrper wurde anti-Maus Alexa 568-Konjugat verwendet. GFP-SR 2+3 (A) und GFP-SR
2-3 (B) konnten im Zellkern und entlang der Kernhiille detektiert werden (Vergréferung in A und B;
Pfeilspitze) und Uberlappen mit Myc-KLC1 an der Kernhllle (Pfeilspitzen). Eine weitere Uberlagerung
wurde partiell im Zytoplasma (Sterne) und an der Zellperipherie (Pfeile) beobachtet. Balken: 20 um.

3.1.3 Ektopische Expression von Nesprin-2 SR beeinflusst die
Lokalisation von KLC1 TPR-Fusionsproteinen

In den bisherigen Hefe-Zwei-Hybrid und biochemischen Interaktionsstudien konnte
gezeigt werden, dass Nesprin-2 SR mit den TPR-Domanen des KLC1 assoziiert. Um die
subzellulare Lokalisation des interagierenden Bereichs von KLC1 zu ermitteln, wurden
zwei Myc-markierte KLC1-Fusionsproteine (Myc-KLC1 CT und Myc-KLC1 T1-6; s. Abb.
3.1.6 A), die fir den TPR-Bereich kodieren, in COS7-Zellen Uberexprimiert. In indirekten

Immunfluoreszenzanalysen weist jedes dieser KLC1 TPR-Fusionsproteine eine
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uberwiegend nukleare Lokalisation auf (s. Abb. 3.1.9; Pfeil in A und C). Zur weiteren
Uberpriifung der Interaktion wurden die KLC1 TPR-Konstrukte mit GFP-SR in COS7-
Zellen kotransfiziert und ihre Kolokalisation Uberpruft. Die Koexpression des GFP-SR
(Abb. 3.1.9 B* und D) fihrte zu einer Umlagerung der KLC1 TPR-Proteine aus dem
Zellkern in das Zytosol und zu einer Anreicherung an der Kernhille (Abb. 3.1.9;
Pfeilspitzen in B und D), wo sie mit GFP-SR uberlagern (Abb. 3.1.9 B und D*).

Myc-KLC1 CT| —— Myc-KLC1 CT

—— Myc-KLC1T1-6] —— Myc-KLC1 T1-6 Uberlagerung
Transfektion Kotransfektion
ohne GFP-SR mit GFP-SR

Abb. 3.1.9: Uberexprimiertes Nesprin-2 SR beeinflusst die Lokalisation von KLC1 TPR-
Fusionsproteinen. Ektopisch exprimierte Myc-KLC1 CT (A) und Myc-KLC1 T1-6 (C) Fusionen, die
mit dem Myc-Epitop spezifischen mAb 9E10 nachgewiesen wurden (sekundarer Antikorper anti-Maus
Alexa 568-Konjugat), zeigen in COS7-Zellen neben einer zytoplasmatischen Lokalisation eine
Anreicherung im Zellkern (A und C; Pfeil). Die Koexpression mit GFP-SR (B‘ und D) bewirkt eine
Relokalisation von Myc-KLC1 CT und Myc-KLC1 T1-6 aus dem Zellkern in das Zytoplasma und flhrt
zu einer Anreicherung an der Kernmembran (B und D; Pfeilspitze), wo sie mit GFP-SR uberlagern (B
und D). Balken: 20 ym.

3.1.4 KLC1 ein neues Kernhillen-assoziiertes Protein

3.1.4.1 Ektopisch exprimiertes Nesprin-2 SR fiihrt zu keiner Umverteilung des
endogenen KLC1 entlang der Kernmembran

Die Verteilung des endogenen KLC1 und ein moglicher Einfluss von Nesprin-2 SR auf
die subzelluldre Lokalisation des KLC1 wurde in COS7-Zellen mit einem KLC1
spezifischen polyklonalen Antikdrper untersucht (Abb. 3.1.10). COS7-Zellen zeigen eine
gleichmafige Verteilung des endogenen KLC1 an der Kernmembran (Abb. 3.1.10;
Pfeilspitzen in B). Zusatzlich weist das endogene Protein eine zytoplasmatische
Lokalisierung und eine Anreicherung nahe des Zellkerns auf (Abb. 3.1.10 B; Sterne). Es

konnte somit fir das endogene KLC1 wie auch fur das ektopisch exprimierte Protein
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(Abb. 3.1.7) eine identische subzellulare Verteilung beobachtet werden. GFP-Nesprin-2
SR exprimierende Zellen zeigen eine vergleichbare Farbung fur KLC1 und eine
Kolokalisation an der Kernhille (Abb. 3.1.10; Pfeilspitzen in C) sowie partiell im Zytosol
(Abb. 3.1.10; Stern in C).

GFP-SR/DAPI GFP-SR/KLC1

Abb. 3.1.10: Die Kernmembran-spezifische Lokalisation des endogenen KLC1 wird nicht durch
die Uberexpression von Nesprin-2 SR beeintrichtigt. Indirekte Epifluoreszenzmikroskopie von
GFP-Nesprin-2 SR transfizierten COS7-Zellen (A) mit einem KLC1 spezifischen polyklonalen
Antikorper pAb KLC1 (H-75) (B). Der Nachweis des primaren Antikorpers erfolgte mit Hilfe eines
sekundaren anti-Kaninchen Alexa 568 Fluor-gekoppelten Antikérpers. Endogenes KLC1 lokalisiert
sowohl in GFP-SR Uberexprimierenden als auch in nicht transfizierten COS7-Zellen an der Kernhille
(B; Pfeilspitzen) und im Zytoplasma nahe des Nukleus (B; Stern). Zuséatzlich konnte eine
Kolokalisation von GFP-SR und KLC1 an der Kernmembran (C; Pfeilspitzen) und partiell im Zytosol
(C; Stern) nachgewiesen werden. Die Verteilung des endogenen KLC1 wird nicht durch die ektopische
Expression von SR beeinflusst. Balken: 20 ym.

Diese Daten beschreiben erstmalig fur KLC1 eine Anreicherung an der Kernhille. Um
diese Lokalisation und eine in vivo Assoziation mit Nesprin-2 zu bestatigen, wurden
verschiedene Zelllinien und Gewebe mittels der indirekten Immunfluoreszenzmikroskopie
analysiert. HaCaT-Zellen (humane Keratinozyten-Zelllinie), die grol’e Mengen des
Nesprin-2 Giant exprimieren, und NIH-3T3-Zellen (murine Fibroblasten-Zelllinie) wurden
mit einem KLC1 spezifischen polyklonalen Antikérper und Nesprin-2 spezifischen
monoklonalen Antikérpern (mAb K20-478 und mAb K56-386; s. Abb. 3.1.1) gefarbt.
Sowohl in HaCaT-Zellen als auch in NIH-3T3-Zellen wurde das endogene KLC1 entlang
der Kernmembran detektiert (Abb. 3.1.11; Pfeile in A’ und B‘). Die Uberlagerung der
Fluoreszenzsignale zeigt darUber hinaus die Kolokalisation von KLC1 mit Nesprin-2
entlang der Kernhulle (Abb. 3.1.11; Pfeile in A" und B").

Aufgrund der hohen Expression des KLC1 im Kleinhirn (Cerebellum) erfolgte zusatzlich
eine immunhistochemische Analyse des murinen Kleinhirns mit mAb K56-386 und pAb
KLC1 (H-75) Antikdrpern. Auch im Gehirn konnten KLC1 und Nesprin-2 jeweils in der
Kdrnerschicht (Stratum granulosum, Sg) sowie in der molekularen Schicht (Stratum

moleculare, Sm) an der Kernmembran erfasst werden (Abb. 3.1.11; Pfeile in C-C").
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K20-478/DAPI K20-478/KLC1

K56-386/DAPI
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P 'Y K56-386/KLC1

Abb. 3.1.11: Endogene Nesprin-2 und KLC1 Proteine kolokalisieren an der Zellkernmembran in
HaCaT- und NIH-3T3-Zellen sowie im murinen Kleinhirn. (A-A“) Indirekte immunhistochemische
Farbung von einer humanen Keratinozyten-Zelllinie (HaCaT) mit dem Nesprin-2 spezifischen mAb
K20-478 und mit pAb KLC1 (H-75). Balken: 10 pm. (B-B*) Indirekte Immunfluoreszenzmikroskopie an
einer Maus Fibroblasten-Zelllinie (NIH-3T3) mit dem Nesprin-2 spezifischen mAb K56-386 und pAb
KLC1 (H-75). Farbung der Nuklei mit DAPI. Balken: 10 uym. (C-C*) Gefrierschnitte des Kleinhirns der
Maus (mit freundlicher Unterstiitzung von Dr. Paul Shazot). Zum Nachweis der endogenen Proteine
wurden die Antikérper mAb K56-386 und pAb KLC1 (H-75) verwendet. Sg, Kérnerschicht (Stratum
granulosum), Sm, die Molekularschicht (Stratum moleculare). Balken: 20 um. Als sekundare
Antikorper wurden anti-Kaninchen Alexa 568- sowie anti-Maus Alexa 488-Konjugate verwendet. Pfeile
kennzeichnen die Kernhiillen-spezifische Lokalisation sowie die Uberlagerung des KLC1 und
Nesprin-2.

K56-386/DAPI

Ferner erfolgte eine indirekte Immunfluoreszenzanalyse an der murinen Muskelspindel,
mit einem Synaptophysin spezifischen monoklonalen Antikorper (mAb SY 38) und pAb
KLC1 (H-75) (mit freundlicher Unterstitzung von Dr. Fiona Shenton). In Regionen der

muskuldren Spindel, an denen die afferenten sensiblen Nervenfasern den Muskel
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berlhren, kommt es zu einer Ansammlung von Zellkernen (Matthews, 1981). Entlang
dieser Zellkerne konnte KLC1 an der Kernmembran detektiert werden (Abb. 3.1.12;
Pfeilspitzen in B und C‘). Diese Daten weisen auf eine Zelltyp- sowie Gewebetyp-
unabhangige Verteilung des endogenen KLC1 entlang der Kernmembran hin.
Synaptophysin, ein Protein, das die neuronalen Synapsen an den Muskelspindeln
markiert, zeigt zudem in der Uberlagerung der Fluoreszenzsignale eine Kolokalisation
mit KLC1 (Abb. 3.1.12; Pfeile in C und C).

Synaptophysin/DAPI Uberlagerung

Abb. 3.1.12: Endogenes KLC1 lokalisiert entlang der Kernmembran in Muskelspindeln der
Maus. (A-C) Indirekte immunhistologische Analyse von murinen Muskelspindeln mit dem
Synaptophysin spezifischen mAb SY 38 (A, AY) und pAb KLC1 (H-75) (B, B‘). Zellkerne wurden mit
DAPI gefarbt. Balken: 20 pym. Als sekundare Antikdrper wurden anti-Kaninchen Alexa 568- sowie anti-
Maus Alexa 488-Konjugate verwendet. (A*-C‘) Vergroflierung der in A-C markierten Region. Balken: 10
um. Pfeilspitzen kennzeichnen das Kernhilllen gebundene KLC1 und Pfeile markieren die
Kolokalisation von KLC1 und Synaptophysin.

3.1.5 Nesprin-2 assoziiert via Kinesin 1 mit dem Mikrotubulizytoskelett

Bisherige Studien zeigen, dass die leichten Ketten des Kinesin 1 Uberwiegend
zusammen mit den schweren Ketten einen funktionellen Kinesin 1 Motorkomplex formen.
Um zu prufen, ob die schweren Ketten des Kinesin 1 (KHC) eine vergleichbare
Lokalisation wie KLC1 aufweisen und somit der vollstandige Motorkomplex mit der
Kernmembran assoziiert, wurden in COS7-Zellen GFP-KLC1 und ein Myc-markiertes

KIF5B (KHC) Fusionsprotein koexprimiert und mit mAb 9E10 sowie mit dem polyklonalen
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Nesprin-2 spezifischen Antikdrper (pAb K1, s. Abb. 3.1.1) immunhistochemisch gefarbt
(s. Abb. 3.1.13). Das ektopisch exprimierte KIF5B zeigte unabhangig von KLC1 (Daten
nicht dargestellt) sowie in Koexpressionsstudien mit GFP-KLC1 eine Verteilung entlang
der Kernhulle (Abb. 3.1.13; Pfeilspitze in B) und kolokalisiert mit GFP-KLC1 und Nesprin-
2 an der Kernmembran (Abb. 3.1.13; Pfeilspitze in D und Vergrélierung). Diese
Ergebnisse lassen vermuten, dass Nesprin-2 Uber KLC1 mit den schweren Ketten des
Kinesin 1 interagiert, somit den vollstandigen Kinesin 1 Komplex entlang der

Kernmembran bindet und dadurch mit dem Mikrotubulinetzwerk assoziieren kann.

. Al T
E »

GFP
——  -KLC1/DAPI Myc-KIF5B

Abb. 3.1.13: Ektopisch exprimierte KLC1 und KHC (KIF5B) Fusionsproteine kolokalisieren mit
Nesprin-2 an der Kernmembran. In COS7-Zellen wurden GFP-KLC1 (A) und Myc-KIF5B (schwere
Kette des Kinesin 1) exprimiert und mit mAb 9E10 (B) sowie mit dem Nesprin-2 spezifischen pAb K1
(C) Uber die indirekte Immunfluoreszenzmikroskopie analysiert. Als sekundare Antikérper wurden anti-
Maus Alexa 568- und anti-Kaninchen Alexa 647-Konjugate verwendet. Die Pfeilspitzen in (A), (B) und
(C) kennzeichnen die Lokalisation von GFP-KLC1, Myc-KIF5B und Nesprin-2 an der Kernhiille.
Uberexprimiertes KLC1 wie auch die schweren Ketten des Kinesin 1 zeigen eine Kolokalisation mit
Nesprin-2 an der Kernmembran (Pfeilspitze in D und VergréRerung). Farbung der Nuklei mit DAPI.
Balken: 20 ym.

Zur Bestatigung dieser Hypothese wurde in COS7-Zellen und primaren Fibroblasten eine
indirekte Immunlokalisationsstudie mit einem Tubulin spezifischen monoklonalen
Antikoérper (mAb WAS3) und pAb KLC1 (H-75) durchgefuhrt (Abb. 3.1.14). Sowohl in
COS7-Zellen als auch in primaren Fibroblasten sind KLC1 und das Mikrotubulinetzwerk
rund um den Zellkern angereichert (Abb. 3.1.14; Pfeilspitzen in A, B und D, E). In
Uberlagerungen der KLC1 und Tubulin Fluoreszenzsignale lasst sich eine Kolokalisation

entlang der Kernmembran beobachten (Abb. 3.1.14; Pfeilspitzen in C und F).
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Tubulin/DAPI

Tubulin/DAPI Tubulin/KLCA1

Abb. 3.1.14: Mikrotubuli und KLC1 in COS7-Zellen und primaren Fibroblasten. Indirekte
Epifluoreszenzmikroskopie von COS7-Zellen (A-C) und murinen primaren Fibroblasten (D-F), die mit
dem Tubulin spezifischen mAb WA3 (A und D; sekundarer Antikérper anti-Maus FITC-Konjugat) und
pAb KLC1 (H-75) (B und E; sekundarer Antikdrper anti-Kaninchen Cy3-Konjugat) gefarbt wurden.
Farbung der Kerne mit DAPI. Die Pfeilspitzen in (A, B, D und E) markieren die Anreicherung von
KLC1 und der Mikrotubuli am Zellkern. Die Uberlagerung zeigt eine korrespondierende Verteilung von
KLC1 und dem Mikrotubulinetzwerk an der Kernmembran (C und F; Pfeilspitzen). Balken 20 ym.

Um diese Hypothese zu unterstitzen, erfolgte mittels verschiedener Nesprin-2 SR
Fusionen (s. Abb. 3.1.5) eine GST-Bindungsanalyse der endogenen Kinesin 1 Proteine
(Abb. 3.1.15 A). Aufgrund der hohen Expression des Kinesin 1 im Gehirn wurden im
Rahmen dieser Interaktionsstudie murine Gewebelysate des Gehirns eingesetzt. Die
Westernblotanalyse mit Gehirn-spezifischen monoklonalen KLC1 (63-90) und KHC (H2)
Antikorpern zeigt eine Koprazipitation der leichten als auch der schweren Ketten des
Kinesin 1 mit Nesprin-2 SR und SR 2+3 (Abb. 3.1.15 A). Zusatzlich wurde Nesprin-2 in
murinen Gewebelysaten des Gehirns mit pAb K1 immunprazipitiert. Im Immunprazipitat
konnten C-terminale Nesprin-2 Isoformen, KLC1, KHC und Tubulin nachgewiesen
werden (Abb. 3.1.15 B). Diese Ergebnisse weisen auf eine in vitro und in vivo Interaktion
des Nesprin-2 mit dem gesamten Kinesin 1 Motorproteinkomplex im neuronalen Gewebe
der Maus hin. Darlber hinaus konnte aufgrund des immunprazipitierten Tubulin

bewiesen werden, dass die Nesprin-2/Kinesin 1 Komplexe Tubulin enthalten.



ERGEBNISSE 47

A

GST-SR Pulldown Nesprin-2 IP

™ N N
SRR & & o &
ROXR-2-8-2- & SO
kDaMY OS99 O kDa kDa " © Q
" 250-
7 jm - & L
66 - 95
4 ' St_ 55- el Nesprin-2
1| — E- : 3 (PADK1)
36_ 95' —
| _Coomassie -, 55 -
=======NKLC1 - .
KLC (63-90
——=——== i~ KL C 1
KHC (H2) Silver KLC (63-90)
; KLC2 Stainin —
P KLC1 (63-90) KHC (H2)
KHC (H2) Tubulin

Abb. 3.1.15: Nesprin-2 assoziiert mit dem Kinesin 1 Komplex in vitro und in vivo. (A) GST-
Bindungsanalyse: Verschiedene GST-Nesprin-2 SR Fusionen (s. Abb. 3.1.5 A) wurden mit murinen
Gehirnlysaten inkubiert. Die GST-Prazipitate (P) und die Uberstande (S) wurden mittels SDS-PAGE
aufgetrennt und geblottet. Westernblots mit einem monoklonalen Gehirn-spezifischen KLC Antikérper
(63-90) und einem monoklonalen Gehirn-spezifischen KHC Antikérper (H2) lassen eine Prazipitation
des endogenen KLC1 und KHC mittels SR und SR 2+3 erkennen. Westernblots der Ubersténde sowie
eine Coomassie Farbung wurden als Kontrolle angefertigt und zeigen aquivalente Proteinmengen. (B)
Nesprin-2 Immunprazipitation: Nesprin-2-pAb K1 Immunkomplexe aus murinem Gehirnextrakten
wurden Uber SDS-PAGE aufgetrennt und geblottet. Westernblots mit pAb K1, mAb KLC (63-90), mAb
KHC (H2) und mAb WAS3 (Tubulin) zeigen die Anwesenheit verschiedener Nesprin-2 Isoformen, des
KLC1, der KHC und von Tubulin. Als Kontrolle fungierte ein mit GFP Antikérpern (IgG) immun-
prazipitiertes Lysat. Die Detektion erfolgte mit dem ECL System. Eine Silberfarbung zeigt die
Antikdrpermengen (schwere und leichte Ketten des IgGs).
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3.1.6 Mikrotubuli-unabhangige Verteilung des GFP-KLC1 entlang der
Kernmembran

Aufgrund der bereits bekannten Kinesin-Mikrotubuli-Interaktion und der in Kapitel 3.1.5
dargestellten Resultate wurde gepruft, ob die KLC1-Lokalisierung an der Kernmembran
Mikrotubuli-abhangig ist. Zur Ermittlung der Mikrotubuli-abhangigen bzw. -unabhangigen
Verteilung des KLC1 an der Kernmembran wurden GFP-KLC1 exprimierende COS7-
Zellen in einer indirekten Immunfluoreszenzanalyse mit mAb WA3 (Tubulin) gefarbt.
Weiterhin wurden die Zellen mit Colchicin behandelt, um das Mikrotubulinetzwerk zu
depolymerisieren. Unbehandelte Kontrollzellen zeigen eine Lokalisierung von GFP-KLC1
an der Kernmembran und lassen ein intaktes Mikrotubulizytoskelett erkennen (Abb.
3.1.16 A-A"), wahrend in Colchicin-behandelten COS7-Zellen das Mikrotublinetzwerk
nahezu vollstandig zerstort ist (Abb. 3.1.16 B* und Cf). COS7-Zellen, die nach der
Fixierung mit 0,5 % Triton-X-100 permeabilisiert wurden, zeigen eine diffuse Verteilung
der Tubulinstrukturen im Zytoplasma. Allerdings konnten einige dieser Strukturen neben
GFP-KLC1 an der Kernmembran nachgewiesen werden (Abb. 3.1.16; Pfeil in B und B’).
COS7-Zellen, die vor der Fixierung mit 0,1 % Triton-X-100 permeabilisiert wurden,
lassen keine Tubulinrickstande entlang der Kernmembran erkennen. Die vorgezogene
Permeabilisierung hatte zur Folge, dass nahezu alle zerstdrten Mikrotubulistrukturen vor
der Fixierung aus dem Zytoplasma der Zelle heraus gewaschen wurden (vergleiche Abb.
3.1.16 C und C’). Die Lokalisierung von GFP-KLC1 wurde jedoch nicht beeinflusst (Abb.
3.1.16 C; Pfeil). Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die subzellulare Verteilung

des GFP-KLC1 Fusionsproteins entlang der Kernmembran Mikrotubuli-unabhangig ist.
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Abb. 3.1.16: Mikrotubuli-unabhidngige Verteilung von GFP-KLC1 an der Kernmembran. GFP-
KLC1 exprimierende COS7-Zellen wurden mit Colchicin behandelt und anschliefend mit dem Tubulin
spezifischen mAb WA3 angefarbt (sekundarer Antikérper anti-Maus Cy3-Konjugat). Markierung der
Nuklei erfolgte mittels DAPI. (A-A”) Colchicin unbehandelte Zellen als Kontrolle. (B-B*) Colchicin
behandelte Zelle, die nach der Fixierung mit 0,5 % Triton-X-100 permeabilisiert wurden. (C-C*“) In
Colchicin behandelte COS7-Zellen, in denen die Permeabilisierung mit 0,1 % Triton-X-100 vor der
Fixierung erfolgte, konnte eine Mikrotubuli-unabhangige Verteilung von GFP-KLC1 entlang der
Kernhulle nachgewiesen werden. Pfeile markieren die Lokalisation von KLC1 und Tubulin an der
Kernmembran. Balken: 20 um.

3.1.7 Nesprin-2 beeinflusst die Lokalisation und Expression von KLC1

In einer murinen Fibroblasten-Zelllinie (NIH-3T3) konnte mittels einer indirekten
Koimmunlokalisationsstudie mit dem Nesprin-2 spezifischen mAb K56-386 und pAb
KLC1 (H-75) eine Nesprin-2 spezifische Abhangigkeit der KLC1 Verteilung beobachtet
werden. NIH-3T3-Zellen, die ein schwaches Fluoreszenzsignal fur das endogene
Nesprin-2 aufweisen (Abb. 3.1.17 A; Stern und Pfeilspitze), zeigen auch eine Reduktion
des KLC1 entlang der Kernhulle (Abb. 3.1.17 B; Stern und Pfeilspitze). Im Gegensatz
dazu lassen Zellen mit intensiven Nesprin-2 Fluoreszenzsignalen eine Anreicherung des
endogenen KLC1 an der Kernmembran erkennen (Abb. 3.1.17; Pfeile in A und B).
Aufgrund dieses Resultats wurde eine potentielle Abhangigkeit des KLC1 von Nesprin-2

vermutet und in weiteren Versuchen getestet.
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K56-386/DAPI K56-386/KLCA1

Abb. 3.1.17: Nesprin-2 abhdngige Lokalisation des KLC1 in NIH-3T3-Zellen. Indirekte
Immunfluorezenzmikroskopie mit dem Nesprin-2 spezifischen monoklonalen Antikdrper (mAb K56-
386) (A) und pAb KLC1 (H-75) (B). Als sekundare Antikérper wurden anti-Maus Alexa 488- und anti-
Kaninchen Alexa 568-Konjugate verwendet. (C) Uberlagerung von Nesprin-2 und KLC1. Farbung der
Zellkerne mit DAPI. Zellen mit schwachen Nesprin-2 Fluoreszenzsignalen (A; Stern und Pfeilspitze)
zeigen eine Reduzierung des KLC1 entlang der Kernhiille (B; Stern und Pfeilspitze). Pfeile
kennzeichnen intensive Nesprin-2 und KLC1 Fluoreszenzsignal an der Kernmembran. Balken: 20 um.

3.1.7.1 Nesprin-KASH Proteine rekrutieren KLC1 an die Kernmembran

Um einen tieferen Einblick in die potentielle Abhangigkeit des KLC1 von den Nesprinen
zu gewinnen, wurde die Verteilung und die Expression des KLC1 mit Hilfe der ,dominant
negativen Nesprin-Interferenz® untersucht. Fir diesen Ansatz wurde ein GFP-markiertes,
dominant negativ agierendes Protein verwendet, das die luminale Domane des SUN1
und ein ER-spezifisches Signal-Peptid umfasst. Die Expression dieses GFP-SP-SUN1-
CT Fusionsproteins fuhrt zu einer Verdrangung der KASH-Domanen tragenden Nesprin
Isoformen von der Kernmembran, wohingegen ein Kontrollprotein (GFP-SP), das nur das
ER-spezifische Signalpeptid umfasst, nicht zu einer Verdrangung der Nesprine von der
Kernmembran fuhrt (Lu, 2007). In Immunfluoreszenzen von GFP-SP-SUN1-CT und
GFP-SP exprimierenden NIH-3T3-Zellen mit pAb KLC1 (H-75) und mAb K56-386 lassen
sich deutliche Unterschiede zwischen Kontroll- und experimentellen Zellen erkennen.
Wahrend in der Kontrolle Nesprin-2 und KLC1 durchgehend an der Kernhlle lokalisiert
sind (Abb. 3.1.18; Pfeilspitzen in A* und A“), zeigt sich in Zellen, die das dominant
negativ wirkende Protein exprimieren, eine veranderte Verteilung von Nesprin-2 und
KLC1. Beide Proteine sind von der Kernmembran verdrangt und weisen demnach eine
reduzierte Farbung an der Kernhlle auf (Abb. 3.1.18; Pfeilspitzen in B,B“ und C‘,C*).
Die von Lu (2007) beschriebenen Kerndeformationen, die durch die Verdrangung der
Nesprine von der Kernmembran induziert werden, lassen sich in den gezeigten GFP-SP-
SUN1-CT exprimierenden NIH-3T3-Zellen ebenfalls beobachten (Abb. 3.1.18; Pfeil in B
und C).

In einer statistischen Analyse wurde die subzellulare Lokalisation des KLC1 Uberpruft
(Abb. 3.1.18 D) und die unveranderte Lokalisation des KLC1, die reduzierte sowie die
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verdrangte Lokalisierung des KLC1 entlang der Kernhullle ausgewertet. Wahrend in
Kontrollfibroblasten 87 % der Zellen eine unveranderte Verteilung des KLC1 Proteins an
der Kernhille aufweisen, sinkt der Anteil bei den dominant negativen Zellen auf 21 %.
Fur die reduzierte Lokalisation des KLC1 entlang der Kernmembran lasst sich im
Vergleich zur Kontrolle ein Anstieg um 45 % nachweisen. Zudem konnte in 23 % der
experimentellen Zellen und nur in 2 % der Kontrollzellen eine vollstandige Verdrangung
des KLC1 von der Kernmembran beobachtet werden. In einer Westernblotanalyse von
stabil transfizierten GFP-SP-SUN1-CT (Klon #1 sowie #3) und nicht transfizierten
HaCaT-Zellextrakten wurden die Expressionsmengen der endogenen Nesprin-2 und
KLC1 Proteine verglichen. Ein Westernblot mit pAb K1 und pAb KLC1 (H-75) lasst
erkennen, dass die Expression des GFP-SP-SUN1-CT keine Auswirkung auf die
Nesprin-2 sowie die KLC1 Expression hat (vergleiche Abb. 3.1.18 E). Aufgrund des in
Abb. 3.1.15 postulierten Nesprin-2/Kinesin 1- und Tubulin-Immunkomplexes wurde
zusatzlich mit mAb WAS3 das Expressionsniveau von Tubulin Gberpruft. Im Vergleich der
Kontroll- und dominant negativen Zellextrakte weist auch Tubulin keine Mengen-
veranderung auf. Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass durch die dominant
negative Interferenz nur die Lokalisation, jedoch nicht aber die Expression der KLC1 und

Nesprin-2 Proteine beeinflusst wird.

Abb. 3.1.18: (folgende Seite) Die dominant negative Interferenz von KASH-Domaénen
umfassenden Nesprin Isoformen beeinflussen die Anlagerung des KLC1 entlang der
Kernmembran. SP-GFP-SUN1-CT transfizierte NIH-3T3-Zellen weisen in indirekten Immun-
fluoreszenzen mit pAb KLC1 (H-75) und mAb K56-386 im Vergleich zur Kontrolle (GFP-SP, A-A*)
eine Reduktion (B-B**“) bzw. Verdrangung (C-C*) des endogenen KLC1 entlang der Kernhiille auf. Als
sekundare Antikérper wurden anti-Kaninchen Alexa 568- und anti-Maus Alexa 647-Konjugate
verwendet. Nuklei wurden mit DAPI gefarbt. Pfeilspitzen weisen auf die Lokalisation von KLC1 und
Nesprin-2 an der Kernmembran hin (A', A“, B, B und C‘, C“). Kerndeformationen sind durch Pfeile
markiert (B und C). Balken: 10 uym. (D) Statistische Evaluation der Haufigkeit verschiedener
Kernmembran-spezifischer Phanotypen des KLC1 in NIH-3T3-Zellen, die GFP-SP bzw. GFP-SP-
SUN1-CT exprimieren. Die Signifikanzunterschiede der 300 ausgewerteten Zellen sind durch ein P
(far P-Wert) dargestellt. (E) Westernblotanalyse von stabil transfizierten SP-GFP-SUN1-CT (zwei
verschiedene Klone; #1 und #3) und Kontroll- (nicht transfizierten) HaCaT-Zellen. Im Vergleich der
Kontrollextrakte mit den dominant negativen Zelllysaten konnte weder eine Veranderung in der
Nesprin-2 Expression noch in den KLC1 sowie Tubulin Mengen erfasst werden.
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Indirekte  Immunfluoreszenzanalysen von GFP-SP-SUN1-CT und Myc-KLC1
koexprimierenden HaCaT-Zellen mit mAb 9E10 und pAb K1 lassen jedoch in einigen
Zellen trotz der Abwesenheit von Nesprinen eine Verteilung des Myc-KLCA
Fusionsproteins an der Kernmembran erkennen (Abb. 3.1.19 B; Pfeilspitze). Zudem
weist die in Abbildung Abb. 3.1.18 D gezeigte Statistik in 21 % der GFP-SP-SUN1-CT
transfizierten NIH-3T3-Zellen eine unveranderte Lokalisation des KLC1 entlang der
Kernmembran auf. Aufgrund dieser Beobachtungen erscheint es wahrscheinlich, dass
die Verteilung des KLC1 an der Kernmembran nicht nur von Nesprinen abhangt sondern
auch von weiteren noch nicht bekannten molekularen Mechanismen bzw.

Bindungspartnern.

GFP-SP

SUN1-CT/DAPI Myc-KLCA1

Abb. 3.1.19: Zusitzliche Mechanismen bestimmen die Anlagerung von KLC1 entlang der
Kernmembran. Indirekte Immunfluoreszenzanalyse von GFP-SP-SUN1-CT (A) und Myc-KLC1
kotransfizierten HaCaT-Zellen mit mAb 9E10 (B; sekundarer Antikérper anti-Maus Alexa 647-
Konjugat) und pAb K1 (C; sekundarer Antikérper anti-Kaninchen Alexa 568-Konjugat). Farbung der
Nuklei mit DAPI. Trotz der Verdrangung der endogenen Nesprine durch SP-GPF-SUN1-CT kann Myc-
KLC1 an der Kernmembran detektiert werden (s. VergroRerung und Pfeilspitzen). Balken: 25 ym.

3.1.7.2 Nesprin-2 Giant Silencing in humanen Keratinozyten und murinen
Fibroblasten beeinflusst die Lokalisation und Expression des KLC1

Um die Abhangigkeit der KLC1 Lokalisation von Neprin-2 zu bestatigen, wurden Nesprin-
2 Giant spezifische shRNAs (,short hairpin“ RNAs) gegen die C-terminale CH2 Domane
der ABD verwendet und ihre Wirkung auf die Lokalisation des KLC1 untersucht. Dieser
Ansatz erschien notwendig, da die dominant negative Nesprin-Interferenz alle Kernhullen
gebundene Nesprine (Nesprin-1, Nesprin-2 als auch Nesprin-3) beeinflusst (Lu, 2007).
Immunfluoreszenzanalysen mit mAb K20-478 und pAb KLC1 (H-75) zeigen eine von
Nesprin-2 induzierte Veranderung der subzellularen Verteilung des KLC1 in transfizierten
humanen Keratinozyten-Zelllinien (HaCaT). Der knock down von Nesprin-2 fuhrt zu
einem Verlust der KLC1 Farbung an der Kernmembran (Abb. 3.1.20 A‘; Sterne und

Pfeilspitzen), wohingegen in nicht transfizierten HaCaT-Zellen eine eindeutige
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Lokalisation des KLC1 entlang des Zellkerns beobachtet werden konnte (Abb. 3.1.20;
Pfeile in A").

Entsprechende Ergebnisse wurden auch in einer Nesprin-2 shRNA transfizierten
murinen Fibroblasten-Zelllinie (NIH-3T3) erzielt (Abb. 3.1.20; Sterne in B-B‘). In HaCaT-
sowie in NIH-3T3- knock down Zellen konnte zusatzlich ein schwacheres KLC1
Fluoreszenzsignal festgestellt werden. HaCaT- und NIH-3T3-Zellen, die mit einem
shRNA Kontroll-Plasmid transfiziert wurden, zeigten weder eine Reduktion von KLC1 an
der Zellkernmembran noch ein weniger intensives, zellulares Fluoreszenzsignal fur KLCA1
(Daten nicht gezeigt). Das Silencing von Nesprin-2 und die dadurch bedingte
Beeinflussung des KLC1 wurde in Westernblotanalysen und densitometrischen Studien
verifiziert (Abb. 3.1.20 C und D). Westernblotanalysen mit pAb K1 zeigen in Zellextrakten
von Nesprin-2 knock down HaCaT-Zellen eine Verringerung von Nesprin-2 Giant (800
kDa) und weiterer Nesprin-2 Isoformen. Zudem konnte anhand dieser biochemischen
Studien gezeigt werden, dass es durch den knock down von Nesprin-2 im Vergleich zur
Kontrolle zu einer ~51 % reduzierten Expression von KLC1 kommt (Abb. 3.1.20 C und
grin markiertes Feld in D). Um zu prifen, ob KLC1 eine vergleichbare Wirkung auf das
Nesprin-2 Expressionsmuster ausibt, wurden spezifische C-terminale KLC1 shRNAs
entwickelt bzw. verwendet. HaCaT KLC1 shRNA Zellextrakte, die eine 76 prozentige
Reduktion der KLC1 Mengen aufweisen, zeigten jedoch keine Veranderung des Nesprin-
2 Expressionsprofils (vergleiche Abb. 3.1.20 C und blau unterlegtes Feld in D). In einer
weiteren Westernblotanalyse mit dem Tubulin spezifischen mAb WAS3, konnte im
Vergleich zu Kontrollzelllysaten zusatzlich eine verringerte Expression der Tubulin Levels
in KLC1 sowie Nesprin-2 shRNA Extrakten um jeweils ~30 bzw. ~50 % dokumentiert
werden (Abb. 3.1.20 C und blau sowie grin markierter Bereich in D).

Im Rahmen dieser Versuchsreihe zeigt sich, dass die Abwesenheit des Nesprin-2
Proteins nicht nur einen Einfluss auf die Lokalisation des KLC1 entlang der Kernhlle
hat, sondern dass auch die Mengen des KLC1 beeinflusst werden. Die aufgefuhrten
Daten weisen ebenfalls darauf hin, dass der knock down von KLC1 sowie von Nesprin-2

die Tubulinmengen beeintrachtigt.
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GBKch(H_75) NIH-3T3-Zellen beeinflusst die Lokalisation und das
63 KLC1 Expressionsprofil von KLC1. Indirekte Immunfluoreszenz-
55.E Tubulin farbung mit mAb K20-478 bzw. mAb K56-386 und pAb KLC1
(H-75) von Nesprin-2 shRNA transfizierten HaCaT-(A-A‘) und
42 - - | -AKtID NIH-3T3-Zellen (B-B'). Als sekundare Antikérper wurden anti-

Maus Alexa 488- und anti-Kaninchen Alexa 568-Konjugate

verwendet. Farbung der Zellkerne mit DAPI. Pfeile und

Pfeilspitzen markieren den KLC1 spezifischen Phanotyp an

der Kernmembran. Nesprin-2 knock down Zellen wurden mit
einem Stern gekennzeichnet. Balken: (A) 20 ym; (B) 25 ym. (C) Westernblotanalyse von Kontroll-,
Nesprin-2- sowie KLC1-knock down HaCaT-Zellextrakten. (D) Densitometrische Studie der
verschiedenen Kontroll- und knock down-Chemilumineszenzsignale. Es wurden drei unterschiedliche
Messungen ausgewertet. Die Abwesenheit von Nesprin-2 hat einen Einfluss auf die Kernmembran-
spezifische Lokalisation des KLC1 und auf dessen Expression. Zudem zeigen KLC1 sowie Nesprin-2
knock down Lysate reduzierte Tubulinmengen.
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3.1.7.3 Lamin A/C abhangige Lokalisation des Nesprin-2 und KLC1 in humanen
Keratinozyten-Zelllinien

Aus friheren Arbeiten ist bekannt, dass die Verteilung des endogenen Nesprin-2 entlang
der Kernhille von einem intakten Lamin A/C Netzwerk abhangt (Libotte et al., 2005;
Zhang et al., 2005). Um zu untersuchen, ob die Kernmembran-spezifische Lokalisation
des KLC1 indirekt durch Lamin A/C beeinflusst wird, erfolgte ein knock down von Lamin
A/C mit einer humanen Lamin A/C siRNA. Indirekte Immunfluoreszenzfarbungen mit
einem Lamin A/C monoklonalen Antikdrper (mAb Jol2) und mit pAb K1 zeigen in Lamin
A/C knock down HaCaT-Zellen einen vollstandigen Verlust von Lamin A/C und Nesprin-2
(Abb. 3.1.21 A-A"; Sterne und Pfeile). Lamin A/C defiziente HaCaT-Zellen, die mit mAb
Jol2 und pAb KLC1 (H-75) gefarbt wurden, weisen in 80 % der Zellen eine Reduktion
bzw. einen vollstandigen Verlust der Kernhullenfarbung durch pAb KLC1 (H-75) auf
(Abb. 3.1.21 B-B*; Sterne und Pfeile). Das Silencing von Lamin A/C Iasst in einigen

HaCaT-Zellen zusatzlich ein schwacheres Fluoreszenzsignal fur KLC1 erkennen.

Lamin A/C siRNA

/\

\ Lamin A/C/KLC1

Abb. 3.1.21: Lamin A/C abhingige Lokalisierung von Nesprin-2 und KLC1. Lamin A/C siRNA
transfizierte HaCaT-Zellen wurden sowohl mit dem Lamin A/C spezifischen mAb Jol2 und pAb K1 (A-
A“) als auch mit mAb Jol2 und pAb KLC1 (H-75) (B-B*) gefarbt. Als sekundare Antikdrper wurden
anti-Maus Alexa 488- und anti-Kaninchen Alexa 568-Konjugate eingesetzt. Farbung der Nuklei mit
DAPI. Der knock down von Lamin A/C fuhrt zu einer vollkommenen Verdrangung des Nesprin-2 (A-A“;
Sterne und Pfeile) und zu einer partiellen Verdrangung des KLC1 von der Kernmembran (B-B*; Sterne
und Pfeile). Balken: 20 uym.
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Lamin A/C positive HaCaT-Zellen (Abb. 3.1.21 A und B) bzw. Zellen, die mit einer
spezifischen Kontroll siRNA transfiziert wurden (nicht dargestellt), zeigten weder eine
Veranderung der Nesprin-2 noch der KLC1 Verteilung an der Kernmembran. Der Verlust
von Lamin A/C induziert demnach eine indirekte, Nesprin-2 abhangige Veranderung der

Kernhullenlokalisation von KLC1.

3.1.8 Nesprin-2 sowie KLC1 abhangige Lokalisation der Mikrotubuli
entlang der Kernhiille

Aufgrund des in Abbildung Abb. 3.1.20 C gezeigten Nesprin-2 sowie KLC1 Silencing und
der damit einhergehenden Reduktion der Tubulinmengen wurde die Nesprin-2 bzw.
KLC1 abhangige Verteilung der Mikrotubuli an der Kernmembran weiterfuhrend
analysiert. Es wurde eine murine Fibroblasten-Zelllinie (NIH-3T3) mit pAb K1 (Nesprin-2)
und mAb WA3 (Tubulin) sowie mit pAb KLC1 (H-75) und mAb WAS3 im Parallelansatz
kogefarbt. Die indirekte Immunfluoreszenzanalyse zeigt, dass in Zellen, die ein starkes
Fluoreszenzsignal fir Nesprin-2 bzw. KLC1 an der Kernhille aufweisen, ebenso
intensive Signale fur Tubulin entlang der Kernmembran vorhanden sind (Abb. 3.1.22;
Pfeilspitzen in A-A' und B-B‘). Dem entgegengesetzt konnte in Zellen mit schwachen
Nesprin-2 und KLC1 Signalen ein reduziertes Fluoreszenzsignal fur Tubulin an der
Kernhtlle detektiert werden (Abb. 3.1.22; Stern in A-A* und B-B‘). Auch in Colchicin
behandelten NIH-3T3-Zellen, die auf identische Weise gefarbt wurden, zeigten sich
korrespondierende Fluoreszenzintensitaten (Abb. 3.1.22 C-C' und D-Df). Zur weiteren
Prufung dieser Nesprin-2 und KLC1 spezifischen Abhangigkeit des Tubulins wurde in
knock down Studien die Anlagerung der Mikrotubuli an die Kernmembran weitergehend
untersucht. Zur Reduktion des zytoplasmatischen Hintergrundes der Mikrotubuli erfolgte
die Permeabilisierung der knock down Zellen mit 0,1 % Triton-X-100 vor der Fixierung.
Eine indirekte Immunfluoreszenzanalyse von einer Nesprin-2 shRNA transfizierten
humanen Keratinozyten-Zelllinie (HaCaT) mit pAb K1 und mAb WA3 lasst im Vergleich
zu nicht transfizierten Zellen nur noch eine schwache Anlagerung der Mikrotubuli entlang
der Kernhtlle erkennen (Abb. 3.1.23 A-A"“, Sterne und Pfeil). Die von Like et al. (2008)
beschriebenen Kerndeformationen, die durch den Verlust von Nesprin-2 Giant induziert
werden, lassen sich in den Nesprin-2 knock down Zellen ebenfalls beobachten
(vergleiche Abb. 3.1.23; Sterne in A").
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Abb. 3.1.22: Nesprin-2 und KLC1 abhidngige Verteilung der Mikrotubuli in NIH-3T3-Zellen.
Indirekte Immunfluoreszenzanalyse von NIH-3T3-Zellen (mit und ohne Colchicin Behandlung) mit pAb
K1 (Nesprin-2) und mAb WA3 (Tubulin) (A-A* und C-C*) sowie mit pAb KLC1 (H-75) und mAb WA3
(B-B“ und D-D“) zeigen korrespondierende Fluoreszenzintensitaten entlang der Kernhille. Als
sekundare Antikorper wurden anti-Maus Alexa 488- und anti-Kaninchen Alexa 568-Konjugate
verwendet. Starke Fluoreszenzsignale an der Kernmembran sind durch Pfeilspitzen markiert,
wohingegen Zellen mit schwachen Signalen mit einem Stern gekennzeichnet sind. Balken: 20 um.
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In KLC1 knock down HaCaT-Zellen, die mit pAb KLC1 und mAb WAS3 gefarbt wurden,
lasst sich eine Reduktion der an den Zellkern angelagerten Mirkrotubuli nachweisen
(Abb. 3.1.23 B-B*; Stern und Pfeil), wohingegen in nicht transfizierten HaCaT-Zellen kein
Effekt auf die Mikrotubuli beobachtet werden konnte (Abb. 3.1.23; Pfeilspitze in B-B*).
Die bisherigen Daten deuten daraufhin, dass Nesprin-2 sowie KLC1 als essenzielle
Komponenten an der Organisation des Mikrotubulinetzwerks rund um den Zellkern

beteiligt sind.

Nesprin-2 shRNA

Tubulin

KLC1 shRNA

Tubulin

Abb. 3.1.23: Nesprin-2 sowie KLC1 Silencing beeinflusst die Anlagerung der Mikrotubuli an die
Kernmembran. (A-A“) Indirekte Immunfluoreszenzmikroskopie an Nesprin-2 knock down HaCaT-
Zellen mittels pAb K1 und mAb WA3. (B-B*) Farbung von KLC1 shRNA transfizierten HaCaT-Zellen
mit pAb KLC1 (H-75) als auch mit mAb WA3. Als sekundéare Antikdrper wurden anti-Kaninchen Alexa
568- und anti-Maus Alexa 488-Konjugate eingesetzt. Nuklei wurden mit DAPI gefarbt. Es erfolgte eine
Permeabilisierung vor der Fixierung, um die Anlagerung der Mikrotubuli entlang der Kernmembran
beobachten zu kénnen. Pfeilspitzen kennzeichnen die Kernhiillenlokalistaion der Mikrotubuli in nicht
transfizierten Zellen. ShRNA transfizierte Zellen wurden mit einem Stern und die Abwesenheit von
Mikrotubulistrukturen an der Kernmembran mittels Pfeilen markiert. Balken: 10 pym.

3.1.9 Nesprin-2 und KLC1 akkumulieren am Zentrosom

3.1.9.1 KLC1 lokalisiert am Zentrosom

Aufgrund der beschriebenen Assoziation des KLC1 mit Rootletin (Yang und Li, 2005),
einer Komponente des Zentrosoms, das die Zentriolen miteinander verknupft und der in
Abbildung Abb. 3.1.2 B-B* dokumentierten Lokalisation des Myc-SR Fusionsproteins

konnte KLC1 aufgrund dieser Protein-Protein-Interaktionen am Zentrosom gebunden
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sein. Indirekte immunchemische Untersuchungen von Colchicin behandelten NIH-3T3-
Fibroblasten, die nach Permeabilisierung und Fixierung mit mAb WA3 und pAb KLC1 (H-
75) gefarbt wurden, zeigen eine Akkumulation des endogenen KLC1 am MTOC (Abb.
3.1.24 A-A*; VergrolRerung und Pfeilspitzen). Zudem lasst sich in einer indirekten
Immunfluoreszenzanalyse von NIH-3T3-Zellen mit einem y-Tubulin Antikérper (mAb
GTU-88) und pAb KLC1 (H-75) eine Uberlagerung der Fluoreszenzsignale an den
Zentrosomen feststellen (Abb. 3.1.24; Pfeilspitze in B-B“). Somit konnte KLC1 neben

Myc-SR und Rootletin als eine weitere Komponente des Zentrosoms identifiziert werden.

Tubulin/DAPI 3 Uberlagerung

y-Tubulin/DAPI Uberlagerung

Abb. 3.1.24: Anlagerung des KLC1 am Zentrosom in NIH-3T3-Fibroblasten. (A-A“) Colchicin
behandelte NIH-3T3-Zellen, die vor der Fixierung permeabilisiert wurden, zeigen in indirekten
immunchemischen Farbungen mit mAb WA3 und pAb KLC1 (H-75) eine Uberlagerung am MTOC
(Pfeilspitzen). Der markierte Bereich ist vergrof3ert dargestellt. (B-B*) Indirekte Kofarbung von NIH-
3T3-Fibroblasten mit einem y-Tubulin spezifischen monoklonalen Antikérper (mAb GTU-88) und pAb
KLC1 (H-75). Als sekundare Antikdrper wurden anti-Maus Alexa 488- und anti-Kaninchen Alexa 568-
Konjugate verwendet. Pfeilspitzen kennzeichnen die Anlagerung sowie Kolokalisation des KLC1 am
bzw. mit dem Zentrosom. Farbung der Kerne mit DAPI. Balken: 10 ym.

3.1.9.2 Kolokalisation von Nesprin-2 und KLC1 am MTOC

Um zu Uberprifen, ob das endogene Nesprin-2 am Zentrosom lokalisiert, erfolgte eine
indirekte Immunfluoreszenzfarbung von RFP-Pericentrin und Myc-KLC1 Uber-
exprimierenden NIH-3T3-Zellen mit mAb 9E10 und pAb K1. Das Myc-KLC1
Fusionsprotein kolokalisiert mit RFP-Pericentrin (Abb. 3.1.25 A und B; Vergroferung und
Pfeilspitzen).
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Abb. 3.1.25: Kolokalisation von Nesprin-2 und KLC1 am Zentrosom in murinen NIH-3T3-
Fibroblasten. (A-D) RFP-Pericentrin und Myc-KLC1 koexprimierende NIH-3T3-Zellen, die mit mAb
9E10 (sekundarer Antikdrper anti-Maus Alexa 488-Konjugat) und pAb K1 (Nesprin-2; sekundarer
Antikérper anti-Kaninchen Alexa 647-Konjugat) gefarbt wurden, zeigen eine Uberlagerung des
ektopisch exprimierten KLC1 und des endogenen Nesprin-2 am Zentrosomen (Vergroferung und
Pfeilspitzen). (E-H) Indirekte Immunfluoreszenzanalyse von RFP-Pericentrin Gberexprimierenden NIH-
3T3-Zellen mit pAb KLC1 (H-75) (sekundarer Antikorper anti-Kaninchen Alexa 488-Konjugat) und
mAb K56-386 (Nesprin-2 Giant; sekundarer Antikorper anti-Maus Alexa 647-Konjugat). Mit dem N-
Terminus spezifischen Nesprin-2 Antikdrper konnte im Gegensatz zu pAb K1 kein Fluoreszenzsignal
am Zentrosom detektiert werden. Die in E-H’ (VergréRerung aus E-H) eingezeichneten Pfeilspitzen
markieren die Position des MTOCs. Farbung der Zellkerne mit DAPI. Balken: 10 um.

Zusatzlich weisen auch die mit pAb K1 (C-terminaler Nesprin-2 Antikorper) gefarbten
NIH-3T3-Zellen deutliche Fluoreszenzsignale am Zentrosom auf (Abb. 3.1.25 C;
Vergroflerung und Pfeilspitzen). Demnach konnte eine Kolokalisation von RFP-
Pericentrin, Myc-KLC1 und endogenem Nesprin-2 an den Zentrosomen gezeigt werden.
Immunfluoreszenzanalysen von RFP-Pericentrin transfizierten NIH-3T3-Zellen mit pAb
KLC1 (H-75) und einem N-Terminus spezifischen Nesprin-2 Giant Antikérper (mAb K56-
386) lassen jedoch nur flr das endogene KLC1 eine Farbung des Zentrosoms erkennen
(Abb. 3.1.25; Pfeilspitzen in E, E', F, F* und G, G'). Deshalb ist anzunehmen, dass nur
der C-Terminus von Nesprin-2 Giant bzw. C-terminale Isoformen von Nesprin-2 das

Potential besitzen Gber KLC1 mit dem Zentrosom zu assoziieren.
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3.1.9.3 C-terminale Nesprin-2 Isoformen assoziieren mit dem Zentrosom

Die vorausgehenden Analysen wurden mit Nesprin spezifischen Antikorpern
durchgeflihrt, die gegen den C-Terminus (pAb K1) und den N-Terminus (mAb K56-386)
von murinem Nesprin-2 gerichtet sind. Dabei konnte nur mit pAb K1 eine Farbung am
Zentrosom beobachtet werden, was ein Hinweis darauf ist, dass N-terminale Isoformen
von Nesprin-2 Giant, die die Aktin-bindende Domane umfassen, nicht am Zentrosom
lokalisieren. Wir haben vergleichbare Untersuchungen flir das humane Nesprin-2 in der
humanen Keratinozyten-Zelllinie HaCaT mit pAb K1 und mAb K20-478, der gegen die
Aktin-bindende Region von Nesprin-2 gerichtet ist durchgefuhrt. Auch in HaCaT-Zellen
konnte nur mit pAb K1 eine Farbung am Zentrosom beobachtet werden. Das Zentrosom
wurde mit mAb GTU-88 (y-Tubulin) und mit pAb Pc-4448 (Pericentrin) gefarbt (Abb.
3.1.26; Pfeilspitzen in A-C* und D‘-F‘). In hdéherer VergroRerung sind solche Zellen
gezeigt, in denen das Zentrosom ~1 pym vom Nukleus entfernt ist. Da das Nesprin-2
Giant Molekul nur eine Lange von ~0,6 ym aufweist, ist auszuschliel3en, dass Nesprin-2
Giant unter diesen Vorraussetzungen mit dem MTOC assoziiert. Demnach lasst sich

vermuten, dass C-terminale Isoformen von Nesprin-2 mit dem Zentrosom interagieren.

Abb. 3.1.26. (folgende Seite) C-terminale Nesprin-2 Isoformen lokalisieren am Zentrosom in der
humanen Keratinozyten-Zelllinie HaCaT. Indirekte Immunfluoreszenzmikroskopie von HaCaT-
Zellen mit mAb GTU-88 (y-Tubulin) und pAb K1 (A-C) sowie pAb Pc-4448 (Pericentrin) und mAb K20-
478 (Nesprin-2 Giant) (D-F). Als sekundare Antikdrper wurden anti-Maus Alexa 488- und anti-
Kaninchen Alexa 568-Konjugate verwendet. Kerne wurden mit DAPI gefarbt. Nur der C-Terminus
spezifische Nesprin-2 Antikorper pAb K1 zeigt eine Farbung am Zentrosom (A'-C*; VergréRerung von
A-C; Pfeilspitzen), nicht aber der N-Terminus spezifische Nesprin-2 Giant Antikoérper (D‘-F;
Vergroferung von D-F; Pfeilspitzen). Balken: 10 uym; Balken in der VergroRerung: 5 um.
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3.1.10 Akkumulation der SUN-Proteine am Zentrosom

Wang et al. (2006) und Xiong et al. (2008) zeigten bereits, dass die SUN-Proteine der
inneren Kernmembran eine Bedeutung fur die Assoziation zwischen Kernhulle und
Zentrosom besitzen. Um diese Studien daruber hinaus in Vertebraten zu validieren,
wurde eine mogliche Lokalisation der SUN1 und SUN2 Proteine am Zentrosom gepruft.
Farbungen von HaCaT-Zellen mit einem SUN1 spezifischen Antikérper (pAb SUN1b)
und mAb GTU-88 (y-Tubulin) zeigten nur eine sehr schwache SUN1 Farbung am MTOC
(Abb. 3.1.27 A-A"; Pfeilspitze und VergroRerung). Andererseits lassen HaCaT-Zellen, die
mit einem polyklonalen SUN2 Antikorper (pAb SUN2) und mAb GTU-88 (y-Tubulin)
markiert wurden, eine Anreicherung von SUN2 unterhalb des Zentrosoms erkennen (s.
Abb. 3.1.27 B-B*; Pfeilspitzen und VergroRerung). In Kolokalisationsanalysen der
ektopisch exprimierten SUN-Proteine mit der zentrosomalen Komponente Pericentrin
konnten in COS7-Zellen identische Ergebnisse erzielt werden. Das uUberexprimierte
SUN1 GFP-Fusionsprotein weist nur eine schwache und partielle Akkumulation an den
Randern des Zentrosoms auf (Abb. 3.1.27; Vergrolierung und Pfeilspitzen in C). Im
Gegensatz dazu konnte fur das V5-SUN2 Fusionsprotein eine Lokalisation am
Zentrosom dokumentiert werden (Abb. 3.1.27; Vergrolierung und Pfeilspitzen in B). Die
Kolokalisation von ektopisch expimiertem SUN1 und endogenem SUN2 mit dem
Zentrosom wurde bereits in einer humanen Osteosarcoma-Zellinie U20S von Wang et
al. (2006) beschrieben.
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Abb. 3.1.27: SUN-Proteine, Komponenten der inneren Kernmembran, akkumulieren an
Regionen nahe dem Zentrosom. HaCaT-Zellen wurden mittels der indirekten Immunfluoreszenz-
analyse mit mAb GTU-88 (y-Tubulin) und pAb SUN1b (A-A*) sowie mit mAb GTU-88 (y-Tubulin) und
pAb SUN2 (B-B*) gefarbt. Als sekundare Antikorper wurden anti-Maus Alexa 488- und anti-Kaninchen
Alexa 568-Konjugate eingesetzt. Markierung der Nuklei mit DAPI. Balken: 5 ym. (C) Farbung von
GFP-SUN1 exprimierenden COS7-Zellen mit pAb Pc-4448 (Pericentrin; sekundarer Antikérper anti-
Kaninchen Alexa 568-Konjugat). Balken: 10 uym. (D) V5-SUN2 transfizierte COS7-Zellen wurden
mittels mAb V5 und pAb Pc-4448 komarkiert (sekundare Antikérper anti-Maus Alexa 488- und anti-
Kaninchen Alexa 568-Konjugat). Balken 10 ym. Sowohl das endogene als auch das ektopisch
exprimierte SUN1 zeigt eine schwache Anreicherung am Zentrosom (s. Pfeilspitzen). Hingegen
konnte flir SUN2 (ektopisch sowie endogen) eine eindeutige Akkumulation am Zentrosom erfasst
werden (durch Pfeilspitzen gekennzeichnet).
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3.1.11 Rootletin, eine Komponente des Zentrosoms, beeinflusst die
Lokalisation von Nesprin-2 und KLC1

Rootletin ist eine zentrale Komponente des Zentrosoms. Das 220 kDa grofRe Protein
formt durch laterale ,Coiled coil® Interaktionen ein bis zu 10 nm dickes Protofilament.
Diese Protofilamente lagern sich zusammen und bilden zusatzlich die ziliaren ,Rootlets®,
die vor allem in retinalen Photorezeptoren sehr prominent exprimiert werden (Yang et al.,
2002). Rootletinfilamente entspringen aus dem zentriolaren Material und verknlpfen
durch filamentare Strukturen Mutter- und Tochter-Zentriole, wobei diese
Filamentstrukturen einen bedeutenden Einfluss fur die zentrosomale Kohasion besitzen
(Bahe et al., 2005; Yang et al., 2006). Die Uberexpression von Rootletin fiihrt in
Zellkulturen zur Ausbildung von filamentaren Netzwerken (Yang et al., 2002; Yang und
Li, 2006). Da Rootletin bis jetzt der einzige bekannte zentrosomale Bindepartner des
KLC1 ist (Yang und Li, 2005), vermuten wir, dass Nesprin-2 aufgrund dieser Protein-

Protein-Interaktion mit dem MTOC verknupft ist.

3.1.11.1 Ektopisch exprimiertes Rootletin rekrutiert KLC1, wahrend die
Verteilung des Nesprin-2 Giant unverandert bleibt

Um diesen Befund zu stutzen, wurde in NIH-3T3-Fibroblasten GFP-Rootletin transient
exprimiert. In einer Koimmunfluoreszenzanalyse mit pAb KLC1 (H-75) und dem Nesprin-
2 Antikérper mAb K56-386 zeigte sich im Vergleich zu nicht transfizierten Zellen eine
Rekrutierung des endogenen KLC1 entlang der filamentaren Rootletin Strukturen. Die
Lokalisation von Nesprin-2 Giant bzw. N-terminalen Nesprin-2 Isoformen wurde jedoch
nicht beeinflusst (Abb. 3.1.28; Pfeilspitzen in A-D und A*-D‘). Um diese Daten weiterhin
zu bestatigen, wurde GFP-Rootletin auch in COS7-Zellen exprimiert, in denen mAb K20-
478 zur Detektion von Nesprin-2 Giant verwendet werden konnte (Zhen et al., 2002).
COS7-Zellen zeigen ebenfalls eine Relokalisation des endogenen KLC1, wahrend die

Nesprin-2 Giant Farbung unverandert ist (vergleiche Abb. 3.1.28 E-H; Pfeilspitzen).
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Abb. 3.1.28: Uberexprimiertes Rootletin organisiert KLC1 entlang von filamentiren Strukturen,
wohingegen die subzelluldre Verteilung des Nesprin-2 Giant bzw. der N-terminalen Nesprin-2
Isoformen unverdndert bleibt. (A-D) Kofarbung von GFP-Rootletin exprimierenden murinen NIH-
3T3-Fibroblasten mit einem KLC1 spezifischen polyklonalen Antikérper und dem N-Terminus
spezifischen monoklonalen Nesprin-2 Antikorper mAb K56-386. (A-D‘) Vergroflerung des in
Abbildung A-D gekennzeichneten Bereiches. (E-F) GFP-Rootletin transfizierte COS7-Zellen wurden in
indirekten Immunfluoreszenzanalysen mit pAb KLC1 (H-75) und mAb K20-478 (Nesprin-2 Giant)
behandelt. Als sekundarer Antikérper wurden anti-Kaninchen Alexa 568- und anti-Maus Alexa 647-
Konjugate verwendet. Nur KLC1, nicht aber das vom N-terminalen Antikorper detektierte Nesprin-2,
zeigt eine Rekrutierung entlang der Rootletinfilamente (Pfeilspitzen). Pfeil kennzeichnet den
deformierten Zellkern. Balken: (A-D und A*-D‘) 10 um; (E-H) 20 pm.

3.1.11.2 Umlagerung des KLC1 und der C-terminalen Nesprin-2 Isoformen
entlang der uberexprimierten Rootletinfilamente

Immunchemische Analysen von NIH-3T3-Fibroblasten (Abb. 3.1.29 A-D) sowie COS7-
Zellen (Abb. 3.1.29 E-H), die GFP-Rootletin und Myc-KLC1 exprimieren, zeigen, dass
sowohl die KLC1 spezifische Isoform 1, die in der Hefe-Zwei-Hybrid Durchmusterung
identifiziert werden konnte, als auch die C-terminalen Nesprin-2 Isoformen entlang der
Rootletin-Filamente rekrutiert werden (Abb. 3.1.29; Pfeilspitze in A*-D und E'-H").

Die Daten, die mittels der Uberexpression des Rootletins erzielt wurden, stimmen mit
den in Abbildung Abb. 3.1.25 und Abb. 3.1.26 dargestellten zentrosomalen

Kolokalisationsstudien Uberein. Im Gegensatz zu Nesprin-2 Giant akkumulieren pAb K1
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positive Nesprin-2 Isoformen, wie auch das KLC1 an den Rootletinstrukturen. Die von
Yang et al. (2006) beschriebenen nukledren Deformationen, die sich durch die
Uberexpression des Rootletins in MDCK-Zellen induzieren lassen, konnten zudem in
NIH-3T3-Fibroblasten und in COS7-Zellen bestatigt werden (Abb. 3.1.28 E sowie Abb.
3.1.29 A und E; Pfeile).

GFP-
Rootletin/DAPI Myc-KLC1

GFP- T R I
Rootletin/DAPI Myc-KLC1 L Uberlagerung

Abb. 3.1.29: Ektopisch exprimierte Rootletinfilamente fithren zu einer Verdnderung der
Verteilung des KLC1 und der C-terminalen Nesprin-2 Isoformen in NIH-3T3-Fibroblasten und
COS7-Zellen. GFP-Rootletin und Myc-KLC1 kotransfizierte NIH-3T3- (A-D) und COS7-Zellen (E-H),
die mit mAb 9E10 (sekundéarer Antikdrper anti-Maus Alexa 568-Konjugat) und pAb K1 (sekundarer
Antikdrper anti-Kaninchen Alexa 647-Konjugat) gefarbt wurden, zeigen eine Rekrutierung des
ektopisch exprimierten KLC1 und der C-terminalen Nesprin-2 Isoformen entlang der filamentaren
Rootlets (Pfeilspitzen). Die durch GFP-Rootletin induzierten nuklearen Deformationen sind durch
Pfeile markiert. A'-D* und E‘-H' zeigen die Vergrofierung der in D bzw. H gekennzeichneten Region.
Farbung der DNA mit DAPI. Balken: (A-D und A-D*) 10 ym; (E-H und E‘-H‘) 20 pm.
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3.1.11.3 Ektopisch exprimiertes Rootletin und Nesprin-2 tiberlagern partiell mit
dem Mikrotubulizytoskelett

Yang und Li (2005) zeigten, dass die schweren Ketten des Kinesin 1 (KIF5B) an das
rekombinante Rootletin Protein rekrutiert werden. Sie schlossen daraus, dass die ,Coiled
coil“ Domane des KLC1, die normalerweise eine Bindung zu den schweren Ketten des
Kinesin 1 vermittelt, gleichzeitig mit den Rootletinfilamenten interagieren kann. Eine
Kolokalisation mit dem Mikrotubulizytoskelett konnte von Yang und Li (2005) jedoch nicht
gezeigt werden.

Rootletin Uberexprimierende COS7-Zellen, die mit pAb K1 sowie mAb WAS3 (Tubulin)
gefarbt wurden, weisen eine partielle Uberlagerung der Rootletin und Nesprin-2
Komplexe mit den Mikrotubuli auf (s. Abb. 3.1.30; Pfeilspitzen in A'-D). Aul3erdem lasst
sich eine vergleichbare Polaritat der filamentaren Strukturen des Rootletin und der
Mikrotubuli erkennen (s. Abb. 3.1.30; Pfeile in A-D). Um den Bezug der
Rootletinfilamente zum Mikrotubulisystem zu erfassen, erfolgte eine Serienaufnahme
uber verschiedene Schnittebenen zu einer Ubereinandergelagerten maximalen
Projektion der GFP-Rootletin transfizierten COS7-Zellen. Die in den Querschnitten
dargestellten Rootletin- und Mikrotubuliflamente zeigen eine partielle Kolokalisation
(Abb. 3.1.30 E; Y-Achse und Pfeile). Filamentstrukturen, die keine korrespondierende
Uberlagerung des Rootletins und der Mikrotubuli aufweisen, verlaufen meist parallel
zueinander (Abb. 3.1.30 E; X-Achse und Pfeile). Zusétzlich konnte in der Uberlagerung
mit dem pAb K1 Fluoreszenzsignal eine eindeutige Kolokalisation von Nesprin-2 und
Rootletin im zweidimensionalen Mal3stab bewiesen werden (Abb. 3.1.30 E’; Y-Achse und
Pfeile).
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Abb. 3.1.30: Rootletin und Nesprin-2 kolokalisieren partiell entlang des Mikrotubulizytoskeletts.
(A-D und A'-Df) Indirekte Immunfluoreszenzanalyse von GFP-Rootletin Uberexprimierenden COS7-
Zellen mit pAb K1 (Nesprin-2; sekundarer Antikdrper anti-Kaninchen Alexa 568-Konjugat) und mAb
WAS (Tubulin; sekundarer Antikdrper anti-Maus Alexa 647-Konjugat). Pfeilspitzen zeigen eine partielle
Kolokalisation der Rootletin und Nesprin-2 Komplexe mit dem Mikrotubulizytoskelett. Pfeile weisen
eine homologe Polaritat der filamentaren Strukturen von Rootletin und den Mikrotubuli auf. Zellkerne
wurden mit DAPI gefarbt. Balken: (A-D) 20 pym; (A-Df) 10 um. (E-E) Serienaufnahme, Uber
verschiedene Schnittebenen zu einer Ubereinandergelagerten maximalen Projektion, der GFP-
Rootletin transfizierten COS7-Zellen, die mit mAb WA3 und pAb K1 gefarbt wurden. Die gestrichelten
Linien kennzeichnen die spezifischen Positionen des auf der X- und Y-Achse dargestellten
Querschnitts. (E) Mikrotubuli- und GFP-Rootletinflamente Uberlagern partiell (Pfeile; Y-Achse) oder
verlaufen parallel zueinander (Pfeile; X-Achse). (E‘) Auch im zweidimensionalen Mal3stab zeigt sich
eine eindeutige Kolokalisation von Nesprin-2 und Rootletin (Pfeile; Y-Achse). Balken: 25 uym.
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3.1.12 Nesprin-2 SR wird durch Komponenten des perizentriolaren
Materials rekrutiert

RFP-markiertes Pericentrin, ein ,Coiled coil* Protein, das eine Komponente des
perizentriolaren Materials darstellt, wurde mit Myc-SR in COS7-Zellen koexprimiert.
Interessanterweise wurden in COS7-Zellen, die RFP-Pericentrin stark Uberexprimieren,
filamentare Pericentrinstrukturen beobachtet (Abb. 3.1.31; Pfeilspitzen in A). Diese
Filamentstrukturen, die sich Uberwiegend entlang des Zentrosoms erkennen lassen,
rufen starke nukleare Deformationen hervor. Pericentrin kann aufgrund seiner ,Coiled
coil“ Struktur mit sich selbst assoziieren und die filamentaren Pericentrinstrukturen
ausbilden. Die Koexpression fuhrt zu einer Rekrutierung von Myc-SR an das Zentrosom
wie auch entlang des filamentaren Pericentrins (Abb. 3.1.31 B und C; Pfeil bzw.
Pfeilspitzen). Somit konnte neben Rootletin eine weitere zentrosomale Komponente

identifiziert werden, die Nesprin-2 eventuell direkt oder indirekt bindet.

RFP-PC/DAPI RFP-Pc/Myc-SR

Abb. 3.1.31: RFP-Pericentrin und Myc-SR kolokalisieren an filamentaren Strukturen. RFP-
Pericentrin (A) und Myc-SR (B) exprimierende COS7-Zellen, die mit mAb 9E10 (sekundarer
Antikdrper anti-Maus Alexa 488-Konjugat) gefarbt wurden, zeigen eine Uberlagerung (C) an
filamentaren Strukturen des Zentrosoms (Pfeilspitze). Das Zentrosom ist durch einen Pfeil markiert.
Vor der Fixierung der COS7-Zellen erfolgte eine Permeabilisation, um die Myc-SR spezifischen
zentrosomalen Komponenten hervorzuheben. Nuklei wurden mit DAPI markiert. Balken: 5 pym.

3.1.13 Nesprin-2 und KLC1 beeinflussen die Lage der Zentrosomen

Like et al. (2008) zeigte bereits einen Einfluss von Nesprin-2 Giant auf die Lokalisation
der Zentrosomen. In Nesprin-2 Giant defizienten murinen Fibroblasten wurde neben
einer gestorten Zellpolarisation zusatzlich eine erhohte Zentrosomenanzahl sowie eine
veranderte Distanz zum Kern beobachtet (Like, 2008). Zudem weisen die bisher
gezeigten Daten eine spezifische Akkumulation von Nesprin-2 und KLC1 an den
zentrosomalen Komponenten Rootletin und Pericentrin auf. Um einen Einblick in die
Funktion der Nesprin-2 und KLC1 Assoziation an den Zentrosomen zu erlangen, wurden

die Auswirkungen der Nesprin-2 SR Uberexpression, der dominant negativen Interferenz
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von KASH-Domanen umfassenden Nesprinen sowie des Nesprin-2 und KLC1 Silencings

auf die Lage des Zentrosoms hin untersucht.

3.1.13.1 Die Nesprin-2 SR Expression hebt die Verbindung zwischen
Zentrosom und Kernmembran auf

Myc-SR exprimierende COS7-Zellen, die in einer indirekten immunchemischen Farbung
mit pAb Pc-4448 (Pericentrin) und mAb 9E10 behandelt wurden, zeigen eine
Uberlagerung von Pericentrin und Myc-SR am Zentrosom (Abb. 3.1.32; Pfeilspitzen in
A"). AuRerdem ist in diesen Zellen eine Dislokation des Zentrosoms vom Zellkern zu
beobachten. In der in Abbildung Abb. 3.1.32 gezeigten Zelle, betragt der Abstand des
Zentrosoms zum Nukleus 8,48 pm. In einer statistischen Analyse konnte eine
durchschnittliche Entfernung der Zentrosomen vom Kern von 1,78 + 0,10 ym in Myc
transfizierten Kontrollzellen und von 3,30 + 0,31 uym in Myc-SR exprimierenden COS7-
Zellen bestimmt werden (Abb. 3.1.32 C und C'). Nesprin-2 SR beeinflusst damit die
Anheftung des Zentrosoms an die Kernmembran, wodurch sich die durchschnittliche
Distanz in Myc-SR Uberexprimierenden COS7-Zellen um ~1,52 pym vergroRert. Eine
erhohte Zentrosomenanzahl, wie sie in Abbildung Abb. 3.1.32 B zusehen ist, konnte in
einer statistischen Kalkulation nicht bestatigt werden. Wahrend in der Kontrolle etwa ~98
% der Zellen je nach Zellzyklusstadium ein oder zwei MTOCs besitzen, weisen auch die
Myc-SR transfizierten Zellen mit ~90 % annahernd vergleichbare Werte auf. Der Anteil
der Nesprin-2 SR transfizierten Zellen, die eine erhdhte MTOC Anzahl aufweisen, ist nur
auf ~8 % erhoht (Abb. 3.1.32 D). Die Auswertung der Zentrosomenanzahl lasst somit
keinen signifikanten Unterschied (t-Test: P= 6,34E-02) zwischen Kontroll- und Nesprin-2

SR exprimierenden COS7-Zellen erkennen.
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Abb. 3.1.32: Nesprin-2 SR beeinflusst die Anheftung des Zentrosoms an die Kernmembran. (A-
A“) Farbung von Myc-SR transfizierten COS7-Zellen mit pAb Pc-4448 (Pericentrin) und mAb 9E10
(Myc) weisen eine erhdhte Zentrosomendistanz zum Nukleus auf (Pfeil). (B) In einigen Myc-SR
transfizierten COS7-Zellen die mit pAb Pc-4448 und mAb 9E10 markiert wurden, konnte zusatzlich
eine héhere Anzahl an MTOCs detektiert werden (Pfeilspitzen). Als sekundéare Antikdrper wurden anti-
Kaninchen Alexa 568- und anti-Maus Alexa 488-Konjugate verwendet. Farbung der nukledren DNA
mittels DAPI. Balken: 10 um. Eine statistische Auswertung zeigt die durchschnittliche zentrosomale
Distanz + SEM (,standard error of the mean®) zum Nukleus (C und C‘). Jeweils 100 Zellen wurden
ausgewertet. (D) Eine signifikante Erhéhung der Zentrosomenanzahl lasst sich durch eine statistische
Analyse von jeweils 300 Zellen nicht bestatigen (t-Test: P= 6,34E-02).

3.1.13.2 KASH-Domanen haltige Nesprine verkniipfen das Zentrosom mit der
Kernmembran

In einer weiteren Untersuchung wurde der Einfluss der dominant negativen Interferenz
von Nesprin-1/-2 und -3 umfassenden KASH-Isoformen auf die Zentrosomenlokalisation
analysiert. In Immunfluoreszenzanalysen von stabil transfizierten GFP-SP-SUN1-CT
HaCaT-Zellen mit mAb GTU-88 (y-Tubulin) und pAb K1 a3t sich ein vergroRerter
Abstand der MTOCs zu den Nuklei erkennen (Abb. 3.1.33; Pfeile in A). An diesen
Zentrosomen konnten C-terminale Nesprin-2 Isoformen nachgewiesen werden (Abb.
3.1.33; Pfeile in A” sowie VergroRerungen und Pfeilspitzen in A™). Wie in Abb. 3.1.33 A*

dargestellt fihrt sogar nur eine partielle Verdrangung des Nesprin-2 von der Kernhille zu
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solch einem zentrosomalen Phanotyp. Diese Resultate lassen vermuten, dass die
KASH-Doméanen umfassenden Nesprine, die durch die Uberexpression von GFP-SP-
SUN1-CT von der Kernhllle verdrangt werden, eine Funktion in der Verankerung des

Zentrosoms besitzen, wobei die Zentrosomen-gebundenen C-terminalen Nesprin-2

Isoformen nach wie vor mit dem MTOC assoziieren.

—— y-Tubulin/DAPI GFP-SP-SUN1-CT
B
HaCaT HaCaT GFP-SP-SUN1-CT #1 HaCaT GFP-SP-SUN1-CT #3
Distanz [um] | 1,66 +0,12 2,55+0,23 2,50+0,20
P-Wert 3,56E-04 5,71E-04
B* C
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Abb. 3.1.33: Die dominant negative Interferenz von KASH-Domédnen umfassenden Proteinen
fiihrt zu einer Dissoziation des Zentrosoms vom Zellkern. (A-A") Stabil transfizierte GFP-SP-
SUN1-CT HaCaT-Zellen, die mit einem mAb GTU-88 (y-Tubulin; sekundarer Antikérper anti-Maus
Alexa 568-Konjugat) und einem pAb K1 (Nesprin-2; sekundarer Antikorper anti-Kaninchen Alexa 647-
Konjugat) gefarbt wurden, zeigen trotz erhéhter Zentrosomenabstande zum Nukleus eine Anlagerung
der C-terminalen Nesprin-2 Isoformen am MTOC (Pfeile). Nuklei wurden mit DAPI markiert. Balken:
10 ym. (B und B’) In Kontroll-HaCaT-Zellen und stabil expimierenden GFP-SP-SUN1-CT HaCaT-
Zellen (Klon #1 und #3) wurde der durchschnittliche Zentrosomenabstand + SEM (,standard error of
the mean®) durch eine statistische Analyse von je 100 Zellen erfasst. (C) Statistische Studie der
MTOC Anzahl von einer Kontroll- und stabil transfizierten Keratinozyten-Zelllinie, wobei je 300 Zellen
ausgewertet wurden.

In statistischen Analysen wurde der Durchschnitt der Nukleus-Zentrosomendistanz +
SEM in nicht transfizierten HaCaT-Kontrollzellen und in zwei stabil exprimierenden GFP-
SP-SUN1-CT HaCaT-Klonen bestimmt. Wahrend in der Kontrolle das MTOC
durchschnittlich 1,66 £ 0,12 um vom Zellkern entfernt ist, vergroRert sich der Abstand in
den dominant negativen SP-SUN1-CT HaCaT-Zellen signifikant auf 2,55 + 0,23 ym (Klon
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#1; t-Test: P=3,56E-04) bzw. auf 2,50 + 0,20 uym (Klon #3; t-Test: P=5,71E-04) (Abb.
3.1.33 B und B). In der statistischen Quantifizierung der Zentrosomenzahl konnte weder
im GFP-SP-SUN1-CT Klon #1 noch im Klon #3 ein Unterschied zur Kontrolle festgestellt
werden (s. Abb. 3.1.33 C). Demzufolge beeintrachtigen die Nesprin-1/-2 und -3 KASH
Isoformen nur die zentrosomalen Abstande zum Zellkern, die Zentrosomenamplifikation

ist jedoch nicht verandert.

3.1.13.3 Nesprin-2 und KLC1 Silencing verdandert die Zentrosomenlokalisation
Um einen mdoglichen Einfluss des Nesprin-2 sowie des KLC1 auf die zentrosomale
Positionierung zu evaluieren, wurde die Wirkung der Nesprin-2 sowie der KLC1 shRNA
auf das Zentrosom in HaCaT-Zellen analysiert. Immunfluoreszenzanalysen mit mAb
K20-478 (Nesprin-2 Giant) und pAb Pc-4448 (Pericentrin) sowie pAb K1 (Nesprin-2) und
mAb GTU-88 (y-Tubulin) weisen in Nesprin-2 shRNA transfizierten Zellen einen
vollstandigen Verlust des Kernmembran-spezifischen Nesprin-2 Giant auf. Das Nesprin-
2 Giant Silencing induziert wie auch die Uberexpression des Nesprin-2 SR und die
dominant negative KASH-Protein Interferenz, einen erhéhten Zentrosomenabstand zum
Nukleus (Abb. 3.1.34 A und B; Stern sowie Pfeil). Vereinzelt lasst sich eine grolde
Distanz des MTOCs zum Nukleus beobachten, wohingegen in nicht transfizierten
HaCaT-Zellen keine Veranderung der Zentrosomenposition beobachtet werden konnte
(Abb. 3.1.34; Pfeilspitzen in A und B). Interessanterweise lassen sich auch in diesem
Versuchsansatz trotz der groRen zentrosomalen Abstdande und des Nesprin-2 Giant
knock downs pAb K1 positive Isoformen am Zentrosom detektieren (Abb. 3.1.34; Pfeile
in B-B"). Diese Resultate weisen auf eine funktionelle Bedeutung der Nesprin-2 KASH-
Domanen umfassenden Isoformen in der Nuklearmembran-spezifischen zentrosomalen
Verankerung hin.

HaCaT-Zellen, die mit einer KLC1 shRNA transfiziert und mit mAb GTU-88 sowie pAb
KLC1 (H-75) gefarbt wurden, zeigen eine 80-90 prozentige Reduzierung des KLC1
Fluoreszenzsignals. KLC1 knock down Zellen weisen im Vergleich zu nicht transfizierten
HaCaT-Zellen einen vergroRerten Zentrosomen-Kernabstand (s. Abb. 3.1.34 C und Cf;
Sterne und Pfeile) sowie eine erhdhte Anzahl der Zentrosomen auf (s. Abb. 3.1.34;

Vergrolierung in D).
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Abb. 3.1.34: Nesprin-2 sowie KLC1 Silencing beeinflusst die Lage der Zentrosomen. (A und B)
Immunfluoreszenzanalyse von Nesprin-2 shRNA transfizierte HaCaT-Zellen mit Antikdrpern gegen
Nesprin-2 (A; mAb K20-478, B; pAb K1) und das Zentrosom (A; pAb Pc-4448, Pericentrin; B; mAb
GTU-88, y-Tubulin). (C, C* und D) KLC1 shRNA transfizierte HaCaT-Zellen, die mit mAb GTU-88 und
pAb KLC1 (H-75) gefarbt wurden. Als sekundare Antikérper wurden anti-Kaninchen Alexa 568- und
anti-Maus Alexa 488-Konjugate verwendet. Kernfarbung mit DAPI. Balken: (A, B und D) 10 um; (C) 20
um. (E und E‘) Eine statistische Analyse zeigt in KLC1 sowie Nesprin-2 knock down Zellen einen
vergrof3erten durchschnittlichen Abstand + SEM der MTOCs zu den Nuklei. (F) Das KLC1 Silencing
fuhrt zu einer signifikanten Erhéhung der Zentrosomenanzahl (t-Test: P=1,65E-03). Ein erhdhter

Abstand und eine erhéhte Anzahl der Zentrosmen wurden durch eine Auswertung von jeweils 300
Zellen nachgewiesen.
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Statistische Auswertungen bestatigten die zentrosomalen Phanotypen der Nesprin-2 und
KLC1 shRNA. Die durchschnittliche Zentrosomenentfernung + SEM zum Zellkern von
1,51 + 0,08 pym in der Kontroll shRNA ist signifikant auf 4,09 + 0,21 ym in der KLCA1
shRNA erhoht sowie auf 3,63 + 0,21 um in den HaCaT-Zellen, die einen Nesprin-2 knock
down aufweisen (Abb. 3.1.34 E und E). Vereinzelt lassen sich in KLC1 knock down
Zellen mehrere MTOCs erkennen. Im Gegensatz zu Zellen mit Kontroll shRNA und
Nesprin-2 shRNA, bei denen nur 99 % bzw. 96 % der Zellen je nach Zellzyklusstadium
ein oder zwei MTOCs besitzen, ist der Anteil der KLC1 shRNA transfizierten HaCaT-
Zellen, die eine normale MTOC Anzahl zeigen, auf 77 % reduziert. Somit konnte in 23 %
der KLC1 knock down Zellen eine signifikante Storung (t-Test: 1,65E-03) der fur die
Zellteilung wichtige Zentrosomenamplifikation festgestellt werden (Abb. 3.1.34 F).

Um den neuen Effekt des KLC1 Silencing auf das Zentrosom zu bestatigen, wurde der
Effekt der KLC1-spezifische shRNA in einer murinen Fibroblasten-Zelllinie (NIH-3T3)
analysiert. NIH-3T3-Fibroblasten, die nach der KLC1 shRNA Transfektion mit mAb GTU-
88 (y-Tubulin) und pAb KLC1 (H-75) gefarbt wurden, zeigen einen nahezu identischen
zentrosomalen Phanotyp wie fur HaCaT-Zellen beschrieben. In KLC1 knock down NIH-
3T3-Zellen ist sowohl die Distanz als auch die Anzahl der MTOCs gestort (Abb. 3.1.35 B,
B und C-C*). In Kontroll shRNA transfizierten NIH-3T3-Zellen sind die Zentrosomen
nah am Nukleus lokalisiert (Entfernung des Zentrosoms vom Zellkern 0,89 + 0,07 uym),
wahrend sich der Abstand im KLC1 knock down auf 3,70 £ 0,61 um erhoht (Abb. 3.1.35
D und D). Die statistische Auswertung der Zentrosomenanzahl Iasst erkennen, dass im
Gegensatz zur Kontrolle, in der 91 % der Zellen eine normale MTOC Anzahl (1-2
MTOCSs) besitzen, im KLC1 knock down nur etwa 48 % der Zellen ein bis zwei MTOCs
aufzeigen. Somit ist der Anteil der KLC1 shRNA transfizierten Zellen, die eine abnormale
Zentrosomenanzahl besitzen, bis auf 52 % erhoht (Abb. 3.1.35 E). Der KLC1 knock
down zeigt in 7 % der NIH-3T3-Fibroblasten drei MTOCs, in 26 % vier Zentrosomen und
in 19 % der Zellen mehr als vier MTOCs (Abb. 3.1.35 E), wobei in einigen der Zellen

sogar bis zu 20 MTOCs nachgewiesen werden konnten.
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Abb. 3.1.35 (vorherige Seite) KLC1 Silencing in NIH-3T3-Fibroblasten erhoht die Zentrosomen-
zahl und die Distanz zum Nukleus. (A-C und A*-C’) Indirekte Immunfluoreszenzanalyse von Kontroll-
sowie KLC1-shRNA transfizierten NIH-3T3-Zellen mit mAb GTU-88 (y-Tubulin; sekundarer Antikdrper
anti-Maus Alexa 488-Konjugat) und pAb KLC1 (H-75) (sekundéarer Antikdrper anti-Kaninchen Alexa
568-Konjugat). Nuklei wurden mit DAPI gefarbt. Balken: (A und C) 20 ym; (B) 10 ym. (D und D)
Messung der zentrosomalen Distanzen zum Zellkern in Kontroll- und KLC1 knock down NIH-3T3-
Zellen. Das KLC1 Silencing fihrt zu einer signifikanten VergroRerung der durchschnittlichen
zentrosomalen Distanz + SEM. Es wurden 100 transfizierte Zellen ausgewertet. (E) KLC1 shRNA
transfizierte Zellen lassen eine signifikante Erhéhung der Zentrosomenanzahl erkennen (t-Test:
P=3,05E-3). (E) Detailierte graphische Darstellung der verschiedenen MTOC Anzahlen in Kontroll-
und KLC1 knock down NIH-3T3-Zellen. Es wurden fiir jede Zelllinie jeweils 450 Zellen analysiert.

3.1.14 KLC1 beeinflusst die Polarisation von HaCaT-Zellen

Die Kommunikation zwischen Kernhtlle und Zytoskelett ist fur den Mechanismus der
nukledren Positionierung und Migration von ausschlaggebender Bedeutung (Starr,
2007). Nesprin-2 und seine in niederen Eukaryoten beschriebenen Orthologen sind als
Kernhullen-spezifische Komponenten in diesen Mechanismus involviert (Rosenberg-
Hasson et al., 1996; Starr und Han, 2002 und 2003; Yu et al., 2006; Luke et al., 2008).
Aufgrund der bisherigen Resultate kann vermutet werden, dass KLC1 als ein neues
Bindeglied zwischen Kernmembran und Zytoskelett an der nuklearen Positionierung und
Migration beteiligt ist. Da sowohl die Kernmigration als auch die Kernpositionierung fir
die Polaritat der Zelle entscheidend sind (Gomes et al., 2005), wurde der Einfuss des
KLC1 auf die Zellpolaritat untersucht. Eine humane Keratinozyten-Zelllinie (HaCaT)
wurden mit einer Kontroll- sowie KLC1-shRNA transifiziert und zu einem konfluenten
Zellrasen kultiviert. Nach einer Verwundung des Zellrasens (,scratch-Assay“) wurden die
Zentrosomen der HaCaT-Zellen mit pAb Pc-4448 (Pericentrin) gefarbt. In polarisierten
Zellen reorientiert sich das Zentrosom und positioniert sich zwischen dem Zellkern und
der Migrationsfront. Kontroll-HaCaT-Zellen weisen eine Repositionierung des
Zentrosoms in einem Radius von 120° zwischen Zellkern und Wunde auf (Abb. 3.1.36
A). In 55 % der KLC1 shRNA transfizierten HaCaT-Zellen zeigt das Zentrosom jedoch
eine nicht polarisierte Lage (Abb. 3.1.36 B und B‘; Sterne und Pfeilspitzen). In KLC1
knock down Zellen konnten somit neben der gestdrten Zentrosomenamplifikation und der
erhohten Zentrosomendistanz zum Nukleus zusatzliche Defekte in der Zellpolarisierung

beobachtet werden.
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Kontroll shRNA KLC1 shRNA

Pc/DAPI Pc/DAPI

Abb. 3.1.36: Der Verlust von KLC1 in HaCaT-Zellen beeintrachtigt die Zellpolarisierung. Sechs
Stunden nach einer Verwundung des Zellrasens von Kontroll- (A) und KLC1-shRNA transfizierten (B,
B‘) HaCaT-Zellen wurde eine indirekte Immunfluoreszenzanalyse mit pAb Pc-4448 gegen Pericentrin
durchgefiihrt. Als sekundarer Antikdrper wurde ein anti-Kaninchen Alexa 568-Konjugat verwendet.
Zellkerne wurden mit DAPI gefarbt. Die gestrichelte Linie reprasentiert die Zellmigrationsfront. Zellen
deren Zentrosomen in einem Winkel von 120° zwischen Zellkern und Migrationsfront ausgerichtet
sind, wurden als polarisiert betrachtet. Der KLC1 knock down zeigt neben der erhdhten
Zentrosomenanzahl und Distanz vom Nukleus eine defekte Zellpolarisierung (B und B'; Pfeilspitzen
und Stern). Balken: 20 ym.

3.1.15 Die Effekte der dominant negativen Interferenz von KASH-
Domanen umfassenden Nesprinen auf den TGF--Signalweg

Da Kinesin 1 eine essentielle Komponente im TGF-B-Signalweg darstellt und den
nuklearen Transport der Smad Proteine vermittelt (Batut et al., 2007), wurde der Einfluss
der dominant negativen Interferenz von KASH-Domanen umfassenden Nesprinen auf
die Akkumulation der Smad Proteine im Zellkern untersucht. Nach Anschaltung des
Signalwegs durch die Zugabe von TGF- wurden Kontroll-HaCaT-Zellen wie auch stabil
transfizierte GFP-SP-SUN1-CT HaCaT-Zellen zu unterschiedlichen Zeitpunkten fixiert
und mit einem monoklonalen Smad 2/3 Antikorper gefarbt. Im Vergleich zu den
Kontrollzellen zeigen die GFP-SP-SUN1-CT dberexprimierenden Zellen eine
schwachere bzw. zeitlich verzogerte Smad Akkumulation im Nukleus (Abb. 3.1.37;
Pfeilspitzen in A-F und G-L). Um diese Beobachtung zu evaluieren, erfolgte eine
statistische Auswertung der nuklearen Smad Akkumulation in den Kontroll- sowie
dominant negativen Zellen Uber eine Zeitspanne von 30 min (Abb. 3.1.37 M). Dabei
weisen 98 % der nicht mit TGF-B behandelten Zellen (0 min) eine zytoplasmatische
Lokalisation der Smad Proteine auf, wohingegen nur 2 % der Zellen nukledre Smads

erkennen lassen.
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Abb. 3.1.37: Die ektopische Expression von GFP-SP-SUN1-CT fiihrt zu einer verringerten bzw.
zeitlich verzogerten Akkumulation der Smad Proteine im Nukleus. (A-F) Kontroll-HaCaT-Zellen
und (G-L) stabil transfizierte GFP-SP-SUN1-CT HaCaT-Zellen wurden ohne und nach TGF-B Zugabe
zu verschiedenen Zeitpunkten fixiert. In einer indirekten Immunfluoreszenz mit einem monoklonalen
Smad 2/3 Antikorper (sekundarer AntikOrper anti-Maus Alexa 568-Konjugat), lasst sich eine
verringerte Anhaufung der nukledaren Smad Proteine in den experimentellen Zellen beobachten
(Pfeilspitzen). Balken: 20 pym. (M) Quantitative Analyse der nuklearen Smad Akkumulation in Kontroll-
und dominant negativen Zellen. Pro Zeitintervall wurden jeweils 100 Zellen ausgewertet. Die
graphische Darstellung reprasentiert im dominant negativen Ansatz eine zeitlich verzbgerte
Anreicherung der Smad Proteine im Zellkern.

Zwei bis funf Minuten nach TGF-B Zugabe konnten keine singnifikanten Unterschiede

zwischen Kontroll- und dominant negativen Zellen beobachtet werden. Nur vier bis funf
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Prozent der transfizierten bzw. nicht transfizierten Zellen weisen eine Anhaufung der
Smads im Zellkern auf. Interessanterweise zeigt die Kontrolle 10-30 min nach TGF-
Induktion einen stetigen Anstieg von 19 auf 96 % der Zellen mit nukledren Smad
Akkumulationen, wahrend in den experimentellen Zellen (dominant negative Interferenz)
in dieser Zeiteinheit nur ein Anstieg von 15 auf 42 % der Zellen erkennbar ist. Die
dominant negative Interferenz von KASH-Domanen Proteinen fuhrt somit zu einer
verringerten bzw. zeitlich verzogerten Akkumulation der Smad Proteine im Kern. Diese
Daten weisen auf einen Einfluss von Nesprin auf die Funktionalitat des Kinesin 1 an der

Kernmembran hin und stéren so den TGF-3 Signalweg.

3.1.16 Nesprine beeinflussen die zellulare Verteilung von Mitochondrien

Basierend auf dem Phanotyp von ANC-1 Mutationen in C. elegans, der eine abnormale
Anhaufung von Mitochondrien reprasentiert (Hedgecock und Thomson, 1982; Starr und
Han, 2002), wurde angenommen, dass die Nesprine in hdheren Eukaryoten einen
vergleichbaren Einfluss auf die Mitochondrien Positionierung aufweisen. Zudem zeigten
Khodjakov et al. (1998), dass KLC1 mit den Mitochondrien kolokalisiert. Aufgrund dieser
Literaturhinweise wurde die Beteiligung dieser Proteine in der mitochondrialen Verteilung
weitergehend analysiert. Durch die Markierung von GFP-KLC1 transfizierten COS7-
Zellen mit dem Fluoreszenzfarbstoff MitoTracker konnte eine partielle korrespondierende
Uberlagerung der im Hefe-Zwei-Hybrid System identifizierten KLC1 Isoform 1 und den

Mitochondrien verifiziert werden (Abb. 3.1.38; VergroRerung).

GFP-KLC1 MitoTracker Uberlagerung | 9%

Abb. 3.1.38: KLC1 kolokalisiert partiell mit den Mitochondrien in COS7-Zellen. GFP-KLC1
exprimierende COS7-Zellen (A), die vor der Fixierung mit dem Fluoreszenzfarbstoff MitoTracker
(MitoTracker®Red CMXRos) markiert wurden (B), zeigen eine partielle Uberlagerung des GFP-KLC1
und der Mitochondrien (C; der markierte Bereich ist vergroRert dargestellt). Balken: 20 um.

Der Einfluss der Nesprine auf die Positionierung der Mitochondrien wurde anhand der
dominant negativen Interferenz der KASH-Domanen beinhaltenden Nesprine untersucht.

Kontroll-HaCaT-Zellen und zwei verschiedene Klone von stabil transfizierten GFP-SP-



ERGEBNISSE 83

SUN1-CT HaCaT-Zellen wurden uber Nacht ohne Serum Kkultiviert, wobei diese
Behandlung zu einer perinukledren Ansammlung der Mitochondrien fuhrt. Nach einer
einstindigen Seruminkubation und einer Fluoreszenzfarbung der Mitochondrien lassen
sich eindeutige mitochondriale Defekte erkennen. Wahrend in den Kontrollzellen eine
Repositionierung der Mitochondrien bis hin zur Zellperipherie beobachtet wird (Abb.
3.1.39 A), zeigen die dominant negativen Zellen eine Akkumulation der mitochondrialen
Strukturen nahe dem Zellkern (Abb. 3.1.39 B und C). Somit konnte auch fur die in
hoheren Eukaryoten beschriebenen Nesprine anhand der dominant negativen
Interferenz eine gestorte Repositionierung und demzufolge eine Anhaufung der
Mitochondrien an den Nuklei nachgewiesen werden. Die Abwesenheit der
Kernmembran-gebundenen Nesprine in den experimentellen HaCaT-Zellen wurde

bereits von Lu, 2007 gezeigt.

HaCaT HaCaT SP-GFP-SUN1-CT #1 HaCaT SP-GFP-SUN1-CT #3

A G

MitoTracker/DAPI

GFP-SP-SUN1-CT/DAPI GFP—SP—SEJN’I—CT/DAPI

Abb. 3.1.39: Die Kernhiillen-spezifischen Nesprine beeinflussen die Positionierung von
Mitochondrien in HaCaT-Zellen. Hungernde Kontroll-HaCaT-Zellen (A) und stabil GFP-SP-SUN1-CT
exprimierende HaCaT-Zellen (zwei verschiedene Klone; B und C) wurden mit einem rot
fluoreszierenden mitochondrialen Marker (MitoTracker®Red CMXRos) gefarbt. Farbung der Kerne mit
DAPI. Die dominant negativen Zellen lassen im Vergleich zur Kontrolle eine Stunde nach
Serumzugabe einen Defekt in der mitochondrialen Repositionierung und eine Anhaufung der
Mitochondrien in Nahe der Nuklei erkennen. Die Zellperipherie ist durch eine gestrichelte Linie
gekennzeichnet. Balken: 10 ym.
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3.2 ldentifizierung neuer Proteininteraktionen fiir Nesprin-1

Nesprin-1 Giant besitzt wie auch das zu 65 % homologe Nesprin-2 (Warren et al., 2005)
aufgrund seiner immensen Grofle (1 MDa) und Domanenorganisation eine vielseitige
Basis fur Protein-Protein Assoziationen (Abb. 3.2.1). Um potentielle Nesprin-1
Bindepartner zu bestimmen, wurde eine kleine Nesprin-1-165 Isoform (165 kDa), die den
N-Terminus des Nesprin-1 Giant umfasst (Abb. 3.2.1; AS 1-1431 von Nesprin-1 Giant)
mit der Gal4-DNA-Bindungsdomane fusioniert (BD-Nesprin-1-165) und im Rahmen einer
Hefe-Zwei-Hybrid cDNA-Bank Durchmusterung als Koderprotein verwendet. Da sich
Nesprin-1-165 primar im neuronalen Gewebe nachweisen lasst, wurde eine humane

Gehirn-spezifische cDNA Bank fur das Hefe-Zwei-Hybrid System verwendet.

) Nesprin-1 Giant (1 mDa)

Nesprin-1-165 (165 kDa) :Aktinbindungsdomane 0 :Spekirindoméne O :KASH-Doméne

Abb. 3.2.1: Domaénenstruktur von Nesprin-1 Giant und Nesprin-1-165. Schematische
Reprasentation der gréten Nesprin-1 Isoform sowie der kleinen Gehirn-spezifischen Nesprin-1-165
Isoform. Nesprin-1-165 enthalt den N-Terminus von Nesprin-1 Giant (AS 1-1431; 165 kDa).

3.2.1 p150 Glued, ein neuer Partner von Nesprin-1-165

Durch die cDNA-Bank Durchmusterung konnten fur Nesprin-1-165 drei unabhangige
Dynactin (p150 Glued) Hefeklone isoliert und identifiziert werden (Schneider, 2005). Um
die Nesprin-1-165/p150 Glued Interaktion zu validieren, wurde einer der p150 Glued
Klone (AD-p150 Glued®*®'?"®) mit BD-Nesprin-1-165 erneut in Hefen koexprimiert (Abb.
3.2.2). Die Bindung zwischen Nesprin-1-165 und p150 Glued konnte mittels des Hefe-

Zwei-Hybrid Systems verifiziert werden.

-Leu/-Trp
Koder/Beute -His/-Ade p-gal
BD-Nesprin-1-165/AD _
BD-Nesprin-1-165/AD-p150 Glued"> 2'° 2

Abb. 3.2.2: p150 Glued®**'?"® assoziiert mit Nesprin-1-165. Die Abbildung zeigt das Wachstum der
mit BD-Nesprin-1-165/AD  (Negativ-Kontrolle) sowie BD-Nesprin-1-165/AD-p150  Glued®®'?"®
kotransfizierten AH109 Hefezellen auf SD/-Trp/-Leu/-His/-Ade Selektionsplatten. Wahrend die
Negativ-Kontrolle (BD-Nesprin-1-165/AD) kein Wachstum der koexprimierenden Hefezellen aufweist,
lassen BD-Nesprin-1-165/AD-p150 Glued®®'#® positive Hefezellen ein eindeutiges Wachstum
erkennen (linkes Bild). Der mit X-Gal behandelten Filterabdruck reprasentiert nach 8 Stunden eine
signifikante Blaufarbung der BD-Nesprin-1-165/AD-p150 Glued®*®'?’® koexprimierenden Hefen und
deutet somit auf eine mogliche Protein-Protein-Interaktion hin (8-gal; rechtes Bild).
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3.2.2 Eingrenzung und Verifizierung der p150 Glued Bindungsdomane

Einer der p150 Glued Hefeklone weist die Aminosauren 638 bis 1.278 (AD-p150
Glued®®'?"®) des p150 Glued Proteins auf. Die zwei anderen p150 Glued spezifischen
Hefeklone umfassen annahernd die gleichen Sequenzabschnitte von Aminosaure 902
bzw. 917 bis 1.278 des volllangen p150 Glued (AD-p150 Glued®?'?"® sowie AD-p150
Glued®''?"8) (Abb. 3.2.3 A; Sterne). Um die Bindedomane des p150 Glued weiterhin zu
spezifizieren, wurde AD-p150 Glued®® %"
p150 Glued'®’®"?"%; AD-p150 Glued®*®'%" sowie AD-p150 Glued®*®*'?®%; s Abb. 3.2.3 A).

In einer Koexpressionsstudie dieser AD-p150 Glued Fusionen mit BD-Nesprin-1-165
d638-1278

in kleinere Gal4-Fusionsproteine zerlegt (AD-

zeigt sich, dass sowohl der N- als auch der C-terminale Bereich des p150 Glue
und somit die letzten zwei ,Coiled coil®* Domanen fur die Interaktion mit Nesprin-1-165
von Bedeutung sind (Schneider, 2005).

A BD-Nesprin-1-165 _ B BD-Nesprin-1-165 Konstrukte
IAD-p150 Glued Konstrukte  [-gal IAD-p150 Glued®38-1278  -gal
638 =——el—{—1278"* || *) 10— 1431 s
. v .
902/917 ~C—0—1278* 1< — 464
1076 —{— 1278 3 465 —.—— 1431 || o

638 |=l—a1051
U : MT-Bindungsdomaéne
638 =——=—Q—0~ 1278 || B © : Coiled coil

—=: Dynein-Bindungsdomane

A‘
1 1@ >——C—0—1278 | : Arp1-Bindungsdomine

Abb. 3.2.3: Eingrenzung der p150 Glued/Nesprin-1-165 Bindungsdoméanen in vivo. (A) Hefe-
Zwei-Hybrid Interaktionsstudie zur Eingrenzung der p150-Glued Bindedoméne. Die mit einem Stern
gekennzeichneten p150 Glued Proteinsequenzen konnten mit Hilfe des Kéderproteins BD-Nesprin-1-
165 in der Hefe-Zwei-Hybrid Durchmusterung identifiziert werden. Durch einen Restriktionsverdau
wurden die p150 Glued Fragmente in kleinere AD-Fusionspartitionen unterteilt (nicht markiert). Die
C-terminale Region des p150 Glued (AS 638-1278) zeigt in der Bindungsanalyse mit dem BD-
Nesprin-1-165 Fusionsprotein das intensivste (-Gal Signal und ist demzufolge fir die
Proteininteraktion von Bedeutung. (A") Vollstandige Domanenstruktur des p150 Glued (B). Einen%un
des Nesprin-1-165 Interaktionsbereiches in vivo. BD-Nesprin-1-165*>"*"/AD-p150 Glued®*"?
koexprimierende Hefezellen lassen wie auch die Positiv-Kontrolle (BD-Nesprin-1-165/AD-p150
Glued®*®'?"®) eine deutliche X-Gal spezifische Blaufarbung und folglich eine Assoziation im Rahmen
des Hefe-Zwei-Hybrid Systems erkennen. BD-Nesprin-1-165"*%/AD-p150 Glued®**'?"® positive Hefen
zeigen keine Verfarbung im 3-Galaktosidasetest.

Fur die Eingrenzung des Nesprin-1-165 Bindungsbereiches wurden zwei weitere
Nesprin-1-165 spezifische Hefekonstrukte generiert, die verschiedene Teilfragmente des

Nesprin-1-165 umfassen. Dabei erfolgte die Fusion der Unterfragmente, Nesprin-1-
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165"%* (AS 1-464; N-Terminus) und Nesprin-1-165*°"*" (AS 465-1431; C-Terminus)
mit der Gal4-DNA-BD. Die Koexpression von BD-Nesprin-1-165"*%* bzw. BD-Nesprin*®>
31 mit AD-p150 Glued®®'?’® (Abb. 3.2.3 B) in Hefen lasst eine Assoziation zwischen
den C-terminalen ,Coiled coil* Domanen des p150 Glued und dem C-Terminus von
Nesprin-1-165 (AS 465-1431) erkennen.

3.2.3 Kolokalisation des GFP-Nesprin-1-165 Fusionsproteins und p150
Glued in COS7-Zellen

Padmakumar et al., 2004 zeigte bereits, dass ektopisch exprimiertes Nesprin-1-165
(GFP-Nesprin-1-165) entlang der Aktin-Stressfasern lokalisiert. Darlber hinaus wurde
GFP-Nesprin-1-165 Uberwiegend im Nukleus und entlang der Peripherie von COS7-
Zellen beobachtet. Zur Untersuchung einer Kolokalisation von Nesprin-1-165 und p150
Glued wurden GFP-Nesprin-1-165 Uberexprimierende COS7-Zellen mit einem
monoklonalen p150 Glued Antikérper immunmarkiert. GFP-Nesprin-1-165 konnte an
filamentaren Strukturen (Abb. 3.2.4; Doppelpfeil in A), im Zellkern (Abb. 3.2.4; Stern in A)
sowie am Zellkortex (Abb. 3.2.4; Pfeilspitze in A) detektiert werden. Ektopisch
exprimiertes Nesprin-1-165 war daruber hinaus in einer vesikelahnlichen Ringstruktur im
Zytoplasma vorhanden (Abb. 3.2.4; Pfeile in A'), die in ca. 30 % aller transfizierten
COS7-Zellen nachgewiesen werden konnte. Endogenes p150 Glued =zeigt eine
punktartige subzellulare Verteilung, die an einigen Regionen nahe der Plasmamembran
akkumuliert (Abb. 3.2.4; Pfeilspitze in B und Bf). Zusatzlich konnten schwache
zytoplasmatische Filamentstrukturen erfasst werden. Eine Uberlagerung der
Fluoreszenzsignale wurde am Zellkortex (Abb. 3.2.4 C und C'; Pfeilspitze) sowie entlang
von filamentaren Strukturen (Abb. 3.2.4; Doppelpfeil in C) und an den vesikelahnlichen
Ringstrukturen im Zytoplasma (Abb. 3.2.4; Pfeile in C‘) der COS7-Zellen beobachtet.
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\4

GFP-Nesprin-1-165 p150 Glued

Abb. 3.2.4: Kolokalisierung von GFP-Nesprin-1-165 und p150 Glued in COS7-Zellen. GFP-
Nesprin-1-165 transfizierte COS7-Zellen (A und A‘), die mit mAb p150 Glued (B und B) gefarbt
wurden (sekundarer Antikdrper anti-Maus Alexa 568-Konjugat), zeigen eine Uberlagerung der
Farbung (C) an vesikelahnlichen Ringstrukturen (C‘; Pfeile) wie auch an der Zellperipherie
(Pfeilspitze). GFP-Nesprin-1-165 weist neben einer nukledren Lokalisation (A; Stern) auch eine
Verteilung entlang von filamentaren Strukturen auf, wo es mit p150 Gueld kolokalisiert (A und C;
Doppelpfeil). (A*-C‘) VergroRerung der in A-C gekennzeichneten Region. Balken: 20 pm.
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4 Diskussion

Nesprine sind Typ Il Transmembranproteine, die in der Zellkernmembran verankert sind
und den Nukleus mit dem Aktin- und dem Intermediarfilamentsystem verknipfen (Zhen
et al., 2002; Padmakumar et al., 2004; Wilhelmsen et al., 2005). Aufgrund ihrer enormen
Grofle und ihrer diversen Isoformen bieten sie vielfaltige Mdoglichkeiten fur weitere
Protein-Protein-Interaktionen. Vor allem die zentrale Stabdomane dieser Proteine, die
aus einer Vielzahl von aneinander gereihten Spektrindomanen besteht, bietet eine
Plattform fur Interaktionen mit vielen Proteinen in Analogie zu a-Aktinin dessen
Spektrindomane an Strukturproteine, Rezeptoren der Zellmembran, Zink-Finger-
Proteine, Proteinkinasen, sowie Gerust- und Adapter-Proteine bindet (Djinovic-Carugo et
al., 2002).

Mit Hilfe einer humanen Gehirn-spezifischen cDNA-Bank konnten neue Interaktions-
partner flr Nesprin-1 und Nesprin-2 identifiziert werden, fir Nesprin-2 die leichten Ketten
des konventionellen Kinesin 1 (KLC1), fur Nesprin-1-165, eine N-terminale Isoform von
Nesprin-1, p150 Glued, die grofte Untereinheit des Dynactin Komplexes. Somit haben
beide Proteine Motorproteine als Bindepartner, die primar in den Mikrotubuli-spezifischen
intrazellularen Transport involviert sind (Mandelkow und Mandelkow, 2002; Schroer und
Sheetz, 1991; Schroer, 2004).

4.1 KLC1 ein neuer Interaktionspartner von Nesprin-2

Das menschliche KLC1 Gen (KNS2) liegt auf Chromosom 14 (14932.3-14932.33) und
umfasst ~80 kb mit 23 Exons. McCart et al. (2003) beschrieben, dass dieses Gen das
Potential besitzt, eine Vielzahl von Splei3-Produkten zu generieren. Bis jetzt konnten 19
verschiedene Isoformen von KLC1 identifiziert werden, die sich im C-terminalen Bereich
durch ihre Lange und Sequenz unterscheiden. Es wird vermutet, dass jede Isoform
durch die Variation des C-Terminus eine spezifische Assoziation wie z.B. mit den
Mitochondrien oder mit dem Golgi-Apparat vermittelt (Khodjakov et al., 1998; Gyoeva et
al., 2000; McCart et al., 2003). Aufgrund der leichten Ketten zeigt das Kinesin 1 somit
eine bemerkenswerte Vielfalt, die eine wichtige Rolle bei der Interaktion mit den
verschiedensten Vesikeln, Ladungen und Bindungspartnern spielt. Es entsteht so ein
breites Spektrum an Funktionen und Mdglichkeiten, Uber die bis jetzt jedoch noch wenig

bekannt ist.
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Im Rahmen des Hefe-Zwei-Hybrid Systems konnten zwei Spleil3-Varianten des KLC1
identifiziert werden, KLC1, Isoform 1 (KLC1C) sowie KLC1B, die sich in ihrer
carboxylterminalen Aminosauresequenz unterscheiden (McCart et al., 2003). Die
unterschiedlichen Nesprin-2/KLC1 Komplexe erlauben vermutlich eine Verknipfung zu
verschiedenen zellularen Organellen und Bestandteilen und somit unterschiedliche

funktionelle Aufgaben in der Zelle.

4.2 Nesprin-2 assoziiert mit dem Kinesin 1 Motorproteinkomplex an
der auBeren Kernmembran

Das TPR-(,tetratricopeptid repeat‘) Motiv besteht aus einer 34 Aminosaure langen
Primarsequenz, die sich meist durch eine multiple hintereinander gereihte Anordnung zu
einer TPR-Plattform formiert. Diese Domanen weisen eine hohe Degeneration auf, nur
acht der 34 Aminosauren bilden einen hoch konservierten hydrophoben Konsensus, der
fur die strukturelle Integritat der TPR-Region verantwortlich ist. Jedes TPR-Motiv besteht
aus zwei a-helikalen Domanen, die sich antiparallel zueinander anlagern. In dieser
Sekundarstruktur lokalisieren die kurzen hydrophoben Aminosauren des Konsensus
zwischen den zwei Helices, wahrend die langen hydrophoben Reste der Konsensus-
sequenz an der Oberflache der Helices positioniert sind. Aufgrund dieser Konformation
bilden die aneinander gereihten TPR-Motive eine amphipatische Furche mit einem
Winkel von 24°. Die TPR-Region konnte bislang in einer Vielzahl von nicht verwandten
Proteinen identifiziert werden und reprasentiert ein multifunktionales Protein-Protein-
Interaktions-Modul (Blatch und Lassle, 1999; Main et al., 2003). Die leichten Ketten des
Kinesin 1 Dbesitzen sechs dieser TPR-Motive. In biochemischen sowie in
molekularbiologischen Interaktionsstudien konnte eine direkte Interaktion der TPR-
Region mit den Aminosauren 6.247-6.552 des Nesprin-2 Giant nachgewiesen werden
(Abb. 3.1.5 und Abb. 3.1.6). Zudem zeigen Transfektionsanalysen, dass die subzellulare
Lokalisierung von KLC1 von Nesprin-2 abhangig ist (Abb. 3.1.9). Die AbbildungAbb.
3.1.9 lasst des Weiteren eine Nesprin-2 spezifische Rekrutierung der TPR-Domanen
umfassenden KLC1 Fusionsproteine an die Kernmembran erkennen. Diese Kernhillen-
lokalisation konnte fur das endogene und das ektopisch exprimierte Volllangen KLC1 in
Zellkulturen und in murinen Gewebeschnitten bestatigt werden (Abb. 3.1.7; Abb. 3.1.11
und Abb. 3.1.12). Obwohl bisherige Studien von Stenoien und Brady (1997), Verhey et
al. (1998) und Glater et al. (2006) in Immunfluoreszenzanalysen von adrenalen
chromaffinen Zellen wie auch in transient transfizierten COS7-Zellen das endogene und

das Uberexprimierte KLC1 an der Kernmembran zeigen, wurde diese Lokalisation des
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KLC1 bislang nie beschrieben bzw. detailliert charakterisiert. Neben KLC1 weisen
zusatzlich das ektopisch exprimierte KIF5B (KHC) und die Mikrotubuli eine Verteilung
entlang der Kernhulle auf (Abb. 3.1.13 und Abb. 3.1.14). Aufgrund des in Abb. 3.1.15
dokumentierten Nesprin-2/Kinesin  1/Tubulin  Immunkomplexes und der zuvor
beschriebenen korrespondierenden Lokalisation dieser Proteine lasst sich vermuten,
dass das Kernmembran-gebundene Nesprin-2 Uber Kinesin 1 mit den Mikrotubuli
verknUpft wird.

Die dominant negative Nesprin-Interferenz, in der die Nesprin KASH-Isoformen von der
Kernmembran verdrangt werden (Lu, 2007) sowie das Nesprin-2 Giant Silencing fuhren
zu einem Verlust des endogenen KLC1 entlang der nuklearen Hulle (Abb. 3.1.18 und
Abb. 3.1.20). Zudem stort ein KLC1 wie auch ein Nesprin-2 Giant knock down die
Anlagerung der Mikrotubuli an die Kernmembran (Abb. 3.1.23). Folglich ist die
Kernhillenlokalisation des KLC1 von Nesprin-2 und die der Mikrotubuli von Nesprin-2
und von KLC1 abhangig. Diese Daten unterstitzen die Hypothese, dass der Zellkern
uber Nesprin-2 und Kinesin 1 in das Mikrotubulinetzwerk integriert ist. Ferner besitzen
auch Plectin sowie BPAG1 (,bullous pemphigoid antigen 1“), das auch als Dystonin oder
MACF2 (,MT actin cross-linking factor) bezeichnet wird, das Potential mit dem
Mikrotubulinetzwerk zu interagieren (Svitkina et al., 1996; Young et al., 2006; Young und
Kothary, 2008). Weiterhin kann Uber Nesprin-3 der Kern indirekt durch Plectin bzw.
BPAG1 mit den MT-Filamenten verknupft werden. Interessanterweise wurde solch ein
molekularer Komplex auch fur Nesprin-1 (Syne-1) identifiziert, das mit seiner zentralen
Stab-Domane an die Untereinheit des Kinesin Il, KIF3B bindet. Diese Proteininteraktion
ist in den komplexen Prozess der Zytokinese involviert (Fan und Beck, 2004). Emerin,
das kurzlich an der aufleren Kernmembran beschrieben wurde, reprasentiert ein
weiteres integrales Membranprotein, das direkte Interaktionen mit den MT eingeht
(Salpingidou et al., 2007). Dartber hinaus besitzt auch Huntingtin, ein 350 kDa Protein,
das an perinukledren Bereichen lokalisiert, die Fahigkeit an das Zentrosom und die
Mikrotubuli zu binden (Hoffner und Djian, 2002). Primar vermitteln jedoch die Nesprine
eine indirekte Verknipfung mit den verschiedenen zytoplasmatischen Filamentsystemen
und erlauben somit die Integration des Zellkerns in das Zytoskelett der Zelle.

Aufgrund der Anlagerung des Zytoskeletts an der au3eren Kernmembran konnte dieses
entscheidend an der strukturellen Integritat des Kernes beteiligt sein. Diese Hypothese
wird von den bereits beschriebenen biologischen Eigenschaften der Nesprine
unterstutzt. Die Abwesenheit von Nesprin-1 als auch von Nesprin-2 fihrt zu massiven
Defekten der Kernmorphologie (Like et al., 2008; Kandert et al., 2007; Zhang et al.,
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2007). Bisherige Daten in unserer Arbeitsgruppe deuten zudem daraufhin, dass die
Aktin-bindende Domane (ABD) des Nesprin-1 sowie des Nesprin-2 direkt mit Nesprin-3
interagieren (Schneider et al., 2008; Lu, unveroffentlichte Daten). Diese Interaktionen
zeigen, dass Nesprine sowohl Gber ihren C-Terminus (via KASH-Domane) als auch Gber
ihren N-Terminus (via ABD) an der Kernhlle lokalisiert sind. Diese Lokalisation ist in
Immunfluoreszenzanalysen mit Hilfe von N- sowie C-terminalen Nesprin-2 Giant
Antikdrpern gezeigt, da eine identische Verteilung entlang der nuklearen Hulle
beobachtet werden konnte (Libotte et al., 2005 und Abb. 3.1.26).

Bisherige Modelle reprasentieren KASH-umfassende Nesprine als lange in das
Zytoplasma ragende Molekule. Allerdings sprechen die zuvor beschriebenen Daten
dafur, dass diese Modelle modifiziert werden sollten. Es ist sehr viel wahrscheinlicher,
dass durch die Vernetzung mit Nesprin Molekulen ein strukturelles Geflecht von
Filamenten den Zellkern umschliet (Schneider et al., 2008). Mit unseren Daten
schlagen wir vor, dass ein spezialisiertes Zytoskelett an der zytoplasmatischen Seite der
Kernhlle existiert, das Uber integrale Proteine der auferen Nuklearmembran verankert
bzw. stabilisiert wird (Abb. 4.2.1). Die Abwesenheit von Nesprinen konnte folglich direkt

als auch indirekt Uber das Zytoskelett die Kernarchitektur beeintrachtigen.
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Abb. 4.2.1: Modell der verschiedenen Nesprin Interaktionen an der auBReren Kernmembran. (A)
Nesprin-2 bildet aufgrund seiner direkten und indirekten Interaktionen mit dem Zytoskelett und
weiteren Nesprin Proteinen eine zytoplasmatische Phasengrenzflache entlang der Kernhlle. (B) Die
Abwesenheit von Nesprin-2 fluhrt zu einer Ablésung der verschiedenen Komponenten des
Zytoskeletts, wodurch die Morphologie der Kernhille beeintrachtigt wird (adaptiert und modifiziert aus
Schneider et al., 2008).
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4.3 Nesprin-2 und KLC1 verankern das Zentrosom an der
Kernmembran

Bahe et al. (2005) zeigten erstmals, dass Rootletin, eine filamentare Komponente der
ziliaren Rootlets, fur die Adhasion der parentalen Zentriolen verantwortlich ist und folglich
die zentrosomale Kohasion beeinflusst. Zeitgleich konnte von Yang und Li (2005) eine
direkte Interaktion zwischen Rootletin und der ,Coiled coil* (HR) Domane des KLC1
nachgewiesen werden. Aufbauend auf diesen Daten und der Lokalisierung des Nesprin-
2 SR Fusionsproteins am MTOC (Abb. 3.1.2) vermuten wir, dass KLC1 aufgrund der
Rootletin bzw. der Nesprin-2 SR Assoziation eine neue Komponente des Zentrosoms
darstellt. Immunfluoreszenzanalysen an murinen Fibroblasten mit einem KLCA1
Antikorper unterstitzen dies (Abb. 3.1.24). Somit ist KLC1 die erste Untereinheit des
Kinesin 1, die am Zentrosom lokalisiert. Neben KLC1 konnte jedoch auch das KIF3B des
Kinesin 1l Motorkomplexes sowie das KIFC5A der Kinesin 14-Familie am Zentrosom
detektiert werden (Fan und Beck, 2004; Christodoulou et al., 2006).

In Immunfluoreszenzstudien wurde auch das endogene Nesprin-2 am MTOC
beobachtet. Dabei erkennt man nur mit dem gegen den C-Terminus, aber nicht mit dem
gegen den N-Terminus gerichteten Nesprin-2 Antikdrper ein Fluoreszenzsignal an den
Zentrosomen (Abb. 3.1.25). Diese spezifische Farbung mit pAb K1 konnte zudem an
Zentrosomen nachgewiesen werden, die mehrere ym vom Zellkern entfernt sind (Abb.
3.1.26 und Abb. 3.1.33). Da Nesprin-2 Giant jedoch nur eine Lange von ~ 0,6 um
aufzeigt, sollte davon ausgegangen werden, dass spezifische KASH-defiziente C-
terminale Nesprin-2 Isoformen mit dem Zentrosom assoziiert sind. Die Annahme, dass
es sich dabei um KASH-defiziente Isoformen handelt, beruht darauf, dass die KASH-
Domane die Kernhullen-spezifische Lokalisation vermittelt (Tzur et al., 2006; Starr und
Fischer, 2005). Es st jedoch nicht auszuschliefen, dass eine direkte
Membranverbindung zwischen Kernmembran und Zentrosom besteht wie in Studien von
Lee et al. (2002) in C. elegans und Xiong et al. (2008) in D. discoideum angenommen
wird.

Die zuvor beschriebenen Daten konnten zusatzlich im Rahmen der Uberexpression des
GFP-markierten Rootletin verifiziert werden. Nur C-terminale Nesprin-2 Isoformen nicht
aber N-terminale bzw. KASH-umfassende Nesprin-2 Isoformen lassen sich wie auch das
KLC1 an die filamentaren Rootletin-Strukturen rekrutieren (Abb. 3.1.28 und Abb. 3.1.29).
Obwohl Nesprin-2 Giant im Rahmen dieser Arbeit nicht direkt am Zentrosom
nachgewiesen werden konnte, ist sein Einfluss auf die zentrosomale Lage jedoch nicht

zu unterschatzen. Sowohl die dominant negative Nesprin-Interferenz als auch der
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Nesprin-2 Giant knock down zeigen eindeutige Effekte auf die Positionierung des
Zentrosoms (Abb. 3.1.33 und Abb. 3.1.34). Ein vergleichbarer Phanotyp wurde auch von
Like et al. (2008) in Nesprin-2 knock out Fibroblasten beschrieben. Demnach kann
postuliert werden, dass der N-Terminus von Nesprin-2 Giant zwar nicht mit dem
Zentrosom assoziiert, dass aber der C-Terminus dieser Isoform das Potential besitzt
uber KLC1 mit den zentrosomalen Komponenten zu interagieren.

Like et al. (2008) zeigten, dass die Abwesenheit des Nesprin-2 Giant sowohl die
Expression als auch die Lokalisation der C-terminalen Nesprin-2 Isoformen beeinflusst.
Zusatzlich konnte gezeigt werden, dass Nesprin-2 Giant mit den C-terminalen Isoformen
interagiert und deren Lage an der Kernmembran stabilisiert. Des Weiteren beschreiben
Mislow et al. (2002), dass Nesprin-1 (myne-1) Isoformen anhand ihrer C-Termini
dimerisieren konnen. Daneben bilden auch die SUN-Doméanen Proteine im perinuklearen
Raum Oligomere, die fur die Verankerung der KASH-Domanen Proteine entscheidend
sind (Lu et al., 2008). Basierend auf diesen Daten wird vermutet, dass die C-Termini von
Nesprin-2 Giant und C-terminalen Nesprin-2 KASH-Isoformen wie z.B. Nesprin-2 a, 8
und y an der Kernmembran makromolekulare Komplexe ausbilden (s. Abb. 4.3.1 A).
Dabei werden diese Komplexe vermutlich von den SUN2 Proteinen, die in
Kernmembran-Regionen nahe dem Zentrosom akkumulieren (Abb. 3.1.27), in der
nukledren Membran verankert. Kurzlich postulierte King et al. (2008), dass SUN-Protein
Komplexe wie ,Gewinde® fungieren, die die ,Schrauben“ (KASH-Proteine) an der
Kernmembran stabilisieren.

Aufbauend auf diesem Modell kénnen die verschiedenen Phanotypen der dominant
negativen Nesprin-Interferenz, des Nesprin-2 und KLC1 Silencings sowie des Nesprin-2
knock outs folgendermalien erklart werden (s. Abb. 4.3.1 B-C). Die dominant negative
Interferenz flhrt zu einer Verdrangung der KASH-umfassenden Nesprin Isoformen,
wohingegen die SUN-Proteine unverandert entlang der nuklearen Membran lokalisieren
(Lu, 2007). Aufgrund der Verdrangung der makromolekularen Nesprin Komplexe, kann
das Zentrosom nicht langer an der Kernhdlle fixiert werden, wodurch sich der Abstand
zwischen Zellkern und Zentrosom erhoht (Abb. 3.1.33). Die KASH-defizienten Nesprin-2
Isoformen lassen sich jedoch weiterhin am Zentrosom nachweisen, so dass es zu keiner
Trennung der parentalen Zentriolen bzw. der Zentrosomen kommt (s. Abb. 4.3.1 B). Der
Nesprin-2 Giant knock down vermittelt einen vergleichbaren Phanotyp wie die dominant
negative Interferenz. Aufgrund des Fehlens der Kernmembran-assoziierten Nesprin-2
Komplexe vergroRert sich die Distanz zwischen Kern und MTOC, wahrend die C-

terminalen Nesprin-2 Isoformen unverandert am Zentrosom lokalisieren (Abb. 3.1.34).
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Dieser zellbiologische Ansatz zeigt somit, dass die zentrosomale Verankerung an der
Kernhllle von Nesprin-2 KASH-Isoformen abhéngig ist. Auch durch die Uberexpression
des Nesprin-2 SR Fusionsproteins konnte ein erhdhter Abstand des Zentrosoms zur
Kernhille bestimmt werden (Abb. 3.1.32). Vermutlich funktioniert diese Fusion wie ein
dominant negatives Protein, das die Bindestellen des KLC1 an der Kernmembran
blockiert und somit das Zentrosom in seiner Assoziation zum Nukleus stort.

Der von Like (2008) beschriebene Nesprin-2 Giant knock out zeigt hingegen eine
Abweichung zu dem zuvor beschriebenen Phanotyp des Nesprin-2 Giant Silencing.
Neben der vergrolRerten Distanz zwischen Zellkern und Zentrosom konnte eine Stérung
in der Zentrosomenamplifikation nachgewiesen werden. Dies beruht womdglich darauf,
dass der Nesprin-2 knock out die Expression der C-terminalen Nesprin-2 Isoformen
beeintrachtigt (Luke et al., 2008). Die Abwesenheit des Nesprin-2 beeinflusst zudem die
Expressionsmengen des KLC1 (Abb. 3.1.20). Demzufolge lagern sich weniger Nesprin-2
Isoformen und KLC1 Proteine am Zentrosom an. Vermutlich regulieren diese Proteine
aufgrund der Assoziation zu Rootletin die zentrosomale Kohasion (s. Abb. 4.3.1 C).
Jedoch stellt sich die Frage, warum lediglich der Nesprin-2 Giant knock out und nicht das
Nesprin-2 Giant Silencing von entscheidender Bedeutung fur die Zentrosomen-
amplifikation ist. Moglich ist, dass der Nesprin-2 Giant knock down im Vergleich zum
knock out unvollstandig ist. Nesprin-2 knock down Lysate weisen zwar eine Reduktion
des Nesprin-2 Giant auf, jedoch werden die C-terminalen Isoformen nur wenig
beeinflusst (Abb. 3.1.20 C). Zudem konnten in Nesprin-2 shRNA transfizierten humanen
Keratinozyten stets die C-terminalen Nesprin-2 Isoformen am Zentrosom dokumentiert
werden (Abb. 3.1.34 B). Diese Daten deuten daraufhin, dass ausreichende Mengen an
Nesprin-2 und KLC1 Molekulen am Zentrosom lokalisiert sind, so dass die Trennung der
parentalen Zentriolen nicht beeinflusst wird. Neue, hier nicht gezeigte Daten zeigen
zudem, dass nach Einsatz einer C-terminalen Nesprin-2 spezifischen shRNA die
carboxylterminalen Nesprin-2 Isoformen an den zentrosomalen Strukturen abwesend
sind, wobei das Fehlen der C-terminalen Nesprin-2 Spleil3-Produkte ein Splitten der
Zentriolen induziert.

Fur das KLC1 Silencing wurde ein ahnlicher Phanotyp wie fur den Nesprin-2 Giant knock
out beobachtet. Die Abwesenheit des KLC1 induziert sowohl eine erhdhte Zentrosomen-
distanz zum Nukleus als auch eine Erhdhung der Zentrosomenanzahl (Abb. 3.1.34 und
Abb. 3.1.35). Diese Resultate weisen daraufhin, dass KLC1 als eine Art Linker
funktioniert, der die Kernhillen-assoziierten Nesprin-2 Komplexe mit dem Zentrosom

verknUpft. Fehlt dieses Bindeglied, so I6st sich das Zentrosom von der Kernhlle ab und
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transloziert in das Zytoplasma. Da Rootletin-Filamente keinen kontinuierlichen Linker
zwischen den benachbarten Zentriolen ausbilden (Bahe et al., 2005), kann zudem
vermutet werden, dass KLC1 sowie Nesprin-2 an der Quervernetzung von Rootletin
beteiligt sind und somit die zentrosomale Kohasion beeinflussen (s. Abb. 4.3.1 D). Da
das Nesprin-2 SR Fusionsprotein durch die Uberexpression von RFP-markiertem
Pericentrin an das Zentrosom bzw. die filamentaren Pericentrinstrukturen rekrutiert wird
(Abb. 3.1.31), ist nicht auszuschlieen, dass Nesprin-2 zudem mit weiteren noch nicht

bekannten Komponenten der perizentriolaren Matrix interagiert.
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Abb. 4.3.1: Modelle der zentrosomalen Phanotypen in Nesprin-2 und KLC1 Mutanten.
Schematische Darstellung der Anlagerung des Zentrosoms an die Kernhlle sowie der zentrosomalen
Kohasion in (A) Wildtyp (WT), (B) dominant negativen (DN) Nesprin, (C) Nesprin-2 knock out sowie in
(D) KLC1 knock down Zellen.
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4.3.1 Zentrosomale Positionierung

Neben den zuvor postulierten Mechanismen der zentrosomalen Verankerung koénnte
jedoch auch das Zytoskelett an der zytoplasmatischen Phasengrenzflache der Kernhulle
einen wichtigen Einfluss auf die Positionierung des Zentrosoms haben. Sowohl der
dominant negative Nesprin Ansatz, das Nesprin-2 Silencing als auch der Nesprin-2
knock out, fuhren vermutlich zu einer Destabilisierung des Zytoskeletts rund um den
Zellkern. Demzufolge kann das Zentrosom mittels seiner Astral-Mikrotubuli nicht mehr an
Kernmembran-gebundene Proteine bzw. molekulare Motoren wie z.B. das Kinesin 1
binden. Motorproteinkomplexe wie das Dynein, das mit der Zellperipherie in S. pombe
uber Num1 verknupft ist, erzeugen Zugkrafte, indem sie die Mikrotubuli in Richtung
Zellkortex ziehen (Wu et al., 2006; Manneville und Etienne-Manneville, 2006). Das
Zentrosom koénnte aufgrund der veranderten, zytoplasmatischen Phasengrenzflache
entlang der Kernhillle nicht mehr imstande sein diese mechanischen Kraften
auszugleichen und wird somit in Richtung des Zellkortex verlagert.

Das in C. elegans identifizierte ZYG-12, das Uber SUN1 in der Kernmembran verankert
ist, reprasentiert ein weiteres KASH-Domanen Protein, welches an der zentrosomalen
Verankerung beteiligt ist. Dieses Protein weist ahnliche Eigenschaften wie das Nesprin-2
auf, da es sowohl an der Kernhlle als auch am Zentrosom lokalisiert (Malone et al.,
2003). Malone et al. (2003) postulierten, dass ZYG-12 mittels Dynein die zentrosomale
Positionierung reguliert. Zudem wurde gezeigt, dass auch SUN1 in C. elegans als auch
in D. discoideum die Topologie der Zentrosomen nahe der Kernmembran beeintrachtigt
(Malone et al., 2003; Xiong et al., 2008). Dartber hinaus besitzt auch das mit Nesprin-1
und Nesprin-2 assozierte Emerin, welches mit den Mikrotubuli an der &aulieren
Kernmembran interagiert, das Potential die Positionierung des Zentrosoms zu
beeinflussen (Salpingidou et al., 2007). Demnach ist die zentrosomale Positionierung
bzw. Verankerung ein konservierter Mechanismus der KASH/SUN-Proteine, der bislang
in Amoeben, in Nematoden sowie in Vertebraten nachgewiesen werden konnte.
Weiterhin zeigten Yamashita und Fuller (2008), dass die Positinierung des Zentrosoms
fur die symmetrische als auch asymmetrische Zellteilung von Bedeutung ist. Der
Mechanismus der asymmetrischen Zellteilung ist entscheidend fur die funktionelle

Entwicklung eines Gewebes bzw. eines Organismus (Morrison und Kimble, 2006).
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4.3.2 Zentrosomale Kohasion

Interessanterweise sind bereits Bestandteile der perizentriolaren Matrix wie z.B. das
Cep215 bekannt, welche die zentrosomale Kohasion regulieren (Graser et al., 2007).
Zusatzlich beeinflussen auch die Rootletin-interagierenden Komponenten C-Nap1 und
Cep68 die Trennung der parentalen Zentriolen (Hames et al., 2005; Graser et al., 2007).
Dieser komplexe Prozess ist von einem intakten Mikrotubulinetzwerk sowie von einem
koordinierten Zusammenspiel der Cdc2 und Nek2 Kinase als auch der PP1a
Phosphatase abhangig (Meraldi und Nigg, 2001). Die Kohasion des Zentrosoms wird
somit von einer Vielzahl von unterschiedlichen Faktoren reguliert. Ein wichtiger Aspekt
ist, dass eine Storung der zentrosomalen Kohasion bzw. Separation zur Entstehung von
Tumoren fuhrt (Brinkley und Goepfert, 1998; Doxsey, 1998; Salisbury et al., 1999).
Folglich kbnnen Nesprine sowie das KLC1 in den Prozess der Tumorgenese involviert
sein. Fur Nesprin-2 konnte dies schon anhand von genetischen Studien gezeigt werden.
In einer genetischen Durchmusterung von Brust- sowie kolorektalen Tumoren wies das

Nesprin-2 Gen drei verschiedene Mutationen auf (Sjoblom et al., 2006).

4.4 Nesprin-2 und KLC1 bestimmen die Zellpolaritat

Die vom Zytoskelett und seinen assoziierten Proteinen regulierte Positionierung des
Zentrosoms sowie des Zellkerns sind zellulare Prozesse, die fur die Zellpolaritat von
entscheidender Bedeutung sind. Ein spezifisches Merkmal einer polarisierten Zelle ist
die Lage des Zentrosoms, das sich zwischen dem Zellkern und der Migrationsfront der
Zelle positioniert. Dabei ist diese zentrosomale Positionierung in verschiedenen
Zelltypen auf unterschiedliche Mechanismen zurlckzuflihren. In Neuronen und T-Zellen
wandert das Zentrosom, wahrend z.B. in Fibroblasten der Zellkern eine ruckwartige
Bewegung aufweist, wodurch das Zentrosom zwischen Nukleus und Migrationsfront
orientiert wird (Li und Gundersen, 2008). Gomes et al. (2005) zeigten, dass die
zentrosomale Verankerung des MTOCs in murinen Fibroblasten-Zelllinien (NIH-3T3)
vom MT-assoziierten Dynein abhangig ist, wohingegen die Bewegung des Zellkerns vom
Aktinzytoskelett sowie Myosin Il bestimmt wird. Demnach wird die nukledre Migration
bzw. Verankerung durch die Kombination von Kraften des Aktin- als auch Mikrotubuli-
netzwerkes kontrolliert (Reinsch und Gonczy, 1998; Starr und Han, 2003). In diesem
Prozess besitzen die KASH-Proteine eine konservierte Funktion (Starr und Han, 2003;
Wilhelmsen et al., 2006). Diese Proteine erlauben die Kommunikation des Zellkerns mit
dem Zytoskelett und verschaffen dem Nukleus Mobilitdt. Anhand des Aktin-bindenden

ANC-1 in C. elegans, MSP-300 in D. melanogaster sowie Nesprin-1 (Syne-1) der Maus
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konnte dies bereits gezeigt werden. In ANC-1, MSP-300 und Syne-1 Mutanten wurden
Aggregationen der Nuklei beobachtet, die sich im Wildtyp nicht erkennen lieRen (Starr,
2007). Zusatzlich weisen auch die Nesprin Orthologe in den Photorezeptoren von
Zebrafischen Kern-Positionierungs-Defekte auf (Tsujikawa et al., 2007). Jedoch sind in
héheren Vertebraten die KASH-Domanen Proteine primar mit dem Aktin-regulierten
Mechanismus der nuklearen Migration bzw. Verankerung in Verbindung gebracht
worden (Starr und Han, 2003). Die einzige Ausnahme stellt Emerin dar, das nicht nur mit
Aktin sondern auch mit B-Tubulin interagiert (Holaska et al., 2004; Salpingidou et al.,
2007). Eine vollkommen neue Option eroffnet sich aufgrund der Nesprin-2/KLCA1
Assoziation entlang der Kernmembran. Aufgrund dieser Bindung kann der Kern indirekt
uber Nesprin-2 und Kinesin 1 mit dem Mikrotubuliflamentsystem interagieren. Somit
integriert Nesprin-2 sowohl das Aktin- wie auch das Mikrotubulizytoskelett an der
Kernmembran. Da ein Nesprin-2 knock out (LUke et al., 2008) sowie das KLC1 Silencing
(Abb. 3.1.36) zu Defekten in der Zellpolaritat fuhrt, kann vermutet werden, dass dies auf
einer gestorten Kernmigration basiert. Jedoch konnte solch ein Phanotyp auch auf eine

defekte zentrosomale Verankerung zurtickzuflhren sein.

4.5 Weitere Funktionen der Nesprine

4.5.1 Nesprine kontrollieren die TGF-§ Signaltransduktion

Nach einer Stimulation von TGF-(,transforming growth factor®) B, bindet dieser Ligand an
einen Plasmamembran-integrierten Typ Il Rezeptor, TBRIII. Dieser Rezeptor rekrutiert
den Typ | Rezeptor TRRI bzw. ALKS, welcher fur die Phosphorylierung von einer Vielzahl
von verschiedenen Substraten verantwortlich ist. Die TGF-B Rezeptoren regulieren
unterschiedliche Signalwege, wobei der Smad Signalweg der am besten charakterisierte
ist (Massague, 2000; Wakefield und Roberts, 2002). Rezeptor-regulierte Smads (R-
Smads), Smad 2 und Smad 3 werden direkt Uber den aktivierten ALK5 Rezeptor
phosphoryliert. In Folge dieser Aktivierung bilden die R-Smads mit dem Co-(,common
mediator) Smad, Smad 4 zytoplasmatische Komplexe (Massagué, 2000), die daraufhin
im Nukleus akkumulieren. Im Zellkern sind die aktivierten Smad Komplexe in Assoziation
mit weiteren spezifischen Transkriptionsfaktoren an der Regulation verschiedener Ziel-
Gene beteiligt (Massagué und Wotton, 2000). Nach einer Dephosphorylierung und der
damit verbundenen Dissoziation des Smad Komplexes im Nukleus erfolgt eine
Translokation der Smad-Molekule zurlck in das Zytoplasma, wo sie einen neuen Zyklus

durchlaufen kénnen. Demzufolge unterliegen diese Proteine einer permanenten
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Bewegung zwischen Zytoplasma und Zellkern (Inman et al., 2002). Batut et al. (2007)
zeigten kurzlich, dass der Smad Signalweg von einem intakten Mikrotubulinetzwerk und
den Kinesin 1 Motorkomplexen abhangig ist. Sowohl bei der Zerstérung des MT-
Zytoskeletts als auch bei der Inhibition des Kinesin 1 Motorkomplexes konnte keine
Ansammlung der Smads im Nukleus beobachtet werden. Des Weiteren wurde von Batut
et al. (2007) gezeigt, dass der Kinesin 1 Komplex mit Smad 2 assoziiert. Da Kinesin 1
seine Substrate in Richtung Zellperipherie befordert (Verhey und Rapoport, 2001), kann
Kinesin 1 flr den anterograden Transport der dephosphorylierten Smad Molekile vom
Nukleus zur Plasmamembran verantwortlich gemacht werden. Erfolgt eine Inhibition
dieses Transports, konnen die Smads demzufolge nicht an den Rezeptoren der
Plasmamembran phosphoryliert werden (Bate et al., 2007).

Auch Nesprine scheinen eine Funktion wahrend der Smad Signaltransduktion zu
besitzen. In der dominant negativen Nesprin-Interferenz konnte im Vergleich zur
Kontrolle eine weniger intensive bzw. verzdogerte Ansammlung der Smad Molekule im
Kern dokumentiert werden (Abb. 3.1.37). Mdglicherweise fuhrt die Verdrangung der
Kernmembran-assoziierten Nesprine zu einer Veranderung des an der Zellkernhulle
angelagerten Zytoskeletts. Zudem beeinflusst die Verdrangung der Kernmembran-
assoziierten Nesprine die Anlagerung des KLC1 am Nukleus (Abb. 3.1.18). Demnach
konnten die MT-Motorproteine in ihrem molekularen Transportmechanismus gestort
werden. Sowohl das veranderte Zytoskelett an der zytoplasmatischen Seite der
Kernhulle als auch die Verdrangung des KLC1 von der Kernmembran, kdnnen die
Anlagerung der Smad Molekile am Nukleus sowie den anterograden Transport von der
Kernmembran in Richtung der aktiven TGF-B Rezeptoren erschweren. Demnach erfolgt
eine zeitlich verzogerte Akkumulation der Smad Komplexe im Zellkern.

In den meisten Zellen mit Ausnahme von manchen Fibroblasten sowie mesenchymalen
Zellen ist TGF-B in den Zellzyklus involviert (Alexandrow und Moses, 1995; Laiho et al.,
1990). Zudem ist der Verlust der TGF-B Signaltransduktion mit einer direkten
Zelltransformation verbunden, die zur Entstehung von Krebs fihrt (Markowitz und
Roberts, 1996; Inagaki et al., 1993). Diese Daten lassen vermuten, dass sowohl die

Kinesine als auch die Nesprine in den Zellzyklus und in die Tumorgenese involviert sind.

4.5.2 KASH-Domanen Proteine beeinflussen die mitochondriale
Positionierung

Fur die Verankerung sowie die Motilitdt der Mitochondrien ist ein intaktes Mikrotubuli-
und Aktin-Zytoskelett von groRer Bedeutung. Sowohl die MT-Motorproteine als auch

Aktin regulierende Komponenten wie das RhoA bestimmen die Positionierung der
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Mitochondrien (Morris und Hollenbeck, 1995; Tanaka et al., 1998; Ligon und Steward,
2000; Minin et al., 2006). Bisherige Studien zeigen, dass die schweren Ketten des
Kinesin 1 (KIF5B) fur den Plus-End-gerichteten Transport der Mitochondrien
verantwortlich sind (Tanaka et al., 1998), wohingegen die retrograde Translokation von
Dynein reguliert wird (Pilling et al., 2006). Zudem bewirkt die Abwesenheit des KIF5B
eine perinukleare Akkumulation der Mitochondrien (Tanaka et al., 1998). Glater et al.
(2006) sowie Rice und Gelfand (2006) zeigten, dass die schweren Ketten des Kinesin 1
indirekt Uber Milton und Miro mit den Mitochondrien assoziieren, wodurch der
mitochondriale Transport entlang der Mikrutubuli gewahrleistet wird. Dabei involviert
dieser Komplex nicht die leichten Ketten des Kinesin 1. Bislang ist der mitochondriale
sowie der mRNP Partikel Transport der einzige Bewegungsmechanismus des Kinesin 1,
der nicht von den TPR-Doméanen der leichten Ketten abhangig ist (Glater et al., 2006;
Rice und Gelfand, 2006; Kanai et al., 2004; Ling et al., 2004). Die Funktion des KLC1 ist
jedoch nicht zu unterschatzen, da KLC mit Milton im Zytoplasma der Zelle direkt um die
Bindung zu der KHC konkurriert (Glater et al., 2006; Rice und Gelfand, 2006).

Zudem beeinflusst das Nesprin Ortholog ANC-1 in C. elegans die Lage der
Mitochondrien, da Mutationen des ANC-1 Gens mitochondriale Positionierungs-Defekte
verursachen (Hedgecock und Thomson, 1982; Starr und Han, 2002). Auch im Rahmen
dieser Studie konnte gezeigt werden, dass Nesprine einen entscheidenden Einfluss auf
die Organisation bzw. Positionierung der Mitochondrien besitzen (s. Abb. 3.1.39). Durch
den Entzug von Serum weisen Mitochondrien eine perinukleare Akkumulation auf.

Um zu udberprifen, ob die dominant negative Nesprin-Interferenz die Mobilitat der
Mitochondrien beeintrachtigt, wurden humane Keratinozyten-Zelllinien eine Stunde nach
Serumzugabe dokumentiert. Es zeigt sich, dass die Mitochondrien im dominant
negativen Nesprin Ansatz, im Vergleich zu den Kontrollzellen, eine defekte,
zytoplasmatische Reorganisation aufweisen. Dies kdnnte darauf beruhen, dass durch die
dominant negative Interferenz weniger KLC1 an der Kernmembran gebunden wird und
demzufolge im Zytoplasma der Zelle mit Milton um die Assoziation zu den schweren
Ketten des Kinesin 1 konkurriert. Es lasst sich vermuten, dass in der dominant negativen
Studie mehr KLC1 Molekule an die schweren Ketten des Kinesin 1 binden kdnnen als in
der Kontrolle. Demnach sattigt das KLC1 die KHC Bindestellen ab, so dass die
Interaktion zu Milton blockiert ist. Aufgrund dessen konnen die schweren Ketten des
Kinesin 1 nicht mit den Mitochondrien interagieren, wodurch die mitochondriale Mobilitat
und Reorganisation moglicherweise beeintrachtigt sind. Andererseits kdnnte wiederum

das veranderte Kernhullen-assoziierte Zytoskelett der dominant negativen Zellen fur die
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Transport- bzw. Positionierungs-Defekte der Mitochondrien von entscheidender

Bedeutung sein.

4.6 Neue Mechanismen in der Pathologie von Laminopathien

Laminopathien reprasentieren eine Familie genetischer Erkrankungen, die primar durch
Mutationen in dem Lamin A/C (LMNA) Gen hervorgerufen werden. Bislang sind tber 200
Mutationen bekannt, die mindestens zu 13 verschiedenen Erkrankungen fiihren (Capell
et al., 2006). Zu den systematischen Laminopathien, die sich phanotypisch auf mehrere
verschiedene Gewebe zugleich auspragen, gehoéren z.B. das Hutchinson-Gilford-
Progerie-Syndrom (HGPS; Eriksson et al., 2003) und das atypische Werner-Syndrom
(Chen et al., 2003). Wahrend z.B. die Emery-Dreyfuss Muskeldystrophie (EDMD; Bonne
et al, 1999), die axonale Charcot-Marie-Tooth Erkrankung (CMT2; De Sandre-
Giovannoli et al., 2002) sowie die partielle Lipodystrophie vom Dunnigan Typ (FPLD;
Dunnigan et al., 1974) nur ein spezifisches Gewebe beeinflussen.

Obwohl die Positionen der Mutationen im Lamin A/C Gen bekannt sind, ist der genaue
pathologische Mechanismus ungeklart. Es gibt zwei Theorien, die versuchen den
Krankheitsverlauf der Laminopathien zu erklaren. Die erste, das Strukturmodell, beruht
auf der Schwachung der strukturellen Integritdit des Zellkerns in mechanisch
beanspruchten Geweben wie z.B. dem Skelettmuskel. Nukledre Defekte beeinflussen
die Physiologie der Zellen und demzufolge auch die Histologie eines Gewebes. Die
zweite Theorie, das Gen-Regulations-Modell, erklart die Defekte mit einer gestorten
Wechselwirkung zwischen den Laminen und den Transkriptionsregulatoren bzw. dem
Chromatin (Worman und Courvalin, 2004). Es ist moglich, dass beide Erklarungen
zutreffen.

Aufgrund der im Rahmen dieser Arbeit dargestellten Ergebnisse sowie kurzlicher Studien
lasst sich ein drittes hypothetisches Pathologie-Modell der Laminopathien postulieren.
Das nukleo-zytoplasmatische-Kommunikations-Model basiert auf der kontinuierlichen
Verknupfung der Lamine mit dem Zytoskelett bzw. dem Zentrosom Uber die SUN/KASH-
Protein Komplexe. Diese Verbindung konnte zur Folge haben, dass sich die nuklaeren
Defekte nicht nur auf den Zellkern begrenzen, sondern sich darlber hinaus auch auf das
Zytoplasma bzw. das Zytoskelett auswirken.

Bislang sind eine Vielzahl von Studien bekannt, die das nukleo-zytoplasmatische-
Kommunikations-Modell stutzen. Die nukledren Lamine sowie die SUN-Proteine
beeinflussen die Topologie der Nesprine (Libotte et al., 2005; Padmakumar et al., 2005;

Zhang et al., 2005). Zudem konnte von Muchir et al. (2006) gezeigt werden, dass die
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Abwesenheit von Lamin A/C zu einem proteolytischen Verdau des Nesprin-1 fuhrt.
Daruber hinaus wurde im Rahmen dieser Arbeit mit Hilfe einer Lamin A/C spezifischen
shRNA die Abhangigkeit des Nesprin-2 von Lamin A/C bestatigt (s. Abb. 3.1.21 A).
Zusatzliche Daten weisen daraufhin, dass die Abwesenheit des Lamin A/C die
Anlagerung des KLC1 an der zytoplasmatischen Seite der Kernhiille beeintrachtigt (s.
Abb. 3.1.21 B). Daneben beschreiben Stewart-Hutchinson et al. (2008) und Hale et al.
(2008), dass die nukleare Lamina, die SUN-Proteine sowie die KASH-Proteine fur die
zytoplasmatische Elastizitat bzw. mechanische Festigkeit als auch fir die Adhasion der
Zelle verantwortlich sind. Die Lamine sowie die SUN-Proteine und das Nesprin-2
kontrollieren die Lage des Zentrosoms und die Zellpolaritadt wahrend der Migration (Lee
et al., 2007; Like et al., 2008; Luke, 2008; Xiong et al., 2008). Auch in S. pombe konnte
nachgewiesen werden, dass eine Kommunikation zwischen Chromatin und
Mikrotubulizytoskelett existiert (King et al., 2008). Demzufolge wird ersichtlich, dass
Lamine uber die SUN/KASH-Protein Komplexe in unterschiedlichen Organismen mit
dem Zytoskelett bzw. dem Zentrosom kommunizieren.

Sowohl das Zytoskelett als auch das Zentrosom sind in eine Vielzahl von essentiellen
zellularen Prozessen involviert, die den Aufbau und den Erhalt eines Gewebes
bestimmen. Die symmetrische und asymmetrische Zellteilung, die fur die Entwicklung
eines Gewebes bzw. eines Organismus ausschlaggebend ist, basiert auf einem
funktionellen Zytoskelett, das die Positionierung des Zentrosoms dirigiert (Lechler und
Fuchs et al., 2005; Morrison und Kimble, 2006; Yamashita und Fuller, 2008). Folglich
kdnnten solche Defekte wichtige Rollen in der Pathologie der Laminopathien besitzen.
Patienten, die das Hutchinson-Gilford-Progerie-Syndrom aufweisen, zeigen neben einer
Vielzahl von klinischen Symptomen eine Wachstumsretardation. Interessanterweise
verursachen auch Mutationen des Pericentrin (PCNT2) Gens eine Wachstumsstorung,
die als mikrozephaler osteodysplastischer primordialer Zwergwuchs des Typs Il (MOPD
II; ,microcephalic osteodysplastic primordial dwarfism type 11“) bezeichnet wird (Majewski
und Goecke, 1998; Rauch et al., 2008). HGPS sowie MOPD Il weisen ahnliche
Wachstumsanomalien auf, wobei die von dem MOPD Il betroffenen Menschen zu den
kleinsten Menschen der Welt gehdren. Dies ist darauf zurickzufuhren, dass Mutationen
des Pericentrin Gens zu Zellzyklusdefekten flUhren, wodurch sich ein Gewebe bzw.
Organismus nur bedingt entwickelt. Interessanterweise fuhrt die Deletion des KLC1
Gens in Mausen zu wesentlich kleineren Tieren (Rahman et al., 1999). Aufgrund dessen

kann angenommen werden, dass es auch beim Hutchinson-Gilford-Progerie-Syndrom zu
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einer gestorten Zellteilung kommt, wobei Nesprin-2 und KLC1 fur diesen Mechanismus

entscheidend sein konnten.

4.7 Dynactin (p150 Glued) ein neuer Interaktionspartner fir
Nesprin-1

Das Dynactin 1 (p150 Glued) Gen, das auch als DCTN1 bezeichnet wird, befindet sich
auf Chromosom 2 (2p13) des menschlichen Genoms und umfasst ca. 25 kb mit 32
Exons (Holzbaur und Tokito, 1996; Tokito und Holzbaur, 1998). In bisherigen Studien
konnten zwei verschiedene Spleil3-Varianten identifiziert werden. Das DCTN1 kodiert fur
die groéfRte, ubiquitar exprimierte p150 Glued Isoform (150 kDa) und fir eine kleinere,
Gehirn-spezifische p150 Glued Isoform (135 kDa), der die N-terminale Mikrotubuli-
Bindungsdomane fehlt (Tokito et al., 1996). Da Nesprin-1-165 mit dem C-Terminus von
p150 Glued interagiert (s. Abb. 3.2.3) und beide p150 Glued Isoformen sehr stark im
neuronalen Gewebe exprimiert sind (Tokito und Holzbaur, 1998), kénnte jede dieser
Spleil-Formen als Nesprin-1-165 Interaktionspartner in Frage kommen. Zudem kdnnten
zwei weitere Nesprin-1 Isoformen aufgrund einer sehr hohen Homologie zu Nesprin-1-
165 an Dynactin (p150 Glued) binden. Dabei handelt es sich um die grofdte Nesprin-1
Giant Isoform, welche den gesamten Sequenzbereich von Nesprin-1-165 enthalt
(Padmakumar et al., 2004) und CPG2 (,candidate plasticity related gene®), eine kleine,
Gehirn-spezifische Isoform, der die N-terminale Aktin-Bindungsdomane von Nesprin-1-
165 fehlt (Nedivi et al., 1996). Mit Hilfe dieser verschiedenen Isoformen konnte eine
Vielzahl von unterschiedlichen zellularen Komponenten des Zytoskeletts miteinander
verbunden werden.

Dynactin (p150 Glued) zeigt eine diffuse subzellulare Lokalisierung und lasst ein
punktartiges zytoplasmatisches Muster erkennen (s. Abb. 3.2.4 B), das sich Uber die
ganze Zelle verteilt (Gill et al., 1991). Ursprunglich wurde angenommen, dass Dynactin
nur fur die Aktivierung des zytoplasmatischen Dynein verantwortlich ist, wodurch der
Transport von Vesikeln und Organellen entlang der Mikrotubuli Uber sehr lange
Distanzen ermoglicht wird (Schroer und Sheetz, 1991). Die derzeitige Literatur belegt
jedoch, dass es nicht nur die Fahigkeit besitzt, Motoren zu binden bzw. zu aktivieren,
sondern dass es das komplexe Mikrotubulinetzwerk zu organisieren vermag, um somit
eine zytoplasmatische Organisation und subzellulare Beweglichkeit in allen Phasen des
Zellzyklus zu gewahrleisten (Schroer, 2004).

Dynactin sammelt sich vor allem an den Zentrosomen und den Spindelpolen. An diesen

Stellen ist es fur die Verankerung der Mikrotubuli verantwortlich (Schroer, 2004).
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Aulerdem konnte Dynactin an der Peripherie der Zelle lokalisiert werden, wo es von
groflier Wichtigkeit flr die Rotation der mitotischen Spindeln und die direkte Bewegung
der Zelle ist (Busson et al., 1998; Skop und White, 1998; Gdnzcy et al., 1999; Dujardin et
al., 2003). In S. cerevisiae konnte beobachtet werden, dass die periphere Lokalisation
von Dynein bzw. Dynactin die Position des Zellkerns beeinflusst (Carminati und Stearns,
1997; Adames und Cooper, 2000). Der Dynein/Dynactin Komplex reguliert und
kontrolliert moglicherweise an der Zellperipherie die Lage des Zellkerns und somit auch
die Position der mitotischen Spindeln wahrend der Zellteilung. Aufgrund dieser Annahme
lasst die Kolokalisation von Nesprin-1-165 und Dynactin (p150 Glued) an der
Zellperipherie (s. Abb. 3.2.4) vermuten, dass Nesprin-1 als peripherer Anker Dynactin
(p150 Glued) an der Zellmembran befestigt. Dabei wird Nesprin-1 mdglicherweise uber
andere Membranproteine wie z.B. das Ankyrin, das die verwandten Spektrine an der
Plasmamembran stabilisiert, an der Zellmembran gehalten. Weiterhin konnte Nesprin-1
als eine Art Bindeglied fungieren, welches das Mikrotubulizytoskelett mit den
Aktinfilamenten an der Zellmembran verknUpft.

Dynactin ist ebenfalls an Membranvesikel und zudem in bestimmten Phasen des
Zellzyklus an der Zellkernmembran lokalisiert (Salina et al., 2002). Bisher wurde davon
ausgegangen, dass Dynactin Uber Kernporenkomplexe und Vimentin an der
Kernoberflache gebunden wird (Payne et al., 2003). Eine weitere, vollkommen neue
Mdglichkeit eroffnet sich durch den Befund der Interaktion zwischen Dynactin (p150
Glued) und Nesprin-1 an der Kernmembran. Demzufolge wirde eine direkte Bindung
von p150 Glued mit der Kernmembran erklaren, warum Mutationen im p150 Glued Gen
einen Einfluss auf die apikale Migration des Zellkerns in den Rhabdomeren wahrend der
Entwicklung von D. melanogaster haben (Fan und Ready, 1997). Dementsprechend
besteht die Maoglichkeit, dass Nesprin-1 neben dem Aktinzytoskelett auch das
Mikrotubulizytoskelett mit dem Zellkern verknupfen kann. Nesprin-1 ist somit potentiell
ein wichtiges Verbindungselement, das an der Organisation des Zytoplasmas und an der

Beweglichkeit des Zellkerns beteiligt ist.
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5 Zusammenfassung

Die in Vertebraten identifizierten Nesprine sind spezifische Gerustproteine der
Kernmembran, die zu den Mitgliedern der KASH- sowie Spektrin-Familie zahlen.
Evolutionar konservierte KASH-Proteine fungieren als einzigartige Bindeglieder, die den
Zellkern in das angrenzende bzw. umlagernde Zytoskelett integrieren, um somit die
Positionierung des Nukleus zu vermitteln. Obwohl die nukleare Positionierung fir eine
Vielzahl von zellularen Prozessen wie Zellbewegung, Zellpolaritat, Zellteilung und
Entwicklung eines Gewebes von entscheidender Funktion ist, ist dieser Mechanismus
bislang jedoch nur wenig erforscht.

Diese Studie liefert neue Hinweise, dass Nesprinen aufgrund von Assoziationen mit den
molekularen Motorprotein Dynein/Dynactin sowie Kinesin 1 eine neue funktionelle
Bedeutung an der Kernhllle zukommt. Die Basis dafir haben Hefe-Zwei-Hybrid
Durchmusterungen gebildet, mit denen p150 Glued und die leichten Ketten des Kinesin 1
(KLC1) als neue Bindepartner fur Nesprin-1 bzw. Nesprin-2 identifiziert werden konnten.
Diese Interaktionen wurden in vitro sowie in vivo durch vielfaltige biochemische und
zellbiologische Methoden validiert. Daruber hinaus kann die Existenz zweier
verschiedener subzellularer Nesprin-2 Pools vermutet werden, die sich funktionell
voneinander unterscheiden.

Die an der auReren Kernmembran verankerten Nesprin-2 KASH-Isoformen erlauben die
spezifische Bindung des KLC1 an der Kernhulle. KLC1 bildet mittels der schweren Kette
des Kinesin 1 einen aktiven Mikrotubuli-Motorkomplex, der ein ausgepragtes
Mikrotubulinetzwerk rund um den Nukleus organisiert. Des Weiteren weist dieser
Kernhullen-assoziierte Pool auf das Vorhandensein eines aus C-terminalen Nesprin-2
Isoformen und SUNZ2 Proteinen bestehenden makromolekularen Komplexes hin, der
uber KLC1 mit zentrosomalen Proteinen wie dem Rootletin assoziiert. Es konnte gezeigt
werden, dass diese Interaktion fur die Anbindung des Zentrosoms an die Kernhulle
erforderlich ist, da die Abwesenheit des Nesprin-2 sowie des KLC1 zu einer vergrofRerten
zentrosomalen Distanz zum Nukleus sowie zu einer defekten Zellpolaritat fuhrt.

Ein zweiter Pool, der C-terminale KASH-defiziente Nesprin-2 Isoformen umfasst,
lokalisiert am Zentrosom und beeinflusst aufgrund der KLC1-Rootletin Assoziation die
zentrosomale Kohasion. Dieser zentrosomale Phanotyp ist auf Nesprin-2 knock out und
KLC1 knock down Studien zuruckzuflhren, in denen eine erhdhte Zentrosomenanzahl
nachgewiesen werden konnte. Anhand dieser Ergebnisse wird deutlich, dass die

Nesprin-2 Proteine in eine Vielzahl von essentiellen zellularen Prozessen involviert sind.
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Zudem Dbeeintrachtigt die Verdrangung der Kernhullen-assoziierten Nesprine die
Positionierung der Mitochondrien wie auch den TGF-$ Signalweg.

Zusammenfassend zeigt sich, dass die aullere Kernmembran, dhnlich wie die innere
Kernmembran, zu einer spezialisierten strukturellen Phasengrenzflache organisiert ist.
Daneben ist ersichtlich, dass die zentrosomale Biologie durch die Abwesenheit des
Nesprin-2 verandert wird, wobei diese Veranderungen neue Einblicke in die

Pathogenese von humanen degenerativen Erkrankungen erlauben.
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6 Abstract

Nesprins are specific nuclear membrane scaffolding proteins that are members of the
KASH- and spectrin-family in mammalian cells. Throughout evolution KASH-proteins
function as specific tethering devices that integrate the nucleus with the surrounding
cytoskeleton to warrant nuclear positioning. While nuclear positioning is a vital process,
which governs a wide variety of cellular processes like cell motility, cell polarity, cell
division and tissue morphogenesis, it still remains a poorly understood mechanism.

The current study provides evidence that Nesprins mediate important associations with
the Dynein/Dynactin and Kinesin 1 based motor protein apparatus and shed insights into
nuclear envelope affiliated functions. Using the yeast-two-hybrid screen the p150 Glued
and Kinesin light chain 1 (KLC1) proteins are identified as Nesprin-1 and Nesprin-2
binding partners, respectively. These interactions are validated both in vivo and in vitro
using a wide variety of biochemical and cell biological techniques. In addition, evidence
is provided which favors the existence of two functionally distinct Nesprin-2 isoform
pools.

Outer nuclear membrane (ONM) Nesprin-2 KASH-domain isoforms tether KLC1
specifically at the nuclear envelope (NE). The latter associates with Kinesin heavy chain
and facilitates the distinct organization of the microtubule network around the nuclear
surface. Furthermore, the existence of specific Nesprin-2 C-terminal isoform and SUN2
protein macromolecular assemblies is demonstrated that associate through KLC1 with
centrosomal structural proteins such as Rootletin. We show that these associations are
required for centrosomal tethering to the NE and when absent result in defective cell
polarity.

A second pool of Nesprin-2 C-terminal KASH-deficient isoforms resides at the
centrosome itself where it interacts with KLC1 and Rootletin to warrant centrosome
cohesion. Intriguingly, the Nesprin-2 knock out and KLC1 silencing resulted in increased
centrosomal numbers in mutant cells. These results suggest multiple and important
functions for the Nesprin-2 proteins. Such thoughts are in agreement with our findings
that Nesprins function in mitochondrial positioning and the TGF-§ signaling pathway.
Collectively these data indicate that the ONM, similar to the inner nuclear membrane is
organized as a specific structural interface. More importantly, the fact that major aspects
of the centrosomal biology are affected in Nesprin-2 mutant cells paves the way to

explore novel mechanisms in degenerative human diseases.
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Lsg. Lésung

M Molar

mAb monoklonaler Antikorper

MDa Megadalton

mg Milligramm

min Minute(n)

mi Milliliter

mM Millimolar

mm Millimeter

mMRNA Boten-RNA

Myne myocyte nuclear envelope protein
MF Mikrofarad

Mg Mikrogramm

vl Mikroliter

UM Mikromolar

Mm Mikrometer

nm Nanometer

NUANCE nucleus and actin connecting element
oD optische Dichte

PAGE Polyacrylamid-Gelelektrophorese
pAb polyklonaler Antikorper

PBS Phosphat-gepufferte Natriumchloridlésung
Pc Pericentrin
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RT Raumtemperatur

s Sekunde(n)

S. siehe

S. cerevisiae Saccharomyces cerevisiae

SEM Standard error of the mean

shRNA small hairpin RNA

siRNA small interfering RNA

Smad Sma- and Mad- verwandtes Protein
S. pombe Schizosaccharomyces pombe

SR Spektrindomane

Syne synaptic nuclear envelope protein
TGF transforming growth factor

TMD Transmembrandomane

Tris Tris(hydroxymethyl)aminomethan
Trp Tryptophan

U.N. uber Nacht

Upm Umdrehungen pro Minute

Vv Volt

WB Westernblot

viv Volumen pro Volumen

w/v Gewicht pro Volumen

X-Gal 5-Brom-4-chlor-3-indazol-p-D-galactopyranosid
z.B. zum Beispiel
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