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Einleitung 1

1 Einleitung

Die Grofle und Komplexitit der meisten eukaryotischen Zellen erfordert einen aktiven und
zielgerichteten Transport von Zellbestandteilen, um die intrazellulire Ordnung und
Kommunikation zu gewéhrleisten. Der Grofteil der Proteinsynthese erfolgt im Zellkorper.
Die neu synthetisierten Proteine werden meist in membranumschlossenen Vesikeln oder als
Proteinkomplexe in die Peripherie der Zelle transportiert. Die mRNA fiir Proteine, die in der
Peripherie synthetisiert werden, wird in groBen Proteinkomplexen zum Zielort transportiert.
Neben Proteinkomplexen und Vesikeln sind Organelle die wichtigsten Frachten, die zielge-

richtet transportiert werden.

Der gerichtete intrazelluldre Transport wird groBtenteils von Motorproteinen ausgefiihrt.

Dieser Transport erfolgt unter ATP-Verbrauch entlang des Zytoskeletts.

1.1 Motorproteine

Im Laufe der Evolution hat sich eine grole Anzahl von Motorproteinen entwickelt, um den
gerichteten Transport unterschiedlicher Frachten entlang weniger Zytoskelettstrukturen -

Mikrofilament, Mikrotubuli und Intermediérfilament - zu ermdéglichen.

Bereits primitive einzellige Eukaryoten besitzen eine Grundausstattung an Motorproteinen
(Abbildung 3.1), die sich zu der Vielfalt an Motorproteinen, die in hoheren Eukaryoten
vorkommt, durch Genduplikation und alternatives Splicen entwickelt hat (Vale, 2003).
Motorproteine weisen einen allgemeinen Aufbau auf: sie liegen oft als Dimere vor, besitzen
eine Motordoméne und eine frachtbindende Doméne, die durch einen Stiel verbunden sind.
Dieser Stiel weist in den meisten Féllen eine oder mehrere Coiled-Coil-Doménen auf, die aus
o-Helices bestehen und durch Zusammenlagerung die Dimerisierung hervorrufen. Ein Teil
der Motorproteine assoziiert mit weiteren Proteinen, welche die Frachtbindung ermdglichen.
Im Zytosol lassen sich drei Motorproteintypen unterscheiden: Kinesine, Dyneine und
Myosine, wobei Kinesine und Dyneine fiir den schnellen Transport entlang der Mikrotubuli
verantwortlich sind und Myosine den langsamen Transport entlang der Mikrofilamente

gewdhrleisten.
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So sind Kinesine und Dyneine fiir den Transport der Mitochondrien zustdndig, wobei

zwischen dem anterograden Transport in Richtung Plasmamembran durch die Kinesine und

dem retrograden Transport in Richtung Zellkorper durch zytoplasmatisches Dynein unter-

schieden wird (Nangaku et al., 1994; Schnapp und Reese, 1989; Tanaka et al., 1998). Andere

Motorproteine spielen bei der Bildung der mitotischen Spindel eine Rolle (Blangy et al.,
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Abbildung 1.1: Grundausstattung an mole-
kularen Motoren (Vale, 2003)

Dargestellt ist die durch Vale vorgeschlagene
,»Toolbox““ der Motorproteine. Vertreter dieser
finf Grundtypen sind bereits in primitiven
Eukaryoten vorhanden. Die gezeigten Struktu-
ren sind von Rontgenstrukturanalysen abgelei-
tet, wobei die glatten Formen Doménen mit
unbekannter Struktur zeigen. Die Motor-
doménen sind in blau, die frachtbindenden
Schwanzdoménen in lila und assoziierte
Proteine in griin dargestellt. Die Mitglieder der
Uncl104/KIF1 Kinesine konnen sowohl als
Monomere als auch als Dimere vorliegen.

1995; Scholey et al., 1985) oder
sind fiir die Organisation des
Zytoskeletts von entscheidender
Bedeutung. So sind bestimmte
Motorproteine fiir die Dynamik
der Filamente wichtig, indem sie
destabilisierende Funktionen iiber-
nehmen (Desai et al., 1999).
Andere fassen Filamente zu Biin-
deln zusammen (Sharp et al.,
1999) oder sind fiir das aneinander
Vorbeigleiten von  Filamenten
wichtig. Es konnte gezeigt werden,
dass sich Vimentin-Intermediér-
filamente mit Hilfe von Kinesin
und Dynein an Mikrotubuli ent-
lang bewegen (Clarke und Allan,
2002).

Im Folgenden werden die mikrotu-
bulibindenden Motorproteinklas-
sen der Kinesine und Dyneine im
Detail beschrieben, da diese fiir
die vorliegende Arbeit von Bedeu-

tung sind.
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1.1.1 Kinesine

Die Familie der Kinesine wird durch eine hoch konservierte ca. 360 Aminosiduren umfassende
Motordoméne definiert, die sowohl die ATP-Bindungsstelle als auch die Mikrotubuli-
bindungsstelle umfasst (Vale et al., 1985). Die Bewegungsrichtung dieser Motorproteine wird
in den meisten Fillen durch die Position der Motordoméne im Protein bestimmt. So bewegen
sich Kinesine, deren Motordoméne am C-Terminus liegt (C-Kinesine) retrograd, wahrend
solche, bei denen sie N-terminal liegt (N-Kinesine), sich in anterograder Richtung an
Mikrotubuli entlang bewegen. Die Mitglieder einer dritten Kinesinklasse, deren Motor-
doménen sich mittig im Protein befinden (M-Kinesine), haben oft eine depolymerisierende
Wirkung auf die Mikrotubuli (Hirokawa und Takemura, 2004). Die meisten Kinesine
bewegen sich anterograd in Richtung des (+)-Endes der Mikrotubuli voran. In der Maus
werden Kinesine von 45 Genen kodiert, wobei durch alternatives Splicen mehr als doppelt so
viele Proteine entstechen konnten (Miki et al., 2001). Anhand phylogenetischer
Untersuchungen wurden die Kinesine in 15 Familien (1 bis 14B) unterteilt (Abbildung 1.2)
(Hirokawa et al., 2009). Die Doméinen aullerhalb der Motordomédne bestimmen die

Zugehorigkeit zu einer Familie.

Die Kinesin-1-Familie besitzt ein familienspezifisches 3-Faltblatt und eine hoch konservierte
Coiled-Coil-Struktur im Stiel der Motorproteine. Zu dieser Familie gehort das erste
beschriebene Kinesin: konventionelles Kinesin oder KIF5 (kinesin family protein), wie es
heute heiB3t (Vale et al., 1985). Es besteht aus zwei schweren (KHC, kinesin heavy chain) und
zwel leichten Ketten (KLC, kinesin light chain). Die beiden schweren Ketten enthalten die
ATPase Aktivitidt und binden an Mikrotubuli, wéhrend die leichten Ketten die Bindung der
Fracht vermitteln. Durch unterschiedliche leichte Ketten wird die Anzahl der Frachten, die

konventionelles Kinesin binden und transportieren kann, erhoht (Gyoeva et al., 2000;

Khodjakov et al., 1998).

Konventionelles Kinesin schreitet in 8 nm Schritten pro ATP-Hydrolyse in anterograder
Richtung an Mikrotubuli mit einer Geschwindigkeit von 800 nm/s entlang (Coy et al., 1999).
Diese Schrittlinge entspricht dem Abstand zweier hinter einander liegenden o/f-Tubulin
Dimeren im Mikrotubulus. Man geht davon aus, dass eine Motordomdne des Dimers an
Mikrotubuli gebunden ist, wihrend die andere sich 16st und einen Schritt in
Bewegungsrichtung macht (Asbury, 2005). Das Vorhandensein zweier Motordomédnen im

Kinesindimer ist entscheidend fiir die Prozessivitit des Proteins (Hancock und Howard,
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1998). Fiir die Geschwindigkeit des Kinesins ist sowohl die Bindung der Mikrotubuli selbst

wichtig (Kikkawa, 2008) als auch die Léinge der Halsverbindung (neck-linker) zwischen
Motordoméine und Coiled-Coil-Doméne (Yildiz et al., 2008).
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Abbildung 1.2: Gliederung
der Kinesine in 15 Familien

(Hirokawa et al., 2009)

Anhand phylogenetischer Un-
tersuchungen werden die Kine-
sine der Maus in 15 Familien
unterteilt. Die Mitglieder einer
Familie haben oft

Funktionen.

dahnliche

Das herausragendste Merkmal der Kinesin-3-
Familie, zu der auch KIF1Ba gehort, ist die
C-terminal der Motordoméne gelegene Unc104-
Domaine, die als eine FHA-Doméne (Forkhead-
assoziierte =~ Domédne)  identifiziert  wurde
(Westerholm-Parvinen et al., 2000) und die auf
eine Interaktion dieser Kinesine mit phosphory-
lierten Proteinen schliefen ldsst. Diese Familie
umfasst eine grofle Anzahl von Kinesinen, die fiir
den Vesikel- und Organelltransport zustindig sind
und als Monomere bzw. Homodimere in der Zelle
vorkommen. KIF1A wurde als Monomer be-
schrieben und ist eines der schnellsten anterograd
gerichteten Motorproteine, das flir den Transport
synaptischer Vesikel zustindig ist. Es konnte
jedoch auch gezeigt werden, dass KIFIA als
Dimer in der Zelle vorliegen kann und
womdglich durch die Bindung an die Fracht
aktiviert wird (Hammond et al., 2009). Ein
weiteres Mitglied der Familie ist KIF1C, dessen
Homodimerisierung durch Dorner et al. beschrie-
ben wurde. Dieses Motorprotein ist in den

Transport von Vesikeln vom Golgi-Apparat zum

ER involviert (1999).

KIFIB wurde 1994 entdeckt und als Mitochon-
drien transportierendes Motorprotein beschrieben.
Es co-lokalisiert in vivo mit Mitochondrien und
wurde durch Zellfraktionierung verstiarkt in der

Mitochondrienfraktion nachgewiesen (Nangaku
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et al.). KIF1B wurde aufgrund des Vorhandenseins der Unc104-Domine in die Kinesin-3-
Familie eingeordnet. Bereits 1994, bei der Entdeckung von KIF1B, wurde das Vorhandensein
verschiedener Isoformen hypothetisiert, da in Gehirn und Herz unterschiedliche
Proteingrofen nachgewiesen wurden. Das damals als KIF1B bezeichnete Protein besal3 eine
hohe Homologie zur Motordoméne des ebenfalls bekannten KIF1A, unterschied sich jedoch
erheblich in der C-terminalen frachtbindenden Doméne. 1999 wurde eine zweite KIFIB-
Isoform beschrieben, deren C-terminale Domine eine hohe Homologie zu KIF1A aufwies
(Conforti et al.) und sich grundlegend vom C-terminalen Bereich der ersten Isoform
unterschied. Das kif/b Gen kodiert fiir insgesamt 48 Exons. KIF1Ba beinhaltet die Exons 1
bis 21 wihrend KIF1B[3 bis auf Exon 21 alle durch kif1b kodierten Exons umfasst (Abbildung
1.3) (Chen et al., 2003). Allerdings treten durch alternatives Splicen bis zu acht verschiedene
Splicevarianten des durch kiflb kodierten Proteins auf. Diese wurden in zwei Gruppen
unterteilt: KIF1Bp130 (KIF1Ba) und KIF1Bp204 (KIF1BB). Diese beiden Gruppen
unterscheiden sich - abgesehen von der C-terminalen frachtbindenden Doméne - in einem

Insert von sechs Aminosduren, das KIF1Bp204 zusdtzlich innerhalb der ersten 706

KIF1Ba

Abbildung 1.3: KIF1Ba und KIF1B[ entstehen durch alternatives Splicen der mRNA
(Chen et al., 2003)

Das kif1b Gen besteht aus 48 Exons (als schwarze Balken dargestellt). KIF1Ba und KIF1B[f3
entstehen durch alternatives Splicen der mRNA: KIF1Ba umfasst die Exons 1 bis 21 und
KIF1B[ beinhaltet bis auf Exon 21 alle Exons, die durch kifl1b kodiert werden. Dadurch
besitzen die beiden Isoformen verschiedene C-terminale Doménen und unterschiedliche
Spezifitét fiir die zu transportierende Fracht.
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Aminosduren aufweist. Beiden Gruppen konnen zusétzlich zwei weitere Inserts enthalten.

Diese kdnnen zusammen, getrennt oder gar nicht vorkommen (Gong et al., 1999).

KIF1Ba ist besonders im Herzen und in der Skelettmuskulatur exprimiert, wiahrend KIF1B[3
hauptsidchlich in Neuronen vorkommt (Chen et al., 2003). Die einzige bisher bekannte
Funktion von KIF1Ba ist der Transport von Mitochondrien, wéihrend fiir KIFIBf3 eine
Vielzahl von Funktionen beschrieben wurden. KIF1B[3 ist unter anderem in den Transport
synaptischer Vesikel involviert und wurde kiirzlich in Zusammenhang mit dem mRNA-

Transport in Oligodendrozyten gebracht (Lyons et al., 2009).

Der homozygote Knockout beider Isoformen in Méausen flihrte zum Tod der Tiere binnen
30 min nach der Geburt, der vermutlich durch Atemstillstand ausgelost wurde. Diese Méuse
zeigten vielfache neurologische Storungen und ihre Gehirne waren 10% kleiner als die von
Kontrollmdusen. Da Hippokampusneuronen dieser Méause in Kultur durch KIF1B(3-Trans-
fektion gerettet werden konnten, gingen die Autoren davon aus, dass die Mehrzahl der Effekte
in den kif1b” Miusen durch den Verlust von KIF1Bp hervorgerufen wurden und neurolo-
gischer Natur waren. Heterozygote Mause entwickelten im Laufe des ersten Lebensjahres

eine Muskelschwiche (Zhao et al., 2001).

Bisher wurden mehrere KIF1Ba-bindende Proteine beschrieben. Die meisten dieser Proteine
binden an die am C-Terminus gelegene PDZ-Doménen-Bindungsstelle (PSD (postsynaptic
density)-95/Dlg (disc large)/ZO-1 (zonula occludens-1)). So konnte gezeigt werden, dass die
PDZ-Domainen enthaltenden Proteine PSD-95, SAP97 (synapse-associated protein-97) und S-
SCAM (synaptic scaffolding molecule) an KIFIBa binden (Mok et al., 2002). In einer
weiteren Publikation wurde GIPC/GLUT1CBP (GLUT1 C-terminal bindendes Protein) als
Bindungspartner von KIF1Ba beschrieben (Bunn et al., 1999). GIPC spielt eine entschei-
dende Rolle bei der GLUTI1 (Glukosetransporter 1) Translokation an die Plasmamembran
(Wieman et al., 2009). Somit ist eine Verbindung von KIFIBa zur Glukoseaufnahme
hergestellt worden. Palsgaard et al. stellten einen Zusammenhang zwischen Diabetes und
KIF1B her. So wiesen Verwandte ersten Grades von Typ 2 Diabetes Patienten eine erhohte
KIF1B-mRNA Konzentration auf, wihrend Typ 2 Diabetiker eine niedrigere Konzentration
aufwiesen als Kontrollpersonen (Palsgaard et al., 2009). Ein weiteres KIF1Ba-bindendes
Protein wurde durch Wozniak et al. publiziert: KBP (KIF1 bindendes Protein). KBP bindet im

C-terminalen Bereich der Motordomdne um Aminosdure 300 und ist somit kein
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Adaptorprotein fiir die Frachtbindung, sondern in die Regulation der KIFI1Ba-Aktivitit
involviert, denn die Uberexpression einer Deletionsmutante bzw. der Knockdown des Proteins

fiihrten zur Akkumulation der Mitochondrien um den Zellkern (2005).

1.1.2 Dyneine

Dyneine sind sehr gro3e Molekiile mit einer molekularen Masse von 1000-2000 kDa, die in
zwei Klassen unterschieden werden: zytoplasmatische und axonemale Dyneine. Sie sind
komplizierter aufgebaut als Kinesine und enthalten neben zwei schweren mehrere leichte
Ketten, deren Funktion nicht vollstindig geklart ist, die jedoch an der Frachtbindung beteiligt
sind (Schnapp und Reese, 1989; Tynan et al., 2000). Die schweren Ketten der Dyneine tragen
die Motoraktivitdt und vermitteln die ATP-abhéngige Bewegung entlang der Mikrotubuli. Fiir
die meisten Funktionen erfordert Dynein die Bindung von Dynactin, das die Motoraktivitdt
verstiarkt und zur Frachtbindung beitragt (Gill et al., 1991). Wihrend axonemales Dynein fiir
die Bewegung von Flagellen und Zilien verantwortlich ist (Gibbons und Rowe, 1965), wird
der retrograde Transport von biologischen Frachten in Zellen hauptsichlich von
zytoplasmatischen Dyneinen tibernommen (Schnapp und Reese, 1989). Zu diesen Frachten
gehoren auch die Mitochondrien (Varadi et al., 2004). Weitere Funktionen des zytosolischen
Dyneins sind die Lokalisation des Golgi-Apparates, Organisation des Zytoskeletts und das
Mitwirken an Mitosevorgingen (Corthesy-Theulaz et al., 1992; Helfand et al., 2002; Sharp et
al., 2000).

1.2 Das Zytoskelett als Transportsystem fiir biologische Frachten

Viele Vorginge in eukaryotischen Zellen werden durch das Zytoskelett ermoglicht, welches
das Geriist der Zelle bildet und aus drei Filamenttypen aufgebaut ist: Mikrotubuli, Mikro-
oder Aktinfilament und Intermedidrfilament. Diese Filamente bilden ein dichtes Netzwerk in
den Zellen aus, das fiir Stabilitdt und Struktur, intrazelluldren Transport und Organisation und

die Mobilitit bestimmter Zellen verantwortlich ist.

Mikrotubuli sind aus a- und [-Tubulin Untereinheiten aufgebaut, die réhrenférmig
polymerisieren und einen Durchmesser von ca. 25 nm erreichen. Den Ursprung der Mikro-
tubuli bildet der MTOC (Mikrotubuli Organisationszentrum), an dem die (-)-Enden der

Mikrotubuli verankert sind und in dem y-Tubulin vorkommt (Bornens, 2002). Die Mikrotu-
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buli durchziehen strahlenférmig das Zytosol und ihre (+)-Enden sind in den meisten Zelltypen
zur Plasmamembran hin ausgerichtet. Dieser Filamenttyp ist am schnellen intrazelluldren
Transport von Vesikeln und Organellen beteiligt (Morris und Hollenbeck, 1995), wobei der
anterograde Transport vom Zellkorper zur Plasmamembran durch Kinesine und der retrograde

Transport zuriick in den Zellkérper durch Dyneine erfolgt.

Das Mikrofilament, mit einem Durchmesser von 7 nm das diinnste Filament des Zytoskeletts,
durchzieht ebenfalls das gesamte Zytosol und ist hauptsidchlich an intrazelluliren Membranen
und der Plasmamembran ausgerichtet. Die Polymerisierung des G-Aktin zu Aktinfilamenten
erfolgt unter ATP-Verbrauch, und der schnelle Kreislauf zwischen Polymerisierung und
Depolymerisierung an den beiden Enden des Aktinfilaments ist wichtig fiir die Zellbewegung
(Mitchison und Cramer, 1996), z.B. in Immunzellen, die zur Abwehr von Pathogenen in
Gewebe einwandern. In Muskelzellen ist Aktin an der Kontraktion beteiligt. Entlang der
Aktinfilamente erfolgt der Kurzstreckentransport von Vesikeln zur Membran durch Myosin,
somit sind Mikrofilamente an der Exo- und Endozytose beteiligt. Des Weiteren spielt das
Aktinnetzwerk am Transport und an der Verankerung von Organellen eine wichtige Rolle

(Chada und Hollenbeck, 2004).

Die Zusammensetzung des Intermedidrfilaments hidngt vom Zelltyp, aber auch von der
intrazelluldren Lokalisation ab. So kommt Lamin in allen Zelltypen im Zellkern vor, wéahrend
Vimentin im Zytoplasma mesenchymaler Zellen und Keratin in Epithelzellen vorkommt.
Diese Proteine bilden Homo- oder Heterodimere, die sich durch ihre Coiled-Coil-Doménen
zusammenlagern. Durch Zusammenlagerung vieler Dimere entsteht das Intermediérfilament
mit einem Durchmesser von ca. 10 nm. Das zytoplasmatische Intermediarfilament umgibt den
Zellkern und breitet sich im Zytosol bis zur Plasmamembran aus. Kiirzlich konnte
nachgewiesen werden, dass das Intermedidrfilament in Xenopus Pigmentzellen sowohl am
anterograden als auch am retrograden Transport der Melanosomen beteiligt ist (Chang et al.,

2009).

Das Intermediérfilament einer Zelle spielt eine wichtige Rolle bei der Kommunikation
zwischen Aktin- und Mikrotubulinetzwerk. Da die Zusammensetzung des Intermediér-
filaments vom Zelltyp abhingig ist, unterscheidet sich die Kommunikation zwischen Aktin
und Mikrotubuli je nach Zelltyp (Chang und Goldman, 2004). Der Aufbau des Vimentin-
netzwerks ist oft vom Mikrotubulinetzwerk abhingig, wie in Fibroblasten gezeigt wurde.

Kleinste Vimentinfragmente werden entlang der Mikrotubuli transportiert, treffen aufeinander
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und verbinden sich zu Intermediérfilamenten (Helfand et al., 2003). Die treibende Kraft hinter
dem Transport sind Kinesin und Dynein, wobei die Kinesin-Vimentin-Interaktion iiber eine
spezielle leichte Kette des Kinesins ermoglicht wird (Avsiuk et al., 1995). Mikrofilamente
interagieren iiber Myosin mit Intermedidrfilamenten. In Fibroblasten konnte die Co-

Lokalisation von Aktinbiindeln mit Keratinbiindeln gezeigt werden (Green et al., 1986).

Wiéhrend Intermedidrfilamente durch Motorproteine entlang der Mikrofilamente und
Mikrotubuli transportiert werden, gibt es noch eine Reihe von Proteinen, welche die
Assoziation der Filamente stabilisieren, darunter Plectin. Die Assoziation der drei
Filamenttypen (Abbildung 1.4) in Zellen ist ausgesprochen wichtig, da sie komplementir an
den selben Vorgédngen beteiligt sind. So ist das Zusammenspiel von Mikrofilamenten und
Mikrotubuli fiir die Lokalisierung von Melanosomen in den Dendriten der Melanocyten von
Bedeutung. Die Melanosomen werden entlang der Mikrotubuli durch Kinesin und Dynein in

die Fortsdtze transportiert, wo sie an Myosin gebunden und an Mikrofilamenten verankert

MT< y - d o

Type-i IF e /UQ/,/Z/L///L/W//U
MF FAPS P d 57

Myosin V

)7 -

Abbildung 1.4: Interaktion zwischen den Filamenttypen des Zytoskeletts (Chang und
Goldman, 2004)

Schematisch dargestellt sind die drei Filamenttypen des Zytoskeletts und deren Interaktion.
Der schnelle Transport von Intermediérfilament-Abschnitten (lila) entlang der Mikrotubuli
(hellblau) erfolgt durch Kinesin (blau) und Dynein (griin), in anterograder bzw. retrograder
Richtung, wéhrend der langsame Transport entlang der Mikrofilamente (rot) durch Myosin
(rot) vermittelt wird. Sogenannte IFAPs (intermediate-filament-associated proteins, gelb), zu
denen z.B. Plectin gehort, stabilisieren die Interaktion der Intermediédrfilamente mit den
Mikrotubuli bzw. den Mikrofilamenten.
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werden. Durch diese Verankerung wird der Riicktransport in den Zellkorper verhindert (Wu et

al., 1998).

Die Plectin-Isoform 1b bindet Mitochondrien an Intermediédrfilamente und ist maf3geblich an
der Erhaltung der Mitochondrienform beteiligt, denn Knockout-Zellen weisen vermehrt
rohrenformig vernetzte Mitochondrien auf (Winter et al., 2008). Durch Uberexpression der
Plectin-Isoform 1b wird die normale Mitochondrienform wieder hergestellt. Somit ist das
Intermedidrfilament neben der Kommunikation zwischen Mikrotubuli und Mikrofilamenten

auch fiir die Verankerung von Organellen zusténdig.

1.3 Bidirektionaler Organelltransport

Die unterschiedlichsten biologischen Frachten in Zellen unterliegen einem bidirektionalen
Transport, z.B. Mitochondrien (Hollenbeck, 1996), Endosomen (Murray et al., 2000),
Phagosomen (Blocker et al., 1997), sekretorische Vesikel (Wacker et al., 1997) und Interme-
didrfilamentbausteine (Shah et al., 2000). Diese Frachten werden in der Zelle abwechselnd
anterograd und retrograd bewegt. Die endgiiltige Bewegungsrichtung der Fracht wird durch

die Summe der Bewegungsdistanzen in die eine bzw. die andere Richtung bestimmt.

Es gibt verschiedene Modelle, wie der bidirektionale Transport zustande kommen kénnte. Das
einfachste Modell geht davon aus, dass immer nur ein Motorproteintyp an Fracht und
Mikrotubuli gebunden ist und die Bewegungsrichtung bestimmt. Der oft schnelle Wechsel
zwischen den Bewegungsrichtungen legt jedoch nahe, dass die Motorproteine fiir antero-
graden und retrograden Transport gleichzeitig an die Organellen gebunden vorliegen miissen
(Ma und Chisholm, 2002). Die Organellen in einem Axon sind konstant in Bewegung, und
Pausen zwischen den einzelnen Liufen sind selten. Dies ldsst auf eine koordinierte Funktion
der einen oder anderen Motorproteine schlieen, da Organelle, an denen die Motorproteine
unkoordiniert in beide Richtungen ziehen wiirden, vermutlich mehr oder weniger bewegungs-
los wéren. Das zweite Modell geht daher davon aus, dass eine Tauzieh-Situation vorliegt, in
der die Motorproteine fiir die beiden Richtungen miteinander konkurrieren und die Richtung
durch die Stirke bzw. die Anzahl der Motorproteine bestimmt wird, die an das Organell
gebunden sind (Kural et al., 2005). Bei diesem Modell ist der schnelle Wechsel der Richtung
schwer zu erkldren, wenn man davon ausgeht, dass die Motorproteine permanent an ihre

Fracht gebunden sind. Das dritte Modell geht von dem Vorhandensein von Adaptorproteinen
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Abbildung 1.5: Modelle des bidirektionalen Organelltransport (Welte, 2004)

Hier sind drei Modelle des bidirektionalen Organelltransports dargestellt. Motorproteine fiir
den anterograden Transport sind orange und die fiir den retrograden Transport sind griin
dargestellt. Es sind keine Adaptorproteine dargestellt. (A) An der Fracht sind nur
Motorproteine fiir eine Richtung gebunden, diese werden ausgetauscht, wenn sich die
Bewegungsrichtung dndert. (B) Es sind Motorproteine fiir beide Richtungen an die Fracht und
die Mikrotubuli gebunden, die Richtung wird durch die relative Stirke der Motorproteine
bestimmt. Im vorliegenden Beispiel ist ein retrograd gerichtetes Motorprotein schwicher,
wihrend zwei stirker sind als das anterograd gerichtete. Somit wird die Fracht im ersten Fall
anterograd transportiert, wihrend sie im zweiten Fall retrograd transportiert wird. (C) Die
gleich Anzahl Motorproteine flir beide Richtungen sind an die Fracht gebunden und die
Transportrichtung wird durch koordinierende Proteine (pink) bestimmt, die selektiv einen der
beiden Motorproteintypen deaktivieren, indem sie deren Bindung an die Mikrotubuli storen.
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aus, die entweder die einen oder die anderen Motorproteine hemmen, wodurch die

Transportrichtung bestimmt wird (Abbildung 1.5) (Welte, 2004).

So konnte fiir Dynactin gezeigt werden, dass es entweder den anterograden oder den
retrograden Transport fordert. Durch die Bindung von Dynactin iiber ein Adaptorprotein an
konventionelles Kinesin wird dieses aktiviert und Dynein inaktiviert, da dessen Bindung an
die Mikrotubuli verhindert wird. Daher erfolgt der Transport der Fracht in anterograder
Richtung. Umgekehrt wird Dynein durch die Bindung an Dynactin aktiviert und Kinesin
inaktiviert, wodurch die Fracht retrograd transportiert wird (Gross, 2003).

1.4 14-3-3-Proteine

14-3-3-Proteine wurden erstmals 1967 bei der systematischen Klassifizierung von Gehirn-
proteinen entdeckt (Moore und Perez, 1967). Sie sind ubiquitdr exprimierte, 28-33 kDa grof3e
Proteine und wurden in allen bisher untersuchten Organismen und Geweben gefunden. In
Sdugern kommen sieben (beta, gamma, eta, epsilon, sigma, tau und zeta), in Pflanzen 15 und
in Hefe (Bmhl und Bmh2), Drosophila melanogaster und Caenorhabditis elegans jeweils
zwel Isoformen vor (Dougherty und Morrison, 2004). Die Tertidrstruktur der 14-3-3-Proteine
weist neun a-Helices auf, die zwei Doménen bilden. In den meisten Fillen kommen 14-3-3-
Proteine als Homo- bzw. Heterodimere vor. Die Dimerisierung erfolgt iiber die N-Termini,
wodurch ein negativer Kanal entsteht in dem die N-terminalen a-Helices der Monomere den
Boden und die C-terminalen die Wénde bzw. Seiten des Kanals bilden (Xiao et al., 1995). Die
einzelnen Isoformen weisen eine sehr hohe Homologie zueinander auf, wobei die
Aminosduren im Kanal am stirksten konserviert sind und diejenigen der AuBenseiten des
Dimers variieren konnen (Bridges und Moorhead, 2004). Die Bindung der 14-3-3-Proteine
erfolgt in den meisten Féllen an p-Serin bzw. p-Threonin, wobei auch Bindungen an unphos-
phorylierte Proteine nachgewiesen werden konnten. Die klassischen Konsensussequenzen fiir
die phosphorylierungsabhingige 14-3-3-Bindung sind in Abbildung 3.3 aufgefiihrt (Tzivion
und Avruch, 2002). In den letzten Jahren wurde eine dritte Konsensussequenz fiir die 14-3-3-
Bindung an den C-Terminus eines Proteins beschrieben. Diese setzt ein p-Serin bzw. ein

p-Threonin als vorletzte Aminoséure voraus (Coblitz et al., 2006).

Die Bindung eines 14-3-3-Dimers kann an zwei Bindungsstellen im selben Protein erfolgen

bzw. an einzelne Bindungsstellen in zwei Proteinen. Man geht davon aus, dass die 14-3-3-
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Proteinbindung an zwei Bindungsstellen im selben Protein eine Konformationsdnderung des
Bindungspartners hervorruft (Yaffe, 2002), da 14-3-3-Dimere steife Proteinkomplexe sind,
deren Konformation durch Bindung eines anderen Proteins nur minimal verdndert wird
(Rittinger et al., 1999). Die Dimer-Bindung kann die Funktion, Stabilitit oder Lokalisation
des Bindungspartners beeinflussen. Eine Gruppe sehr gut erforschter 14-3-3-Bindungspartner
sind die FoxO-Transkriptionsfaktoren (Forkhead-Box Transkriptionsfaktor O). In unstimu-
lierten Zellen liegt FoxO groBtenteils im Zellkern vor. Infolge einer Stimulation, z.B. mit
IGF-1 (Insulindhnlicher Wachstumsfaktor 1), wird FoxO durch Akt phosphoryliert, es erfolgt
die 14-3-3-Bindung und FoxO relokalisiert ins Zytoplasma. Obsilova et al. wiesen nach, dass
die 14-3-3-Bindung zu einer starken Konformationsinderung des C-terminal gelegenen
Kernlokalisierungssignals fiihrt, wodurch der Riicktransport von FoxO in den Zellkern

verhindert wird und es im Zytoplasma akkumuliert (2005).

Metabolismus
(ATP-Synthase, Nitratreduktase)
Signaltransduktion PN Zytoskelett
(PKC, Raf-1) _ (Tau, Tubulin, Aktin)
Apoptose _ Zellzyklus
(Bad, Bax) 7 (p53, cdc25)

Intrazelluldrer Transport
(KIF1C, KIF5)

Abbildung 1.6: 14-3-3-Proteine sind an vielen Vorgingen der Zelle beteiligt

In der Mitte der Abbildung ist ein 14-3-3-Dimer als Faden-Diagramm dargestellt, wobei die
einzelnen 14-3-3-Proteine in rot bzw. blau dargestellt sind. Das 14-3-3-bindende Peptid
ARSHpSYPA ist in griin, die Phosphatgruppe ist gelb dargestellt (Bridges und Moorhead,
2004). Durch 14-3-3-Bindung werden vielfiltige Prozesse in der Zelle beeinflusst.
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Wiéhrend durch die 14-3-3-Bindung an ein Protein eine Konformationsinderung
hervorgerufen wird, fithrt die Dimer-Bindung an zwei Proteine zu deren Dimerisierung.
Beispiele, in denen 14-3-3 eine ,,Briickenfunktion* {ibernehmen, sind Raf-1 und B-Raf
(rapidly growing fibrosarcoma), deren Heterodimerisierung durch 14-3-3-Bindung erleichtert
wird (Rushworth et al., 2006), und GSK3[3 (Glykogensynthasekinase 3 beta) und Tau. Durch
die rdumliche Anndherung der Proteine wird die Phosphorylierung von Tau durch GSK3[3

verstirkt (Agarwal-Mawal et al., 2003).

Bislang wurden mehr als 300 Interaktionspartner fiir 14-3-3-Proteine beschrieben, welche die
unterschiedlichsten Funktionen in der Zelle iibernechmen. Sie sind in die Regulation der
Proliferation (Ajjappala et al., 2009), der Apoptose (van Hemert et al., 2001), des Metabolis-
mus (Bunney et al., 2001), des intrazelluldren Transports (Taya et al., 2007) und in die
Genregulation (Brunet et al., 1999) involviert (Abbildung 1.6).

1.5 Signaltransduktion

Alle zelluldren Vorginge werden durch ein komplexes Netzwerk aus Signalwegen reguliert.
Jeder Signalweg besteht aus einer Kette von Kinasen, die ein Signal iiber Phosphorylierung
weiterleiten und dadurch die Aktivitét verschiedener Proteine steuern. Viele Signalwege sind
miteinander verkniipft und beeinflussen sich gegenseitig oder haben antagonistische
Funktionen. Die wichtigsten Signalwege, die in die Regulation des Metabolismus involviert
und an der Entstehung von Krebs beteiligt sind, sind die PI3K/Akt (Phosphatidylinositol-3-
Kinase/Proteinkinase B) und AMPK (AMP-aktivierte Proteinkinase) Transduktionskaskaden
(Hajduch et al., 2001; Nicholson und Anderson, 2002).

Der PI3K/Akt-Signalweg hat eine wichtige Bedeutung in der Krebsentstehung und im
Metabolismus der Zelle. Die Lipidkinase PI3K wird durch Rezeptor-Tyrosin-Kinasen aktiviert
und katalysiert die Phosphorylierung des Membranlipids Phosphatidylinositol-4,5-
bisphosphat (PIP,), wodurch Phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphat (PIP;) entsteht. Dieses
Phospholipid dient verschiedenen Proteinen, die eine PH-Domine (Pleckstrin-homology-
Domine) besitzen, als Anker in der Plasmamembran, darunter Akt und deren Kinase PDK1
(phosphoinositide-dependent-kinase-1). Ein negativer Regulator des PI3K-Signalweges ist die
Lipidphosphatase PTEN (phosphatase and tensin homolog). PTEN dephosphoryliert PIP; zu

PIP,, wodurch die Proliferation gechemmt wird und pro-apoptotische Signale induziert werden.
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Aktiviertes Akt setzt eine Transduktionskaskade in Gang, die einerseits verschiedene

Apoptose-auslosende Effektorproteine hemmt (Song et al., 2005) und andererseits Vorgidnge

Insulin
Wachstumsfaktoren
Muskelkontraktion
4 AMP/ATP Ca™
PIP,
J Glycogen \{3?{
LKBI CaMKII PIP,
\ / l / PDK1
Metformin —> AMPK Akt <—— mTor/rictor
TSC1/TSC2 /
Proteinsynthese/
Proliferation
GLUT4 Translokation
Glukoseaufnahme

Abbildung 1.7: Die Akt- und AMPK-Signalwege regulieren verschiedene zellulire
Vorgiinge unterschiedlich

Die Akt- und AMPK-Signalwege werden durch verschiedene Stimuli aktiviert. AMPK wird
u.a. durch Muskelkontraktion, Energiemangel und Ca**-Ionen stimuliert, wihrend Akt tiber
den PI3K-Signalweg durch Insulin und Wachstumsfaktoren stimuliert wird. Es gibt
verschiedene Proteine und intrazelluldre Vorginge, die durch die Aktivierung dieser
Signalwege beeinflusst werden. Die Proteinsynthese wird z.B. durch Akt-Aktivierung
gesteigert, wihrend sie durch aktives AMPK gehemmt wird (Inoki et al., 2002; Inoki et al.,
2003). Im Gegensatz dazu fordern beide Signalwege die GLUT4-Translokation und damit die
Glukoseaufnahme (Kurth-Kraczek et al., 1999; Wang et al., 1999).
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aktiviert, die das Uberleben der Zelle fordert. So wird durch Akt die GLUT4-Translokation an
die Plasmamembran induziert und die GSK3[ inhibiert, wodurch Glukose aufgenommen und
in Form von Glykogen gespeichert werden kann. Infolge dessen fordert dieser Signalweg die
Proliferation und kann, wenn er gestort wird, zur Entstehung von Krebs oder Diabetes flihren
(Engelman, 2009; Luo et al., 2006). Die Hinweise, wonach Akt unter bestimmten Umstinden

auch pro-apoptotisch wirken kann, mehren sich jedoch (Los et al., 2009; Nogueira et al.,

2008).

Die AMPK fungiert als Energiesensor und bewahrt die Zelle vor ATP-Mangel, indem sie
Energie verbrauchende Vorginge wie die Protein- und Fettsduresynthese hemmt und die ATP
Produktion durch Fett- und Glukoseoxidation in Gang setzt (Carling, 2004). Diese Kinase ist
aus drei Untereinheiten (0, B und y) zusammengesetzt, von denen verschiedene Isoformen
exprimiert werden. Je nach Gewebetyp variieren die Isoformen in AMPK, wodurch die
unterschiedlichen Funktionen in Leber, Muskel und Fettgewebe erklirt werden (Stapleton et
al., 1996; Thornton et al., 1998). Aktivierung der AMPK im Muskel fiihrt zu erhdhter
Glukoseaufnahme und Fettoxidation, wiahrend chronische Stimulation zur Biogenese der
Mitochondrien fiihrt (Winder et al., 2000). Diese Vorgédnge erhéhen den ATP-Gehalt der
Zellen. In Leberzellen reduziert AMPK die Glukose- und Fettsduresynthese und erhoht die

Fettsdureoxidation, wéihrend sie im Fettgewebe die Lipolyse und Lipogenese reduziert.

All diese Vorgénge fithren zu einem metabolischen Zustand, der Typ2 Diabetes vorbeugt bzw.
zu dessen Behandlung beitrdgt, da sowohl die Blutglukosekonzentration als auch der
Plasmafettsduregehalt reduziert wird, bei gleichzeitig gesteigerter Insulinsensitivitit (Misra
und Chakrabarti, 2007). Dies macht die AMPK zu einem Ziel fiir pharmakologische Ansitze
zur Behandlung des Typ2 Diabetes. AMPK kann durch verschiedene Stimuli aktiviert werden.
Natiirliche Stimuli dieser Kinase sind Glykogendepletion (McBride et al., 2009), erhohte
AMP/ATP Quotienten (Hardie und Carling, 1997) und Muskelkontraktion (Winder und
Hardie, 1996). AMPK kann jedoch auch durch AMP-Analoga aktiviert werden. Die AMPK
tibergeordneten Kinasen sind LKBI1 (Serin-Threonin Kinase LKB1) und CaMKII
(Kalzium/Calmodulin-abhidngige Kinase). Fiir die kontraktionsabhéngige Aktivierung der
AMPK ist die libergeordnete LKB1 von entscheidender Bedeutung, wie in Mausen mit sehr
geringer Expression dieser Kinase gezeigt werden konnte. Die durch das AMP-Analog

AICAR (Aminoimidazol-Carboxamid-Ribonucleosid) bzw. Muskelkontraktion stimulierte
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Glukoseaufnahme war in Muskeln dieser Tiere stark reduziert, wihrend die Insulin-stimulierte

Aufnahme nicht beeintriachtigt wurde (Sakamoto et al., 2005).

Die Signalwege, die durch Akt und AMPK induziert werden, haben sowohl antagonistische
als auch gleichgerichtete Effekte. Einerseits fordern beide Signalwege die Glukoseaufnahme
durch Translokation des GLUT4 Glukosetransporters an die Plasmamembran, andererseits

haben sie entgegengesetzte Effekte auf die Proteinsynthese (Abbildung 1.7).

Akt gehort in die AGC-Kinasefamilie, wihrend AMPK ein Mitglied der CAMK-Familie ist.
Der Phosphorylierung durch ein Mitglied beider Kinasefamilien folgt oft die Bindung eines
14-3-3-Proteins, da in den Konsensussequenzen der Kinasen bzw. der 14-3-3-Bindungsstellen
jeweils ein Arginin an Position -3 bzw. -4 liegt und dieses sowohl fiir die Phosphorylierung
durch die Kinasen als auch fiir die 14-3-3-Bindung wichtig ist (Dougherty und Morrison,
2004).

1.6 Motorprotein vermittelter Transport von Mitochondrien

Mitochondrien sind dynamische Organellen der Zelle, die vielfdltige Formen annehmen
konnen und gerichtet in der Zelle transportiert werden (Collins und Bootman, 2003). Sie sind
von zwel Membranen umschlossen und enthalten zwei Kompartimente. Die innere Membran
trennt den Intermembranraum von der zentralen Matrix. Mitochondrien sind die
Hauptlieferanten fiir chemische Energie in Form von ATP, das durch die katabolen Reaktionen
des Zitronensdure-Zyklus und der oxidativen Phosphorylierung generiert wird. Des Weiteren
sind Mitochondrien an Apoptose, Fettstoffwechsel, Himsynthese und der Regulation der
lokalen Ca**-Konzentration in der Zelle beteiligt, da sie durch einen in der inneren Membran
gelegenen Uniport schnell Ca*-lonen aufnehmen konnen (Kirichok et al., 2004).
Zusammentreffende Mitochondrien verschmelzen (Fusion) miteinander und werden wieder
getrennt (Fission), so dass ein stdndiger Austausch zwischen den Organellen besteht. Durch
das genau abgestimmte Gleichgewicht zwischen Fission und Fusion bleibt die Gestalt der
Mitochondrien erhalten (Bereiter-Hahn und Voth, 1994). Ist das Gleichgewicht zur einen oder
anderen Seite verschoben, so enthalten die Zellen entweder untypisch kleine, runde
Mitochondrien oder ein groBes Netzwerk, das aus verbundenen Mitochondrien besteht. Um
ihren vielfaltigen Aufgaben gerecht werden zu kénnen, miissen Mitochondrien an bestimmte

Stellen in der Zelle transportiert werden, an denen z.B. erhohter Energiebedarf vorliegt. In
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Hefe ist der mitochondriale Transport vom Mikrofilament abhédngig, wéahrend der schnelle
Mitochondrientransport in Eukaryoten entlang der Mikrotubuli erfolgt. So werden
Mitochondrien in Neuronen zwar im Zellkdrper vermehrt und regeneriert, jedoch miissen
diese iiber das Axon an die Synapsen transportiert werden. Diesen anterograden Transport
iibernehmen die Kinesine KIF1Ba und KIF5 (Nangaku et al., 1994; Tanaka et al., 1998). Den
retrograden Transport zuriick in den Zellkorper iibernimmt zytoplasmatisches Dynein (Varadi
et al., 2004). In kultivierten Zellen befinden sich die Mitochondrien groBtenteils im Bereich
um den Zellkern, wobei ihr Aufkommen zur Plasmamembran hin stetig abnimmt. Vereinzelte

Mitochondrien kommen in der Ndhe der Plasmamembran und in Fortsitzen vor.

Die Regulation des Transports der Mitochondrien ist nicht vollstindig geklért. Er wird jedoch
durch verschiedene Stimuli beeinflusst. In T-Zellen konnte nachgewiesen werden, dass
Mitochondrien infolge Ca*-Einstroms an die Plasmamembran transportiert werden, wo sie
vermehrt Ca**-Ionen aufnehmen und damit den weiteren Ca**-Einstrom ermdglichen, indem
sie die SchlieBung Ca*-abhiangiger CRAC Kanile verhindern (Quintana et al., 2006).
Andererseits konnte gezeigt werde, dass der Transport der Mitochondrien durch hohe lokale
Ca*-Konzentrationen gestoppt wird. Da der Einstrom von Ca®"-Ionen an Stellen mit hohem
Energiebedarf wie Nervenenden erfolgt, fiihrt Arretieren der Mitochondrien infolge erhdhter
Ca’"-Konzentrationen zur Positionierung an Stellen mit hohem Energiebedarf und dem Bedarf
an Ca’’-Pufferung. Die Ca*" induzierte Mitochondrienarretierung erfolgt iiber Miro, einem
Protein, das zur Interaktion zwischen KIF5 und den Mitochondrien beitrdgt. Miro, ein
Transmembranprotein, das in der duleren Membran der Mitochondrien verankert ist, besitzt
zwei EF-Hand Doménen, die Ca**-Ionen binden und zur Konformationsinderung des Proteins
beitragen. Dadurch kann Miro die Interaktion zwischen Kinesin und Mikrotubuli stéren und
das Mitochondrion wird angehalten (Wang und Schwarz, 2009). Des Weiteren wurde in
Axonen nachgewiesen, dass Mitochondrien mit hohem Membranpotential anterograd
Richtung Synapse transportiert werde, wéihrend Mitochondrien mit geringem Potential

retrograd Richtung Zellkdrper wandern (Miller und Sheetz, 2004).

Der Transport der Mitochondrien wird neben der Regulation iiber Ionenkonzentrationen auch
tiber Signaltransduktion reguliert. Durch lokale Behandlung von Axonen mit dem
Nervenwachstumsfaktor NGF (nerve growth factor) konnte eine Akkumulation der
Mitochondrien erreicht werden, die vom F-Aktin abhéngig war und das Mitwirken der PI3K-

und MAPK (Mitogen-aktivierte Proteinkinase)-Signalwege erforderte (Chada und
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Hollenbeck, 2004). Es konnte gezeigt werden, dass die Aktivierung der MAPK zu einer
Hyperphosphorylierung der leichten Kette von KIF5 fiihrt, was wiederum den Transport der
Mitochondrien hemmt (De Vos et al., 2000). GSK3 phosphoryliert die leichte Kette des KIF5
an bestimmten Phosphorylierungsstellen, so dass leichte und schwere Kette getrennt werden
und der anterograde Transport der Mitochondrien gehemmt wird, wihrend der retrograde
Transport nicht beeinflusst wird (Morfini et al., 2002). Da der PI3K-Signalweg GSK3 hemmt,
wirkt er aktivierend auf den Mitochondrientransport. NGF aktiviert sowohl den PI3K als auch
den MAPK-Signalweg, wodurch Mitochondrien womoglich schneller in den NGF-
stimulierten Bereich gezogen werden, jedoch gestoppt werden, sobald sie den Bereich der

Stimulation erreicht haben.

Eine weitere Kinase, die in Zusammenhang mit dem Mitochondrientransport gebracht wird,
ist die Proteinkinase C (PKC, Kalzium- und Diacylglycerol-abhéngige Kinase). Aktivierung
der PKC fiihrt zur erh6hten Mobilitdt der Mitochondrien, wihrend die Hemmung selbiger die
Bewegung der Mitochondrien stoppte (Nekrasova et al., 2007). Die erhdhte Mobilitdt war von

einem intakten Intermedidrfilamentnetzwerk abhéangig.

1.7 Zielsetzung

Da bereits das zu KIF1Ba stark homologe KIFIC durch Dorner et al. als 14-3-3-
Bindungspartner identifiziert wurde (Dorner et al., 1999), sollte untersucht werden, ob
KIF1Ba ein 14-3-3-Bindungspartner ist, wie die Bindung reguliert wird und welche
physiologische Bedeutung sie hat. KIFIBa wurde bisher als Monomer beschrieben. Da
jedoch nachgewiesen wurde, dass Mitglieder der selben Familie auch als Dimere in den
Zellen vorliegen konnen (Dorner et al., 1999; Tomishige et al., 2002), sollte die Dimerisierung
von KIF1Ba und der mégliche Einfluss der 14-3-3-Bindung auf die Dimerisierung untersucht

werden.

Die einzige bekannte Funktion von KIF1Ba ist der mitochondriale Transport (Nangaku et al.,
1994). KIF1Ba wurde durch Zellfraktionierung in der Mitochondrienfraktion nachgewiesen
und war in der Lage, Mitochondrien in vitro zu transportieren. Des Weiteren konnte dessen
Co-Lokalisation mit Mitochondrien durch Immunfluoreszenz nachgewiesen werden. In der
vorliegenden Arbeit sollte die Bedeutung der 14-3-3-Bindung an KIF1Ba fiir den Mitochon-

drientransport untersucht werden. Die 14-3-3-Bindung erfolgt in den meisten Féllen nach der
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Phosphorylierung des Bindungspartners und es wurden bereits verschiedene Signalwege
beschreiben, die in den Mitochondrientransport involviert sind, jedoch sind die Effektor-
proteine oft noch nicht bekannt. In dieser Arbeit sollte untersucht werden, ob und durch

welche Kinasen der KIF1Ba-vermittelte Mitochondrientransport reguliert wird.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien

Soweit nicht anderweitig aufgefiihrt, wurden Chemikalien und Verbrauchsmaterialien von den
Firmen Merck (Darmstadt, DE), Roth (Karlsruhe, DE), Sigma-Aldrich (Steinheim, DE) oder
Fluka (Neu-Ulm, DE) in p.a.-Qualitit bezogen. Ein Teil der Vektoren und die rekombinanten
Kinasen wurden durch das DSTT (Division of Signal Transduction Therapy, Dundee, UK) zur

Verfligung gestellt.

PeqGOLD Universal Agarose Peqglab (Erlangen, DE)

Insulin (Humulin) Eli Lilly (Indianapolis, USA)

Formaldehyd Polysciences, Inc. (Warrington, USA)

2.1.2 Enzyme

Restriktionsenzyme New England Biolabs (Schwalbach/Taunus, DE)
Pfx-Polymerase Invitrogen (Eggenstein, DE)

T4-DNA-Ligase New England Biolabs (Schwalbach/Taunus, DE)

2.1.3 Oligonukleotide

Bezugsquelle: Operon (Kdln, DE)

Oligonukleotid Sequenz

KIF1B anti 2180 AAAAATTAAGATCTGAGATGGTGACCCACTTGGACCAATCC
AAGTGGGTCACCATCTCAGATCTTAAGGTGTTTCGTCCTTTC
CACAA

U6 fwd AAGGTCGGGCAGGAAGAGGGCCTA
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2.1.4 E. coli Staimme

Bakterienstamm Eigenschaften Referenz

E. coli 298 F’ F+, kanr, Ir, recA-, tonA-, lacl-; aus MM | Genentech
294 (San Francisco, USA)

E. coli DH5a F, 680dlacZAM15, A(lacZYA-argF)U169, |New England Biolabs
deoR, recAl, endA1, hsdR17, phoA, (Schwalbach/Taunus, DE)
supE44, N, thi-1, gyrA96, reld1

2.1.5 Vektoren

Vektor

Eigenschaften

Referenz

pCR@-blunt

Klonierungsvektor fiir PCR-Produkte, Pi,
lacZa ccdB zeo" kan® ColE1-ori

Invitrogen
(Eggenstein, DE)

pCRO-blunt U6 prom

PCR@-blunt, in den der U6 Promotor
kloniert wurde

AG Lammers

2.1.6 Expressionsvektoren

Plasmidname

Expressionsvektor fiir:

Referenz

pRK,, KIF1Bo

KIF1Ba Wildtyp

AG Lammers

pRK,; KIF1Ba myc CT

Fusionsprotein aus KIF1Ba und myc-Epitop,
myc-Epitop befindet sich C-terminal

AG Lammers

pRK,, KIF1Ba-S1053A

KIF1Ba mit der Mutation Serin 1053 zu
Alanin

AG Lammers

pRK,, KIF1Ba-S1141A

KIF1Ba mit der Mutation Serin 1141 zu
Alanin

AG Lammers

pRK,, KIF1Ba-S1053,1141A

KIF1Ba mit den Mutationen Serin 1053 bzw.
S1141 zu Alanin

AG Lammers

pRK,, KIF1Bo-K103A

KIF1Ba mit der Mutation Lysin 103 zu
Alanin

AG Lammers

pRK,, VSV KIF1Ba-no
motor

KIF1Ba mit der Deletion der C-terminalen
349 aa, mit VSV-Epitop-Tag versehen

AG Lammers

pRK,; 14-3-3y

14-3-3y Wildtyp

AG Lammers

pRK,s 14-3-3y mut

14-3-3y mit den Aminosdurenaustauschen
Qo6K, L13AE zu Q13QR, Y85Q, K88N,
E90Q

AG Lammers
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pRK, 14-3-3y myc

Fusionsprotein aus myc-Epitop und
pRKrs_14'3‘3y

AG Lammers

pRK, 14-3-3y mut myc

Fusionsprotein aus myc-Epitop und
pRK,s 14-3-3y mut

AG Lammers

pRK,, GIPC VSV CT

GIPC, mit VSV-Epitop-Tag versehen AG Lammers

pcDNAS/FRT/TO-GFP
KIF1Ba

Fusionsprotein aus GFP und KIF1Ba DSTT

pcDNAS/FRT/TO-GFP

Fusionsprotein aus GFP und KIF1Ba mit den | DSTT

KIF1Ba S1053A S1141A Mutationen Serin 1053 bzw. 1141 zu Alanin

2.1.7 Plasmidvektor fiir RNA-Interferenz

Plasmidname shRNA gegen Referenz

pCRO U6-prom KIF1B anti 2180 |humanes und murines KIF1Ba diese Arbeit

2.1.8 Zelllinien

Zelllinie Eigenschaften Referenz

HEK?293 mit den Adenovirus Genen E1A und ATCC CRL-1573
E1B transfizierte humane embryonale (Graham et al., 1977)
Nierenfibroblasten

NIH3T3 immortalisierte Mausfibroblasten ATCC CRL-1658

(Jainchill et al., 1969)

HEK293/GFP-KIF1Ba |HEK293-Flp-In-Zellen, die GFP- diese Arbeit
KIF1Ba exprimieren

HEK293/GFP-KIF1Ba- |HEK293-Flp-In-Zellen, die GFP- diese Arbeit

S1053A,S1141A KIF1Ba-S1053A,S1141A exprimieren

Hela/LKB1 Hela-Zellen, die Wildtyp LKB1 (Sapkota et al., 2002)
iiberexprimieren

Hela/KD LKBI Hela-Zellen, die katalytisch inaktives (Sapkota et al., 2002)
LKBI1 iiberexprimieren (T366A)

MEF/AMPK +/+ Mausembryo-Fibroblasten, aus Wildtyp |(Laderoute et al., 2006)
Mausen isoliert

MEF/AMPK -/- Mausembryo-Fibroblasten, aus AMPK | (Laderoute et al., 2006)

Knockout Méusen (AMPKal”- und
AMPKa2™") isoliert
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2.1.9 Antikorper

Primérantikorper:

Antikorper Eigenschaften Referenz

a-myc monoklonaler Maus IgG gegen myc-Decapeptid | AG Lammers
EQKLISEEDL (Klon 9E10)

a-VSV monoklonaler Maus IgG gegen das VSV-G- AG Lammers
Peptid YTDIEMNRLGK (Klon P5D4)

a-KIF1Ba polyklonaler Kaninchen IgG gegen KIF1Ba AG Lammers

(GST-Fusionsprotein, aa 743-1153)

(Wozniak et al., 2005)

a-KIF1Ba pS1053

polyklonaler Kaninchen IgG gegen das KLH
gekoppelte Peptid LRWRSN(pS)LNNGQP

AG Lammers

a-KIF1Ba pS1141

polyklonaler Kaninchen IgG gegen das KLH
gekoppelte Peptid C+RMRRQF(pS)APNLKA

AG Lammers

a-KIF1Ba polyklonaler Kaninchen IgG gegen Santa Cruz Biotech
Aminosduren 964 bis 1153 des humanen (Santa Cruz, USA)
KIF1Ba
0-14-3-3y polyklonaler Kaninchen IgG gegen C-Terminus |Santa Cruz Biotech
des humanen 14-3-3y (Santa Cruz, USA)
a-14-3-3f3 polyklonaler Kaninchen IgG gegen C-Terminus |Santa Cruz Biotech
des humanen 14-3-3f3 (Santa Cruz, USA)
0-GSK3 monoklonaler Maus IgG gegen GSK3[ aus Santa Cruz Biotech
Xenopus, detektiert auch GSK3a (Santa Cruz, USA)
o-p-Vasp monoklonaler Maus IgG gegen phosphoryliertes | Calbiochem
Serin 157 in VASP (Nottingham, UK)
o-p-Akt (T308) polyklonaler Kaninchen IgG gegen CST
phosphoryliertes Threonin 308 in Akt (Danvers, USA)
a-p-Erk monoklonaler Kaninchen IgG gegen CST
phosphoryliertes Threonin 202 in Erk1 bzw. 204 | (Danvers, USA)
in Erk2
a-p-S6K polyclonaler Kaninchen IgG gegen CST
phosphoryliertes S371 in S6K (Danvers, USA)
a-p-AMPK polyklonaler Kaninchen IgG gegen p-AMPK CST
(T172) (Danvers, USA)
a-AMPKa monoklonaler Kaninchen IgG gegen AMPKa | CST
(Danvers, USA)
a-LKBI1 monoklonaler Maus IgG gegen LKB1 Abcam
(Cambridge, UK)
a-0-Tubulin monoklonaler Maus IgG gegen a-Tubulin (Klon | Sigma Aldrich

DMIA)

(Steinheim, DE)
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a-y-Tubulin monoklonaler Maus IgG gegen g-Tubulin (aus | Sigma Aldrich
Aszitesfliissigkeit aufgereinigt) (Steinheim, DE)
a-DIG-POD Schaf Fab-Fragment Antikorper gegen DIG, Roche Diagnostics
konjugiert mit HRP GmbH (Mannheim,
DE)
Sekundérantikorper:
Antikorper Eigenschaften Referenz

Ziege-0-Maus,
HRP konjugiert

Antikorper aus Ziege gegen Maus IgG (Fc-
Spec.), konjugiert mit HRP

Sigma-Aldrich
(Steinheim, DE)

Ziege-a-Kaninchen,

Antikorper aus Ziege gegen Kaninchen IgG

Sigma-Aldrich
(Steinheim, DE)

Molecular Probes
(Leiden, NL)

Molecular Probes
(Leiden, NL)

HRP konjugiert (Fc-Spec.), konjugiert mit HRP
Ziege-o-Maus, Antikdrper aus Ziege gegen Maus IgG,
Alexa 488 konjugiert |konjugiert mit Alexa 488
Ziege-a-Kaninchen, | Antikorper aus Ziege gegen Kaninchen IgG,
Alexa 488 konjugiert |konjugiert mit Alexa 488

Ziege-o-Maus, Antikdrper aus Ziege gegen Maus IgG,
Alexa 546 konjugiert | konjugiert mit Alexa 546

Molecular Probes
(Leiden, NL)

Ziege-a-Kaninchen,

Alexa 546 konjugiert

Antikorper aus Ziege gegen Kaninchen IgG,
konjugiert mit Alexa 546

Molecular Probes
(Leiden, NL)

2.2 Puffer und Stammlosungen

2.2.1

6x DNA-Ladepuffer

10x TAE

Molekularbiologie

0,05% (w/v) Bromphenolblau
0,05% (w/v) Xylencyanol

30% (v/v) Glycerin

100 mM EDTA (pH 8)
400 mM Tris

50 mM Natriumacetat
10 mM EDTA

pH 8 (Acetat)
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I1x TE 10 mM Tris-HCI (pH 7,5)

0,1 mM EDTA
Rotiphorese 40 Gelmix (Roth) 38% (w/v)  Acrylamid

2% (W/v) Bisacrylamid
10x TBE 890 mM Tris

890 mM Borsédure

20 mM EDTA

pH 8
Polyacrylamid-Harnstoff 12,5 ml Rotiphorese 40 Gelmix
Gel 10% (50 ml) ™ Harnstoff

2,5 ml 0,5x TBE

450 ul APS (10%)

35u TEMED
Sequenzierpuffer 980 ul Formamid

20 ul EDTA [0,5 M]

0,05% Bromphenolblau

0,05% Xylencyanol
Elutionspufter 0,5M NH4Ac

1 mM EDTA

2.2.2 Bakterien-Medien und Platten

LB-Medium

LB-Medium mit Antibiotika

LB-Néahrbdden mit Antibiotika

Luria-Broth-Medium (Miller’s Modification)

1,5% (w/v)
1,0% (w/v)
pH 7,2 (HCI)

LB
NaCl

LB-Medium + 100 pg/ml Ampicillin bzw. Kanamycin

100 pg/ml Ampicillin bzw. Kanamycin
1,5% (w/v) Agar
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KCM

2.2.3 Zellkulturmedien

Zellkulturmedium

Medienzusitze

Trypsin/EDTA

Phosphatgepufferte
Salzlosung (PBS)

Einfriermedium

2.2.4 Transfektionslosung

2x BBS Puffer

0,5M KCl
0,15M CaCl,
0,25M MgClz

Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM),
4,5 g/1 Glucose, 2 mM L-Glutamin

Cambrex (Verviers, B)

10% bzw. 0,5% (v/v) FCS, Perbio (Bonn)
Blasticidin, Invitrogen (Eggenstein, DE)
Hygromycin B, Invitrogen (Eggenstein, DE)
Zeozin, Invitrogen (Eggenstein, DE)

200 mg/l EDTA
500 mg/l Trypsin

Cambrex (Verviers, B)

13,7 mM NaCl

2,7 mM KCl
80,9mM  Na,HPO,
1,5 mM KH,PO,
(pH 7.,5)

Cambrex (Verviers, B)

FCS + 10% DMSO

50 mM BES (pH 6,96)
280 mM NaCl
1,5 mM NazHPO4



Material und Methoden

28

2.2.5 Proteinbiochemie

Lysepuffer

HNTG

3x Lammli Puffer

10x Tris-Glycin (TG)

Upper Tris (4x)

10% (v/v)
1% (v/v)
50 mM
150 mM
1,5 mM
I mM
100 mM
10 mM

1 mM

I mM
20 pg/ml

20 mM
150 mM
0,1% (v/v)
10% (v/v)
10 mM

I mM

3% (W/v)
3% (v/v)

10 mM
20% (v/v)
0,05% (W/v)

248 mM
1918 mM
35 mM

0,5M
0,4% (w/v)
pH 6,8 (HCI)

Glycerin
Triton X-100
Hepes, pH 7,5
NaCl

MgCl,

EGTA

NaF

Na,P,0;
Na;VO,
PMSF

Aprotinin

HEPES (pH 7.5)
NaCl

Triton X-100
Glycerin

NaF

Na;VO,

SDS
B-Mercaptoethanol
EDTA (pH 8)
Glycerin

Bromphenolblau
Tris

Glycin

SDS

Tris Base

SDS
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Lower Tris (4x)

Rotiphorese 30 Gelmix

Trenngel (8%); 40 ml

Trenngel (10%); 40 ml

Sammelgel (4%); 15 ml

Transblot

Ponceau-S Farbelosung

1,5M Tris Base
0,4% (w/v)  SDS
pH 8,8 (HCI)

29,22% (w/v) Acrylamid
0,78% (w/v) Bisacrylamid

10,66 ml Rotiphorese 30 Gelmix

10 ml Lower Tris
19,33 ml H,O

270 wl APS (10%)
66 ul TEMED

13,33 ml Rotiphorese 30 Gelmix

10 ml Lower Tris

16,66 ml H,O

270 wl APS (10%)

66 ul TEMED

2 ml Rotiphorese 30 Gelmix
3,75 ml Upper Tris (4x)
9,25 ml H,O

150 pl APS (10%)

25 ul TEMED

48 mM Tris-HCI (pH 7,5)
39 mM Glycin

20% (v/v) Methanol
0,004% (w/v) SDS

0,2% Ponceau S
2% Trichloressigsédure

in H,O 16sen und filtrieren
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NET (10x) 1,5M NaCl
50 mM EDTA (pH 8)
0,5M Tris-HCI (pH 7,5)

0,5% (v/v)  Triton X-100

Blocklosung (NET-G) Ix NET
0,25% (w/v) Gelatine

2.3 Molekularbiologische Methoden

2.3.1 Aufreinigung von Oligonukleotiden auf einem denaturierenden Polyacrylamidgel

Fiir die Klonierung der shRNA wurden besonders lange Oligonukleotide bendtigt. Eine
Aufreinigung war erforderlich und erfolgte tiber ein Harnstoffgel, da bei der Herstellung oft
Nebenprodukte entstehen, die kiirzer bzw. ldnger als das gewiinschte Oligonukleotid sind. Die
Zusammensetzung des Gels ist unter 2.2.1 beschrieben. Als Laufpuffer diente 0,5x TBE.
100 pg des Oligonukleotids wurden in Sequenzierpuffer aufgenommen und aufgetragen. Das
Gel wurde mit 100 V gestartet und, sobald die DNA ca. 1 cm ins Gel gelaufen war, auf 150 V
eingestellt und ca. 3 h laufen gelassen. Das Farben des Gels erfolgte in einer Ethidiumbromid-
Losung, so dass die Bande der richtigen GroBle unter UV-Bestrahlung aus dem Gel ge-
schnitten werden konnte. Das ausgeschnittene Gelstiick wurde zerkleinert, mit Elutionspufter
iiberschichtet und tiber Nacht bei 37°C inkubiert. Der Elutionspuffer wurde in ein frisches
Reaktionsgefdl3 iiberfilhrt und die Gelstiickchen erneut mit 0,5 Volumen Elutionspuffer
gewaschen, der ebenfalls in das neue Reaktionsgefa3 liberfiihrt wurde. Die Aufreinigung der
Oligonukleotide erfolgte durch Phenolextraktion, indem das Eluat mit 1/3 Volumen Phenol
versetzt, gemischt und bei 13200 g abzentrifugiert wurde. Die obere Phase wurde in ein
frisches Reaktionsgefdl} iiberfiihrt und mit 1/10 Volumen 3 M NaAc (pH 5,9) und 3 Volumen
EtOH (100%) versetzt, gemischt und bei -20°C fiir 1 h inkubiert. Das Abzentrifugieren der
DNA erfolgte 10 bis 15 min bei 13200 g und 4°C. Das Pellet wurde zwei Mal mit 70% EtOH

gewaschen, getrocknet und in 10 pl TE aufgenommen.
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2.3.2 Polymerasekettenreaktion

Die Polymerasekettenreaktion (PCR) ist die Methode der Wahl, um DNA in vitro zu
amplifizieren (Saiki et al., 1988). In einer PCR wird ein bestimmter Bereich der eingesetzten
DNA durch sich wiederholende Zyklen aus Denaturierung, Hybridisierung der Oligonukle-
otide an den Matritzenstrang und Synthese des komplementiren Stranges durch Verldngerung
der Oligonukleotide amplifiziert. Dazu bendtigt man neben dem Template (50 ng) eine
thermostabile Polymerase (2,5 U), geeignete Oligonukleotide (,,sense“ und ,,antisense®,
25 pmol), Nukleotide (0,2 mM) und 1x Reaktionspuffer zur Einstellung der Salzkonzen-

tration.

Wie bereits angedeutet, besteht die PCR aus drei sich wiederholenden Schritten:
Denaturierung ( 94°C, 5 min zu Beginn der Reaktion, im Zyklus 94°C, 1 min), Hybridisierung
(im Zyklus 52 - 65°C, 1 min) und Elongation (im Zyklus 68°C, 1 min; finale Elongation
68°C, 10 min). Der Zyklus wurde 25 Mal wiederholt. AnschlieBend wurde die PCR auf 4°C
abgekiihlt. Der PCR-Ansatz wurde zur Aufreinigung auf ein Agarosegel aufgetragen.

2.3.3 DNA Auftrennung durch Gelelektrophorese und Elution aus dem Agarosegel

Die Auftrennung von DNA-Fragmenten erfolgte je nach Fragmentgrofle durch Gelelektro-
phorese auf horizontalen 0,8 bis 2%igen Agarosegelen. Die Agarose wurde zusammen mit
Ethidiumbromid (0,1 pg/ml) in 1x TAE-Puffer aufgekocht, bevor das Gel in einer Gelkammer
gegossen und mit einem Kamm versehen wurde, um Probentaschen fiir die DNA-Auftragung
zu erzeugen. Als Laufpuffer diente 1x TAE-Puffer. Die Proben wurden mit 6x Laufpuffer 1:5
versetzt und auf das Gel aufgetragen. Nach Anlegen einer Spannung von 70-80 V wanderte
die negativ geladene DNA im Gel in Richtung des positiven Pols und wurde somit der Grof3e
nach aufgetrennt. Zur Langenbestimmung diente ein Langenstandard in einer der Proben-
taschen. Mittels UV-Licht und der Einlagerung von Ethidiumbromid in die DNA wurden die
DNA-Fragmente sichtbar gemacht.

Neben der Langenbestimmung von DNA-Fragmenten kann iiber Gelelektrophorese auch eine
Aufreinigung von PCR-Produkten erfolgen. Dafiir wurde das gewiinschte Fragment durch
Ausschneiden aus dem Gel entfernt und mit der ,,freeze and squeeze* Methode aufgereinigt.
Das Fragment wurde in ein 0,5 ml Eppendorf-Reaktionsgefaf3 iiberfiihrt, welches am Boden
mit einem Loch versehen und dessen Spitze mit silanisierter Glaswolle ausgestopft war. Nach

dem Schockgefrieren in fliissigem Stickstoff wurde das 0,5 ml Reaktionsgefdll in ein 2 ml
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Reaktionsgefdll gesteckt, in dem sich je nach Grofle des Gelstiickes 50 bis 80 ul Phenol
befanden. Die beiden ineinander gesteckten Reaktionsgefdle wurden 10 min bei 3300 g und
Raumtemperatur zentrifugiert. Der Durchfluss wurde in ein frisches Reaktionsgefal3
iiberfiihrt, das Volumen bestimmt und die Phenolmenge gegebenenfalls auf 1/3 aufgefiillt. Das
Gemisch wurde gevortext, nochmals 3 min bei 13200 g zentrifugiert und die obere Phase in
ein frisches Reaktionsgefdl iiberfiihrt. Zur Féllung der DNA wurde die Probe mit 1/10
Volumen 3 M NaAc (pH 5,9) und 3 Volumen EtOH (100%) versetzt, eine Stunde bei -20°C
inkubiert und anschlieBend bei 13200 g, 4°C und 10 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde
verworfen und das Pellet zwei Mal mit 70% EtOH gewaschen. Die DNA wurde getrocknet
und anschlieBend in 10 pl TE-Puffer gelost (4°C, iiber Nacht oder 10 - 20 min bei 37°C). Zur
Konzentrationsbestimmung wurden 0,5 pl der Probe neben 5, 10 und 20 ng Mengenstandard

auf einem Agarosegel aufgetragen.

2.3.4 Ligation und Transformation von Bakterien

Unter Ligation versteht man eine enzymkatalysierte Verkniipfung von DNA-Strangen. Die
aufgereinigten PCR-Fragmente wurden mit Hilfe der T4-DNA-Ligase in Vektoren eingefiigt.
Dazu wurden Vektor, PCR-Fragment, Ligase und Puffer gemischt und iiber Nacht bei 4°C
inkubiert. Zur Herstellung kompetenter Bakterien wurde die Methode nach Chung und Miller
(1988) eingesetzt. Die Bakterien wurden 2 h bis 4 h bis zur logarithmischen Wachstumsphase
(OD600= 03, - 0,5) bei 37°C in LB-Medium kultiviert, abzentrifugiert und in eiskaltem TSB
(LB-Medium, 10% (v/v) PEG 3350, 5% (v/v) DMSO, 10 mM MgCl,, 10 mM MgSOy)
resuspendiert. Aliquotierte Bakterien (100 pl) wurden in fliissigem Stickstoff eingefroren und
bei -80°C gelagert. Die kompetenten Bakterien wurden vor der Transformation langsam auf
Eis aufgetaut und der Ligationsansatz (10 ul) mit 20 ul KCM und 70 pl Wasser versetzt. Die
aufgetauten Bakterien wurden zu diesem Ansatz pipettiert und das Gemisch 30 min auf Eis
inkubiert, bevor die Bakterien 40 s bei 42°C im Wasserbad einem Hitzeschock unterzogen
wurden. Darauthin wurden die Bakterien 1 min auf Eis abgekiihlt und 800 pl LB-Medium
zugegeben. Die Bakterien wurden weitere 50 min bei 37°C inkubiert, bevor sie auf
antibiotikaenthaltende Agarplatten ausplattiert wurden. Die Platten wurden kopfiiber iiber
Nacht bei 37°C inkubiert. Kolonien wurden in 2 ml bzw. 3 ml LB-Kulturmedium aufge-
nommen und iiber Nacht unter konstantem Schiitteln bei 37°C inkubiert, bevor die Kulturen

lysiert und die DNA aufgereinigt wurde (2.3.5).
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2.3.5 Priparation von DNA aus Bakterien, Konzentrationsbestimmung und

Restriktionsverdau

Zur Priparation von DNA aus Bakterien wurden zwei unterschiedliche Verfahren genutzt:

Phenolextraktion und Sdulenaufreinigung.

Um Kolonien zu testen, wurden Plasmid-Minipréparationen nach Birnboim und Doly (1979)
durchgefiihrt. Einzelne Kolonien wurden in 2 ml LB-Medium mit entsprechendem Antibio-
tikum {berfiihrt und iiber Nacht bei 37°C unter konstantem Schiitteln kultiviert. Die
Bakterienkultur wurde in ein 1,5 ml Reaktionsgefdf tiberfiihrt und 1 min bei 1320 g abzentri-
fugiert. Das Medium wurde verworfen und das Bakterienpellet in 100 pl TE aufgenommen.
Die Lyse der Bakterien erfolgte durch Zugabe von 100 pl 0,2 M NaOH/1% SDS auf Eis. Die
Losung wurde mit 50 pul 5 M Kaliumacetat (pH 4,8-5,3) neutralisiert und mindestens 5 min
auf Eis inkubiert. Die Plasmide wurden durch Zentrifugation (13200 g, 3 min) von den
Bakterienbestandteilen getrennt und der Uberstand in ein frisches 1,5 ml Reaktionsgefi3
iiberfiihrt, in dem 200 pl Phenol vorlagen. Durch Zentrifugation (13200 g, 3 min) wurde die
wissrige Phase von der Phenolphase getrennt und die obere wéssrige Phase in ein frisches
Reaktionsgefal tiberfiihrt. Die Féllung der DNA erfolgte durch Zugabe von 0,6 Volumen Iso-
propanol und anschlieBender Zentrifugation (13200 g, 5 min). Das Pellet wurde ein Mal mit
70%igem EtOH gewaschen und anschliefend getrocknet, bevor es in 50 pl TE + RNase
(30 min bei 37°C, 1 h bei RT bzw. bei 4°C iiber Nacht) aufgenommen wurde. RNA, die

zusammen mit der DNA gefallt wurde, wurde so verdaut.

Plasmide, die fiir die Transfektion von Sidugerzellen bestimmt waren, wurden mit dem
NucleoSpin-Plasmid-Kit von Macherey und Nagel aus den Bakterien aufgereinigt. Eine Uber-
nachtkultur (3 ml) wurde laut Vorschrift aufbereitet, und die DNA wurde an Silikamatrix-

sdulen gebunden und eluiert.

Die Konzentration der durch Séulenauftrennung gewonnenen DNA wurde in einem
Photometer bestimmt. Gemessen wurde bei A=260 bzw. 280 nm. DNA und RNA absorbieren
Licht bei 260 nm, widhrend Kontaminationen durch Proteine oder Phenol ihr Absorptions-
maximum bei 260 nm haben. Der Quotient aus den Messwerten bei 260 und 280 nm gibt
Aufschluss tiber die Qualitdt der DNA und sollte zwischen 1,8 und 2 liegen. Aus dem
Messwert bei 260 nm kann die DNA-Konzentration berechnet werden: Messwert x

Verdiinnung x 50 pg/ml (1 OD = 50 pg/ml).
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Der Restriktionsverau einer DNA gibt u.a. Aufschluss iiber die Linge der in den Vektor
eingebrachten DNA. Die zu untersuchende DNA wurde mit einem Restriktionsenzym im
dafiir geeigneten Puffer 1 h bei 37°C inkubiert. Der Verdau wurde anschlieBend auf ein

Agarosegel aufgetragen und die Fragmentlidnge anhand eines Langenmarkers bestimmt.

2.3.6 Klonierung der shRNA fiir RNA-Interferenz

Um die Expression bestimmter Proteine in Sdugerzellen zu reduzieren, wurden Vektoren
kloniert, die fiir spezifische shRNAs kodierten. Die Polymerase III, welche ribosomale 5S
RNA (5S rRNA), tRNAs und diverse andere kleine RNAs transkribiert, bendtigt den U6
Promotor. Daher wurde ein PCR-Fragment hergestellt, das sowohl die Sequenz der shRNA als
auch den U6-Promotor enthielt, indem eine PCR auf den Vektor pCR@-blunt-U6-prom mit
den Oligonukleotiden U6 fwd und KIF1B-anti-2180 durchgefiihrt wurde (2.3.2). Dieses PCR-
Fragment wurde aufgereinigt (2.3.3) und in den Vektor pCRO-blunt ligiert, der durch
Restriktionsverdau des Vektors mit dem Enzym Stu hergestellt wurde. Der neue Vektor wurde
in E. coli DH5a transformiert (2.3.4). Von Kolonien wurden Ubernachtkulturen (3 ml) in LB-
Medium mit Kanamycin kultiviert und die DNA durch Phenolextraktion gewonnen. Durch
einen Restriktionsverdau mit dem Restriktionsenzym Stu wurden positive Kolonien durch
GroBenvergleich identifiziert. Eine positive Kolonie wurde kultiviert und die DNA auf einer
Saule aufgereinigt (2.3.5). Nach Konzentrationsbestimmung im Photometer wurde die DNA

zu der Endkonzentration 1 pg/ul verdiinnt.

2.4 Zellkulturtechniken

2.4.1 Allgemeine Zellkulturtechniken

Alle Zellkulturarbeiten wurden unter sterilen Bedingungen in Sterilbdnken der
Sicherheitsstufe 2a durchgefiihrt. Die Zellen wurden in Zellkulturmedium mit 10% FCS bei
37°C und hoher Luftfeuchtigkeit in einem CO, Inkubator (7%) kultiviert. Vor Erreichen der
Konfluenz wurden die Zellen mit PBS gewaschen und mit Trypsin inkubiert, bis sich die
Zellen von der Oberflache der Kulturschale 16sten. Die abgeldsten Zellen wurden in frischem
Kulturmedium aufgenommen und ein Teil der Zellen 1:10 fiir die neue Kultur verdiinnt. Fiir
Versuche wurden die Zellen vor dem Aussden ausgezihlt (in Neubauer-Zahlkammer) und im

Fall von HEK293-Zellen auf 225000/ml bzw. fir NIH3T3-Zellen auf 20000/ml in Kultur-
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medium verdiinnt. 2 ml der HEK293-Zellen wurden in Behilter einer 6-Loch-Kulturschale
uberfithrt, wihrend 1 ml der NIH3T3-Zellen in Behélter einer 12-Loch-Kulturschale, in der

sterile Glaspléttchen lagen, tiberfiihrt wurden.

Die kultivierten Zelllinien wurden in regelméfigen Abstinden auf eine Kontamination mit
Mykoplasmen hin untersucht. Hierfiir wurden mykoplasmenfreie Zellen auf Glasplittchen
angezogen. Fiir diesen Versuch waren NIH3T3-Zellen besonders geeignet, da sie gut an Glas
haften. Sobald diese Zellen angewachsen waren, wurden sie mit konditioniertem
Kulturmedium der zu untersuchenden Zelllinien weitere 24 h inkubiert. Die Zellen wurden
mit Methanol 5 min bei -20°C fixiert und anschlieBend ein Mal mit PBS gewaschen und
20 min bei Raumtemperatur mit DAPI (1 pg/ml in PBS) inkubiert. Um das iiberschiissige
DAPI zu entfernen, wurden die Zellen fiinf bis sechs Mal mit PBS gewaschen und
anschliefend in einen Tropfen einer 25% Glycerin-Losung in PBS auf einen Objekttriger
gelegt. Die Zellen wurden in einem Fluoreszenzmikroskop unter UV-Licht untersucht.
Mycoplasmen erkennt man an der Farbung ihrer DNA als verstreute Punkte im Zytoplasma

der Zellen.

2.4.2 Transfektion von Saugerzellen

Es gibt mehrere Moglichkeiten, Sédugerzellen zu transfizieren. Dabei kann DNA mechanisch
oder durch Elektroporation in die Zellen geschleust werden, oder aber die DNA wird Zellen in
Form von Prézipitaten oder Lipidvesikeln dargeboten, die von den Zellen phagozytotisch

aufgenommen werden.

In dieser Arbeit wurde die Kalzium-Phosphat-Methode gewidhlt, um Séugerzellen zu
transfizieren (Chen und Okayama, 1987). Bei dieser Methode bildet sich ein schwerldsliches
Kalzium-Phosphat-Prézipitat, das die DNA einschliet und von den Zellen aufgenommen
wird. Die aufgenommene DNA liegt dabei in den meisten Fillen als Transgenom vor und geht
im Laufe weniger Tage verloren. Daher liegt die hochste Konzentration des durch die

transfizierte DNA kodierten Proteins 48 h bis 72 h nach der Transfektion vor.

Die Zellen wurden 24 h nach der Aussaat (2.4.1) transfiziert. Unter sterilen Bedingungen
wurden 86 ul H,O, 10 pl CaCl, (2,5 M) und 4 pl DNA (1 pg/ul) gemischt, bevor 100 ul BBS
zugegeben wurden. Diese Losung wurde 10 bis 20 min bei Raumtemperatur inkubiert und in

das Kulturmedium der Zellen pipettiert. Die Zellen wurden 15 h bis 18 h bei 37°C und 3%
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CO; inkubiert. Danach wurden die Zellen ein Mal mit Kulturmedium gewaschen und weitere

24 h bei 37°C und 7% CO, in Kulturmedium mit 0,5% bzw. ohne FCS inkubiert.

2.4.3 KIF1Ba-Knockdown durch RNA-Interferenz

Durch RNA Interferenz kann die Expression eines bestimmten Proteins in Sdugerzellen
gezielt unterdriickt werden. Dabei wird ein natiirlicher Mechanismus der Zellen genutzt, der
bei der Genregulation wichtig, jedoch auch bei der Viren-Abwehr von Bedeutung ist. Bei
dieser Methode wird doppelstrangige RNA, die zur mRNA des auszuschaltenden Proteins

komplementir ist, in die Zelle eingebracht.

In dieser Arbeit wurde die shRNA-Methode gewihlt (Paddison et al., 2002). Bei dieser
Methode werden Zellen mit einem Vektor transfiziert, der fiir ein RNA-Molekiil kodiert, das
zwel komplementére Sequenzen enthélt. Diese beiden Sequenzen sind durch einen Loop
verbunden, so dass sie sich zu einem doppelstrangigen RNA-Molekiil zusammenlagern. Der
Loop wird durch das Protein Dicer entfernt, wodurch die antisense-RNA entsteht. Diese wird
entwunden und einer der Stringe wird in den RISC-Komplex eingebaut, der dann die
gewiinschte mRNA abbauen kann. In dieser Arbeit wurden zwei verschiedene shRNAs einge-
setzt, um humanes (in HEK293-Zellen) und murines (in NIH3T3-Zellen) KIF1Ba herunter zu

regulieren.

HEK?293- Zellen bzw. NIH3T3-Zellen wurden wie unter 2.4.1 beschrieben kultiviert und wie
unter 2.4.2 beschrieben mit den Vektoren transfiziert. HEK293-Zellen wurden 48 h bzw. 72 h
nach Transfektion geerntet, die Proteinkonzentration der Lysate bestimmt, die Proteine durch
SDS-PAGE (Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese) aufgetrennt und auf
Nitrozellulosemembran transferiert (2.4.9, 2.4.10). KIF1Ba und GSK3[3 (als Ladekontrolle)
wurden mit den entsprechenden Antikdrpern in einer Immunblotreaktion detektiert (2.4.11).
NIH3T3-Zellen wurden 40 h nach Transfektion mit MitoTracker gefdarbt und wie unter 2.5
beschrieben fixiert. Der Nachweis von KIF1Ba erfolgte mit dem spezifischen KIF1Ba-Anti-
korper und einem Alexa 488 gekoppelten Kaninchen-Antikorper (2.5).

2.4.4 Herstellung permanenter Zelllinien mit induzierbarer KIF1Ba-Expression

Zur Herstellung permanenter Zelllinien wurde das Flp-In™-System (Invitrogen, Eggenstein,

DE) benutzt. Dieses System hat mehrere Vorteile: (1) die gewiinschte DNA wird an einer
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bestimmten Stelle im Genom eingebaut, da in die genomische Sequenz der benutzten

Zelllinien eine Erkennungssequenz (FRT, Flippase Recognition Target site) fiir die Flp-

A P» Expression of facZ and Zeocin™
Psvao Amp pUC ori
/2 s ATG [ lacZ-Zeocin™ -/
e
C y Psvio e Amp  pUC ori
et e N >-
/ )
| pcDNAS/FRT
Expression
Vector
3 Expression of hygromycin —» Expression of your gene
Psvao 1 puCori Amp  Pcmv e
/oS ATG - Hygromycin GOl ; BGH pA - lacZ-Zeocin™

Amp pUC ori

Abbildung 2.1: Das Flp-In"™-System

(A) Die Flp-Erkennungssequenz (FRT) ist permanent in das Genom der Zelle integriert. (B)
Karten der Vektoren pOG44 und pcDNAS/FRT/TO. (C) Darstellung der homologen
Rekombination durch die Flp-Rekombinase. (D) Das Konstrukt ist stabil in das Genom der
Zelle integriert. Die Zelle ist Hygromycin-resistent und kann selektiert werden. Die Abbil-
dung ist folgender Homepage entnommen: https://commerce.invitrogen.com/index.cfm?
fuseaction=iProtocol.unitSectionTree&treeNodeld=55F2130DA22F656EDOE5906186F8965

B
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Rekombinase stabil integriert ist, (2) die Expression des gewlinschten Proteins wird durch

Tetracyclin-Zugabe (1 pg/ml) induziert.

Die FRT-Erkennungssequenz liegt in der kodierenden Sequenz eines Fusionsproteins aus
B-Galaktosidase und einem Zeozin-Resistenz bewirkenden Protein. Diese Flp-In-Zellen
konnen mit Zeozin selektiert werden und sind zusitzlich resistent gegen Blasticidin. Die
cDNAs fir Wildtyp und KIFIBa-S1053A,S1141A wurden in den die FRT-Sequenz
enthaltenden Vektor pcDNAS/FRT/TO kloniert und gemeinsam mit dem die Flp-Rekom-
binase kodierenden Vektor pOG44 in die Flp-In-Zellen transfiziert. Zellen, die beide Plasmide
aufgenommen hatten, exprimierten die Flp-Rekombinase, welche die Rekombination der
DNAs einleitet. Der Vektor pcDNAS/FRT/TO enthielt zusitzlich zur gewiinschten Sequenz
eine Hygromycin B Resistenz. Somit konnten Zellen, die das Konstrukt permanent in das
Genom integriert hatten, mit Hygromycin und Blasticidin selektiert werden (Abbildung 2.1).
Die Zelllinien wurden kultiviert und 24 h vor Versuchsbeginn mit 1 pg/ml Tetracyclin inku-

biert, um die KIF1Ba-Expression zu stimulieren.

2.4.5 Einfrieren und Auftauen von Siugerzellen

Um sicherzustellen, dass man iiber Jahre mit derselben Zelllinie arbeiten kann, miissen Zellen
eingefroren und gelagert werden. Zum Einfrieren der Zellen wurden diese mit Trypsin von der
Kulturschale gelost, in Einfriermedium aufgenommen und in Einfrierréhrchen pipettiert. Die
Zellen wurden darauthin mindestens 24 h bei -80°C gelagert, bevor sie in fliissigen Stickstoff

iiberfiihrt wurden. Die so gelagerten Zellen sind iiber Jahre haltbar.

Zum Auftauen der Zellen wurden die Einfrierrohrchen im Wasserbad bei 37°C erwarmt, bis
die Zellen fast vollstindig aufgetaut waren. Daraufhin wurden sie in Zentrifugenréhrchen mit
frischem Medium iiberfiihrt und 1 min bei 1200 g abzentrifugiert, um das DMSO zu entfer-
nen. Die Zellen wurden in frischem Medium resuspendiert und in Kulturschalen iiberfiihrt.

Die Kultur der Zellen erfolgte wie unter 2.2.3 beschrieben.

2.4.6 Zelllyse mit Triton X-100

Durch Lyse der Zellen mit dem Detergenz Triton X-100 wurden zytoplasmatische und
membranstindige Proteine in Losung gebracht, wihrend der Zellkern und Teile des

Zytoskeletts in diesem Puffer unldslich waren.
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Die Zellen wurden mit dem Medium von der Oberfldche der Kulturschale abgespiilt und in
ein Reaktionsgefdl tiberfiihrt. Die Zellen wurden anschlielend bei 1200 g 1 min abzentrifu-
giert, der Uberstand wurde entfernt und die Zellen wurden in 200 pl Lysepuffer aufgenommen
und 3 min auf Eis inkubiert. Das Lysat wurde 15 min bei 13000 g und 4°C abzentrifugiert und
der Uberstand in ein frisches ReaktionsgefdB iiberfiihrt, wihrend das Pellet bei Bedarf in
200 pl Lammlipuffer aufgenommen wurde. Beide Fraktionen wurden kurze Zeit auf Eis oder

fiir mehrere Tage bei -20°C bzw. -80°C aufbewahrt.

2.4.7 Konzentrationsbestimmung von Proteinen

Zur Messung der Proteinkonzentration der Lysate wurde die Bradford-Methode eingesetzt
(Bradford, 1976). Der Nachweis erfolgt hierbei iiber die Bindung des Farbstoffs Coomassie
Brilliant Blue G-250 an Proteine. Die Lysate wurden 1:800 in der Bradford-Losung verdiinnt
und die Absorption in einem Photometer bei einer Wellenldnge von 595 nm gemessen. Als
Standard wurde eine Rinderserumalbumin-Konzentrationsreihe (1-10 pg/ml) eingesetzt und

tiber lineare Regression die Proteinkonzentration der Lysate bestimmt.

2.4.8 Immunprizipitation (IP)

Protein-G bindet spezifisch an den konstanten Teil der 1gG-Klasse von Immunglobulinen.
Durch kovalente Kopplung an Sepharosekiigelchen entsteht eine Substanz mit hoher Affinitét
zu diversen IgG Antikdrpern verschiedener Organismen, die sowohl in Losungen resuspen-
dierbar ist, als auch durch Zentrifugation von der fliissigen Phase getrennt werden kann. In
dieser Arbeit wurden Protein-G Sepharosekiigelchen zur Prizipitation von Proteinen, an die
Maus-IgG gebunden waren, eingesetzt. Fusionsproteine aus GFP (green fluorescent protein)
und KIFIBa wurden mit speziellen GFP-bindenden Agarosekiigelchen (Chromotek,
Hannover, DE) prézipitiert, an die ein Fragment eines GFP-bindenden Antikdrpers kovalent

gebunden vorlag.

Je TP wurden 180 pl Lysat, 180 ul HNTG und 15 pl Protein-G Sepharose bzw. GFP-
Agarosekiigelchen zusammenpipettiert und 3 h bei 4°C auf einem Drehrad inkubiert.
AnschlieBend wurden die IPs abzentrifugiert (3000 g, 10 s) und der Uberstand verworfen. Das
Entfernen ungebundener Proteine erfolgte durch dreimaliges Waschen mit HNTG.
AbschlieBend wurden die IPs in Limmlipuffer aufgenommen und 5 min bei 95°C erhitzt, um

die Bindung zwischen den Proteinen zu trennen.
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2.4.9 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die Auftrennung von Proteingemischen nach ihrem Molekulargewicht erfolgte durch
Elektrophorese in Polyacrylamidgelen. In dieser Arbeit wurde die SDS-PAGE verwendet, bei
der die Proteine unter denaturierenden Bedingungen aufgetrennt werden. Das im Lammli-
puffer enthaltene 3-Mercaptoethanol reduziert inter- und intramolekulare Disulfidbriicken und
das SDS bindet an die Proteine, wodurch negativ geladene SDS-Protein-Komplexe entstehen.
Zusétzlich denaturiert SDS Proteine und unterbindet Protein-Protein-Wechselwirkungen.
Somit werden die Proteine nur noch anhand ihres Molekulargewichts aufgetrennt. Die
Wanderungsstrecke der Proteine hingt von der Dichte des Gels ab. Daher wurden abhéngig
vom Molekulargewicht der aufzutrennenden Proteine 8 bzw. 10%ige SDS-Polyacrylamidgele
benutzt, auf die ein 4%iges Sammelgel gegossen wurde. Als Molekulargewichtsstandard

wurden folgende Proteine eingesetzt:

Myosin 200 kDa
[B-Galactosidase 116 kDa
Phosphorylase b 97 kDa
Rinderserumalbumin 66 kDa
Ovalbumin 43 kDa
Kohlenstoff-Anhydrase 31 kDa
Trypsin-Inhibitor 21 kDa
Lysozym 14 kDa

2.4.10 Proteintransfer auf Nitrozellulosemembranen (Western Blot)

Proteine werden beim Blotten elektrophoretisch vom SDS-Gel auf eine Nitrozellulose-
membran {ibertragen und auf ihr immobilisiert. In dieser Arbeit wurde das Semi-dry Blot
Verfahren eingesetzt. Dabei wurden drei Lagen mit Transblot-Puffer getrinktes Filterpapier
auf die Anode gelegt. Auf diese Schicht wurde die ebenfalls in Transblot-Puffer getrankte
Nitrozellulose platziert. Das SDS-Gel wurde 5 min in Transblot-Puffer inkubiert und
blasenfrei auf die Nitrozellulosemembran gelegt. Zuletzt wurde das Gel mit drei Lagen
getrdnktem Filterpapier bedeckt. Der Transfer erfolgte bei 4°C mit 0,34 mA/cm?® fir 3 h.
AnschlieBend wurden die Proteine auf der Nitrozellulosemembran durch Ponceau S gefirbt
und die Banden des Molekulargewichtsstandards markiert. Die Membranen wurden durch
Waschen mit NET entfarbt und mindestens 1 h in NET-G inkubiert, wobei einmalig der Puffer
gewechselt wurde. Durch das Blocken der Membran mit NET-G sollten unspezifische

Bindungen der Antikdrper an Proteine und Membran verhindert werden.
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2.4.11 Immunblotanalyse und Detektion durch Chemilumineszenz (ECL)

Die auf Nitrozellulose immobilisierten Proteine wurden durch Bindung spezifischer Anti-
korper in einer Immunblotreaktion nachgewiesen. Die in dieser Arbeit benutzten Antikorper
sind in 2.1.9 aufgefiihrt. Die Inkubation mit dem primiren Antikorper (1:1000) erfolgte in
NET-G tiber Nacht bei 4°C auf einem Schiittler. Die Membranen wurden anschlieend drei
Mal 30 min bei Raumtemperatur mit NET gewaschen, bevor sie mit dem an Meerrettich-
peroxidase gekoppelten sekundidren Antikérper (1:15000) in NET fiir 1 h bei Raumtemperatur
inkubiert wurden. Abschlieend wurden die Membranen erneut drei Mal mit NET gewaschen.
Die Peroxidase katalysiert die Oxidation des Luminols, das in der ECL-Losung enthalten ist.
Die dabei entstehende Chemilumineszenz wurde durch Auflegen eines Rontgenfilmes
detektiert. Fiir die Auswertung wurden die Filme eingescannt und bei Bedarf densitometrisch

ausgewertet.

2.4.12 Proteindephosphorylierung durch A-PPase

Um die Spezifitit der in Kaninchen erzeugten Antikorper gegen zwei phosphorylierte
Aminosduren in KIF1Ba zu untersuchen, wurde ein Fusionsprotein aus myc-Epitop und
KIF1Ba in HEK293-Zellen transient iiberexprimiert. Dieses Fusionsprotein wurde mit einem
gegen das myc-Epitop gerichteten Antikorper 3 h auf einem Drehrad bei 4°C immunprézi-
pitiert und die IPs anschlieend drei Mal mit dem NEB-Puffer (50 mM HEPES, 100 mM
NaCl, 2 mM DTT, 0,01% Brij 35, pH 7.5) gewaschen. Die Hélfte der IPs wurde in Lammli-
puffer aufgenommen. Die restlichen IPs wurden 30 min bei 30°C auf einem Schiittler mit
50 U A-PPase in NEB-Puffer mit 1 mM MnCl, inkubiert. AnschlieBend wurden diese IPs in

Lammlipuffer aufgenommen und vor dem Auftragen auf ein SDS-Gel 5 min bei 95°C erhitzt.

2.4.13 In vitro Kinase-Assay

Der in vitro Kinase-Assay ist eine Methode, um potentielle Kinasen eines Substrates zu
identifizieren. Das in diesem Kinase-Assay benutzten Fusionsprotein aus GST und KIF1Ba
wurde rekombinant in Bakterien hergestellt und anschlieBend aufgereinigt (DSTT). Der
Kinase-Assay wurde mit 5 pg Fusionsprotein je Probe durchgefiihrt. Das Fusionsprotein
wurden in An- bzw. Abwesenheit von 0,1 mM MgATP mit 1 mU/ul Kinase 30 min bei 30°C
in einem Reaktionsmix (50 mM TrisCl, 100 uM EGTA, 1 mM DTT) unter konstantem
Schiitteln inkubiert. Um die Reaktion zu stoppen wurde Lammlipuffer zugefiigt und die
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Proben aufgekocht. Die Fusionsproteine wurden anschlieBend durch SDS-PAGE aufgetrennt
und auf Nitrozellulose transferiert (2.4.9, 2.4.10). Die Phosphorylierung der Fusionsproteine
wurde durch spezifische Phosphoantikérper in einer Immunblotanalyse nachgewiesen

(2.4.11). Die benutzten rekombinanten Kinasen sind in Abbildung 3.12 aufgefiihrt.

2.4.14 Stimulierung von Zellen mit Aktivatoren und Inhibitoren verschiedener Kinasen

bzw. dem Phosphatasehemmer Calyculin A

Um die Aktivitit der Kinasen herab zu setzten, wurden HEK293-Zellen 24 h nach der
Transfektion in Kulturmedium ohne FCS {iiber Nacht inkubiert. Die Zellen wurden darauthin
mit verschiedenen Aktivatoren und Inhibitoren inkubiert. Die Konzentrationen und
Inkubationszeiten sind unten aufgefiihrt. Die Inkubation der Zellen mit den Inhibitoren
erfolgte vor der Zugabe der Aktivatoren. Nach der Inkubation wurden die Zellen lysiert
(2.4.6). Die Proteine wurden durch SDS-PAGE (2.4.9) aufgetrennt und auf Nitrozellulose-
membran transferiert (2.4.10). Die Phosphorylierung wurde entweder in einem Overlay-Assay

durch 14-3-3-Bindung (2.4.15) oder mit spezifischen Antikorpern nachgewiesen (2.4.11).

Substanz Konzentration |Inkubationsdauer |Bezugsquelle

IGF-1 50 ng/ml 15 min Invitrogen (Eggenstein, DE)
PI103 1 uM 30 min DSTT (Dundee, UK)

EGF 100 ng/ml 15 min Invitrogen (Eggenstein, DE)
PMA 100 ng/ml 30 min Sigma-Aldrich (Steinheim, DE)
BID1870 10 uM 30 min Bohringer Ingelheim (Ingelheim, DE)
FSK 20 uM 30 min Sigma-Aldrich (Steinheim, DE)
H89 30 uM 30 min Calbiochem (Darmstadt, DE)
A23187 10 uM 15 min Calbiochem (Darmstadt, DE)
A-769662 50 uM lh DSTT (Dundee, UK)

Calyculin A 50/100 nM 10 min Calbiochem (Darmstadt, DE)
AICAR 1 mM lh Biomol (Hamburg, DE)
Akti-1/2 10 uM 30 min Calbiochem (Darmstadt, DE)
Rapamycin 50 nM 30 min Calbiochem (Darmstadt, DE)
G66976 und 1 uM 30 min Calbiochem (Darmstadt, DE)
G66983
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2.4.15 Overlay-Assay/ Far Western

Bei einem Overlay-Assay bzw. Far Western wird die in vitro Bindung zweier Proteine
untersucht. In dieser Arbeit wurde die Bindung der 14-3-3-Isoformen Bmhl und Bmh2 aus

Saccharomyces cerevisiae an KIF1Bd untersucht.

Die 14-3-3-Isoformen wurden rekombinant hergestellt und mit dem DIG-Protein Labeling Kit
(Roche, Mannheim, DE) mit Digoxigenin gekoppelt. Die freien Aminogruppen der zu
markierenden Proteine reagieren dabei mit Digoxigenin-3-0-succinyl-e-aminocapronséure-N-
hydroxy-succinimide ester (DIG-NHS) unter Bildung einer stabilen Amidbindung. DIG-NHS,
dass nicht mit den Proteinen reagiert hatte, wurde iiber Nacht durch Dialyse gegen PBS
entfernt. Die Proteine wurden auf 1ug/ml in einem Tris-Puffer (25 mM Tris, pH 7,5, 0,5 M
NaCl, 1% Milchpulver) verdiinnt.

Fiir den Overlay-Assay wurden transient GFP-KIFIBa {iberexprimierende Zellen mit
verschiedenen Substanzen behandelt und lysiert (2.4.14, 2.4.6). Das Fusionsprotein wurde mit
GFP-bindenden Agarosekiigelchen priazipitiert (2.4.8), durch SDS-PAGE (2.4.9) aufgetrennt,
auf eine Nitrozellulosemembran transferiert (2.4.10) und in Tris-Puffer mit 1% Milchpulver
geblockt. Diese Membran wurde eine Stunde bei Raumtemperatur oder iiber Nacht bei 4°C
auf einem Schiittler mit der 14-3-3-DIG Ldsung inkubiert. Die gebundenen 14-3-3-Proteine
wurden mit Hilfe eines Meerrettichperoxidase gekoppelten Fab-Fragment Antikdrpers in einer

Immunblotanalyse mit ECL nachgewiesen (2.4.15).

2.5 Immunfluoreszenzanalyse

Durch Immunfluoreszenz konnen bestimmte Proteine in Zellen detektiert und somit ihre
genau Lokalisation bestimmt werden. Dazu werden Zellen fixiert und deren Membranen
permeabilisiert, damit spezifische Antikorper eindringen und an das gewiinschte Protein
binden konnen. Diese spezifischen Antikdrper werden dann durch Farbstoff-gekoppelte

Antikorper nachgewiesen, die im Fluoreszenzmikroskop sichtbar sind.

NIH3T3 Zellen wurden auf Glaspléttchen ausgesét und entsprechend des Versuchsprotokolls
behandelt. Zellen, deren Mitochondrien angefarbt wurden, wurden vor dem Fixieren 30 min
bei 37°C mit MitoTracker (1 pg/ml) inkubiert. Die Zellen wurden zwei Mal kurz mit PBS
gewaschen und mit einer PBS gepufferten 3,7% Formaldehydlésung 10 min bei 4°C und
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anschliefend 10 min bei Raumtemperatur fixiert. Das Formaldehyd wurde in drei Wasch-
gingen mit 10% FCS in PBS entfernt. Das Blockieren unspezifischer Bindungsstellen erfolgte
durch 20-miniitige Inkubation mit 10% FCS, 0,1% Saponin in PBS bei Raumtemperatur,
wobei das Saponin die Zellmembran permeabilisierte. Die Zellen wurden 1 h bei 37°C mit
dem priméren Antikorper (2.1.9) in 10% FCS in PBS inkubiert. Um den Verbrauch des
Antikorpers gering zu halten, wurden je Glaspléttchen 35 pl der Antikorperlosung hergestellt
und auf Parafilm getropft. Die Glaspléttchen wurden dann mit der Zellseite nach unten in die
Tropfen gelegt. Die Inkubation erfolgte in einer feuchten Kammer, um das Eintrocknen der
Antikorperlosung zu verhindern. Der primére Antikorper wurde durch dreimaliges waschen
mit 10% FCS in PBS entfernt, bevor die Zellen mit dem sekundédren Antikérper (1:400, 1 h,
37°C) inkubiert wurden. Es wurde wie mit dem Primédrantikorper verfahren. Das Entfernen
nicht gebundener Antikdrper erfolgte durch dreimaliges Waschen in PBS und einmaligem
Waschen in destilliertem Wasser, bevor die Glaspldttchen in Permafluor (Immunotech,
Marseille, FR) auf einem Objekttriger eingebettet wurden. Nach Aushirten des
Einbettmediums wurden die Zellen unter einem konfokalen Lasermikroskop von Leica

untersucht.

2.5.1 Spreading-Assay

In einem sogenannten ,,spreading assay“ kann die Fihigkeit der Zellen zur Adhédsion und
Ausbreitung nach erfolgter Trypsinierung untersucht werden. Beim Trypsinieren kugeln sich
die Zellen ab und die strikte intrazelluldre Organisation geht verloren. Beim Absetzen und
Ausbreiten der Zellen reorganisieren die Zellen ihre intrazelluldren Strukturen, das
Zytoskelett nimmt wieder seine filamentdse Form an und Organelle werden wieder an die
vorgesehene Position transportiert. Daher gibt diese Methode Aufschluss dariiber, ob die

Zellen in der Lage sind, ihre intrazelluldren Strukturen und Organellen neu zu organisieren.

NIH3T3-Zellen wurden in 6-Loch-Kulturschalen ausgesit, transient transfiziert und 36 h nach
der Transfektion trypsiniert und auf Glasplattchen ausgesdt (2.4.1). Die Fixierung der Zellen
erfolgte 24 h nach der Aussaat und mit Hilfe von Antikérpern bzw. MitoTracker wurden

bestimmte Proteine bzw. die Mitochondrien angeférbt (2.5).
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2.5.2 Bestimmung der Quotienten aus Zellléinge und -breite

NIH3T3-Zellen sind lénglich Zellen mit mehreren Fortsitzen. Im Spreading-Assay, mit
KIF1Ba-S1053A,S1141A {iberexprimierenden Zellen, zeigte sich, dass die Zellen runder
waren und nur wenige Fortsdtze ausbildeten. Um diesen Effekt quantifizieren zu konnen
wurden Aufnahmen der iiberexprimierenden Zellen gemacht. Die Bestimmung der Zellldnge
und Zellbreite erfolgte im LeicaLite Programm. Die Zellldinge wurde zwischen den beiden am
entferntesten voneinander liegenden Punkten der Zelle gemessen, wihrend die Zellbreite
zwischen den am nichsten zueinander liegenden Plasmamembranen bestimmt wurde. Die
Messstrecken wurden immer durch den Zellkern gelegt. Aus diesen Werten wurde der

Quotient Zellldnge:Zellbreite ermittelt.



Ergebnisse 46

3 Ergebnisse

3.1 Das Motorprotein KIF1Ba ist ein 14-3-3-Bindungspartner

KIF1Ba und KIF1B sind die wichtigsten Splicevarianten des kif7/b Gens (Gong et al., 1999)
und gehoren zur Kinesin-3-Familie. Die Mitglieder der Kinesin-3-Familie (Lawrence et al.,
2004) zeichnet eine starke Homologie der N-terminalen Motordoméne und das Vorhandensein
einer C-terminal von der Motordoméne gelegenen FHA-Domine aus (Hirokawa und Noda,
2008). Die restliche Proteinsequenz dieser Kinesine unterscheidet sich, wodurch die
unterschiedliche Spezifitdt der Motorproteine flir verschiedene Frachten bedingt ist. Obwohl
KIF1Ba und KIFIBB durch dasselbe Gen kodiert werden, unterscheiden sich die
C-terminalen Bereiche dieser beiden Motorproteine erheblich. Dies kommt durch alternatives
Splicen der pra-mRNA von kiflb zustande. Wihrend KIF1Ba eine hohe Homologie zu
KIF1C im C-terminalen Bereich besitzt, gleicht KIF1B[3 sowohl in der Lange als auch in der
Sequenz KIFIA (Abbildung 3.1). In Verdffentlichungen werden oft Kinesin-Phylogramme
dargestellt, in denen nicht zwischen KIF1Ba und KIF1B[3 unterschieden wird, sondern nur
KIF1B dargestellt ist, wie auch in Abbildung 1.2 zu sehen ist. Die Autoren dieser
Veroffentlichungen beziehen sich in den meisten Féllen auf KIFIBB und zeigen

dementsprechend eine hohere Homologie zu KIF1A.

KIF1C wurde durch Dorner et al. als ein 14-3-3-Bindungspartner identifiziert, wobei die
Bindung an S1092 erfolgt (1999). Durch Sequenzvergleich der C-terminalen Bereiche in
KIFIC und KIF1Ba konnte eine zu S1092 in KIFIC homologe potentielle 14-3-3-
Bindungsstelle in KIFIBa an S1141 ermittelt werden (Abbildung 3.2). Die Amino-
sduresequenz um S1141 in KIF1Ba weist eine hohe Homologie zu den in Abbildung 3.3
gezeigten Konsensusstellen fiir die 14-3-3-Proteinbindung auf. Die Homologie der
Aminosduresequenz um S1141 in KIF1Ba zu der 14-3-3-Bindungsstelle in KIF1C einerseits

und zu den 14-3-3-Konsensusbindungsstellen andererseits fiihrte zu der These, dass S1141 in
KIF1Ba eine potentielle 14-3-3-Bindungsstelle ist. Um diese Hypothese zu untermauern,

wurde die 14-3-3-Proteinbindung an KIF1Bd in einem Uberexpressionsversuch untersucht.
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KIF1C RPPGPRY PPYTRISNE
KIF1Balpha OQK@TEKPEHC SOFVils

KIF1Bbeta

PSLVDS] S LipO! [EAN] SEIFCIHNFE QFQIVPAVET oY LIARAGKN]
KIF1A ESINYEGRIYGA T|BL OPC] P, P81 PEADSKKLPS RIQTETD!

KIF1C
KIFlBalpha
KIFlBbeta
KIF1A

KIF1C -
KIF1Ba -
KIFlBbeta KY
KIF1A RV

— S
KIF1Bo
KIF1BB
KIF1A

Abbildung 3.1: KIF1Ba ist homologer zu KIF1C als zu KIF1Bf

(A) Sequenzvergleich zwischen KIF1Ba, KIF1Bf3, KIF1C und KIF1A. Der Vergleich wurde
mit dem Programm BioEdit erstellt, identische Aminosduren sind schwarz, dhnliche grau
unterlegt. Da die N-terminalen Aminosiuresequenzen dieser Motorproteine fast identisch
sind, werden sie hier nicht aufgefiihrt (ca. 630 Aminosduren). (B) Das Phylogramm der vier
Kinesine wurde auf der Homepage http://scansite.mit.edu/motifscan_seq.phtml mit mittlerer
Stringenz (,,medium stringency*) erstellt.

Zu diesem Zweck wurde KIF1Ba zusammen mit einem Fusionsprotein aus myc-Epitop und
14-3-3y transient in HEK293-Zellen iiberexprimiert. Das Medium der Zellen wurde 15 h bis
18 h nach der Transfektion und 24 h vor Versuchsbeginn gegen ein Hungermedium mit 0,5%
FSC gewechselt, um die Proliferation der Zellen zu hemmen und die Expression der
iiberexprimierten Proteine zu steigern. Durch Entzug der im Serum enthaltenen
Wachstumsfaktoren wird die Aktivitdt vieler Kinasen gehemmt. Durch Immunprézipitation

des Fusionsproteins konnte gezeigt werden, dass KIFIBa und 14-3-3y co-prizipitierten
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(Abbildung 3.4, Spur 1). Die Bindung zwischen KIF1Ba und 14-3-3y in diesen Zellen ist ein
Zeichen dafiir, dass KIF1Ba auch in gehungerten und unstimulierten Zellen zu einem

gewissen Grad phosphoryliert vorlag.

Um die Bedeutung der Aminosdure S1141 in KIF1Ba fiir die Bindung an 14-3-3-Proteine
aufzukldren, wurde die cDNA derart mutiert, dass Serin an Position 1141 durch Alanin ersetzt
wurde. Durch IP des 14-3-3-Fusionsproteins konnte eine verminderte Bindung der KIF1Ba-
Mutante (S1141A) gezeigt werden. Die Bindung konnte jedoch nicht vollstindig durch diese
Mutation verhindert werden (Abbildung 3.4, Spur 2). Dies deutet auf eine weitere 14-3-3-
Bindungsstelle in KIFIBa hin. Im Gegensatz dazu verhinderte die Mutation S1092A in
KIFIC die Bindung an 14-3-3-Proteine vollstindig (Dorner et al., 1999).

Weitere potentielle 14-3-3-Bindungsstellen in KIF1Ba wurden durch eine Analyse mit dem
Programm ScanSite identifiziert. Diese Analyse ergab drei weitere 14-3-3-Bindungsstellen in
KIF1Ba an S1053, S1051 und S420, wobei S1053 die hochste Wahrscheinlichkeit hatte, eine
14-3-3-Bindungsstelle zu sein (Abbildung 3.3).

Diese potentielle 14-3-3-Bindungsstelle wurde entsprechend S1141 durch Alanin ersetzt. Die
Bindung zwischen 14-3-3y und KIF1Ba-S1053A war ebenfalls schwécher als an Wildtyp

S1092

|
KIF1IC ...tpprmrrgrsapdlkesgaav

[LEEEEEr 1
KIF1Ba - - . tpprmrrgfsapnlkagrettv
|

S1141

Abbildung 3.2: Hohe Homologie zwischen S1053 in KIF1Ba und S1092 in KIF1C

Durch Vergleich der C-terminalen Bereiche von KIFIC und KIF1Ba wurde eine potentielle
14-3-3-Bindungsstelle in KIF1Ba identifiziert, die homolog zu S1092 in KIF1C ist: S1141.
Diese Aminoséure ist von einer Aminosduresequenz umgeben, die eine hohe Homologie zu
den 14-3-3-Konsensusbindungsstellen rsxSxp und rxxxSxp aufweist, wobei r fiir Arginin,
s fiir Serin, p fiir Prolin und x fiir eine beliebige Aminosdure steht. Die fett gedruckten s
stellen die fiir eine 14-3-3-Bindung notigen Phosphorylierungsstellen dar.
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KIF1Ba, aber etwas stirker als die Bindung zwischen 14-3-3y und KIF1Ba-S1141A
(Abbildung 3.4, Spur 3), wodurch nahe gelegt wird, dass S1141 eine stirkere Bindungsstelle
fiir 14-3-3y ist als S1053. Erst durch Mutation beider 14-3-3-Bindungsstellen konnte die
Bindung verhindert werden (Abbildung 3.4, Spur 4). Dies zeigt, dass S1053 und S1141
14-3-3-Bindungsstellen sind und dass bereits eine Bindungsstelle fiir eine schwache 14-3-3-
Bindung ausreicht. Daraus ergibt sich die Frage, ob KIF1Ba sowohl dimere als auch
monomere 14-3-3-Proteine binden kann. Diese Fragestellung ist von Interesse, denn fiir viele
Proteine mit zwei 14-3-3-Bindungsstellen ist es entscheidend, dass 14-3-3 als Dimer vorliegt,

um eine stabile Bindung zu erhalten (Shen et al., 2003).

Um zu priifen, ob KIF1Ba auch monomere 14-3-3-Proteine binden kann, wurden KIF1Ba
und dimerisierungsdefektes 14-3-3y (Tzivion et al., 1998) iiberexprimiert und ihre Bindung
durch eine Co-IP untersucht (Abbildung 3.4, Spur 5). KIF1Ba war nicht in der Lage, mono-
meres 14-3-3y zu binden, sondern konnte nur mit dimeren 14-3-3-Proteinen eine stabile
Bindung eingehen. Es gibt viele Beispiele, in denen ein Protein nur mit dimeren 14-3-3-
Proteinen eine stabile Bindung eingehen kann, darunter sind der IGF-1 Rezeptor, IRS-1

(Insulinrezeptor-Substrat-1) und Vimentin (Tzivion und Avruch, 2002).

S1053 .. .pglrwrsnslnnggpks...

S1051 .. .gppglrwrsnslnnggp.. .

S420 ...tsigerimstpggeeai...
14-3-3 konsensus 1 rSXSXP
14-3-3 konsensus 2 IXXXSXP

Abbildung 3.3: Weitere potentielle 14-3-3-Bindungsstellen in KIF1Ba

Die Analyse wurde auf der Internetseite http://scansite.mit.edu/motifscan seq.phtml mit
mittlerer Stringenz (,,medium stringency®) durchgefiihrt. Die drei zusdtzlichen 14-3-3-
Bindungsstellen sind S1053, S1051 und S420, wobei S1053 die hochste Wahrscheinlichkeit
hat, eine 14-3-3-Bindungsstelle zu sein. r steht fiir Arginin, s fiir Serin, p fiir Prolin und x fiir
eine beliebige Aminosdure. Die fett gedruckten s stehen flir die potentiellen Phosphory-
lierungsstellen, die fiir eine 14-3-3-Bindung nétig sind.



Ergebnisse 51

Obwohl die Zellen in Abbildung 3.4 mit den gleichen DNA-Mengen transfiziert wurden, wird
deutlich, dass Wildtyp KIFIBa im Lysat in einer hoheren Konzentration vorlag als dessen
Mutanten, wenn 14-3-3y co-transfiziert wurde. Durch eine Co-Transfektion von Wildtyp
KIF1Ba und dimerisierungsdefektem 14-3-3y reduzierte sich die Menge an KIF1Ba im Lysat
ebenfalls. Dies kann sowohl eine geringere Expression der Proteine bedeuten als auch eine

Anderung der Tritonldslichkeit. Dieser Aspekt wird im folgenden Kapitel weiter beleuchtet.

Die Bindung zwischen endogenem KIF1Ba und 14-3-3-Proteinen wurde anhand von 14-3-3y
und 14-3-3f3 untersucht. Da gezeigt werden konnte, dass die Bindung von 14-3-3-Proteinen an
KIF1Ba von der Phosphorylierung der Bindungsstellen abhédngig ist, wurden HEK293-Zellen
mit Calyculin A inkubiert. Ser/Thr-Phosphatasen wurden dadurch gehemmt und damit die
allgemeine Proteinphosphorylierung in den Zellen erhoht. Nach der Lyse der Zellen erfolgte

14-3-3y

14-3-3y myc mut myc
KIFIBa-WT - -] <=1+
KIF1Ba-S1141A = + - = —
KIF1Ba-S1053A - - + - —
KIF1Ba-S1053A,S1141A | - - - + -

Blot: KIF1Ba.— '»-’"l”‘:ﬁ 4
- —| IP: myc
myc— | S
KIF1Bo.— | Q) < Gl e emw | Lysat

Abbildung 3.4: 14-3-3y-Bindung an KIF1Ba

HEK?293-Zellen wurden mit Expressionsplasmiden fiir Wildtyp bzw. mutiertes KIF1Ba und
dem Fusionsprotein aus myc-Epitop und Wildtyp bzw. dimerisierungsdefektem 14-3-3y
transient transfiziert. Die Zellen wurden in einem Tritonpuffer lysiert und die Proteine mit
einem myc-Antikérper immunprézipitiert, durch SDS-PAGE aufgetrennt und auf Nitro-
zellulose transferiert. Die Membranen wurden mit den entsprechenden Antikérpern gegen
KIF1Ba bzw. myc inkubiert und die Proteine wurden in einer Immunblotanalyse mit ECL
detektiert.
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eine IP mit 14-3-3y und 14-3-3(3-bindenden Antikdrpern. Als Kontrolle wurden IPs mit einem
GST-Antikorper durchgefiihrt. Dadurch wurde eine unspezifische Bindung von KIF1Ba und

den 14-3-3-Proteinen an Antikorper bzw. G-Sepharose ausgeschlossen. KIF1Ba wurde aus-
schlieBlich in Proben detektiert, in denen 14-3-3-Proteine prizipitiert wurden. Dieser Versuch

zeigt, dass sowohl 14-3-3y als auch 14-3-3f3 endogen an KIF1Ba binden (Abbildung 3.5).

KIF1Ba und KIF1C sind iiber weite Bereiche homolog, unterscheiden sich allerdings in den
Aminosduresequenzen um S1053 in KIF1Ba stark. Dies wird in Abbildung 3.1 deutlich.
S1053 in KIF1Ba liegt in der Grafik an Position 1511. KIFIC ist in diesem Proteinabschnitt
nicht homolog zu KIF1Ba. Dies zeigt, dass KIF1Ba und KIF1C nicht auf die gleiche Weise
durch 14-3-3-Bindung reguliert werden.

Somit ist gezeigt, dass KIF1Ba ebenso wie KIF1C ein 14-3-3-bindendes Protein ist. Die
14-3-3-Bindung an KIF1Ba erfolgt im Gegensatz zu KIF1C an zwei Bindungsstellen und
KIF1Ba kann keine stabile Bindung mit monomeren 14-3-3-Proteinen eingehen. Des
Weiteren konnte gezeigt werden, dass endogenes KIF1Ba mit endogenem 14-3-3y bzw.

14-3-3f eine Bindung eingeht.

e 48

IP: IP: Ry
Blot: KIF1Bo, — - Blot: KIF1Bo, ‘
14-3-3y — . 14-3-38 — (-

Abbildung 3.5: Bindung von endogenem KIF1Ba und 14-3-3y bzw. 14-3-33

HEK?293-Zellen wurden 10 min mit 100 nM Calyculin A inkubiert. Der Lyse im Tritonpuffer
folgte eine IP mit spezifischen anti-14-3-3y bzw. anti-14-3-33 Antikorpern. Der GST-
Antikorper wurde in einer Kontroll-IP eingesetzt. Nachdem die Proteine durch SDS-PAGE
aufgetrennt und auf eine Nitrozellulosemembran transferiert waren, wurden KIFIBa und
14-3-3y bzw. 14-3-3[3 mit spezifischen Antikérpern in einer Immunblotanalyse nachgewiesen.
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3.2 KIF1Ba-Stabilitat und -Tritonloslichkeit

3.2.1 14-3-3-Proteinbindung an KIF1Ba erhoht dessen Stabilitit und Tritonloslichkeit

Wie bereits in Abbildung 3.4 deutlich wurde, ist die KIF1Ba-Menge in Tritonlysaten transient
iberexprimierender Zellen von Mutationen in KIF1Ba selbst bzw. von Mutationen im co-
transfizierten 14-3-3y abhéngig. Daher sollte die Bedeutung der 14-3-3-Bindung an KIF1Ba

auf die Stabilitdt bzw. Tritonldslichkeit des endogenen Proteins untersucht werden.

Tritonlysat Pellet
14-3-3y — + - -+ -
14-3-3y mut| - = 3 = - +

Blot: KIF1Boi— | W S s | s 2 S

14-3-3y- e -
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Abbildung 3.6: Die KIF1Ba-Stabilitit und -Tritonloslichkeit wird durch 14-3-3y-
Bindung erhoht

(A) Transient Wildtyp bzw. dimerisierungsdefektes 14-3-3y iiberexprimierende HEK293-
Zellen wurden in einem Tritonpuffer lysiert. Die tritonunldslichen Pellets wurden in Ldmmli-
puffer resuspendiert. Die Proteine wurden durch SDS-PAGE aufgetrennt, auf eine
Nitrozellulosemembran transferiert und mit Hilfe spezifischer Antikorper nachgewiesen.
Gezeigt ist ein reprasentativer Blot. (B) Die resultierenden Banden wurden densitometrisch
ausgewertet (n = 3)
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Zu diesem Zweck wurde die endogene KIF1Ba-Menge in Wildtyp bzw. dimerisierungs-
defektes 14-3-3y transient liberexprimierenden HEK293-Zellen bestimmt. Um einen Einfluss
der Transfektion selbst auf die KIF1Ba-Menge ausschliefen zu konnen, wurden die
Kontrollzellen mit einem Kontrollvektor transfiziert. Nach der Tritonlyse wurden die Pellets
in Lammlipuffer resuspendiert, um die KIFIBa-Menge im tritonunldslichen Anteil der
Proteine zu bestimmen. Die KIFIBa-Menge im Tritonlysat Wildtyp 14-3-3y iiber-
exprimierender Zellen war signifikant erhoht, wihrend die Uberexpression des
dimerisierungsdefekten 14-3-3y bzw. des Kontrollproteins keinen Einfluss auf die KIF1Ba-
Menge im Lysat hatte. Die KIF1Ba-Menge im tritonunldslichen Anteil der Proteine war in
allen drei Proben vergleichbar hoch (Abbildung 3.6). Dieses Ergebnis wurde durch

densitometrische Bestimmung der Bandenstirke in drei unabhingigen Versuchen verifiziert.

Dieses Experiment zeigt, dass durch die 14-3-3-Bindung an KIF1Ba das endogene Protein
stabilisiert wird und dass sich gleichzeitig dessen Tritonldslichkeit erhoht. Durch Lyse in
Tritonpuffer werden zytosolische und membranstindige Proteine von Kernproteinen getrennt.
Zytoskelettbestandteile liegen hingegen sowohl in der tritonldslichen, als auch in der
tritonunloslichen Fraktion vor, wobei sich im tritonunl6slichen Teil der filamentdse Anteil des
Zytoskeletts befindet. Durch 14-3-3-Bindung an KIF1Ba éndert sich dessen Tritonldslichkeit
und damit die intrazelluldre Lokalisation bzw. die Bindung an tritonunldsliche Strukturen des

Zytoskeletts.

3.2.2 KIF1Ba-S1053A,S1141A-Expression in permanenten Zelllinien ist niedriger als
bei Wildtyp KIF1Ba

Da KIF1Ba in Zusammenhang mit der Translokation von GLUT1 (Bunn et al., 1999) und

kiirzlich mit Diabetes gebracht wurde (Palsgaard et al., 2009), sollte untersucht werden, ob

KIF1Ba eine Bedeutung bei der Glukoseaufnahme hat.

Zu diesem Zweck wurden permanente Wildtyp bzw. KIF1Ba-S1053A,S1141A iiberex-
primierende Zelllinien hergestellt. Da es Schwierigkeiten bei der Herstellung der Zelllinien
gab, wurden verschiedene parentale Zelllinien transfiziert und in Selektionsmedium vermehrt.
Die Zelllinien, die in HEK293- und C,C,,-Zellen hergestellt wurden, verloren die Expression
sehr schnell, wobei die Expression der Mutante schneller verloren ging und meist niedriger

war als die Expression des Wildtyp Proteins.
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In einem weiteren Versuch wurden HEK293 Flp-In-Zellen mit Expressionsvektoren fiir die
Fusionsproteine GFP-KIF1Ba und GFP-KIF1Ba-S1053A,S1141A transfiziert. Eine parallel
liberexprimierte Rekombinase integrierte das Konstrukt an einer bestimmten Stelle im
Genom. Diese Zelllinien waren dazu vorgesehen, die GLUT1-vermittelte Glukoseaufnahme
zu untersuchen. Da es Belege dafiir gibt, dass die GLUTI1-Expression durch Langzeit-
behandlung mit niedrigen Insulinkonzentrationen induziert wird (Sargeant und Paquet, 1993),
wurde die KIF1Ba-Expression der Zellen unter diesen Bedingungen untersucht. Die KIF1Ba-
Expression wurde vor Versuchsbeginn durch eine 24-stiindige Tetracyclin-Behandlung
induziert. Auch in diesen Zelllinien stellte sich heraus, dass die KIF1Ba-Mutante in einer viel

niedrigeren Menge exprimiert wurde als Wildtyp KIF1Ba. Die Wildtyp KIF1Ba-Expression

A
Flp-In-Zelllinie parental WT S1053A,S1141A
Ernte nach | 30’ 6h 18h | 30° 6h | 18h | 30’ 6h 18h
Insulin | - |« [-[#[-[#] -] «]-[#]-1#]l-1+1-1#[-1%#
Blot: KIF1Bo—| - T e |
O N T o —
B
WT S1053A
S1141A
MGI32| - | + - |+

Blot: KIF1Bol—| s w0

o-Tubulin— | S - —

Abbildung 3.7: Eine vergleichbare permanente Expression von Wildtyp bzw. KIF1Ba-
S1053A,S1141A in Flp-In-Zellen ist nicht moglich

(A) Flp-In HEK293-Zelllinien wurden mit 1 uM (*) bzw. 100 nM (#) Insulin behandelt und
zu unterschiedlichen Zeitpunkten in Laémmlipuffer lysiert. (B) Flp-In HEK293-Zelllinien
wurden unbehandelt oder 30 h mit 100 nM MG132 inkubiert. AnschlieBend wurden die
Zellen in Ldmmlipuffer lysiert. (A, B) Die Proteine wurden durch SDS-PAGE aufgetrennt und
auf Nitrozellulose transferiert. Die Membranen wurden mit den entsprechenden Antikorpern
gegen KIF1Ba und o-Tubulin inkubiert und die Proteine in einer Immunblotanalyse
detektiert.
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wurde durch 6 h Insulinbehandlung minimal gesteigert, wiahrend die Expression der Mutante
nach 30-miniitiger Insulinbehandlung leicht gesteigert war. Nach 18 h ist sowohl die
Expression von Wildtyp als auch von mutiertem KIFIBa sehr stark reduziert gewesen
(Abbildung 3.7-A). Da die Zellen Wildtyp und KIF1Ba-S1053A,S1141A nicht gleich stark
iiberexprimierten, waren sie nicht fiir die vergleichende Untersuchung der Glukoseaufnahme

geeignet.

In einem weiteren Versuch wurde der KIF1Ba-Abbau ndher beleuchtet. Hierfiir wurden die
Zellen liber Nacht mit dem Proteasom-Inhibitor MG132 behandelt. Die Inkubation der
Wildtyp KIF1Ba iiberexprimierenden Zellen fiihrte zu einer Stabilisierung des Proteins,
wihrend die Mutante nicht stabilisiert werden konnte (Abbildung 3.7-B). Die Zellen wurden
nach Ablauf der Inkubationszeit in Lammlipuffer aufgenommen, so dass die Banden die

Gesamtmenge an KIF1Ba in den Zellen reprisentierten.

Die Versuche in HEK293 Flp-In-Zellen zeigten, dass es nicht moglich ist Wildtyp und
KIF1Ba-S1053A,S1141A in gleichem Mafle permanent zu exprimieren. Ein Grund konnte
sein, dass die Mutante kein 14-3-3 binden kann und somit instabiler ist. Bei der Untersuchung
der KIF1Ba-Stabilitit zeigte sich, dass endogenes KIF1Ba durch Uberexpression des
Bindungspartners 14-3-3y stabilisiert wurde und sich gleichzeitig dessen Tritonloslichkeit
erhohte. Die Tetracyclin-induzierte Expression von Wildtyp bzw. KIF1Ba-S1053A,S1141A in
permanenten Flp-In-Zelllinien ergab, dass mutiertes KIF1Ba schwécher von den Zellen
exprimiert wurde als Wildtyp KIF1Ba. Im Gegensatz zu mutiertem KIF1Ba konnte die
Stabilitdt des Wildtyp Proteins durch den Proteasom-Inhibitor MG132 erh6éht und die
Expression durch Insulin-Inkubation induziert werden. Diese Versuche zeigen, dass die
Bindung von 14-3-3-Proteinen an KIF1Ba wichtig fiir dessen Stabilitidt und intrazelluldre

Lokalisation ist.

3.3 Die KIF1Ba-Dimerisierung ist unabhéngig von der 14-3-3-

Proteinbindung

Die Kinesine der Kinesin-3-Familie wurden als Monomere beschrieben, da ihnen die fiir
dimere Kinesine typische sehr lange Coiled-Coil-Domine fehlt. KIF1C war das erste Mitglied

dieser Familie, das durch Dorner et al. als Dimer beschrieben wurde (Dorner et al., 1999),
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spéter folgte auch KIF1A (Tomishige et al., 2002). KIF1Ba wurde bisher als Monomer
beschrieben. Daher sollte in folgendem Versuch geklért werden, ob KIF1Ba als Dimer in den

Zellen vorliegt und ob die Dimerisierung von der 14-3-3-Proteinbindung abhingig ist.

Zu diesem Zweck wurden HEK293-Zellen mit Expressionsvektoren flir Wildtyp bzw.
KIF1Ba-S1053A,S1141A und einem mit VSV-Epitop-Tag versehenen KIF1Ba-no motor
transient transfiziert. KIF1Ba-no motor ist eine Deletionsmutante von KIF1Bd, deren
Motordomine entfernt wurde. Daher ist KIF1Ba-no motor kleiner als Wildtyp KIF1Ba und
kann von diesem durch SDS-PAGE getrennt werden. Die Zellen wurden in einem

Tritonpuffer lysiert und VSV-KIF1Ba-no motor wurde immunprézipitiert.

Durch die IP konnte gezeigt werden, dass sowohl Wildtyp KIF1Ba als auch KIFIBa-
S1053A,S1141A mit VSV-KIF1Ba-no motor co-prizipitierten (Abbildung 3.8). Da sich
KIF1Ba-no motor in der Coiled-Coil-Doméne nicht von Wildtyp KIF1Ba unterscheidet, kann

WT + | + -
S1053A,S1141A | - - +
no motor - + +
Blot: KIF1Ba — £ J—
IP: VSV
VSV - - -
KIF1Bo — |- —
Lysat
VSV-|

Abbildung 3.8: Die Dimerisierung von KIF1Ba ist unabhingig von der 14-3-3-
Proteinbindung

HEK293-Zellen wurden mit Expressionsplasmiden fiir Wildtyp bzw. KIFIBa-
S1053A,S1141A und einem Fusionsprotein aus VSV-Epitop und KIF1Ba-no motor transient
transfiziert. KIF1BO-no motor wurde mit einem VSV-Antikérper immunprézipitiert. Die
Proteine wurden durch SDS-PAGE aufgetrennt, auf Nitrozellulose transferiert und mit
spezifischen KIF1Ba und VSV Antikorpern in einer Immunblotanalyse mit ECL detektiert.
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davon ausgegangen werden, dass KIF1Ba homodimerisieren kann. Des Weiteren wird
deutlich, dass die Mutation der 14-3-3-Bindungsstellen keinen Einfluss auf die Dimerisierung
hat, da auch KIF1Ba-S1053A,S1141A und KIF1Ba-no motor co-prazipitierten. Demnach ist

die Bindung von 14-3-3-Proteinen an KIF1Ba nicht nétig fiir die Dimerisierung, sie

unterbindet sie aber auch nicht.

3.4 Akt und AMPK sind potentielle KIF1Ba phosphorylierende Kinasen

Die 14-3-3-Bindung an Proteine wird durch die Phosphorylierung ihrer 14-3-3-Bindungs-
stellen reguliert. Um die Regulation der 14-3-3-Bindung an KIFIBa besser zu verstehen,

sollten die Kinasen, die fiir die Phosphorylierung der Bindungsstellen verantwortlich sind,

A
S1053 in KIF1Ba ist eine potentielle Akt Phosphorylierungsstelle
S1053 .. .pglrwrsnslnnggpks...
Akt konsensus ... TXTXXS...
B

S1141 in KIF1Ba ist eine potentielle AMPK Phosphorylierungsstelle

S1141 ...tpprmrrgfsapnlkagrettv
AMPK konsensus ...1lrrvxsxxnl...

Abbildung 3.9: Durch eine ScanSite-Analyse wurden S1053 und S1141 als Phospho-
rylierungsstellen fiir Akt bzw. AMPK identifiziert

Die Analyse wurde auf der Internetseite http://scansite.mit.edu/motifscan_seq.phtml mit
mittlerer Stringenz durchgefiihrt. Die S1053 umgebenden Aminosduren entsprechen einer
optimalen Akt-Phosphorylierungsstelle (Franke, 2008), wéihrend die S1141 umgebenden
Aminosduren zu einer optimalen AMPK-Konsensussequenz (Gwinn et al., 2008) homolog
sind. Fett gedrucktes s stellt die Phosphorylierungsstellen dar. x in den Konsensussequenzen
steht fiir eine beliebige Aminosdure, wiahrend es sich bei den anderen Buchstaben um den
Einbuchstabencode der entsprechenden Aminosduren handelt.
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identifiziert werden. Die KIF1Ba-Aminosduresequenz wurde in einer ScanSite Analyse mit
mittlerer Stringenz auf potentielle Kinasen fiir die 14-3-3-Bindungsstellen S1053 und S1141
untersucht. Das Programm ermittelte die beiden Kinasen Akt und AMPK als die Kinasen, die

KIF1Ba an S1053 bzw. S1141 am wahrscheinlichsten phosphorylieren (Abbildung 3.9).

Die Aminosduresequenz N-terminal von S1053 ist zu der Akt-Konsensussequenz
RXRXX(S/T) homolog. Des Weiteren ist S1053 eine optimalen Akt-Phosphorylierungsstelle,
da sich an Position +1 ein Leucin befindet und an Position -2 ein Serin (Franke, 2008). Die
zweite 14-3-3-Bindungsstelle S1141 zeigt eine hohe Homologie zur der in Abbildung 3.9
gezeigten optimalen AMPK-Phosphorylierungsstelle (Gwinn et al., 2008). Akt gehort in die
AGC-Kinasefamilie, wahrend AMPK ein Mitglied der CAMK-Familie ist.

3.5 Die 14-3-3-Bindung an KIF1Ba ist durch Aktivierung verschiedener

Kinasen induzierbar

Die 14-3-3-Bindungsstellen in KIF1Ba erfiillen die Voraussetzungen fiir eine Akt- bzw.
AMPK-Phosphorylierungsstelle. Der Einfluss dieser und weiterer Kinasen auf die 14-3-3-
Bindung an KIF1Ba wurde in einem Overlay-Assay mit rekombinanten 14-3-3-Proteinen
untersucht. Der Overlay-Assay wurde mit transient GFP-KIF1Ba {iberexprimierenden Zellen
durchgefiihrt. Vor Versuchsbeginn wurden diese Zellen in Medium ohne FCS gehungert, um
die Aktivitdt der Kinasen zu minimieren. Eine Probe wurde weiter in Medium mit 10% FCS
inkubiert, um einen eventuellen Unterschied zu gehungerten Zellen festzustellen. Die
gehungerten Zellen wurden mit verschiedenen Aktivatoren und Inhibitoren inkubiert und
anschliefend in einem Tritonpuffer lysiert. KIF1IBa wurde mit GFP-bindenden Agarose-
kiigelchen immunprézipitiert, durch SDS-PAGE aufgetrennt und auf Nitrozellulosemembran
immobilisiert. Die Membran wurde mit einer 14-3-3-Proteinlosung inkubiert. Phosphorylierte
14-3-3-Bindungsstellen in KIF1Ba wurden indirekt durch Detektion der gebundenen 14-3-3-

Proteine in einer Immunblotanalyse nachgewiesen.

Trotz der allgemein reduzierten Kinase-Aktivitit konnte eine 14-3-3-Bindung an KIF1Ba in
gehungerten Zellen nachgewiesen werden (Abbildung 3.10, Spur 1), wobei die Bindung in

ungehungerten Zellen stirker war (Spur 12).
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Die Stimulation der HEK293-Zellen mit IGF-1 flihrte zu einer stirkeren 14-3-3-Bindung an
KIF1Ba. Die 14-3-3-Proteinbindung wurde durch Hemmung der PI3K durch Vorinkubation
mit PI103 stark reduziert (Spuren 2 und 3). Daraus geht hervor, dass eine oder mehrere
Kinasen des PI3K-Signalweges KIFIBa phosphorylierten, was zur Bindung von 14-3-3-
Proteinen fiihrte. Infrage kommende Kinasen sind Akt und S6K (p70 ribosomal S6 kinase), da

sie zur AGC-Kinasefamilie gehdren und S6K eine dhnliche Substratspezifitit aufweist wie
Akt.

Stimulation der Zellen mit EGF (epidermaler Wachstumsfaktor), das in erster Linie den
MAPK-Signalweg aber auch den PI3K-Signalweg aktiviert, fithrte zu einer vergleichsweise
schwachen 14-3-3-Bindung (Spur 4).

N @Y*
& S & v &
& N Q < ARSI
S % Q S S S
N TR R X NI & D
¥ &S & Q& N 8
FETETITEET v &
Spur 1 2 3 4 5 6 7 & 9 10 11 12
Blot: DIG— | v e st s M e s e [
GFP- ———— g -
IP: GFP

Abbildung 3.10: Die Bindung von 14-3-3-Proteinen an KIF1Bda ist stimulierbar

HEK?293-Zellen wurden mit dem Expressionsplasmid fiir das Fusionsprotein aus GFP und
KIF1Ba transient transfiziert. Vor der Behandlung wurden die Zellen tiber Nacht in Medium
ohne FCS gehungert (Spuren 1-11). Die Zellen in Spur 12 wurden weiterhin in 10% Medium
inkubiert. Die Zellen wurden wie folgt behandelt: IGF-1 (50 ng/ml, 15 min), PI103 (1 uM,
30 min), EGF (100 ng/ml, 15 min), PMA (100 ng/ml, 30 min), BID1870 (10 uM, 30 min),
Forskolin (FSK; 20 uM, 30 min), H89 (30 uM, 30 min), A23187 (10uM, 15 min), A-769662
(50 uM, 1 h), Calyculin A (50 nM, 10 min). AnschlieBend wurden die Zellen in einem
Tritonpuffer lysiert und das KIF1Ba-Fusionsprotein mit GFP-bindenden Agarosekiigelchen
immunprézipitiert, durch SDS-PAGE aufgetrennt und auf Nitrozellulose transferiert. Die
Membranen wurden in einer 14-3-3-Proteinldsung inkubiert. Diese DIG-markierten 14-3-3-
Proteine wurden durch einen DIG-Antikérper und einen entsprechenden sekundéren
Antikorper in einer Immunblotanalyse detektiert.



Ergebnisse 61

Die Beteiligung einer PKC an der 14-3-3-Bindung an KIF1Ba wurde durch Inkubation der
Zellen mit PMA (Phorbol-12-myristat-13-acetat), einem spezifischen Aktivator der klassi-

schen (cPKCs; a, Bl n und y) und neuen PKCs (nPKCs; 9, €, n und 0), nicht jedoch der atypi-

schen PKCs (aPKCs; £ und A/t), untersucht. Die 14-3-3-Proteinbindung an KIF1Ba wurde
durch PMA-Behandlung stark induziert. Dies weist auf eine KIF1Ba-Phosphorylierung durch
eine Kinase der PKC-Familie hin (Spur 5).

RSK (p90 ribosomal S6 kinase) ist eine Kinase, die eine &dhnliche Substratspezifitit wie Akt
hat und durch PMA aktiviert wird, da sie PKC im Signalweg nachgeschaltet ist. Die
Hemmung der RSK mit dem spezifischen Inhibitor BID1870 hatte keinen Einfluss auf die
PMA-induzierte Bindung zwischen 14-3-3-Proteinen und KIF1Ba. Daher konnte RSK als

KIF1Ba phosphorylierende Kinase ausgeschlossen werden (Spur 6).

Die Stimulation der Zellen mit FSK (Forskolin), einem Aktivator der PKA (Proteinkinase
A/cAMP-abhingige Proteinkinase), fiihrte zu einer starken 14-3-3-Bindung an KIF1Ba (Spur
7), die mit der in Spur 2 durch IGF-1 induzierten Bindung vergleichbar war. Die FSK
stimulierte Aktivierung der PKA konnte durch den spezifischen PKA-Inhibitor H89
verhindert werden. Durch Hemmung der PKA wurde auch die 14-3-3-Bindung an KIF1Ba
unterbunden, woraus geschlossen werden kann, dass PKA eine weitere KIF1Ba phospho-

rylierende Kinase ist (Spur 8).

Die Rolle der AMPK fiir die 14-3-3-Bindung wurde mithilfe zweier Aktivatoren untersucht.
Die Substanz A23187 (Kalziumionophor) aktiviert die CaMKII, die AMPK iibergeordnet ist,
durch Erhohung der intrazelluliren Ca**-Konzentration, wéhrend die Stimulation durch
A-769662 direkt erfolgt, da es sich bei dieser Substanz um ein AMP-Analog handelt
(Goransson et al., 2007). Die Inkubation der Zellen mit dem CaMKII-Aktivator flihrte zu
einer leicht verstirkten 14-3-3-Bindung an KIF1Ba. Dies kann einerseits bedeuten, dass
AMPK oder eine verwandte Kinase, die der CAMK untergeordnet ist, KIFIBa
phosphorylierte. Andererseits werden jedoch auch andere Kinasen durch erhdhte intrazelluldre
Ca**-Konzentrationen durch A23187-Inkubation aktiviert. Da die Stimulation der Zellen mit
dem AMPK-spezifischen Aktivator A-769662 keinen Effekt zeigte, ist vermutlich entweder
eine AMPK-verwandte Kinase fiir die Assoziation von 14-3-3-Proteinen und KIF1Ba

verantwortlich oder eine andere Ca**-abhingige Kinase.
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Als Positivkontrolle wurden die Zellen mit dem Phosphataseinhibitor Calyculin A behandelt,
wodurch die allgemeine Proteinphosphorylierung in den Zellen erhéht und die maximale

14-3-3-Bindung an KIF1Ba induziert wurde (Abbildung 3.10, Spur 11).

Dieser Versuch zeigt, dass die AGC-Familienmitglieder Akt, PKC und PKA potenticlle
KIF1Ba phosphorylierende Kinasen sind, wéhrend keine klare Aussage iiber die mogliche

Phosphorylierung durch AMPK gemacht werden kann.

3.6 Charakterisierung spezifischer p-S1053 und p-S1141 Antikorper

Die 14-3-3-Proteinbindung an KIFIBa ist von der Phosphorylierung an S1053 und S1141
abhingig. Daher wurden spezifische Antikorper in Kaninchen hergestellt, um diese Phospho-

rylierung untersuchen zu koénnen. Zur Charakterisierung der Antikérper wurden zwei

A B
myc-KIF1Ba + | + + | + c;b?* v\v
A-PPase il . i s $& %\Q %\,\
Blot: p-S1053  p-S1141

Blot: p-51053~
L R

IP: myc

Abbildung 3.11: Die Phosphoantikorper erkennen spezifisch die phosphorylierten
Aminosiuren S1053 bzw. S1141 in KIF1Ba

(A) HEK293-Zellen wurden mit dem Expressionsplasmid fiir das Fusionsprotein aus myc-
Epitop und Wildtyp KIFIBa transient transfiziert. Der Tritonlyse folgte eine
Immunprézipitation mit einem myc-Antikdrper. Die Proben wurden entweder unbehandelt auf
das Gel aufgetragen, oder zuvor 30 min bei 30°C mit 50 U A-PPase behandelt. (B) HEK293-
Zellen wurden mit Expressionsplasmiden fiir Wildtyp, S1053A bzw. S1141A KIF1Ba
transient transfiziert. Die Zellen wurden in einem Tritonpuffer lysiert und es wurden
vergleichbare KIF1Ba-Mengen aufgetragen. (A, B) Die Proteine wurden durch SDS-PAGE
aufgetrennt und auf Nitrozellulose transferiert. Die Membranen wurden mit den
entsprechenden Antikorpern gegen KIF1Ba, p-S1053 und p-S1141 inkubiert und die Proteine
wurden in einer Immunblotanalyse detektiert.
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unterschiedliche Ansétze verfolgt. Im ersten Ansatz wurde KIFIBa aus dem Lysat transient
iiberexprimierender Zellen immunprazipitiert und entweder unbehandelt untersucht oder mit
A-PPase dephosphoryliert, bevor die Proteine durch SDS-PAGE aufgetrennt wurden. Beide
Antikorper detektierten KIF1Ba in den unbehandelten Proben. Die dephosphorylierten
Proteine wurden nicht bzw. nur sehr schwach von den phosphospezifischen Antikdrpern

detektiert (Abbildung 3.11-A).

Im zweiten Ansatz sollte bestimmt werden, ob die phosphospezifischen Antikérper Alanin-
Mutanten der entsprechenden Phosphorylierungsstellen detektieren. Hierfiir wurden Wildtyp
KIF1Ba und die entsprechenden Mutanten in HEK293-Zellen transient iiberexprimiert und in
einer Western Blot Analyse untersucht. Der p-S1053 Antikorper detektierte Wildtyp und
KIF1Ba-S1141A, wéhrend der p-S1141 spezifische Antikorper Wildtyp und KIF1Ba-S1053A
erkannte (Abbildung 3.11-B).

Aus diesen Versuchen geht hervor, dass beide Phosphoantikdrper spezifisch die
phosphorylierten Aminosduren S1053 bzw. S1141 erkennen, nicht jedoch dephosphorylierte

oder zu Alanin mutierte Phosphorylierungsstellen.

3.7 Invitro Kinase-Assay

In einem in vitro Kinase-Assay werden potentielle Kinasen fiir ein bestimmtes Substrat

identifiziert. Ausgehend von dem Overlay-Assay in Abbildung 3.10 wurden Aktl und Akt2,
PKCC und PKCa, PKA, S6K, RSK1 und RSK2, Erkl und Erk2 (extrazelluldr regulierte

Kinasen) und AMPK fiir diesen Versuch ausgewihlt. Da die zu S1141 in KIF1Ba homologe
Aminosdure S1092 in KIF1C als CKII-Phosphorylierungsstelle (Caseinkinase II) beschrieben

wurde, wurde auch CKII in den Versuch aufgenommen (Dorner et al., 1999).

Je Gelspur wurden 5 ng GST-KIF1Ba-Fusionsprotein in Anwesenheit bzw. Abwesenheit von
ATP mit der entsprechenden rekombinanten Kinase inkubiert. Nachdem die Proteine aufge-

trennt und auf Nitrozellulosemembranen iibertragen waren, wurde die Phosphorylierung der
14-3-3-Bindungsstellen in KIF1Ba durch die phosphospezifischen Antikdrper gegen p-S1053
bzw. p-S1141 detektiert (Abbildung 3.12).

Das GST-Fusionsprotein (ca. 154 kDa) war zum Teil degradiert, wodurch mehrere Banden

verschiedener Groflen durch die Phosphoantikorper detektiert wurden. KIF1Ba wurde an
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Abbildung 3.12: KIF1Ba wird in vitro durch Akt, S6K, PKC, PKA und AMPK
phosphoryliert

Pro Gelspur wurden 5 pg KIF1Ba-GST-Fusionsprotein in An- bzw. Abwesenheit von 100 uM
ATP mit 1 mU/ul der entsprechenden Kinase in einem Reaktionsmix (50 mM TrisCl,
100 uM EGTA, 1 mM DTT ) bei 30°C auf einem Schiittler fiir 30 min inkubiert. Die Proteine
wurden anschlieBend durch SDS-PAGE aufgetrennt und auf eine Nitrozellulosemembran
ibertragen. Die Detektion der Phosphorylierung erfolgte durch spezifische Phosphoantikdrper
gegen p-S1053 und p-S1141.

S1053 durch Aktl und Akt2, S6K, PKC{ und PKCa und PKA phosphoryliert, wobei die
Phosphorylierung durch die Akt-Isoformen besonders stark war, wahrend die Phosphory-

lierung durch S6K schwach ausfiel. Trunkiertes KIF1Ba wurde von den PKC-Isoformen und
PKA in vitro stirker phosphoryliert als das intakte Fusionsprotein, da es womdglich in vitro

besser fiir die Kinasen zugénglich war.

Die zweite 14-3-3-Bindungsstelle in KIF1Ba, S1141, wurde in vitro von AMPK, PKC( und
PKCa, PKA und sehr schwach von RSK2 phosphoryliert, nicht jedoch von CKII. Dies
unterstiitzt die These, wonach KIF1Ba eher ein AMPK-Substrat als ein CKII-Substrat ist.
PKCC( phosphorylierte S1141 sowohl im intakten, als auch im trunkierten Fusionsprotein
stark, wihrend die anderen Kinasen eher in der Lage waren das trunkierte Fusionsprotein zu

phosphorylieren. Dieses Ergebnis geht einher mit der ScanSite Analyse (Abbildung 3.9) und
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dem Overlay-Assay (Abbildung 3.10). Es verdichteten sich die Hinweise, dass KIF1Ba an
S1053 durch Akt und an S1141 durch AMPK phosphoryliert wird. Des Weiteren wurden PKC

und PKA als potentielle KIF1Ba phosphorylierende Kinasen bestétigt, wahrend CKII
ausgeschlossen werden konnte (Abbildung 3.12).

3.8 In vivo Phosphorylierung von KIF1Ba

Die Daten aus dem Overlay-Assay und dem in vitro Kinase-Assay sollten in vivo verifiziert
werden. Hierzu wurden KIF1Ba iiberexprimierende HEK293-Zellen mit verschiedenen Akti-

vatoren und Inhibitoren behandelt und die Phosphorylierung an S1053 bzw. S1141 detektiert.

3.8.1 KIF1Ba wird durch Akt an S1053 phosphoryliert, nicht jedoch durch S6K

Akt wurde wie bereits im Overlay-Assay durch IGF-1-Stimulation aktiviert und durch
Vorinkubation mit dem fiir Aktl und Akt2 spezifischen Inhibitor Akti-1/2 gehemmt. Die
Phosphorylierung an S1053 wurde durch IGF-1-Inkubation deutlich erhéht, jedoch nicht in

A B
IGF-1 | - |+ | + IGF-1 - |+ | +
Akti-1/2 | - - + Rapamycin| - - +
Blot: p-S1053 —| e e w— Blot: p-ST1053—| e -—
KIF 1 BoL— | sl s e— KIF | BoL—| — —" ——
p-Akt—| — | e

Abbildung 3.13: KIF1Ba wird von Akt an S1053 phosphoryliert, nicht jedoch von S6K

Wildtyp KIF1Ba iiberexprimierende HEK293-Zellen wurden mit IGF-1 (50 ng/ml, 15 min)
stimuliert. (A) Ein Teil der Zellen wurde zusitzlich mit Akti-1/2 (10 uM, 30 min) behandelt.
(B) Parallel wurden Zellen mit Rapamycin (50 nM, 30 min) inkubiert. (A, B) Der Stimulation
folgte eine Tritonlyse. Die Proteine wurden durch SDS-PAGE aufgetrennt und auf
Nitrozellulose transferiert. Die Membranen wurden mit den entsprechenden Antikérpern
gegen KIF1Ba, p-S1053, p-Akt bzw. p-S6K inkubiert und die Proteine wurden in einer
Immunblotanalyse detektiert.
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Zellen in denen Akt gehemmt wurde. Die Akt-Stimulation und Hemmung wurde durch

p-T308 Detektion in Akt bestétigt.

S6K weist eine dhnliche Substratspezifitit wie Akt auf und phosphorylierte im in vitro
Kinase-Assay KIF1Ba schwach an S1053. Diese Kinase wurde durch Rapamycin-
Vorinkubation gehemmt, um deren Rolle bei der durch IGF-1 stimulierten Phosphorylierung
zu untersuchen. Die IGF-1-Stimulation fiihrte zu einer erhohten Phosphorylierung an S1053,
die jedoch nicht durch Rapamycin-Vorinkubation verhindert werden konnte. Somit wird

deutlich, dass Akt KIF1Ba an S1053 phosphoryliert, nicht jedoch S6K (Abbildung 3.13).

3.8.2 PKC phosphoryliert KIF1Ba an S1053, aber nicht an S1141

Die beiden PKC-Isoformen PKC{ und PKCa waren im in vitro Kinase-Assay in der Lage
beide 14-3-3-Bindungsstellen in KIF1Ba zu phosphorylieren. Daher wurden in diesem
Versuch sowohl p-S1053 als auch p-S1141 detektiert. Die Zellen wurden mit PMA stimuliert
und mit den PKC-Inhibitoren G66976 (spezifisch fiir PKCa und PKCf) und G66983 (hemmt

PMA - [+ [+]+
Go6976 | - | - | + | -
Go698s | - | - [ -1 +

Blot: p-S1053—| i s e w—

KIF 1B —| s s — —

p-Erk— .

Abbildung 3.14: KIF1Ba wird durch PKC an S1053 phosphoryliert, nicht jedoch an
S1141

HEK?293-Zellen, die Wildtyp KIF1Ba iiberexprimierten, wurden mit PMA (100 ng/ml,
30 min) und den PKC-Inhibitoren G66976 bzw. G66983 (1 uM, 30 min) behandelt. Die durch
Tritonlyse erhaltenen Proteine wurden durch SDS-PAGE aufgetrennt, auf Nitrozellulose
iibertragen und durch Antikorper gegen KIF1Ba, p-S1053, p-S1141 und p-Erk und die
entsprechenden Zweitantikdrper in einer Immunblotanalyse detektiert.
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PKCa, PKCB, PKCy, PKCd und PKC(, allerdings erst in hoéherer Konzentration)
vorbehandelt. Die durch PMA-Behandlung induzierte Phosphorylierung an S1053 wurde
durch Vorbehandlung der Zellen mit den PKC Inhibitoren verhindert. Im Gegensatz dazu war
die Phosphorylierung an S1141 unabhéngig von der PMA-Stimulation oder der Hemmung der
PKC. Dies bedeutet, dass KIF1Ba zwar an S1053 durch eine PKC Kinase phosphoryliert
werden kann, flir die Phosphorylierung an S1141 jedoch eine andere Kinase verantwortlich
sein muss. Um die Aktivitdt der PKC zu verifizieren, wurde p-Erk, das im Signalweg PKC
nachgeschaltet ist, detektiert (Abbildung 3.14). Die Phosphorylierung von Erk wurde durch
PMA-Inkubation induziert. Der PKC-Inhibitor G66983 konnte die Phosphorylierung von Erk
besser verhindern als G66976. Nichtsdestotrotz reduzierten beide die Aktivitét der PKC.

3.8.3 PKA phosphoryliert KIF1Ba an S1053, nicht jedoch an S1141

Ahnlich wie fiir PKC verhielt es sich fiir PKA, die nach FSK-Stimulation KIF1Ba an S1053
phosphorylierte, jedoch nicht die Phosphorylierung an S1141 steigern konnte. Die Hemmung
der PKA durch H89-Vorinkubation reduzierte die Phosphorylierung an S1053, wihrend die

Phosphorylierung an S1141 unverdndert blieb. Hiermit ist gezeigt, dass PKA KIF1Ba an

FSK - + +
H89 - - +
Blot: p-S1053-

KIF1Bo.—
p-su41—f -
p-Vasp—

Abbildung 3.15: PKA phosphoryliert KIF1Ba an S1053, nicht jedoch an S1141

In Wildtyp KIF1Ba iiberexprimierenden HEK293-Zellen wurde PKA durch FSK-Inkubation
(20 uM, 30 min) aktiviert und durch Vorinkubation mit H89 (30 uM, 30 min) gechemmt. Die
Zellen wurden in einem Tritonpuffer lysiert. Die Proteine wurden durch SDS-PAGE getrennt,
auf Nitrozellulose transferiert und durch KIF1Ba, p-S1053, p-S1141 und p-Vasp Antikorper
und dem entsprechenden Zweitantikdrper in einer Immunblotanalyse detektiert.
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S1053 phosphoryliert, nicht jedoch an S1141. Als PKA-Substrat wurde Vasp auf Phosphor-
ylierung untersucht (Abbildung 3.15).

Die Aktivierung bzw. Hemmung der Kinasen Akt, PKA und PKC zeigt, dass die Mitglieder
der AGC-Familie fiir die Phosphorylierung an S1053 in KIF1Ba verantwortlich sind, nicht
jedoch fiir die Phosphorylierung an S1141. Somit folgt daraus, dass die zusétzliche 14-3-3-
Bindung im Overlay-Assay (Abbildung 3.10) nach Stimulation einer dieser Kinasen an S1053
erfolgte und nicht an S1141.

3.8.4 Die Phosphorylierung an S1141 ist nicht eindeutig auf AMPK zuriickzufiihren

Die Stimulation der AMPK durch die beiden Aktivatoren A23187 und A-769662 im Overlay-
Assay fiihrte zu keiner deutlichen Steigerung der 14-3-3-Bindung, wobei durch Inkubation
mit A23187 eine leichte Zunahme der 14-3-3-Bindung zu beobachten war. Da S1141 im in
vitro Kinase-Assay durch AMPK phosphoryliert wurde und die umliegenden Aminosduren
eine hohe Homologie zu einer optimalen AMPK-Konsensussequenz (Abbildung 3.9) zeigen,

wurde die Phosphorylierung an S1141 in Abhingigkeit von AMPK-Aktivatoren untersucht.

& o '\?’\OO S xQ?%
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Abbildung 3.16: Die Phosphorylierung an S1141 kann weder durch A23187, A-769662
noch durch AICAR erhoht werden

HEK?293-Zellen, die Wildtyp KIF1Ba {iberexprimierten, wurden mit den AMPK-Aktivatoren
A23187 (10 uM, 15 min), A-769662 (50 uM, 1 h) und AICAR (1 mM, 1 h) behandelt. Die
Zellen wurden lysiert, die Proteine aufgetrennt, auf Nitrozellulose transferiert und mit
KIF1Ba, p-S1141 und p-AMPK Antikérpern und den entsprechenden Zweitantikdrpern in
einer Immunblotanalyse detektiert.
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Zu diesem Zweck wurden KIF1Ba iiberexprimierende HEK293-Zellen mit A23187,
A-769662 und AICAR inkubiert. AICAR wird von den Zellen phosphoryliert und zum AMP-
Analog ZMP umgesetzt und aktiviert AMPK somit direkt.

Die Stimulation der Zellen mit den AMPK-Aktivatoren fiihrte zu keinem Anstieg der
Phosphorylierung an S1141 (Abbildung 3.16). Zur Kontrolle wurde p-AMPK detektiert.
Dabei wurde deutlich, dass AMPK sowohl in den Kontrollzellen, als auch in den stimulierten
Zellen stark phosphoryliert vorlag. Dies liegt vermutlich an der Methodik, denn die Zellen
wurden iiber Nacht in Medium ohne FCS inkubiert. AMPK wird durch Energiemangel
aktiviert, der nicht nur durch Nahrstoffentzug entsteht, sondern auch durch den Entzug von
Wachstumsfaktoren. Der Entzug der Wachstumsfaktoren fiihrt zu einer Hemmung der

Atmungskette und damit zu einem Energiemangel (Gottlieb et al., 2002).

Da die Untersuchung der AMPK-Kinase in den HEK293-Zellen zu keinem Ergebnis fiihrte,
wurde die Phosphorylierung von endogenem KIF1Ba an S1141 in vier Zelllinien untersucht,
darunter zwei Hela- und zwei MEF-Zelllinien. Die Hela-Zellen exprimierten entweder

Wildtyp oder kinaseinaktives LKBI1 permanent. Diese Kinase ist AMPK im Signalweg

| Zelllinie Hela MEF
LKBI AMPK
WT | KD | +/+]-/-

Blot: p-S1141-

KIF1Ba.—
p-AMPK —

AMPK -

Abbildung 3.17: KIF1Bd wird nicht von AMPK phosphoryliert

Die in der Abbildung angegebenen Zelllinien wurden in einem Tritonpuffer lysiert, die
Proteine wurden durch SDS-PAGE aufgetrennt, auf Nitrozellulose iibertragen und mit Hilfe
der Antikorper gegen KIFIBa, p-S1141, p-AMPK und AMPK und eines entsprechenden
Zweitantikorpers in einer Immunblotanalyse detektiert (KD: kinaseinaktiv).
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vorgeschaltet und wird in parentalen Hela-Zellen nicht exprimiert. Eine der MEF-Zelllinien
ist eine AMPK-Knockout-Zelllinie (AMPKal”- und AMPKa2™"), die mit einer parentalen

Zelllinie verglichen wurde.

Die Zelllinien wurden bis zur Konfluenz kultiviert und in Tritonlysepuffer aufgenommen. Die
Proteine wurden durch SDS-PAGE aufgetrennt und auf Nitrozellulosemembran transferiert.
Durch spezifische Antikérper wurden KIF1Ba und p-S1141 KIF1Ba nachgewiesen. KIF1Ba
wurde in den vier Zelllinien exprimiert, wobei die MEF-Zelllinien das Protein stirker
exprimierten als die Hela-Zelllinien. Endogenes KIF1Ba lag in diesen vier Zelllinien
gleichermallen phosphoryliert vor. Untersuchung des p-AMPK konnte zeigen, dass in Hela-
Zellen, die kinaseinaktives LKBI1 {iiberexprimierten, AMPK zwar vorhanden, aber nicht

phosphoryliert war. Obwohl in den AMPK-Knockout MEF-Zellen kein AMPK vorlag, war
KIF1Ba phosphoryliert (Abbildung 3.17). Dieses Experiment zeigt, dass AMPK nicht alleine

fiir die Phosphorylierung an S1141 in KIF1Ba verantwortlich sein kann.

Sowohl PKC als auch PKA konnten bereits als Kandidaten fiir die Phosphorylierung an S1141
ausgeschlossen werden (Abbildung 3.14 und 3.15). Obiges Experiment stellt klar, dass AMPK
selbst nicht allein fiir die Phosphorylierung von S1141 in KIF1Ba verantwortlich sein kann.
Es gibt aber eine AMPK-verwandte Kinase, die nicht durch LKB1 aktiviert wird, MELK
(maternal embryonic leucin zipper kinase) (Bright et al., 2009). Da weder spezifische
Inhibitoren, noch die cDNA von MELK vorlagen, wurde die Untersuchung an dieser Stelle

beendet.

3.9 Die shRNA-vermittelte Reduktion der KIF1Ba-Expression

KIF1Ba ist bereits als mikrotubulibindendes Protein beschrieben worden, das fiir den
anterograden Mitochondrientransport mit verantwortlich ist (Nangaku et al., 1994). Das
Mitwirken von KIF1Ba am mitochondrialen Transport soll hier durch shRNA-vermittelte

Reduktion der endogenen KIF1Ba-Menge untersucht werden.

In einem ersten Schritt sollte gezeigt werden, dass die KIF1Ba-Expression durch shRNA

reduziert werden kann. Hierfiir wurden HEK293-Zellen mit einer fiir KIF1Ba spezifischen

shRNA transfiziert und nach 48 h bzw. 72 h geerntet. Wie in Abbildung 3.18 deutlich wird,
stieg die KIFIBa-Menge in den Zellen mit der Zeit an. Transfektion mit der KIF1Ba
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Ernte 48h 72h 48h 72h
KIFIBa-shRNA - - + +

Blot: KIF1Ba-—
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Abbildung 3.18: KIF1Ba wird durch spezifische shRNA herunterreguliert

Parentale HEK293 Zellen wurden mit einer fiir KIF1Ba spezifischen shRNA transfiziert. Die
Zellen wurden 48 h bzw. 72 h nach der Transfektion lysiert, die Proteine durch SDS-PAGE
aufgetrennt, auf eine Nitrozellulosemembran transferiert und durch spezifische Antikorper
gegen KIF1Ba und GSK3[ gefolgt von einem entsprechenden Zweitantikrper in einer
Immunblotanalyse detektiert.
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Abbildung 3.19: KIF1Ba-Knockdown fiihrt zur Mitochondrien-Akkumulation um den
Zellkern und geschrumpften Zellen

NIH3T3-Zellen wurden transient mit Expressionsvektoren fiir GFP und eine spezifische
shRNA gegen KIF1Ba im Verhédltnis 1:10 transfiziert. Die Zellen wurden 48 h nach
Transfektion mit MitoTracker inkubiert, anschlieBend mit 3,7% Formaldehyd fixiert. Die
Pfeile weisen auf mitochondrienfreie Fortsdtze in mit KIF1Ba-shRNA transfizierten Zellen
(Massstabsbalken entspricht 50 pm).
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spezifischen shRNA fiihrte sowohl nach 48 h als auch nach 72 h zur deutlichen Reduktion der
KIF1Ba-Menge in den Zellen, wiahrend die GSK3[-Expression nicht beeinflusst wurde.

Durch shRNA induzierte Reduktion der KIF1Ba-Expression in NIH3T3-Zellen sollte die
Bedeutung von KIF1Ba auf den Mitochondrientransport untersucht werden. Die Zellen
wurden im Verhéltnis 1:10 mit einem Expressionsvektor fiir GFP und einem shRNA
enthaltenden Vektor transfiziert, so dass die Wahrscheinlichkeit, dass eine GFP-positive Zelle
auch mit der shRNA transfiziert wurde, sehr hoch war. Zur Kontrolle wurde der
Expressionsvektor fiir GFP alleine transfiziert. Diese Zellen hatten eine normale Grof3e, und
auch die Mitochondrienverteilung entsprach der untransfizierter Zellen, in denen ein Grofteil
der Mitochondrien um den Zellkern angeordnet waren und ihr Aufkommen zur
Plasmamembran hin abnahm. Im Gegensatz dazu zeigten Zellen, die mit shRNA transfiziert
wurden, eine Akkumulation der Mitochondrien um den Zellkern und eine stark verringerte
ZellgroBe (Abbildung 3.19). Der Ring aus Mitochondrien wurde daher nur von einem
schmalen Streifen mitochondrienfreien Zytoplasmas umgeben, jedoch gab es vereinzelt kurze
Fortsitze, die keine Mitochondrien enthielten (Pfeile). Im Gegensatz dazu befinden sich in
den Fortsdtzen untransfizierter und mit GFP transfizierter Zellen Mitochondrien auch in den
Fortsdtzen. Dies deutet darauf hin, dass KIF1Ba nicht nur fiir den Mitochondrientransport,

sondern auch fiir die ZellgroBB3e von Bedeutung ist.

3.10 Transiente Uberexpression des 14-3-3-bindungsdefekten KIF1Ba hat

keinen Einfluss auf die Mitochondrienverteilung

Da in Abbildung 3.19 bestdtigt werden konnte, dass KIF1Ba wichtig fiir die Verteilung der
Mitochondrien ist, sollte nun untersucht werden, ob die 14-3-3-Bindung fiir diese Funktion
von Bedeutung ist. Hierfiir wurden NIH3T3-Zellen, die Wildtyp bzw. 14-3-3-bindungs-
defektes KIF1Ba (S1053A,S1141A) iiberexprimierten, untersucht. Die Zellen wurden vor der
Fixierung mit Formaldehyd mit MitoTracker inkubiert, um die Mitochondrien sichtbar zu
machen. Zusétzlich wurde KIF1Ba mit einem spezifischen Antikdrper angefdarbt. Es wurde
eine geringe Konzentration des Antikorpers eingesetzt, wodurch es moglich war, transfizierte

von untransfizierten Zellen zu unterscheiden.
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Transfektion:

KIF1Ba

MitoTracker

S1053A.S1141A
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Abbildung 3.20: Uberexpression von Wildtyp bzw. KIF1Ba-S1053A,S1141A hat keinen
Einfluss auf die Mitochondrienverteilung

Farbung:
MitoTracker

NIH3T3-Zellen wurden transient mit Expressionsvektoren fiir Wildtyp und KIF1Ba-
S1053A,S1141A transfiziert. Die Zellen wurden 48 h nach Transfektion mit MitoTracker
inkubiert, anschlieend mit 3,7% Formaldehyd fixiert, mit 10% FCS in PBS geblockt und mit
0,1% Saponin permeabilisiert. Das Kinesin wurde durch Inkubation mit dem KIFIBa-
Antikorper und einem Alexa gekoppelten Zweitantikorper sichtbar gemacht (Massstabsbalken
entspricht 50 pm).

Sowohl Wildtyp KIF1Ba als auch 14-3-3-bindungsdefektes KIF1Ba waren in
iiberexprimierenden Zellen gleichmafBig tiber das Zytosol verteilt, mit einem besonders hohen
Aufkommen in den Spitzen der Fortsdtze (Abbildung 3.20). Dies zeigt, dass die Mutation der
14-3-3-Bindungsstellen keinen Einfluss auf die anterograde Motilitdt des Motorproteins hatte.
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Zellen, die Wildtyp KIF1Ba transient liberexprimierten, zeigten eine normale Verteilung der
Mitochondrien, vergleichbar mit untransfizierten Zellen. Das gleiche galt fiir Zellen, die
14-3-3-bindungsdefizientes KIF1Ba {iberexprimierten. Ein Grofteil der Mitochondrien
befanden sich um den Zellkern, wihrend ihre Dichte zur Plasmamembran hin abnahm
(Abbildung 3.20). Dieser Versuch zeigt, dass eine zusitzliche Uberexpression des mutierten

KIF1Ba keinen Effekt auf die Mitochondrienverteilung in abgesetzten Zellen hat.

3.11 Eine katalytisch inaktive KIF1Ba-Mutante bindet an das Zytoskelett

Da KIFIBa ein mikrotubulibindendes Protein ist und der Knockdown des Proteins zur
Verkleinerung der Zellen fiihrte, wurde hier eine katalytisch inaktive KIF1Ba-Mutante
(K103A) beziiglich ihrer Lokalisierung und ihres Einflusses auf die Mitochondrienverteilung
untersucht. Hierzu wurden HEK293-Zellen auf Glasplittchen kultiviert und transient mit
Expressionsvektoren fiir Wildtyp bzw. katalytisch inaktives KIF1Ba-K103A transfiziert. Die

Zellen wurden fixiert und mit spezifischen Antikorpern fiir KIF1Ba und a-Tubulin geférbt.

KIF1B0o-K103A co-lokalisierte ausnahmslos mit einer filamentdsen Struktur in allen

iiberexprimierenden Zellen (Abbildung 3.21). Dies zeugt von einer starken Affinitdt der

KIF1Ba-Mutante zu einem Protein des Zytoskeletts. Diese Lokalisation ist unabhingig von
der Expression des Proteins, da sowohl stark als auch schwach exprimierende Zellen diese

Verteilung des Proteins zeigten (Abbildung 3.22).

Die Mikrotubuli in KIF1Ba-K103A {iiberexprimierenden Zellen wiesen eine verdnderte
Struktur auf. Wihrend die Mikrotubuli in Wildtyp KIF1Ba {iiberexprimierenden Zellen
geradlinig und geordnet waren, zeigten die Mikrotubuli in den die Mutante
iiberexprimierenden Zellen eine gewellte Struktur und hatten an Organisationsgrad verloren.

Des Weiteren waren die Zellen insgesamt kleiner als Wildtyp KIF1Ba {iberexprimierende

Zellen und bildeten kiirzere Fortsétze aus. (Abbildung 3.21 und 3.22).

Die Struktur und Verteilung des filamentdsen Gebildes, an das KIF1Ba-K103A gebunden
hatte, zeigte starke Ahnlichkeit mit dem Mikrotubulizytoskelett. Durch Uberlagerung der
Farbkandle fir KIF1Ba und a-Tubulin wurden Abbildungen erstellt, die beide Farbungen
zeigten. In diesen Abbildungen ist deutlich zu erkennen, dass die KIF1Ba-Féarbung zwar

teilweise mit der o-Tubulin-Férbung tiibereinstimmt, es jedoch Bereiche gibt, in denen
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Transfektion:

KIF1Bo o-Tubulin o-Tubulin 4x
Farbung:

Abbildung 3.21: KIF1Bda mit der Mutation K103A bindet an eine filamentiose Struktur
in NIH3T3-Zellen und destabilisiert das Mikrotubulinetzwerk

NIH3T3-Zellen wurden transient mit Expressionsvektoren fiir Wildtyp und KIF1Ba-K103A
transfiziert. Die Zellen wurden 48 h nach Transfektion mit MitoTracker inkubiert,
anschliefend mit 3,7% Formaldehyd fixiert. Das Kinesin wurde durch Inkubation mit dem
KIF1Ba-Antikorper, das Mikrotubulinetzwerk mit einem Antikorper gegen o-Tubulin und
den entsprechenden Alexa gekoppelten Zweitantikdrpern detektiert (Massstabsbalken
entspricht 50 um).
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Transfektion:

Farbung: o-Tubulin 4x KIF1Bo 4x Uberlagerung

Abbildung 3.22: KIF1Ba-K103A bindet nicht ausschlieSlich an Mikrotubuli

NIH3T3-Zellen wurden transient mit Expressionsvektoren fiir Wildtyp und KIF1Ba-K103A
transfiziert. Die Zellen wurden 48 h nach Transfektion mit 3,7% Formaldehyd fixiert, mit
10% FCS in PBS geblockt und mit 0,1% Saponin permeabilisiert. Die Proteine wurden durch
Inkubation mit KIF1Ba (griin) bzw. a-Tubulin (rot) Antikorpern und entsprechenden Alexa
gekoppelten Zweitantikorpern nachgewiesen. Zur Verdeutlichung wurden vierfach
vergrosserte Aufnahmen erstellt und die Farbkanile iiberlagert (Massstabsbalken entspricht 50

um).
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KIF1Ba und a-Tubulin nicht iiberlagert sind (Abbildung 3.22). Dies deutet darauf hin, dass

KIF1Ba nicht nur an die Mikrotubuli bindet, sondern auch an eine filamentose Struktur, die
in enger Nachbarschaft des Mikrotubulinetzwerkes liegt. Dies ist mit hoher Wahrscheinlich-

keit das Netzwerk des Intermedidrfilaments.

Die Mutation K103A in KIF1Ba hatte, wie in Abbildung 3.22 gezeigt wurde, eine
destabilisierende Wirkung auf das Mikrotubulinetzwerk. Da KIF1Ba-K103A katalytisch

Transfektion: WT

KIF1Ba

MitoTracker

K103A

KIF1Ba

Féarbung:
MitoTracker

Abbildung 3.23: Die Mitochondrienverteilung wird durch KIF1Ba-K103A nicht gestort

NIH3T3-Zellen wurden transient mit Expressionsvektoren fiir Wildtyp und KIF1Ba-K103A
transfiziert. Die Zellen wurden 48 h nach Transfektion mit MitoTracker inkubiert,
anschliefend mit 3,7% Formaldehyd fixiert, mit 10% FCS in PBS geblockt und mit 0,1%
Saponin permeabilisiert. Das Kinesin wurde durch Inkubation mit dem KIF1Ba-Antikorper
und einem Alexa gekoppelten Zweitantikorper sichtbar gemacht. Die Mitochondrien wurden
durch Inkubation mit MitoTracker gefarbt (Massstabsbalken entspricht 50 um).
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inaktiv ist, liegt zusétzlich nahe, dass der Transport der Mitochondrien gestort sein konnte. In
KIF1Ba-K103A {iiberexprimierenden Zellen wurden daher die Mitochondrien zusétzlich zu

KIF1Ba durch MitoTracker gefarbt, um deren Lokalisation zu zeigen.

Die Mitochondrienverteilung in den KIF1Ba-K103A iiberexprimierenden Zelle unterschied
sich nicht von der Verteilung in Wildtyp KIF1Ba iiberexprimierenden oder den umgebenden
untransfizierten Zellen (Abbildung 3.23). Moglicherweise reicht das endogene KIF1Ba aus,
um diese Funktion zu erfiillen. Andererseits ist es moglich, dass die Mitochondrien in diesen
Zellen durch das mutierte KIF1Ba wie verankert waren, was aus diesem Versuch nicht

ersichtlich ware.

3.12 Dimerisierungsdefektes 14-3-3 fithrt zur Akkumulation der

Mitochondrien um den Zellkern und zu runden Zellen

Da die Uberexpression der 14-3-3-bindungsdefekten KIF1Ba-Mutante keinen Einfluss auf
die Mitochondrienverteilung zeigte, wurde dimerisierungsdefektes 14-3-3y in NIH3T3-Zellen
{iberexprimiert. Eine Uberexpression der dimerisierungsgestdrten 14-3-3-Mutante hat zur
Folge, dass das endogene KIF1Ba von dimerisierungsdefektem 14-3-3, das in starker
Uberzahl vorliegt, umgeben ist. Dieses konkurriert moglicherweise mit dem endogenen
14-3-3 um die Bindung an KIF1Ba. Da KIF1Ba jedoch nur mit dimerem 14-3-3 eine stabile
Bindung eingehen kann, wiirde endogenes KIF1Ba dann vermehrt in ungebundenem Zustand

vorliegen.

In NIH3T3-Zellen, die Wildtyp bzw. dimerisierungsdefektes 14-3-3y iiberexprimierten,
wurden zu diesem Zweck sowohl 14-3-3 als auch die Mitochondrien gefarbt. Zellen, die
Wildtyp 14-3-3y iiberexprimierten, zeigten eine normal Verteilung der Mitochondrien. Die
Dichte der Mitochondrien war um den Zellkern am hdchsten und nahm zur Plasmamembran
hin stetig ab. 14-3-3y mut Uberexpression fiihrte zu einer um 30 Prozent erhdhten Anzahl von
Zellen, die eine perinukledre Verteilung der Mitochondrien aufwiesen. Die Mitochondrien in
diesen Zellen waren in einem engen Kreis um den Zellkern angeordnet und es lagen so gut
wie keine peripheren Mitochondrien vor. Dieses Ergebnis deutet darauf hin, dass der
anterograde Transport der Mitochondrien gestdrt war. Zusétzlich ist auffdllig, dass die

dimerisierungsgestortes 14-3-3y {iiberexprimierenden Zellen eine rundere Zellform als
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Abbildung 3.24: Uberexpression von dimerisierungsdefektem 14-3-3y fiihrt zur
Akkumulation der Mitochondrien um den Zellkern und abgerundeten Zellen

(A) NIH3T3-Zellen wurden transient mit Expressionsvektoren fiir Wildtyp und 14-3-3y mut
transfiziert. Die Zellen wurden 48 h nach Transfektion mit MitoTracker inkubiert,
anschliefend mit 3,7% Formaldehyd fixiert, mit 10% FCS in PBS geblockt und mit 0,1%
Saponin permeabilisiert. 14-3-3y wurde durch Inkubation mit dem spezifischen Antikorper
und einem Alexa gekoppelten Zweitantikdrper sichtbar gemacht (Massstabsbalken entspricht
50 um). (B) Statistische Auswertung der Quotienten Zelllinge:Zellbreite. Zelllinge und
Zellbreite wurden mit dem LeikaLite-Programm bestimmt (n = 720 in 3 unabhdngigen
Versuchen). (C) Statistische Auszéhlung der Zellen mit perinukledren Mitochondrien (n = 100
in 2 unabhingigen Versuchen).
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Wildtyp 14-3-3y iiberexprimierende Zellen aufwiesen. Diese Zellen wiesen nur wenige
Fortsdtze auf, die dann sehr breit waren und nicht spitz zuliefen, sondern ein breites,
abgerundetes Ende hatten. Diese Beobachtung bestitigt sich, wenn man den Quotienten der
Lange und Breite der Zellen bildet. Der Quotient Wildtyp 14-3-3y iiberexprimierender Zellen
lag durchschnittlich bei ca. 4, wihrend der Quotient bei dimerisierungsgestortes 14-3-3y
iiberexprimierenden Zellen etwa halb so hoch war (Abbildung 3.24). Ein Quotient aus
Zelllange und -breite, der gegen eins geht, wiirde einer runden Zelle entsprechen. Somit hat
die Dimerisierung der 14-3-3-Proteine einen Einfluss auf die Mitochondrienverteilung und die

Zellform.

Da die Zellform entscheidend durch das Zytoskelett bestimmt wird, wurde im folgenden
Experiment das Mikrotubulinetzwerk untersucht. Wildtyp 14-3-3y iiberexprimierende Zellen
wiesen eine normale Organisation des Zytoskeletts auf. Die Mikrotubuli entsprangen
strahlenférmig aus den Zentrosomen und reichten bis zur Plasmamembran. In Fortsitzen
lagen sie mehr oder weniger parallel in Biindeln angeordnet vor und ragten bis in die Spitzen
hinein. Diese Mikrotubuliorganisation entsprach der der umgebenden untransfizierten Zellen.
Die Mikrotubuli der 14-3-3y mut {iberexprimierenden Zellen wiesen eine starke Stérung des
Mikrotubulinetzwerkes auf. Wéahrend in den sie umgebenden Zellen eine hdhere
Mikrotubulidichte am Zellkern zu erkennen war, waren die Mikrotubuli in den 14-3-3y mut

iiberexprimierenden Zellen ohne erkennbare Anordnung im Zytoplasma verteilt.

In der VergroBerung der Fortsdtze wurde deutlich, dass die Mikrotubuli in 14-3-3y Wildtyp
tiberexprimierenden Zellen vom Zellkern aus strahlenformig in die Fortsdtze ragten.
Mikrotubuli der 14-3-3y mut iiberexprimierenden Zellen waren nahe der Plasmamembran
gewellt und zeigten keine eindeutige Ausrichtung zur Plasmamembran hin (Abbildung 3.25),
was ein Zeichen fiir die Destabilisierung der Mikrotubuli ist (Straube und Merdes, 2007). Dies

konnte der Grund fiir abgerundete bzw. fehlende Fortsitze sein.
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Abbildung 3.25: Uberexpression von dimerisierungsgestortem 14-3-3y fiihrt zu destabili-
sierten Mikrotubuli

(A) NIH3T3-Zellen wurden transient mit Expressionsvektoren fiir Wildtyp und 14-3-3y mut
transfiziert. Die Zellen wurden 48 h nach Transfektion mit 3,7% Formaldehyd fixiert, mit
10% FCS in PBS geblockt und mit 0,1% Saponin permeabilisiert. 14-3-3y und a-Tubulin
wurden durch Inkubation mit den entsprechenden Antikorpern sichtbar gemacht.
(Massstabsbalken entspricht 50 um) (B) Statistische Auswertung der Zellen mit gestortem
Mikrotubulinetzwerk (n = 400 in 2 unabhingigen Versuchen).
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3.13 Die Bindung von 14-3-3-Proteinen an KIF1Ba ist wichtig fiir
Mitochondrientransport, Zellform und Mikrotubulistabilitit in sich

ausbreitenden Zellen

Durch KIF1Ba-Knockdown konnte gezeigt werden, dass KIF1Ba sowohl fiir den
Mitochondrientransport als auch fiir die Zellform wichtig ist. Des Weiteren wurde gezeigt,
dass die katalytisch defekte Mutante KIF1Ba-K103A an eine filamentdse Struktur in der
Zelle bindet, die jedoch nicht identisch mit dem Mikrotubulinetzwerk ist. Diese Struktur
konnte das Intermediédrfilament sein. Da das Intermedidrfilament als Teil des Zytoskeletts

wichtig fiir die Zellform, aber auch fiir das Ausbreiten der Zellen z.B. nach dem Trypsinieren
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Abbildung 3.26: KIF1Ba-S1053A,S1141A iiberexprimierende Zellen sind in ihrer
Ausbreitung gehemmt

(A) NIH3T3-Zellen wurden transient mit Expressionsvektoren fiir Wildtyp und KIF1Ba-
S1053A,S1141A transfiziert. Die Zellen wurden 36 h nach der Transfektion trypsiniert und
auf Glaspléttchen ausgesit. 24 h spéter wurden sie mit 3,7% Formaldehyd fixiert, mit 10%
FCS in PBS geblockt und mit 0,1% Saponin permeabilisiert. KIF1Ba wurde durch Inkubation
mit dem spezifischen Antikorper und einem Alexa gekoppelten Zweitantikdrper sichtbar
gemacht (Massstabsbalken entspricht 50 pm). (B) Statistische Auswertung der Quotienten
Zelllange:Zellbreite. Zelllinge und Zellbreite wurden mit dem LeikaLite-Programm bestimmt
(n =200 Zellen in 4 unabhéngigen Versuchen).
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und dem erneuten Ausséden ist, wurde ein sogenannter Spreading-Assay mit NIH3T3-Zellen,

die Wildtyp bzw. KIF1Ba-S1053A,S1141A transient liberexprimierten, durchgefiihrt.

Der Spreading-Assay ist ein bewdhrtes Verfahren, um die Fihigkeit der Zellen zum
Ausbreiten, aber auch zum Neuorganisieren des Zytoskeletts bzw. der Organellen zu
untersuchen (Bao und Suresh, 2003). NIH3T3-Zellen wurden ca. 36 h nach der Transfektion
trypsiniert und auf Glasplittchen ausgesét. Die Fixierung und Fiarbung mit Antikorpern bzw.
MitoTracker erfolgte 24 h spéter. Da eine niedrige Antikoérperkonzentration fiir die Farbung

gewihlt wurde, konnten transfizierte Zellen leicht von untransfizierten unterschieden werden.

Uberexprimiertes Wildtyp KIF1Ba lag in diesen Zellen gleichmiBig iiber das Zytosol verteilt
vor und zeigt ein erhohtes Aufkommen in den Enden der Fortsitze, wihrend mutiertes
KIF1Ba zwar ebenfalls gleichmédBig in der Zelle verteilt war, jedoch eher an bestimmten
Stellen in der Zelle akkumulierte. Diese Stellen lagen hauptsdchlich am Zellrand. Wéhrend
Wildtyp KIF1Ba {iberexprimierende Zellen gestreckt waren und lange Fortsétze ausbildeten,
waren KIF1Ba-S1053A,S1141A iberexprimierende Zellen eher rund mit wenigen kurzen
Fortsétzen. Der durchschnittliche Quotienten aus Zelllinge und Zellbreite lag in Zellen, die
Wildtyp KIF1Ba iiberexprimierten, etwa anderthalb Mal so hoch wie der durchschnittliche
Quotient der KIF1Ba-S1053A,S1141A tiiberexprimierenden Zellen (Abbildung 3.26). Im
Vergleich zu den Wildtyp 14-3-3y iiberexprimierenden Zellen (Abbildung 3.24) wiesen die
Wildtyp KIF1Ba iiberexprimierenden Zellen hohere Quotienten auf. Somit sind Wildtyp
KIF1Ba iiberexprimierende Zellen gestreckter als Wildtyp 14-3-3y iiberexprimierende Zellen.

Dies deutet darauf hin, dass KIF1Ba den Auswuchs der Fortsétze fordert.

KIF1Ba-S1053A,S1141A  iiberexprimierende Zellen hingegen waren als Wildtyp
iiberexprimierende Zellen (Abbildung 3.26 und 3.27) und wiesen einen niedrigeren
Quotienten auf. Somit waren diese Zellen in ihrer Féhigkeit, sich nach dem Trypsinieren

auszubreiten, gehemmt.

Im nédchsten Ansatz wurde die Mitochondrienverteilung in sich ausbreitenden Zellen
untersucht. Dazu wurden zusétzlich zur KIF1Ba-Farbung die Mitochondrien mit MitoTracker
gefarbt. Die Mehrheit der Zellen, die Wildtyp KIF1Ba {iberexprimierten, zeigten eine
normale oder verstirkt periphere Verteilung der Mitochondrien. Im Gegensatz zu
untransfizierten Zellen, waren die Mitochondrien in diesen Zellen auf das gesamte

Zytoplasma verteilt und zeigten ein verstarktes Auftreten in den Spitzen der Fortsétze. Dieses
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Abbildung 3.27: Mutiertes KIF1Ba hemmt in sich ausbreitenden Zellen die
Relokalisation der Mitochondrien

(A) NIH3T3-Zellen wurden transient mit Expressionsvektoren fiir Wildtyp und KIFIBa-
S1053A,S1141A transfiziert. Die Zellen wurden 36 h nach Transfektion trypsiniert und auf
Glasplittchen ausgesit. 24 h spiter wurden sie mit MitoTracker inkubiert, mit 3,7%
Formaldehyd fixiert, mit 10% FCS in PBS geblockt und mit 0,1% Saponin permeabilisiert.
KIF1Ba wurde mit einem spezifischen Antikoérper und dem entsprechenden alexa-
gekoppelten Zweitantikorper sichtbar gemacht (Massstabsbalken entspricht 50 pm). (B)
Statistische Auszdhlung der Zellen mit entsprechender Mitochondrienverteilung (n = 600
Zellen in 3 unabhéngigen Versuchen; schwarz entspricht Wildtyp, grau Doppelmutante)
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Ergebnis zeigt, dass das Gleichgewicht zwischen Dynein und Kinesinen, das fiir die Positio-
nierung der Mitochondrien wichtig ist, durch KIF1Ba-Uberexpression gestort wurde und der
anterograde Transport die Uberhand gewann. KIF1Ba-S1053A,S1141A iiberexprimierende
Zellen waren hingegen kleiner und runder als Wildtyp KIF1Ba {iberexprimierende Zellen und
besalen kaum Fortsdtze. Die Hélfte der KIF1Ba-S1053A,S1141A iiberexprimierenden Zellen
wiesen eine kreisformige Anordnung der Mitochondrien um den Zellkern herum auf. Bedingt
durch ihre Zellform umgab nur ein schmales Band mitochondrienfreien Zytoplasmas den

Kreis der Mitochondrien, der jedoch nicht bis zur Plasmamembran reichte (Abbildung 3.27).

Da die 14-3-3-Bindung an KIF1Ba von Bedeutung fiir das Ausbreiten trypsinierter Zellen ist,
wurde als ndchstes das Zytoskelett dieser Zellen untersucht. Zusétzlich zu KIF1Ba wurde
daher a-Tubulin angefarbt. Wildtyp KIF1Ba {iberexprimierende Zellen wiesen groftenteils
eine normale Organisation des Mikrotubulinetzwerkes auf (Abbildung 3.28). Im Gegensatz
dazu wiesen die KIFIBa-S1053A,S1141A {iberexprimierenden Zellen eine geringere
Organisation des Mikrotubulinetzwerkes auf, die Mikrotubuli waren gleichméBig tiber die
gesamte Zelle verteilt. Die Mikrotubuli hatten keine parallele Ausrichtung, sondern waren
wellenformig gekraust und unorganisiert. Dies deutet auf eine reduzierte Stabilitit des
Mikrotubulinetzwerkes hin, wodurch die runde Zellform und das Fehlen von Fortsidtzen

bedingt war.

Die Effekte in den KIF1Ba-S1053A,S1141A iiberexprimierenden Zellen im Spreading-Assay
stethen im FEinklang mit den Effekten, die in 14-3-3y mut iiberexprimierenden Zellen
beobachtet wurden. Die 14-3-3-Bindung an KIF1Ba ist ausschlaggebend fiir die Mitochon-

drienverteilung und die Zellform.

Eine Destabilisierung des Mikrotubulinetzwerkes kann unterschiedliche Ursachen haben.
Mikrotubuli haben zwei Enden, die zur Stabilitidt des Makromolekiils beitragen. Das (-)-Ende
der Mikrotubuli wird durch die Verankerung im MTOC stabilisiert. An die (+)-Enden binden
stabilisierende Proteine, darunter die EBs (microtubule plus end-binding protein). Um einen
moglichen Einfluss der S1053A,S1141A Mutante auf die Zentrosomen zu untersuchen, wurde

in den Zellen aus dem Spreading-Assay y-Tubulin angefarbt.

Sowohl Wildtyp als auch KIF1Ba-S1053A,S1141A iiberexprimierende Zellen verfiigten iiber
intakte Zentrosome (Abbildung 3.29). Diese sind als zwei Punkte zu erkennen, die meist sehr

nah beieinander und in mittelbarer Néhe des Zellkerns liegen. Daher kann davon ausgegangen
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Abbildung 3.28: KIF1Ba-S1053A,S1141A Uberexpression destabilisiert das Mikrotu-
bulinetzwerk in sich ausbreitenden Zellen

(A) NIH3T3-Zellen wurden transient mit Expressionsvektoren fiir Wildtyp oder KIF1Ba-
S1053A,S1141A transfiziert. Die Zellen wurden 36 h nach Transfektion trypsiniert und auf
Glasplattchen ausgesit. 24 h spiter wurden sie mit 3,7% Formaldehyd fixiert, mit 10% FCS
in PBS geblockt und mit 0,1% Saponin permeabilisiert. KIF1Ba und a-Tubulin wurden mit
entsprechenden Antikorpern detektiert (Massstabsbalken entspricht 50 um). (B) Statistische
Auszédhlung der Zellen mit gestdrtem Mikrotubulinetzwerk (n = 280 Zellen in 2 unabhidngigen
Versuchen).
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werden, dass die (-)-Enden der Mikrotubuli geschiitzt sind. Somit wird deutlich, dass die

Destabilisierung der Mikrotubuli durch KIF1Ba-S1053A,S1141A von den (+)-Enden her
rlihrte.

Transfektion:

v-Tubulin

Féarbung
KIF1Ba

Abbildung 3.29: Die Mutation der 14-3-3-Bindungsstellen in KIF1Ba beeinflusst die
Zentrosomen nicht

(A) NIH3T3-Zellen wurden transient mit Expressionsvektoren fiir Wildtyp und KIF1Ba-
S1053A,S1141A transfiziert. Die Zellen wurden 36 h nach Transfektion trypsiniert und auf
Glaspléttchen ausgesit. 24 h spater wurden sie mit 3,7% Formaldehyd fixiert, mit 10% FCS
in PBS geblockt und mit 0,1% Saponin permeabilisiert. KIF1Ba und y-Tubulin wurden durch
Inkubation mit den entsprechenden spezifischen Antikérpern und Alexa gekoppelten
Zweitantikorpern detektiert. Die Pfeile weisen auf die Zentrosomen (Massstabsbalken
entspricht 50 um).
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4 Diskussion

Obwohl KIF1Ba bereits 1994 beschrieben wurde, ist bisher nicht viel iiber dieses Protein
bekannt. Nangaku et al. konnten die KIF1Ba Co-Lokalisation mit Mitochondrien in Neuro2A
Zellen nachweisen und in vitro den KIF1Ba vermittelten Mitochondrientransport entlang
Mikrotubuli zeigen (1994). Es wurden verschiedene KIF1Ba-Bindungspartner beschrieben,
jedoch konnte fiir die wenigsten eine physiologische Bedeutung nachgewiesen werden. Einer
der Bindungspartner, fiir den der Nachweis einer physiologischen Funktion gelungen ist, war
KBP, das sowohl an KIF1C als auch an KIF1Ba bindet, da die Bindungsstelle im homologen
Bereich dieser beiden Motorproteine im C-Terminus der Motordoméne liegt. Knockdown
bzw. Uberexpression einer KBP-Mutante fiihrte zur Akkumulation der Mitochondrien im

Bereich des Nukleus durch verminderte KIF1Ba-Aktivitdat (Wozniak et al., 2005).

In der vorliegenden Arbeit wird ein neuer KIF1Ba-Bindungspartner, 14-3-3, und dessen

Bedeutung fiir die Funktion des Motorproteins beschrieben.

4.1 14-3-3-Proteine sind Bindungspartner von KIF1Ba

Es wurden zwei 14-3-3-Bindungsstellen in KIF1Ba identifiziert, S1053 und S1141. Die
Identifikation der C-terminalen Bindungsstelle erfolgte zunichst durch Homologievergleich
mit KIF1C. In diesem Protein wurde bereits zuvor eine 14-3-3-Bindungsstelle an S1092
identifiziert (Dorner et al., 1999). Die 14-3-3-Bindung an KIFIBa konnte durch Co-
Immunprézipitation der beiden Proteine gezeigt werden. Die Bindung wurde durch Mutation
der C-terminalen Bindungsstelle S1141 zu Alanin nur geschwicht, jedoch nicht verhindert.
Daher wurde von einer zweiten Bindungsstelle ausgegangen, die durch eine ScanSite Analyse
an S1053 identifiziert wurde. Die Bindung zwischen KIF1Ba und 14-3-3-Proteinen konnte
erst durch den Aminosiureaustausch beider Serine zu Alanin unterbunden werden (Abbildung
3.4). Daraus ergibt sich, dass KIFIBa zwei Bindungsstellen fiir 14-3-3-Proteine hat, die

jeweils alleine zu schwach sind, um den Bindungspartner stabil zu binden.

Die Stabilitét der 14-3-3-Bindung in Abhédngigkeit von der Anzahl der Bindungsstellen wurde

durch Yaffe et al. anhand verschiedener Peptide untersucht. Sie wiesen nach, dass die Bindung



Diskussion &9

eines 14-3-3-Dimers an ein Peptid mit zwei Bindungsstellen um das 30fache hoher lag als an
das Peptid, das nur eine Bindungsstelle enthielt (1997). In der Tat besitzen viele 14-3-3-
Bindungspartner zwei oder mehr 14-3-3-Bindungsstellen (Tzivion und Avruch, 2002).

Die Bindung der einfach mutierten KIF1Ba an 14-3-3 war verschieden stark. Zwar war in
beiden Fillen die 14-3-3-Bindung im Vergleich zur Bindung an Wildtyp KIF1Ba stark
reduziert, KIF1Ba-S1053A wies jedoch eine stirkere Bindung an 14-3-3y auf als KIF1Ba-
S1141A (Abbildung 3.4). S1141 ist eine starke 14-3-3-Bindungsstelle, da die sie umgebende
Aminosduresequenz homolog zu einer der 14-3-3-Konsensusbindungsstellen ist, wéhrend der
das S1053 umgebenden Aminosiuresequenz das Prolin an Position +2 fehlt (Abbildung 3.3).
Dieses Prolin verursacht einen ,Knick® in der Aminosiurekette, der wichtig ist fiir die
Assoziation der 14-3-3-Proteine an den Bindungspartner (Rittinger et al., 1999). In Proteinen,
die zwei 14-3-3-Bindungsstellen besitzen, wurde postuliert, dass die stirkere Bindungsstelle
(wird als ,,gatekeeper bezeichnet) das 14-3-3-Protein rekrutiert, wihrend die zweite
Bindungsstelle fiir eine stabile Bindung zwischen den beiden Proteinen sorgt (Yaffe, 2002).
Demnach wire S1141 in KIF1Ba der Gatekeeper, wihrend S1053 fiir die Stabilisierung der

Bindung zustdndig wire.

Wie viele andere Proteine mit zwei 14-3-3-Bindungsstellen, ging KIFIBa keine stabile
Bindung mit monomeren 14-3-3-Proteinen ein (Abbildung 3.4). Shen et al. wiesen nach, dass
die 14-3-3-Dimerisierung ausschlaggebend fiir die Bindung an phosphorylierte Bindungs-
stellen im selben Protein ist (2003). Die 14-3-3-Dimerisierung wird in vivo durch
Phosphorylierung an S58 negativ reguliert (Megidish et al., 1998; Woodcock et al., 2003).
Woodcock et al. wiesen zudem nach, dass die Monomerisierung keinen Einfluss auf die
Bindungsfihigkeit des Monomers an ein Phosphoserinpeptid hat. Somit miissen die 14-3-3-
Dimere weitere Eigenschaften aufweisen, die eine Bindung an den Partner begiinstigt.
Allerdings gibt es Proteine, die sowohl monomeres als auch dimeres 14-3-3 binden kdnnen.
Der kalziumabhéngige Kaliumkanal dSlo in Drosophila wird sowohl durch die Bindung an
monomeres als auch an dimeres 14-3-3 mit dhnlicher Effizienz gehemmt (Zhou et al., 2003).
Es wird angenommen, dass Proteine, die sowohl monomeres als auch dimeres 14-3-3 binden,
weder auf die konformationsédndernde noch auf die iiberbriickende Funktion von 14-3-3-
Proteinen angewiesen sind (Woodcock et al., 2003; Zhou et al., 2003). Proteine wie KIF1Ba

hingegen, die nur dimeres 14-3-3 stabil binden kénnen, sind vermutlich auf die speziellen
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Eigenschaften des Dimers angewiesen, um eine rdumliche Ndhe zu einem weiteren

Bindungspartner herzustellen oder die eigene Konformation zu veréndern.

Die Bindung zwischen endogenem KIF1Ba und 14-3-3-Proteinen wurde durch Co-
Immunprézipitation von KIF1Ba mit den beiden Isoformen 14-3-3y und 14-3-3(3
nachgewiesen (Abbildung 3.5). Um die Bindung der endogenen Proteine nachweisen zu
konnen, mussten die Zellen mit dem Ser/Thr-Phosphatase-Inhibitor Calyculin A behandelt
werden, wodurch die allgemeine Proteinphosphorylierung in den Zellen erhdht wurde. Dies
bestitigt, dass die 14-3-3-Bindung an KIF1Ba von der Phosphorylierung der Bindungsstellen
abhingig ist. In KIF1Ba iiberexprimierenden Zellen zeigte sich, dass KIF1Ba auch in
gehungerten Zellen phosphoryliert vorlag. Wéhrend die Phosphorylierung an S1053 schwach
war und durch Stimulation verschiedener Kinasen verstirkt wurde, lag S1141 stark
phosphoryliert vor und wurde durch keine der getesteten Kinasen in einem hoheren Ausmaf
phosphoryliert. Durch Calyculin A wurde die Phosphorylierung beider Bindungsstellen des
endogenen KIF1Ba erhoht, jedoch war vermutlich die verstiarkte Phosphorylierung an S1053
entscheidend fiir die stabile Bindung an 14-3-3.

4.2 Die 14-3-3-Proteinbindung beeinflusst die KIF1Ba-Stabilitit und

-Tritonloslichkeit

In Co-Uberexpressionsversuchen wurde ein Zusammenhang zwischen der KIF1Ba-Menge im
Lysat der Zellen und der Bindung zwischen KIF1Ba und 14-3-3y festgestellt. In Proben, in
denen die 14-3-3-Bindung an KIF1Ba entweder durch Mutation der Bindungsstellen in
KIF1Ba bzw. durch Stérung der 14-3-3-Dimerisierung gehemmt war, war die KIF1Ba-
Menge im Lysat reduziert (Abbildung 3.4). Dies flihrte zu der Annahme, dass die 14-3-3-
Proteinbindung an KIFIBa entweder dessen Tritonldslichkeit oder Stabilitit erhoht.
Endogenes KIFIBa wurde durch Uberexpression des Wildtyp 14-3-3-Proteins einerseits
stabilisiert, denn die Proteinmenge in den Zellen stieg an. Andererseits wurde die KIF1Ba-
Tritonloslichkeit erhoht, denn sdmtliches zusdtzliches KIF1Ba lag im Lysat vor. Die KIF1Ba-

Menge im tritonunldslichen Anteil der Proteine énderte sich nicht durch die Uberexpression

von Wildtyp bzw. mutiertem 14-3-3 (Abbildung 3.6).
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Die Regulation der Stabilitidt des Bindungspartners ist eine bekannte Funktionen der 14-3-3-
Proteinbindung. Der Verlust der 14-3-3-Bindung an die Sukrosephosphatreduktase in
gehungerten Pflanzenzellen fiihrt zu dessen Abbau, der durch Proteasehemmung verhindert
werden konnte (Cotelle et al., 2000). Andererseits wird die Nitratreduktase durch 14-3-3-
Bindung in abgedunkelten Pflanzenblittern degradiert (Weiner und Kaiser, 1999). Die
meisten bekannten Proteine, deren Stabilitdt durch 14-3-3-Bindung reguliert wird, wurden
bisher in Pflanzen beschrieben, jedoch gibt es diese Art der Regulation auch in Vertebraten.
So bindet durch Akt phosphoryliertes MDMX an 14-3-3-Proteine, wodurch das Protein
stabilisiert wird (Lopez-Pajares et al., 2008). Allerdings gibt es auch anderslautende Berichte,
wonach die MDMX-Stabilitdt durch die 14-3-3-Bindung reduziert wird (LeBron et al., 2006).
Auch die Stabilitdt von p53 wird durch 14-3-3-Proteinbindung beeinflusst. 14-3-30 bindet an
p53 und verhindert die Mdm2 induzierte Ubiquitinierung, wobei der genaue Mechanismus
noch nicht bekannt ist (Yang et al., 2003). Zwischen den 14-3-3-Bindungsstellen S1053 und
S1141 in KIF1Ba gibt es mehrere Lysine. Die Analyse mit dem Programm UbPred
(http://www.ubpred.org/) ergab, dass zwei dieser Lysine potentielle Ubiquitinierungsstellen
sind. Durch die 14-3-3-Bindung konnten diese maskiert werden, wodurch der KIF1Ba-Abbau
verhindert werden wiirde. Ein Unterschied in der Ubiquitinierung von KIF1Ba-
S1053A,S1141A im Vergleich zu Wildtyp KIF1Ba konnte jedoch nicht nachgewiesen werden
(Daten nicht gezeigt). Somit gehdrt KIF1Ba zu einer Reihe von Proteinen, deren Stabilitit
durch eine 14-3-3-Proteinbindung reguliert wird, allerdings ist der genaue Mechanismus noch

nicht bekannt.

Um die Bedeutung der 14-3-3-Bindung fiir die physiologische Funktion der KIF1Ba unter-
suchen zu konnen, wurde der Versuch unternommen, permanente Zelllinien herzustellen. Es
wurden insgesamt drei verschiedene Zelllinien mit Vektoren fiir Wildtyp und KIF1Ba-
S1053A,S1141A transfiziert. Obwohl diese Zelllinien in Selektionsmedien kultiviert wurden,
verloren sie die Expression von KIF1Ba schnell, und KIF1Ba-S1053A,S1141A wurde im
Vergleich zu Wildtyp KIF1Ba weniger stark exprimiert (Abbildung 3.7). Die Expression in
permanenten Zellen war verglichen zu transienter Uberexpression schwach, was zeigt, dass
die Expression von KIFIBa in Zelllinien strikt reguliert wird, um das Gleichgewicht
zwischen Dyneinen und Kinesinen zu erhalten, das wichtig flir die Positionierung der
Mitochondrien ist. Gleichzeitig ist KIF1Ba-S1053A,S1141A in diesen Zellen weniger stabil,
da keine 14-3-3-Proteinbindung erfolgt.
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4.3 Regulation der 14-3-3-Proteinbindung an KIF1Ba

In der Regel erfolgt die 14-3-3-Proteinbindung an ein phosphoryliertes Serin bzw. Threonin in
einer der 14-3-3-Konsensusbindungsstellen, RSX(pS/T)XP oder RXXX(pS/T)XP. Daher wird
die 14-3-3-Bindung durch die Kinasen, die den Bindungspartner phosphorylieren, reguliert.
Durch eine ScanSite-Analyse wurden Akt und AMPK als potentielle KIF1Ba
phosphorylierende Kinasen identifiziert (Abbildung 3.9). Die Arginin-Reste an Position -3
bzw. -4 beglinstigen eine Phosphorylierung durch Mitglieder der AGC- bzw. CAMK-Familien
(Dougherty und Morrison, 2004; Pearson und Kemp, 1991). Die 14-3-3-Proteinbindung an
KIF1Ba konnte durch die Aktivierung von Akt, PKC und PKA gesteigert werden, wéihrend
durch die Aktivierung der AMPK keine deutliche Steigerung der 14-3-3-Proteinbindung in
einem Overlay-Assay erreicht wurde (Abbildung 3.10). Die Phosphorylierung der 14-3-3-
Bindungsstellen, S1053 und S1141, wurde durch Phosphoantikérper nachgewiesen, deren
Spezifitit zuvor belegt wurde (Abbildung 3.11). Von dem Overlay-Assay abgeleitet, wurden
verschiedene Kinasen auf ihre Fahigkeit, KIF1Ba an S1053 bzw. S1141 in vitro und in vivo

zu phosphorylieren, untersucht.

KIF1Ba wurde sowohl in vitro als auch in vivo an S1053 durch Akt, PKC und PKA
phosphoryliert (Abbildung 3.12 bis 3.15). Die Mitglieder der AGC-Kinasefamilie besitzen in
vitro stark liberlappende Substratspezifitdten und phosphorylieren Serine bzw. Threonine, die
C-terminal bestimmter Abfolgen basischer Aminosduren liegen. Mitglieder dieser Familie,
wie Akt, SGK, RSK und S6K, phosphorylieren vorzugsweise das Motiv RXRXX(S/T) (Alessi
et al., 1996; Kobayashi und Cohen, 1999). Substrate, die diese oder dhnliche Minimaler-
kennungssequenzen tragen, konnen so durch verschiedene Signale auf die gleiche Art
reguliert werden. So wird GSK3 durch Phosphorylierung an S21 in der a-Isoform und S9 in
der B-Isoform infolge verschiedener Stimuli deaktiviert. Die Phosphorylierung kann nach
Stimulation mit Insulin, Wachstumsfaktoren oder Aminosduren durch Akt, RSK oder S6K
erfolgen (Cohen und Frame, 2001). Ein weiteres Beispiel ist die endotheliale
Stickstoffmonoxid-Synthase (eNOS), die durch verschiedene Stimuli an mehreren
Aminosédureresten phosphoryliert wird. Die am stdrksten phosphorylierte Stelle S1177 wird
durch Akt, PKA, PKG, AMPK und CaMKII phosphoryliert und ist besonders wichtig fiir die
Aktivitdt des Enzyms (Mount et al., 2007).
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Obwohl PKC und PKA KIF1Ba an S1141 in vitro phosphorylierten (Abbildung 3.12), hatte
die Hemmung dieser Kinasen keinen Einfluss auf die Phosphorylierung an S1141 in vivo
(Abbildung 3.14 und 3.15). AMPK phosphorylierte S1141 zwar in vitro, die Stimulation der
AMPK mit verschiedenen Aktivatoren fiithrte jedoch zu keiner verstirkten S1141-
Phosphorylierung (Abbildung 3.16). Daher wurde die Phosphorylierung an S1141 in
Zelllinien untersucht, denen entweder AMPK selbst fehlte oder in denen die iibergeordnete
LKBI1 durch Mutation inaktiviert war (Abbildung 3.17). S1141 war in beiden Zelllinien stark
phosphoryliert, was nahe legt, dass AMPK nicht fiir die Phosphorylierung verantwortlich ist
und es sich eher um eine AMPK-verwandte Kinase handelt, die nicht der LKB1 untergeordnet
ist. Bisher ist eine solche AMPK-verwandte Kinase bekannt: MELK (Bright et al., 2009;
Lizcano et al., 2004). MELK wird in vielen Zelllinien exprimiert, darunter NIH3T3, HEK293
und Hela (Gray et al., 2005). Diese Kinase wird sowohl mit der Entstehung von Brustkrebs
(Lin et al., 2007) als auch von Gehirntumoren (Nakano et al., 2008) in Verbindung gebracht.
MELK ist bei physiologischen intrazelluldren Ca*-Konzentrationen gehemmt, wihrend die
Kinase durch hohe Ca**-Konzentrationen aktiviert wird (Beullens et al., 2005). Somit kénnte
MELK am verstirkten Mitochondrientransport in Bereiche mit hoher Ca**-Konzentration
beteiligt sein bzw. den Mitochondrientransport anregen, sobald die intrazelluldre Ca*'-

Konzentration steigt.

KIF1Ba wurde somit durch Mitglieder der AGC-Kinasefamilie und mdglicherweise durch
eine AMPK-verwandte Kinase phosphoryliert. Verschiedene Proteine, die in die Regulation
des Metabolismus involviert sind, werden durch Mitglieder der AGC- und CAMK-Familien
reguliert. Der TSC-Komplex (Tuberous Sclerosis Complex) wird durch Akt und AMPK
reguliert. TSC2 (Tuberin) wird durch Akt an S939 und S981 phosphoryliert, wodurch es an
14-3-3 gebunden wird, von der Plasmamembran dissoziiert und seine Rheb hemmende
Funktion verliert (Cai et al., 2006). AMPK hingegen phosphoryliert TSC2 an T1227 und
S1345, wodurch der Komplex aktiviert wird und Rheb hemmt (Inoki et al., 2003). Rheb
reguliert mTor (mammalian target of rapamycin) und fiihrt so zur Aktivierung der S6K und
Hemmung von 4EBP1 (eukaryotic initiation factor 4E binding protein-1). Die Signale, die
von diesen beiden Kinasen ausgehen, regulieren die Proteinsynthese und nehmen dadurch an
der Regulation der Proliferation teil (Inoki et al., 2002; Inoki et al., 2003). AS160 (Akt-
Substrat mit einem Molekulargewicht von 160 kDa), das in die GLUT4-Translokation
involviert ist, wird durch Akt, PKC und AMPK phosphoryliert (Thong et al., 2007). Im
unphosphorylierten Zustand hemmt AS160 Rab, dass an der GLUT4-Translokation beteiligt
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ist. Die hier aufgefiihrten Proteine sind Konvergenzpunkte fiir die verschiedenen Signalwege.
Da die Phosphorylierung beider Bindungsstellen wichtig fiir eine stabile 14-3-3-Bindung an
KIF1Ba ist, besteht die Moglichkeit, dass auch KIF1Ba einen solchen Konvergenzpunkt
darstellt.

Viele Signalwege sind miteinander verkniipft, so dass sich die Kinasen gegenseitig regulieren
konnen. Durch Kovacic et al. wurde gezeigt, dass die Akt-Aktivierung durch Insulin zu einer
Hemmung der AMPK im Herzen fiihrt (Kovacic et al., 2003). Da jedoch die Phosphory-
lierung beider 14-3-3-Bindungsstellen essenziell fiir eine stabile Bindung an KIF1Ba ist und
die Phosphorylierung durch AMPK nicht nachgewiesen werden konnte, konnte eine AMPK-
verwandte Kinase, die nicht durch Akt gehemmt wird, fiir die Phosphorylierung an S1141
verantwortlich sein. Inwiefern MELK durch Akt reguliert wird, ist bisher nicht bekannt,
allerdings wird ARKS, eine weitere Kinase der CAMK-Familie, die eine hohe Homologie zu
AMPK-a1l und AMPK-a2 bzw. MELK aufweist, durch Akt aktiviert (Suzuki et al., 2003).
Eine der zahlreichen Autophosphorylierungsstellen (S336), die MELK aufweist (Beullens et
al., 2005), ist eine potentielle Akt-Phosphorylierungsstelle, und somit konnte MELK ein Akt-

Substrat sein.

4.4 Die 14-3-3-Proteinbindung an KIF1Bad hat keine Bedeutung fiir dessen

Dimerisierung oder Motilitit

KIF1Ba wurde bislang als monomeres Motorprotein beschrieben (Hirokawa et al., 2009). Da
mehrere Mitglieder der selben Kinesin-Familie inzwischen als Dimere beschrieben wurden
(Dorner et al., 1999; Tomishige et al., 2002), wurde in dieser Arbeit die Dimerisierung von
KIF1Ba untersucht. Da KIF1Ba durch eine Deletionsmutante, deren Motordoméne fehlte,
co-immunprézipitiert wurde (Abbildung 3.8), kann davon ausgegangen werden, dass KIF1Ba
in vivo dimerisieren kann. In vielen Studien wurde gezeigt, dass dimere Kinesine effektiver
sind als monomere (Hancock und Howard, 1998). Es gibt zwar Modelle, welche die
Bewegung monomerer Kinesine entlang des Zytoskeletts beschreiben (Okada und Hirokawa,
1999), allerdings konnte fiir KIF1A gezeigt werden, dass das Motorprotein erst durch

Dimerisierung die in vivo Geschwindigkeit erreichen kann (Tomishige et al., 2002).

Fiir die Motorproteine KIF1A, KIF1Ba und KIF1C wurden durch ein Computerprogramm

erstellte Prognosen fiir potentielle Dimerisierungsdoménen (Coiled-Coil-Doménen) veroffent-
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licht (Dorner et al., 1999; Lee et al., 2004). Die durch das Programm identifizierten Coiled-
Coil-Dominen sind in den drei Motorproteinen relativ kurz verglichen mit den Coiled-Coil-
Doménen der schweren Kette des konventionellen Kinesins. Nichtsdestotrotz konnte die

Dimerisierung fiir KIF1A, KIF1C und hier fiir KIF1Ba nachgewiesen werden.

Die Untersuchung der KIF1A-Dimerisierung zeigte, dass diese durch intramolekulare Inter-
aktionen zwischen der FHA-Domine und der C-terminal gelegenen Coiled-Coil-Doméne
gehemmt wird. Die Interaktion konnte durch Deletion einer der beteiligten Dominen
verhindert werden, wodurch sich die Mikrotubulibindung und die Dimerisierungsrate des
Motorproteins erhdhte und KIF1A in der Peripherie akkumulierte (Lee et al., 2004). Im
Gegensatz zu Wildtyp KIF1A akkumulieren tiberexprimiertes Wildtyp KIF1C und KIF1Ba in
der Peripherie, wie durch Dorner et al. (1998) und diese Arbeit gezeigt werden konnte. Fiir
KIFIC konnte keine intermolekulare Interaktion zwischen der FHA-Doméne und dem
gesamten Protein gezeigt werden, wodurch eine intramolekulare Interaktion zwischen FHA-
Doméne und Coiled-Coil-Domine unwahrscheinlich ist (Dorn, personliche Mitteilung). Da
gezeigt wurde, dass Wildtyp KIF1A bei hohen Konzentrationen dimerisierte (Tomishige et al.,
2002), schlugen Lee et al. ein Modell vor, wonach die Affinitit zwischen FHA-Doméne und
Coiled-Coil-Domidne hoher ist als zwischen den Coiled-Coil-Domédnen zweier KIF1A-
Molekiile. Demnach wiirde die Interaktion zwischen FHA-Doméne und Coiled-Coil-Doméne
durch eine erhohte KIF1A-Konzentration geschwicht werden und es zur Zusammenlagerung
der Coiled-Coil-Domédnen und damit zur Dimerisierung von KIF1A kommen (Lee et al.,
2004). Diese erhohte KIF1A-Konzentration konnte durch Bindung an die Fracht erreicht
werden. Da eine intramolekulare Interaktion in KIF1C unwahrscheinlich ist, scheinen die
Coiled-Coil-Domidnen in diesem Motorprotein hohere Affinititen zu den Coiled-Coil-
Dominen eines weiteren KIF1C-Molekiils aufzuweisen, als zu der intramolekularen FHA-
Domine. Dies wiirde bedeuten, dass sich die Regulation der Dimerisierung von KIF1A und
KIFIC grundlegend unterscheidet. Da KIFIBa eine hohe Homologie zu KIF1C aufweist,
ebenfalls dimerisierte und in der Peripherie akkumulierte, ist davon auszugehen, dass die
Dimerisierung beider Motorproteine &dhnlich reguliert wird und KIF1Ba ebenfalls keine

intramolekularen Interaktionen aufweist.

Zellen, die entweder Wildtyp KIF1Ba oder dessen 14-3-3-bindungsdefekte Mutante transient
tiberexprimierten, zeigten eine erhohtes Aufkommen des Proteins in den Enden der Fortsitze.

N-Kinesine wie KIF1Ba bewegen sich anterograd entlang des Mikrotubulinetzwerkes in
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Richtung Plasmamembran fort und werden durch einen bisher unbekannten Mechanismus
zuriick transportiert. Da sowohl Wildtyp als auch mutiertes KIFIBa in den Enden der
Fortsdtze akkumulierten, kann davon ausgegangen werden, dass die 14-3-3-Proteinbindung
keinen starken Einfluss auf die Motilitdit von KIF1Ba hat. Im Gegensatz dazu fiihrte die
Bindung von KBP, einem weiteren Bindungspartner von KIFIBd, der im C-terminalen
Bereich der Motordoméne bindet, zu einer erhdhten in vitro Motilitit. Durch Uberexpression
einer KBP-Mutante, die KIF1Ba nicht bindet, wurde hingegen die Laufdistanz von KIF1Ba
drastisch gesenkt (Wozniak et al., 2005).

4.5 KIF1Ba-Knockdown reduziert die Zellgrofie und hemmt den

Mitochondrientransport

Der Nachweis der KIF1Ba-Beteiligung am Mitochondrientransport in NIH3T3-Zellen wurde
in der vorliegenden Arbeit durch shRNA-induzierten Knockdown erbracht. Die reduzierte
KIF1Ba-Expression fiihrte in NIH3T3-Zellen zur perinukledren Akkumulation der
Mitochondrien (Abbildung 3.19). Ein weiterer Effekt des Knockdowns war die Reduktion der
ZellgroBe. Den perinukledren Ring aus Mitochondrien umschloss lediglich ein schmaler
Streifen mitochondrienfreies Zytoplasma, wobei die Zellen vereinzelte Fortsidtze aufwiesen,
die ebenfalls keine Mitochondrien beinhalteten. Durch Tanaka et al. wurde nachgewiesen,
dass der Knockdown des zweiten Mitochondrien transportierenden Kinesins KIF5B ebenfalls
zur perinukleiren Akkumulation der Mitochondrien fiihrte, allerdings zu keiner Anderung der
ZellgroBe oder Mikrotubuliorganisation bzw. -stabilitdt (1998). Da der KIF1Ba-Knockdown
einen starken Einfluss auf die ZellgroBe hatte, sollte das Zytoskelett untersucht werden.
Hierfiir wurde in Zellen, in denen die KIF1Ba-Expression herab reguliert wurde, a-Tubulin
angefarbt. Es konnten jedoch keine filamentdsen Strukturen nachgewiesen werden, da die
Zellen sehr klein waren und eine starke wenn auch einheitliche Farbung der gesamten Zelle
aufwiesen (Daten nicht gezeigt). Das Fehlen filamentdser Strukturen kdnnte ein Zeichen fiir

die Stoérung des Zytoskeletts sein.

Durch Injektion eines fiir die Kinesin-Motordomine spezifischen Antikorpers in humane
Fibroblasten zeigten Rodionov et al., dass Kinesine wichtig fiir die Zellform sind, da die
Injektion zu einer runderen Zellform mit kiirzeren Fortsdtzen flihrte (1993). In spéteren

Arbeiten wurde nachgewiesen, dass durch Injektion dieser Antikérper auch die fokalen
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Adhisionen gestort wurde, die wichtig fiir das Absetzten und Verankern von Zellen auf einer
Oberfliche sind (Kaverina et al., 1997). Der gegen die Motordomédne in Drosophila
melanogaster gerichtete Antikdrper hemmte mit groBer Wahrscheinlichkeit viele Kinesine, da
deren Motordoménen stark homolog sind. Die vorliegende Arbeit zeigt, dass KIF1Ba eines

der Kinesine sein konnte, die fiir die Zellform und die Ausbildung von Fortsétzen wichtig ist.

4.6 Eine katalytisch inaktive KIF1Ba-Mutante destabilisiert das
Zytoskelett

Eine iiberexprimierte katalytisch inaktive KIF1Ba-Mutante (K103A) co-lokalisierte in allen
transfizierten Zellen mit einer filamentosen Struktur, die starke Ahnlichkeit zum
Mikrotubulinetzwerk aufwies (Abbildung 3.21). Eine Uberlagerung der Farbkanile zeigte
jedoch, dass KIF1Ba-K103A nicht {iberall mit den Mikrotubuli assoziierte, sondern verstirkt
in der Nahe des Zellkerns vorlag, wihrend periphere Bereiche des Mikrotubulinetzwerks
kaum KIF1Ba-Assoziation aufwiesen (Abbildung 3.22). KIF1Ba-K103A konnte somit an ein
weiteres Netzwerk des Zytoskeletts gebunden haben. Dies konnte das Intermediédrfilament
sein, dass verstirkt perinukledr und in rdumlicher Ndhe der Mikrotubuli vorliegt. KIF1Ba
konnte ein Linkerprotein zwischen dem Mikrotubulinetzwerk und dem Intermedidrfilament
sein. Prahlad et al. wiesen eine Rolle des konventionellen Kinesins beim Aufbau des
Vimentinnetzwerks nach (1998). Moglicherweise binden beide Motorproteine, KIF1Ba und
KIF5, das Intermedidrfilament und teilen damit eine weiter Funktion. Mit verschiedenen
kduflichen Vimentin-Antikorper wurde in den KIF1Ba-K103A iiberexprimierenden NIH3T3-
Zellen versucht das Intermedidrfilament anzufdrben. Allerdings konnte mit diesen Anti-
korpern keine filamentose Struktur nachgewiesen werden, denn die Zellen wiesen eine

unspezifische Farbung der gesamten Zelle auf.

Die KIF1Ba-K103A iiberexprimierenden Zellen waren kleiner als Wildtyp liberexprimierende
Zellen, und die verdnderte Organisation der Mikrotubuli wies auf eine Destabilisierung hin
(Abbildung 3.21 und 3.22). So waren die Mikrotubuli nicht zur Plasmamembran hin
ausgerichtet und zeigten gewellte Strukturen. Ahnliche verinderte Mikrotubulistrukturen
wurden in Zellen gezeigt, in denen EB3 (microtubule plus end-binding protein), das die (+)-
Enden der Mikrotubuli stabilisiert, herabreguliert wurden (Straube und Merdes, 2007). Auch

diese Zellen waren in ihrer Ausdehnung gehemmt und kleiner als Kontrollzellen. KIF1Ba-
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K103A bewegt sich im Gegensatz zu Wildtyp KIF1Ba nicht bis in die Fortsdtze und damit
nicht bis zu den (+)-Enden der Mikrotubuli fort. Mdglicherweise stabilisiert KIF1Ba selbst
die Mikrotubuli bzw. transportiert ein die Mikrotubuli stabilisierendes Protein zu den (+)-

Enden.

Die Uberexpression der katalytisch inaktiven KIF1Bo-Mutante hatte interessanterweise
keinen Einfluss auf die Mitochondrienverteilung (Abbildung 3.23), so dass davon
ausgegangen werden kann, dass die Uberexpression der Mutante das endogene KIF1Ba nicht

hemmte.

4.7 Die 14-3-3-Dimerisierung spielt eine Rolle bei der Zellform, der
Mikrotubulistabilitit und der Verteilung der Mitochondrien

Die Uberexpression der dimerisierungsgestorten 14-3-3y Mutante fiihrte zur perinukledren
Akkumulation der Mitochondrien, kiirzeren und abgerundeten Fortsétze und einem gestorten
Mikrotubulinetzwerk (Abbildung 3.24 und 3.25). Dimerisierungsgestortes 14-3-3 konnte mit
endogenem 14-3-3 um die Bindung an verschiedene Substrate konkurrieren, denn wie durch
Woodcock et al. gezeigt wurde, ist die Bindungseffizienz monomerer 14-3-3-Proteine an
Peptide im Vergleich zu dimeren 14-3-3-Molekiilen nicht reduziert (2003). Allerdings gehen
viele Proteine keine stabile Bindung mit monomeren 14-3-3-Proteinen ein, darunter Vimentin
(Tzivion und Avruch, 2002), das als Teil des Zytoskeletts ebenfalls eine wichtige Rolle fiir die
Zellform spielt. KLC2, das die Frachtbindung an KIF5B vermittelt, besitzt ebenfalls mehrere
potentielle 14-3-3-Bindungsstellen (Ichimura et al., 2002), wobei nicht bekannt ist, ob es eine
stabile Bindung mit monomeren 14-3-3-Proteinen eingehen kann. Daher konnen die
beobachteten Effekte nicht alleine auf die moglicherweise gestorte Funktion von KIF1Ba
zuriickgefiihrt werden. Nichtsdestotrotz ist die 14-3-3-Dimerisierung in die Regulation der

Zellform, die Stabilitdt des Mikrotubulinetzwerks und die Mitochondrienverteilung involviert.
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4.8 Die 14-3-3-Proteinbindung an KIF1Bd ist besonders wihrend des

Zellspreadings von Bedeutung

Da der Knockdown und die Uberexpression der katalytisch inaktiven KIF1Bo-Mutante
zeigten, dass KIF1Ba eine Rolle bei der Zellgroe und bei der Stabilisierung des Zytoskeletts
spielen konnte, wurde in einem Spreading-Assay die Féhigkeit KIF1Ba-S1053A,S1141A
iiberexprimierender Zellen zur Reorganisation des Zytoskeletts und der Organellen

untersucht.

4.8.1 KIF1Ba stabilisiert das Zytoskelett in sich ausbreitenden Zellen

Eine hohe Anzahl der die KIFIBa-S1053A,S1141A Mutante iiberexprimierenden Zellen
zeigten im Spreading-Assay ein gestortes Mikrotubulinetzwerk mit meist in der Zellperipherie
gewellten Mikrotubuli (Abbildung 3.28). Diese Zellen hatten jedoch normale Zentrosomen,
so dass davon ausgegangen werden kann, dass die Stérung der Mikrotubulistabilitdt von den

(+)-Enden ausging (Abbildung 3.29).

In vielen Organismen wurde nachgewiesen, dass Kinesine direkt an der Stabilitit des
Zytoskeletts beteiligt sind. In dem filamentosen Schlauchpilz Aspergillus nidulans wirken
unter anderem die Kinesine KipA und KipB an der Stabilisierung der Mikrotubuli und dem
Auswachsen der Hyphen mit (Konzack et al., 2005; Rischitor et al., 2004). Die Mitglieder der
Kinesin-13-Familie, KIF2A, KIF2B und KIF2C, spielen eine Rolle bei der Mitose und
depolymerisieren Mikrotubuli (Wordeman, 2005). Die 14-3-3-Bindung hatte allerdings keinen
Einfluss auf die KIFIBa-Motilitit und somit auch nicht auf die Mikrotubulibindung
(Abbildung 3.26 bis 3.29). Da sich also auch KIF1Ba, das 14-3-3 nicht binden konnte, bis in
die Enden der Fortsdtze fortbewegte, besteht die Mdglichkeit, dass KIF1Ba ein Protein
transportieren konnte, dass die (+)-Enden der Mikrotubuli stabilisiert und dessen Bindung an
KIF1Ba von der 14-3-3-Bindung abhingig ist. Durch die 14-3-3-Bindung konnte z.B. eine
Domaéne exponiert werden, an die andere Proteine binden konnten. Eine Moglichkeit konnte
die C-terminale PDZ-Doménen bindende Domine sein. Ein Mikrotubuli stabilisierendes
Protein, das womoglich durch KIF1Ba transportiert wird und eine PDZ-Doméne enthilt, ist
Dishevelled-1 (Krylova et al., 2000). Miller et al. untersuchten den intrazelluléren Transport
und die Lokalisation von Dishevelled in befruchteten Xenopus Eiern (1999). Dieses Protein

assoziierte mit Vesikeln, die anterograd und mit fiir Kinesine typischer Geschwindigkeit
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transportiert wurden. Da es selbst keine Motordoméne besitzt, schlugen die Autoren einen
durch Kinesine vermittelten Transport vor. Dishevelled hemmt GSK3[3, wodurch die APC-
Phosphorylierung (Adenomatous Polyposis Coli Protein), die die Bindung an Mikrotubuli
verhindert, gesenkt wird. APC bindet an die (+)-Enden der Mikrotubuli und stabilisiert sie
(Zumbrunn et al., 2001). Interessanterweise wird APC durch die Kinesine KIF3A und KIF3B
an die (+)-Enden der Mikrotubuli transportiert (Jimbo et al., 2002). KIF1Ba konnte somit
iiber Dishevelled-1 und APC oder einen dhnlichen Mechanismus an der Stabilisierung der

Mikrotubuli beteiligt sein.

4.8.2 KIF1Ba ist bei sich ausbreitenden Zellen an der Ausbildung der Zellform
beteiligt

Im Spreading-Assay mit NIH3T3-Zellen, die KIFIBa-S1053A,S1141A {iiberexprimierten,
wurde deutlich, dass die 14-3-3-Proteinbindung an KIF1Ba auch wichtig fiir die Ausbildung
der neuen Zellform in sich ausbreitenden Zellen ist (Abbildung 3.26 bis 3.29). Im Gegensatz
zu Wildtyp KIF1Ba tiberexprimierenden Zellen, die lange Fortsétze ausbildeten und gestreckt
vorlagen, wiesen die KIF1Ba-S1053A,S1141A {iberexprimierenden Zellen eine insgesamt
rundere Form auf mit wenigen Fortsiitzen, deren Enden oft abgerundet waren. Die Uber-
expression des Wildtyp bzw. mutierten KIF1Ba in NIH3T3-Zellen, die bereits fest an einer
Oberfliche angewachsen waren, hatte hingegen keinen Effekt auf die Zellform (Abbildung
3.20). Der wichtige Unterschied zwischen den Versuchen liegt darin, dass die Zellen im
letzteren Versuch bereits abgesetzt und ausgebreitet waren, bevor sie mit Wildtyp bzw.
KIF1Ba-S1053A,S1141A transfiziert wurden. Die Zellen im Spreading-Assay hingegen
exprimierten bereits Wildtyp bzw. KIF1Ba-S1053A,S1141A, als sie trypsiniert und erneut
ausgesit wurden. Des Weiteren wurden die Zellen im Spreading-Assay 24 h nach der erneuten
Aussaat fixiert, wihrend die Zellen aus dem zweiten Versuch ca. 48 h nach der Transfektion
bzw. 72 h nach der Aussaat fixiert wurden, da den Zellen Zeit zur Erholung von der
Transfektion gegeben wurde. Es gibt die Moglichkeit, dass die 14-3-3-Proteinbindung an
KIF1Ba besonders wihrend des Zellspreadings von Bedeutung ist, da wéhrend dieses

Prozesses sehr viele Organellen und Proteinkomplexe relokalisiert werden miissen.

Andererseits fiihrte der KIF1Ba-Knockdown in bereits abgesetzten Zellen zu einer starken

Reduktion der Zellgroe (Abbildung 3.19), so dass davon ausgegangen werden kann, dass
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KIF1Ba selbst nicht nur wihrend der Zellspreadings von Bedeutung ist, sondern auch im

ausgebreiteten Zustand wichtig fiir die ZellgroBe ist.

Lyons et al. wiesen kiirzlich nach, dass KIF1BB fiir das Auswachsen von Axonen in
Zebrafisch wichtig ist, nicht jedoch KIF1Ba (2009). Angesichts dessen, dass KIF1B[3
hauptsdchlich in Nervengewebe exprimiert ist und KIFIBa verstirkt im Herzen und der
Skelettmuskulatur vorkommt, ergibt sich die Moglichkeit, dass KIF1Ba an der Entwicklung
von Muskeln beteiligt ist oder beim Einwandern von Satellitenzellen zur Reparatur von
Verletzungen eine Rolle spielt. kif7b-Knockout Mduse waren kleiner als Wildtyp Mause und
wiesen starke Entwicklungsstorungen auf, die nicht nur das Gehirn und das Nervensystem
betrafen. Diese Effekte wurden durch Zhao et al. auf den Verlust von KIF1B[3 zuriickgefiihrt.
Da KIF1Ba jedoch eine erhebliche Rolle bei der Morphologie der Zellen spielt, konnte der
Verlust von KIF1Ba die Entwicklung von Muskeln und anderen Organen verlangsamt oder
gestort haben. Des Weiteren entwickelten heterozygote Miuse eine Muskelschwiche, die

ebenfalls durch das Fehlen von KIF1Ba erklart werden konnte (Zhao et al., 2001).

KIF1Ba wurde durch Massenspektrometrie auf Phosphorylierungsstellen untersucht (Daten
nicht gezeigt). Neben S1053 und S1141 wurden weitere potentielle Phosphorylierungsstellen
gefunden, von denen sich zwei zwischen den beiden 14-3-3-Bindungsstellen an S1067 und
T1132 befanden. In einer ScanSite-Analyse erwies sich S1067 als eine potentielle PKCd
Phosphorylierungsstelle und T1132 als eine potentielle Cdk5 bzw. mit geringer
Wahrscheinlichkeit Cdc2 Phosphorylierungsstelle. Diese Phosphorylierungsstellen konnten
durch die 14-3-3-Bindung entweder exponiert oder verborgen werden. Interessanterweise
spielen sowohl PKCs als auch Cdk5 eine Rolle bei der Zelladhdsion und dem Zellspreading
(Goel und Dey, 2002; Negash et al., 2002). Die Hemmung des Zellspreadings in KIF1Ba-
S1053A,S1141A tiberexprimierenden Zellen konnte auf der Stérung der Mikrotubulistabilitéit
beruhen. Straube et al. wiesen nach, das die Stabilisierung der Mikrotubuli-(+)-Enden zum
Spreading der Zellen beitragt. EB3-Knockdown-Zellen waren in ihrer Ausbreitung gehemmt
und wiesen kiirzere Fortsdtze auf als Wildtyp Zellen (Straube und Merdes, 2007).

4.8.3 Die 14-3-3-Proteinbindung an KIF1Bd ist am Mitochondrientransport beteiligt

Im Spreading-Assay wiesen die Mitochondrien in den KIFIBa-S1053A,S1141A {iberex-

primierenden Zellen eine perinukledre Verteilung auf, wihrend die Wildtyp {iiberexpri-
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mierenden Zellen eine normale Verteilung der Mitochondrien aufwiesen bzw. eine verstirkt
periphere Verteilung (Abbildung 3.27). Zellen, die mutiertes KIF1Ba {iberexprimierten,
waren kleiner als Wildtyp iiberexprimierende Zellen, und die Mitochondrien wurden von
einem schmalen Streifen mitochondrienfreiem Zytoplasma umgeben. Zellen, in denen
KIF1Ba herunter reguliert wurde, wiesen eine dhnliche Verteilung der Mitochondrien auf
(Abbildung 3.19). Somit zeigt sich, dass die 14-3-3-Proteinbindung an KIF1Ba besonders
wihrend der Neuorganisation der Mitochondrien von Bedeutung ist, KIF1Ba selbst jedoch
auch in bereits abgesetzten Zellen wichtig fiir die Lokalisation der Mitochondrien ist.
Zusétzlich wird deutlich, dass iiberexprimiertes KIF1Ba zu einer Storung des Gleichgewichts
zwischen dem anterograden Transport und dem durch Dynein vermittelten retrograden
Transport der Mitochondrien fiihrt und diese verstérkt in die Fortsétze transportiert werden.
Ein dhnlicher Effekt wurde in Zellen beobachtet, die mit dem Dynein-Inhibitor EHNA
(Erythro-9-(2-Hydroxy-3-nonyl)adenin) behandelt wurden. EHNA inhibiert selektiv den
retrograden Transport und beeinflusst kaum den anterograden (Forman et al., 1983). Die
perinukledre Mitochondrienmenge nahm ab und die Mitochondrien wurden verstarkt in die
Peripherie der Zellen transportiert (Daten nicht gezeigt). Die perinukledre Verteilung der
Mitochondrien durch mutiertes KIF1Ba konnte auch als sekundérer Effekt gedeutet werden,
da die ZellgréBe durch die gestorte Zytoskelettstabilitét stark reduziert war. Dagegen spricht
allerdings, dass die Mitochondrien auch in sehr kleinen Zellen nicht iiber das ganze Zytosol
verteilt vorlagen, sondern einen engen Ring um den Zellkern bildeten. Zusétzlich forderte die
Wildtyp KIF1Ba-Uberexpression den anterograden Transport der Mitochondrien stark,
wodurch die Funktion der 14-3-3-Bindung an KIFI1Ba fiir den Mitochondrientransport
untermauert wird. Somit kann davon ausgegangen werden, dass die 14-3-3-Bindung an
KIF1Ba eine Rolle beim Transport der Mitochondrien spielt und an der Frachtbindung

beteiligt sein konnte.

14-3-3-Proteine sind moglicherweise auch in den KIF5B vermittelten Mitochondrientransport
involviert. Humanes KLC2, das an KIF5B bindet und am Mitochondrientransport beteiligt ist
(Khodjakov et al., 1998), besitzt drei potentielle 14-3-3-Bindungsstellen am C-terminalen
Ende des Proteins. Jede der drei Bindungsstellen ist auch eine potentielle Akt-
Phosphorylierungsstelle, und die Stelle mit der hochsten Wahrscheinlichkeit fiir eine 14-3-3-
Bindung (S575) konnte zusétzlich durch PKC, PKA und AMPK phosphoryliert werden.
Durch Ichimura et al. wurde die 14-3-3-Bindung an S575 nachgewiesen (2002). Takazawa
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et al. zeigten, dass die Aktivierung der PKA die 14-3-3-Bindung an KLC2 steigert. Eine
Stimulation von Akt und AMPK fiihrte jedoch zu keiner verstirkten 14-3-3-Bindung in dieser
Studie (2008). Die Phosphorylierung des KLC2-C-Terminus durch GSK3 fiihrte zur
Hemmung des anterograden Transports durch Dissoziation des Motorproteins von der Fracht
(Morfini et al., 2002), und eine durch TNF induzierte Hyperphosphorylierung von KLC2
durch TNF hemmte den anterograden Mitochondrientransport (De Vos et al., 2000).
Allerdings wurde die 14-3-3-Bindung in diesen Studien nicht untersucht. Obwohl fiir die
Frachtbindung an KLC2 die Tetratricopeptid-Doméne in der Mitte des Proteins entscheidend
ist (Adio et al., 2006), wird angenommen, dass der C-Terminus die Bindung spezifischer
Frachten reguliert (Wozniak und Allan, 2006). Ein direkter Zusammenhang zwischen der
14-3-3-Bindung an KLC2 und dem Mitochondrientransport wurde jedoch noch nicht

nachgewiesen.

Das Vorhandensein von Phosphorylierungsstellen fiir Akt und AMPK in Motorproteinen
deutet darauf hin, dass die Regulation der Motorproteine durch Signalwege erfolgt, die auch
den Metabolismus regulieren. Zusétzlich spielt die 14-3-3-Bindung eine wichtige Rolle beim
durch Motorproteine vermittelten Transport von Mitochondrien. Wie bereits in der Einleitung
erwahnt, kann der Mitochondrientransport durch Stimulation verschiedener Signalwege
beeinflusst werden. Allerdings ist der molekulare Mechanismus oft nicht bekannt. KIF1Ba
konnte einer der Konvergenzpunkte sein, an dem verschiedene Signale zusammenlaufen und
der tiber die 14-3-3-Proteinbindung den Mitochondrientransport, die Mikrotubulistabilitdt und
die Regulation der Zellform regelt.
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5 Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit beschiftigt sich mit dem Motorprotein KIF1Ba. KIFIBa ist stark
homolog zu dem Motorprotein KIF1C, das als 14-3-3-Bindungspartner beschrieben wurde.
Da KIF1Ba eine zu der 14-3-3-Bindungsstelle in KIF1C homologe Aminosiduresequenz
aufwies, wurde KIF1Ba auf eine mdgliche 14-3-3-Proteinbindung hin untersucht. Des
Weiteren wurde die Regulation der 14-3-3-Bindung und deren physiologische Bedeutung fiir
die KIF1Ba-Funktionalitdt untersucht.

In KIF1Ba wurden zwei 14-3-3-Bindungsstellen identifiziert: S1053 und S1141. Durch
Mutation der einzelnen Bindungsstellen konnte die Bindung geschwécht werden, aber erst
durch die Mutation beider Bindungsstellen wurde die Bindung vollstindig unterbunden.
S1053 wird von drei verschiedenen Kinasen der AGC-Familie phosphoryliert: Akt, PKA und
PKC. Die zweite und zu KIF1C homologe Bindungsstelle wird moglicherweise durch eine
AMPK-verwandte Kinase phosphoryliert. AMPK phosphorylierte KIF1Ba zwar in vitro,
AMPK selbst konnte jedoch ausgeschlossen werden, da KIF1Ba in Zellen, die kein AMPK
exprimierten bzw. denen die iibergeordnete Kinase LKB1 fehlte, phosphoryliert vorlag. Somit

kommt nur eine AMPK-verwandte Kinase in Frage.

KIF1Ba kann, entgegen bisheriger Berichte, als Dimer in den Zellen vorliegen, die 14-3-3-
Bindung spielt jedoch keine Rolle bei der Dimerisierung oder der Motilitdt. Die Bedeutung
der 14-3-3-Bindung an KIF1Ba zeigt sich in resuspendierten und sich neu ausbreitenden
Zellen. Zellen, die eine 14-3-3-bindungsdefiziente KIF1Ba-Mutante exprimieren, sind in
threr Fahigkeit, sich nach dem Absetzen auszubreiten und Fortsdtze auszubilden, gehemmt.
Des Weiteren wird die Relokalisation der Mitochondrien gehemmt, die in den KIFIBa-
S1053A,S1141A {iberexprimierenden Zellen perinukledr angeordnet sind. Zusétzlich weisen
diese Zellen eine veridnderte Struktur der Mikrotubuli auf. Da die Zentrosomen intakt waren,
kann davon ausgegangen werden, dass die Destabilisierung von den (+)-Enden der

Mikrotubuli ausgeht.

In der vorliegenden Arbeit wurde somit gezeigt, dass KIF1Ba nicht nur am mitochondrialen
Transport beteiligt ist, sondern auch fiir die Stabilitidt des Zytoskeletts und die Zellform von
Bedeutung ist.
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