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1. Einleitung

1.1. Zellteilung und der Mittelkérper

Die Zytokinese stellt den letzten Schritt der mitotischen Teilung einer Zelle
dar. Dabei werden sowohl das Genom als auch die Zellbestandteile
zwischen zwei Tochterzellen aufgeteilt. Zunachst wird in der Anaphase eine
Zellteilungsebene gebildet und die Trennung der Chromosomen erfolgt.
Durch Zusammenziehen eines kontraktilen Ringes aus Aktin und Myosin
wird im Anschluss die Form der Zelle verandert. (Chen, Ettinger et al. 2013,
D'Avino, Giansanti et al. 2015) Dieser Vorgang (Abbildung 1) erfordert ein
fein aufeinander abgestimmtes Zusammenspiel aus Mikrotubuli des
mitotischen Spindelapparates, dem Zytoskelett aus Aktin und Myosin sowie
Geschehnissen an der Zellmembran (D'Avino, Giansanti et al. 2015). Der
Spindelapparat koordiniert hierbei den Zusammenzug des kontraktilen
Ringes am Aquator der Zelle sowie die Teilung der Chromosomen. Dort
schnurt der kontraktile Ring aus Aktin und Myosin die Plasmamembran
sowie darin befindliche Mikrotubuli zusammen, was dann als interzellulare
Brucke (IZB) bezeichnet wird. Deren Trennung - auch Abszission genannt -
resultiert in zwei Tochterzellen und stellt den letzten Schritt der Zytokinese
dar. (Schiel and Prekeris 2010)

Abbildung 1: schematisierte Darstellung der verschiedenen Stadien der Zellteilung in
tierischen Zellen: Mikrotubuli sind in blau dargestellt, der kontraktile Ring aus Aktomyosin
sowie der Mittelkdrper sind in rot dargestellt; der Ablauf der Zytokinese kann die
Entstehung des Mittelkdrpers betreffend grob in drei Stadien unterteilt werden: Antiparallele
Mikrotubuli Uberlappen am Aquator der Zelle (erstes Bild). Die Zellmembran wird
zunehmend durch den kontraktilen Ring eingeschnurt (zweites Bild), wobei die
interzellulare Briicke mit dem Mittelkdrper gebildet wird (drittes Bild). Schlie3lich erfolgt die
Trennung der beiden Tochterzellen (viertes Bild). (D'Avino, Giansanti et al. 2015);
Nachdruck mit freundlicher Genehmigung des Elsevier Verlags, Copyright 2015
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1.2. Entstehung des Mittelkdrpers wahrend der Abszission

Der Mittelkdrper ist eine proteinreiche Struktur, die voribergehend
vorkommt und wahrend der Zellteilung in tierischen Zellen gebildet wird. Er
entsteht am Ende der Anaphase der Mitose aus der Zentralspindel und dem
Mittelkorperring. Bei der ringférmigen Einschnirung der Zellmembran am
Aquator, die zur Bildung der 1ZB und zur Aufteilung der Zellbestandteile
fuhrt, werden die sich Uberlappenden antiparallelen Mikrotubuli aus den
beiden gegenuberliegenden Spindelapparaten dicht zusammengepresst
(Abbildung 2). Durch Zusammenschnirung des kontraktilen
Mittelkorperringes und der Zentralspindel entsteht der Mittelkorper als
elektronendichte Struktur. Am Ende der Mitose koordiniert der Mittelkdrper
die Loslosung der beiden Tochterzellen voneinander in einem noch wenig
verstandenen Vorgang der Abzission und spielt somit eine wichtige Rolle
bei der Teilung von tierischen Zellen. Nach Beendigung der Zellteilung wird
vom post-mitotischen Mittelkorperrest gesprochen. (Paweletz 1967, Mullins
and Mcintosh 1982, Glotzer 2001, Guizetti and Gerlich 2010, Green, Paluch
et al. 2012)

Erstmals in der wissenschaftlichen Literatur erwahnt wird der Mittelkérper im
Jahre 1891 durch Walther Flemming. Dieser beschrieb als erster eine
Struktur, die sich zwischen teilenden Tochterzellen befindet und nannte sie
Zwischenkorper. Zunachst waren die Bezeichnungen Flemming-Kérper und
Zwischenkorper gangig, mittlerweile wird ausschlie3lich der Name
Mittelkorper verwendet. Unter Nutzung von Lichtmikroskopie und
histochemischen Farbungen formulierte er die Hypothese, dass es sich um
einen Abkdmmling des mittleren Bereichs des Spindelapparates handle.
Zudem schlug er vor, dass der Zwischenkdrper das tierische Pendant zum
Phragmoplasten in Pflanzen sein konnte. Dieser ist als Mikrotubuli-reiche
Struktur an der pflanzlichen Zytokinese beteiligt. In den 1960er und 1970er
Jahren gelang erstmals die elektronenmikroskopische Darstellung des
Mittelkdrpers (Paweletz 1967). Ein Grof3teil von Walther Flemmings

Hypothesen konnte daraufhin in den vergangenen Jahrzehnten unter



Abbildung 2: erste
elektronenmikroskopische Darstellung des
Mittelkdrpers 1967 durch N. Paweletz. Das
Zytoplasma ist ringférmig eingeschnurt
(Pfeile), in der interzellularen
Zytoplasmabrucke befindet sich neben
Spindelfasern der proteinreiche Mittelkdrper
(Bildmitte, dunkel); Nachdruck mit
freundlicher Genehmigung durch Springer
Nature im Namen von Cancer Research UK:
Springer Nature, Naturwissenschaften,
(Paweletz 1967); Copyright 1967

Anwendung von histochemischen
Farbungen und
Elektronenmikroskopie bestatigt
werden. (Flemming 1891, Buck and
Tisdale 1962, Paweletz 1967,
Chen, Ettinger et al. 2013)

Der Mittelkdrper besteht aus
verschiedenen Untereinheiten:
Einerseits dem zentralen Teil oder
Mittelkorper-Kern (Hu, Coughlin et
al. 2012), welcher gebundelte
Mikrotubuli sowie den
Bindelungsfaktor PRC1,
Zentralspindelin (MKLP1) und

Kinesin KIF4 umfasst. Andererseits dem Mittelkdrper-Ring, welcher das

Zentrum umringt und andere Proteine der Teilungsrinne (Aktin, Anillin,

RhoA, Centriolin) beinhaltet sowie Zentralspindelin und zahlreiche weitere
Faktoren. (Pohl and Jentsch 2008, Pohl 2017)

Durch Zeitraffer-Mikroskopie von Modellorganismen in vivo sowie

biochemische Verfahren ist eine ndhere Betrachtung des Mittelkorpers seit

einigen Jahrzehnten moglich. Aufgrund eines zunehmenden Verstandnisses

seiner Bedeutung ist der Mittelkdrper derzeit Gegenstand intensiver

Forschungen. Vielerlei Funktionen des Mittelkdrpers sind in den

vergangenen Jahren entdeckt worden. Mdglicherweise dient der

Mittelkorper wahrend der Abszission auch als Verankerung oder Fixierung

an der IZB, hierbei wird eine Interaktion mit dem ESCRT (,endosomal

sorting complex required for transport) angenommen (Elia, Sougrat et al.

2011).

Nach stattgefundener Trennung der Tochterzellen formen sich der

Mittelkdrperkern und der —ring zum sogenannten Mittelkdrperrest um. Es ist
noch nicht im Detail verstanden, was mit dem Mittelkdrperrest am Ende der

Zellteilung nach dem Bruch der 1ZB geschieht. Eine der grof3en noch



ungeklarten Fragen im Zusammenhang mit der Rolle des Mittelkérpers rund
um die Zytokinese ist, wie genau die Trennung der I1ZB stattfindet, in
welcher sich der Mittelk6rper befindet. Auch Uber die genauen
Mechanismen des Abbaus des Mittelkdrperrests ist derzeit noch wenig
bekannt. Gegenwartig werden verschiedene Hypothesen diskutiert, was mit
dem Mittelkdrper wahrend sowie nach Abtrennung der interzellularen
Briicke geschieht. Mit diesen Fragen beschaftige ich mich in der
vorliegenden Arbeit.

Die Trennung der beiden Tochterzellen konnte auf einer Seite des
Mittelkorpers erfolgen, woraufhin dieser auf der anderen Seite von der noch
verbundenen Zelle in das Zytoplasma zurtickgeholt werden kann (Abbildung
3). Diese asymmetrische Durchtrennung der IZB wurde von Pohl und
Jentsch (2008, 2009) sowie Kuo, Chen et al. (2011) und Green, Mayers et
al. (2013) in vitro bei HeLa Zellen sowie in vivo bei C. elegans Embryonen
nachgewiesen. Die Trennung von zwei Tochterzellen am Ende der
Zytokinese erfolgt haufig auf asymmetrische Art und Weise, was sich in
einer ungleichen Verteilung der Zellbestandteile, verschiedenen Funktionen
sowie unterschiedlicher Gro3e der Tochterzellen &uf3ern kann und stellt
einen wichtigen Mechanismus zum Erhalt der Homdéostase dar
(nachgelesen bei (Pohl 2017)).
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Abbildung 3: asymmetrische Abszission: Der Mittelkorper (griin) befindet sich in der 1ZB,
die unter anderem aus Mikrotubuli (rot) besteht. Durch Trennung der 1ZB auf nur einer
Seite des Mittelkorpers erfolgt die Loslésung der Tochterzellen voneinander (von links nach
rechts) und der post-mitotische Mittelkdrper bleibt mit einer Tochterzelle verbunden
(Crowell, Gaffuri et al. 2014). Nachdruck mit freundlicher Genehmigung durch Company of
Biologists LTD.: Journal of cell science, Crowell, E. F., A. L. Gaffuri, Copyright 2014




Alternativ konnte die Trennung der Tochterzellen aufeinanderfolgend zu
beiden Seiten des Mittelkdrpers an der IZB erfolgen (Abbildung 4),
woraufhin die Mittelkorper in den extrazellularen Raum abgegeben werden
(Dubreuil, Marzesco et al. 2007, Ettinger, Wilsch-Brauninger et al. 2011).
Dies wird gestutzt durch elektronenmikroskopische Daten, die eine
Ausdinnung der IZB zu beiden Seiten des Mittelkdrpers mit nachfolgender
Abtrennung zeigen (Elia, Sougrat et al. 2011). Zudem konnten Ettinger,
Wilsch-Brauninger et al. (2011) in vivo in Liquoruntersuchungen bei Mausen
neuronale Mittelkdrper nachweisen, passend zu einer extrazelluléaren
Abgabe des Mittelkérpers nach beidseitiger Durchtrennung der I1ZB. Auch
Daten bei Zellen in Kultur mittels Zeitraffermikroskopie stitzen diese
Hypothese (Guizetti, Schermelleh et al. 2011).
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Abbildung 4: symmetrische Abszission:Die IZB, die unter anderem aus Mikrotubuli (rot)
besteht, wird zu beiden Seiten des Mittelkérpers (grtin) abgetrennt und fuhrt zur Loslésung
der Tochterzellen voneinander (von links nach rechts), woraufhin der Mittelkérper nach
extrazellular abgegeben wird; Nachdruck mit freundlicher Genehmigung durch Company of
Biologists LTD.: Journal of cell science, (Crowell, Gaffuri et al. 2014), Copyright 2014

Ob ein post-mitotischer Mittelkdrper in eine Tochterzelle zuriickgeholt wird,
nach extrazellular abgegeben oder intrazellular abgebaut wird scheint
zudem von der Art und dem Zustand der Zelle abzuhédngen und ist
wahrscheinlich stark reguliert (Pohl and Jentsch 2009, Ettinger, Wilsch-
Brauninger et al. 2011, Kuo, Chen et al. 2011). Zudem wird die Bedeutung
des Mittelkorperrests in der Differenzierung von Zellen zu Stammzellen oder
differenzierten Zellen diskutiert. In vivo und in vitro wurde eine selektive
Anreicherung des Mittelkorperrests in Stammzellen, induzierten
pluripotenten Zellen sowie Stammzellen mit Potential zur Entartung
beobachtet (Kuo, Chen et al. 2011, Ou, Gentili et al. 2014). Es besteht eine
Korrelation zwischen Internalisierungen von post-mitotischen

Mittelkdrperresten und Pluripotenz sowie der Abgabe von post-mitotischen



Mittelkorperresten mit Differenzierung der Zelle (Pohl and Jentsch 2009,
Ettinger, Wilsch-Brauninger et al. 2011). Zudem verstarkt eine Anhéufung
von Mittelkorperresten in der Zelle die Umprogrammierung zu induzierten
pluripotenten Stammzellen und erhoht in vitro die Karzinogenizitat von
Tumorzellen (Kuo, Chen et al. 2011). Hierbei scheint der Vorgang der
Autophagie eine Rolle zu spielen. Kuo, Chen et al. (2011) bemerkten, dass
differenzierte Zellen und Zellen, die sich normal teilen, keine
Mittelkdrperreste akkumulieren und gleichzeitig eine hohe Aktivitat an
Autophagie aufweisen. Stammzellen und Krebszellen hingegen haufen
Mittelkorperreste an und zeigen eine niedrige Aktivitat an Autophagie,
indem sie die Abkapselung des Autophagosoms verhindern. Auch der
physiologische Zustand einer Zelle hat Einfluss auf die Internalisierung bzw.
die Abgabe von Mittelkorperresten, zudem kénnen externe Signale die
Aufnahmebereitschaft beeinflussen (Crowell, Gaffuri et al. 2014). Des
Weiteren scheint der Mittelkdrperrest Auswirkungen auf die Polaritat von
Zellen zu haben (Singh and Pohl 2014), sowie auf das Zytoskelett und die
Orientierung des Spindelapparates (Pohl 2017). Klinisch von Bedeutung ist
der beobachtete Zusammenhang zwischen fehlerhaftem Abbau des
Mittelkorperrests und einer daraus resultierenden zellularen Akkumulation,
mit lysosomalen Speicherkrankheiten beim Menschen, auch gibt es
Hinweise flr eine Bedeutung des Mittelkorperrests bei der Entstehung von
Autoimmunerkrankungen oder Tumoren (Pohl and Jentsch 2009). Im
Gegensatz zu friheren Vermutungen scheint der post-mitotische
Mittelkodrper weit bedeutender zu sein als nur ein Uberrest oder Zellabfall.
Aufgrund der beschriebenen vielféltigen, teilweise signalgebenden
Funktionen wahrend und nach der Zellteilung erscheint sein sorgfaltig
regulierter Abbauprozess sinnvoll (Chen, Ettinger et al. 2013). Derzeit
werden fur tierische Zellen hauptsachlich zwei verschiedene Moéglichkeiten
diskutiert, auf welche Weise der Mittelkoérperrest in Zellen gelangen kann:

Makroautophagie oder Freisetzung (Schiel, Childs et al. 2013).
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Abbildung 5: Makroautophagie des Mittelkdrpers: Autophagie ist ein mehrstufiger Vorgang,
bei dem groRRere Partikel sowie alte und funktionsuntiichtige Organellen in der Zelle in
Autophagosomen — Vesikel mit Doppelmembran — separiert werden und schlief3lich
lysosomal abgebaut werden (Lai and Devenish 2012). Nachdruck mit freundlicher
Genehmigung durch Company of Biologists LTD.: Journal of cell science, (Crowell, E. F., A.
L. Gaffuri), Copyright 2014

Im Falle des Abbaus liber Makro-Autophagie (im Folgenden vereinfacht als
Autophagie bezeichnet) (Abbildung 5) ware nach einer einseitigen
Abtrennung der 1ZB ein Zuriickziehen des Mittelkorperrests in die noch mit
ihm verbundene Zelle zu erwarten. Haufig wird dieser Abbauweg zur
Entsorgung grol3erer Partikel sowie alter und funktionsunttchtiger
Organellen genutzt. Der Vorgang der Autophagie lauft mehrstufig ab, mehr
als 30 Autophagie-assoziierte Proteine (Atg) sind daran beteiligt. Der zu
entsorgende Partikel wird in der Zelle separiert und zunehmend von der
Doppelmembran des Autophagosoms umschlossen, wofur unter anderem
die Klasse Il Phosphatidylinositol 3-Kinase (P13K) benotigt wird. Das mit
Mikrotubuli assoziierte Protein LC3 (light-chain 3) gilt als ein
Schlusselprotein der Autophagie und ist entlang der Doppelmembran des
Autophagosoms zu finden. LC3 wirkt bei der Isolierung der Partikel mit, die
fur den Abbau im Lysosom vorgesehen sind. (Lai and Devenish 2012)
Atg8/LC3 ist am Abbau von Mittelkdrpern beteiligt, ebenso wie andere
Proteine, die mit Autophagie in Verbindung gebracht werden, wie
Untereinheiten der PI3K, inklusive VPS34 sowie Beclinl. Pohl und Jentsch
(2008, 2009) sowie Kuo, Chen et al. (2011) beobachteten typische Marker
fur das Autophagosom um internalisierte Mittelkdrperreste, wie
beispielsweise Proteine aus der Atg8/LC3 Familie. (Pohl and Jentsch 2009,
Kuo, Chen et al. 2011, Isakson, Lystad et al. 2013). Bei Annahme des

Mittelkorperabbaus durch Autophagie bleibt jedoch die Frage offen, wie die



Zelle mit den signalgebenden Funktionen des intrazellularen

Mittelkorperrests vor dessen Abkapselung im Autophagosom umgeht.
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Abbildung 6: Phagozytose des Mittelkdrpers: Der Mittelkdrperrest (griin) bewirkt tber
verschiedene Rezeptoren und Signalwege, dass er von einer tassenahnlichen Vorwdlbung
der Zellmembran einer der Tochterzellen umfasst und schlie3lich einverleibt wird.
Nachdruck mit freundlicher Genehmigung durch Company of Biologists LTD.: Journal of
cell science,(Crowell, Gaffuri et al. 2014); Copyright 2014

Auch eine Aufnahme des Mittelkdrpers in Zellen mit nachfolgendem Abbau
durch Phagozytose ist denkbar (Abbildung 6). Der Vorgang der
Phagozytose stellt in tierischen Zellen einen wichtigen Mechanismus dar,
um Pathogene und Zellfragmente abzubauen. Die Zelle umfasst diese mit
einer tassenéhnlichen Struktur, die aus polymerisierten Aktinfilamenten
aufgebaut ist, unterstitzt durch Racl (Freeman and Grinstein 2014). Bei
Saugetierzellen in vitro wurde beobachtet, dass Mittelkdrperreste unter
Nutzung eines Aktingerustes durch Phagozytose internalisiert werden
(Crowell, Gaffuri et al. 2014). Freigesetzte Mittelkorperreste setzten tber
Signalwege die Phagozytose in Gang, beispielsweise indem das Lipid
Phosphatidylserin (PtdSer) an die duRere Membran verlagert wird (Chai,
Tian et al. 2012). Eine Freisetzung des Mittelkdrperrests konnte einen
wirkungsvollen Mechanismus darstellen, um weitere Einflussmdglichkeiten
der Mittelkorperproteine auf das Zytoskelett nach Beendigung der
Zellteilung zu verhindern — wobei der extrazellular gelegene Mittelkdrper
Uber Membran-Signalwege auf mehrere Zellen Einfluss nehmen kénnte.
Anschlie3end kann der Mittelkérperrest Uber Rezeptor-vermittelte
Phagozytose gewissermal3en sicher von einer Tochterzelle oder einer
anderen benachbarten Zelle aufgenommen werden (Abbildung 6), was bei
Wirmern, Fliegen sowie in Saugetierzellen gezeigt werden konnte (Chai,
Tian et al. 2012, Crowell, Gaffuri et al. 2014, Ou, Gentili et al. 2014,

Salzmann, Chen et al. 2014). Auf welche Weise der Mittelkdrperrest



schlielich in eine Zelle gelangen kann, ist noch nicht im Detail verstanden,

maoglicherweise erfolgt die Uber Racl-betriebene Aktinpolymerisation und

Phagozytose (Crowell, Gaffuri et al. 2014, Freeman and Grinstein 2014).
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Abbildung 7: Gegenuberstellung von Phagozytose und Autophagie. Zellen missen
permanent eigenen und fremden Detritus entsorgen, hierfir gibt es verschiedene
Mechanismen: Phagozytose (linke Spalte), LC3-vermittelte Phagozytose (mittlere Spalte)
sowie (Makro-) Autophagie (rechte Spalte). Alle drei Wege flihren zu einem lysosomalen
Abbau des Partikels. (Lai and Devenish 2012), "LC3-Associated Phagocytosis (LAP):
Connections with Host Autophagy." Cells 1, http://creativecommons.org/licenses/by/3.0/

Zudem ist seit wenigen Jahren ein Abbauweg bekannt, der Elemente

sowohl aus Autophagie als auch aus Phagozytose enthalt: die LC3-
vermittelte Phagozytose (LAP) (Abbildung 7, Mitte). LAP nutzt zur Reifung




des Phagosoms das Protein LC3, welches Ublicherweise mit Autophagie in
Verbindung gebracht wird (Sanjuan, Dillon et al. 2007, Martinez,
Almendinger et al. 2011, Kim and Overholtzer 2013). Es ist bekannt, dass
LAP unter anderem zur Abwehr von Pathogenen (Sanjuan, Dillon et al.
2007) sowie zum Abbau von Zellbestandteilen genutzt wird (Martinez,
Almendinger et al. 2011).

Bisher ist noch nicht geklart, ob es sich um ,einspurige“ Abbauwege handelt
und unter welchen Umstanden und in welchem Umfang Zellen den einen
oder anderen Weg bevorzugen kdonnten. Meine Auswertungen sollen
prufen, inwiefern Autophagie und/oder Phagozytose beim Abbau von
Mittelkorperresten beteiligt sind. Zudem sollen sie Hinweise geben, ob eine
Kombination aus beiden Vorgangen den Abbau des Mittelkdrperrests
vorantreiben kénnte, beispielsweise indem Autophagie-Proteine zum Abbau

des Mittelkoérper-Phagosoms im Lysosom bendétigt werden.

1.3. C. elegans als Model fur Bestimmung des Schicksals des
MittelkOrperrests

Als Modellorganismus dient der Fadenwurm Caenorhabditis elegans (C.
elegans). C. elegans Embryonen sind gerne verwendete physiologische
Modelle, insbesondere wird in der Forschung die Ahnlichkeit der zellularen
Vorgange mit denen in menschlichen Zellen geschétzt. Fir die Erforschung
der Mittelkorper eignen sie sich zudem, da sie eine kurze Zellzykluszeit
aufweisen, sowie eine stereotype und gut erforschte und verstandene
Entwicklung durchlaufen (Abbildung 8). Transgene kdnnen auf
verhaltnismaRig einfache Art und Weise hergestellt werden, eine hohe
Anzahl verschiedener Mutanten sowie anwendbarer RNA-Interferenz
(RNAI) ist bekannt.
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Abbildung 8: Schema der frihen Embryonalentwicklung bei C. elegans. Der Embryo hat
das 24-Zellstadium bei Raumtemperatur nach 90 Minuten erreicht. AB-Zellen teilen sich
synchron und schneller als P-Zellen. Nachdruck aus Developmental Biology, (Sulston,
Schierenberg et al. 1983), ,The embryonic cell lineage of the nematode Caenorhabditis
elegans®, S. 64 — 119, Vol. 100, Copyright 1983, mit freundlicher Genehmigung des
Elsevier Verlags

Die Embryonalentwicklung lauft nach starren Muster ab (Sulston,
Schierenberg et al. 1983): aus anfanglich einer einzelnen P0-Zelle (Zygote)
entstehen eine AB-Zelle (anteriore Blastomere) und eine P1-Zelle
(posteriore Blastomere). Aus der AB-Zelle bilden sich eine ABa- und eine
ABp-Zelle, kurz darauf teilt sich die P1-Zelle in eine EMS- und P2-Zelle.
Weitere Zellteilungen folgen, jeweils in einer festgelegten Reihenfolge
(Abbildung 8). Auch die Zeitabstande zwischen Zellteilungen sind bei C.

elegans Embryonen interindividuell sehr &hnlich.

Mittelkdrper koordinieren das Ende der Zellteilung und die Loslésung der
beiden Tochterzellen voneinander (Green, Paluch et al. 2012). In der
vorliegenden Arbeit wird das Hauptaugenmerk auf die — in zeitlicher
Reihenfolge ihrer Entstehung betrachtet — ersten drei Mittelkérperreste
gerichtet. Der PO Mittelkorper wird bei der Teilung der PO-Zelle in die AB-



und P1-Zelle gebildet (Abbildung 9, links, in rot dargestellt). Bei der Teilung
der AB-Zelle in eine ABa- und ABp-Zelle entsteht der AB MittelkGrper
(Abbildung 9, Mitte, in violett dargestellt). Der P1 Mittelkbrper wird bei der
Teilung der P1 Zelle in eine EMS- sowie die P2-Zelle gebildet (Abbildung 9,

Mitte, in griin dargestellt).

Zweizellstadium Vierzellstadium

ABp
ABa |

Abbildung 9: schematische Darstellung des Entstehungs- und Internalisierungsverhaltens
des PO (rot), AB (violett) und P1 (griin) Mittelkdrpers in einem C. elegans Embryo vom
Zweizell- bis zum Achtzellstadium: Der PO Mittelkorperrest wird groR3teils von der P1 Zelle
oder ihrer Tochterzelle EMS aufgenommen, der AB Mittelkdrperrest gelangt meist in die
EMS Zelle (welche keine Tochterzelle ist), wahrend der P1 Mittelkdrperrest in der Regel
von der P2 Zelle internalisiert wird. (Ou, Gentili et al. 2014, Salzmann, Chen et al. 2014);
veranderter Nachdruck mit freundlicher Genehmigung durch Macmillan Publishers Ltd: Cell
research, (Ou, Gentili et al. 2014), Copyright 2014

Achtzellstadium

Die Aufnahme der Mittelkdrperreste in Zellen lauft in frihen
Embryonalstadien nach einem starren Muster ab: der PO Mittelkorperrest
wird von einer Zelle der EMS-Linie internalisiert, ebenso endet der AB
Mittelkorperrest zumeist in der benachbarten EMS-Zelle, wohingegen der
P1 Mittelkdrperrest von der P2 Zelle aufgenommen wird (Ou, Gentili et al.
2014, Salzmann, Chen et al. 2014). Dass Mittelkdrper ein stereotypes,
vorhersagbares Verhalten aufweisen und sich nicht zufalligerweise
bewegen, unterstreicht die Vermutung nach einer spezifischen Funktion.
Aus Abbildung 9 geht hervor, dass Mittelkdrperreste nach dem Ende der
Zellteilung entweder in eine Tochterzelle (z.B. PO Mittelkérperrest in EMS-
Zelle) oder aber in eine andere benachbarte Zelle (z.B. AB Mittelkérperrest

in EMS-Zelle) aufgenommen werden kénnen.

Nachbarzellen, die keine Tochterzellen sind, kbnnen post-mitotische
Mittelkorper in C. elegans und Drosophila internalisieren (Salzmann, Chen
et al. 2014, Singh and Pohl 2014). Die Tatsache, dass Mittelkdrperreste von

benachbarten Zellen ohne Beziehung dazu aufgenommen werden kénnen,



impliziert, dass sich der Mittelkdrperrest zuvor im extrazellularen Milieu
befunden haben muss (Ou, Gentili et al. 2014). Bei Q Neuroblasten bei C.
elegans wurde beobachtet, dass der Mittelkdrperrest nach extrazellular in
den Liquor abgegeben und anschliel3end von einer Nachbarzelle Gber
Phagozytose aufgenommen und abgebaut wird (Chai, Tian et al. 2012).
Maglicherweise wird daher die 1ZB am Ende der Mitose zu beiden Seiten
des Mittelkorpers abgetrennt, woraufhin dieser nach extrazellular
abgegeben wird und anschlieend durch Phagozytose von einer Zelle

aufgenommen wird.

Phagozytose lauft Gber einen Signalweg unter anderem Uber die GTPase
CED-10/ RAC1 ab. Diese GTPase induziert die Polymerisierung von Aktin
fur die Bildung einer tassenahnlichen Struktur, welche dann den Zellkorper
einschliel3t (Hall and Nobes 2000, Chai, Tian et al. 2012, Ou, Gentili et al.
2014). CED-1 und CED-2 sowie das Signalprotein ABI-1 und der Rezeptor
PAT-3 regulieren Uber vier unterschiedliche Signalwege ced-10 (Abbildung
10) (Neukomm, Zeng et al. 2014). CED-10/RAC1 setzt eine
Umstrukturierung des Aktingerusts in Gang und induziert so die Bildung der
tassenférmigen Struktur, die zur Internalisierung von Mittelkérpern und
anderen Zellbestandteilen notig ist (Abbildung 10) (Chai, Tian et al. 2012).
Die Umhullung und nachfolgende Internalisierung des Mittelkorpers bei C.

elegans von extrazellular in eine Zelle ist abhangig von dem Rezeptor CED-
1 und dem Signalprotein CED-2 (Chai, Tian et al. 2012, Ou, Gentili et al.
2014). CED-1 Rezeptoren sind an der Erkennung von Zellkérpern beteiligt,
aul3erdem geben sie Signale weiter, die die Ummantelung des Zellkdrpers
sowie die Bildung des Phagosoms betreffen (Chen, Jian et al. 2013). CED-2
ist Bestandteil eines zweiten Rezeptor-vermittelten Signalweges, der Uber
Aktivierung von CED-10 an der Polymerisierung von Aktinfilamenten
beteiligt ist, was fur die Internalisierung von Mittelkdrpern bei C. elegans
benotigt wird (Reddien and Horvitz 2000). Bei Stérungen im CED1- oder
CED-2 Signalweg, der bei C. elegans wesentlich an der Phagozytose
beteiligt ist, ist ein Ausbleiben der Internalisierung von Mittelkdrpern zu

erwarten.



Das Protein ABI-1 ist ein Regulator des Zytoskeletts und wird bei C. elegans
zur Ummantelung von apoptotischen Zellkdrpern benétigt. ABI-1 agiert
parallel zu den beiden Signalwegen mit CED-1 und CED-2 (Abbildung 10)
(Hurwitz, Vanderzalm et al. 2009).

oar- ced-7
unc-112

uig-1 - ced-6 unc-73

-' fom-1 abl-1

Cell polarization

Aktin
Geriist

Abbildung 10: Genetisches Modell der Bildung eines Aktingerists zur Phagozytose. CED-1,
CED-2, ABI-1 sowie PAT-3 (jeweils rot eingekreist) regulieren abhéngig und/ oder
unabhéngig von CED-10 die Bildung einer tassenahnlichen Struktur zur Phagozytose von
Zellbestandteilen indem sie Einfluss auf das Aktingeriist nehmen. GTPasen sind in grauen
Késtchen dargestellt sowie GTP-Austauschfaktoren in orange und PTPase aktivierende
Proteine in blau, gestrichelte Pfeile weisen auf eine mdgliche Regulation hin; verandert
nach Neukomm, Zeng et al. (2014); https://www.nature.com/articles/cdd201423

Bisher ist noch nicht bekannt, ob auch andere Proteine als CED-1, CED-2
und das Rac Homolog CED-10 an der Phagozytose beteiligt sein konnten.

Denkbar ist, dass die Asymmetrie der Lipide Phosphatidylserin (PtdSer) und
Phosphatidylethanolamin (PtdEth) entlang der Zellmembran Einfluss auf die



Internalisierung von Mittelkérpern haben kann. PtdSer und PtdEth sind auf
der Innenseite der Plasmamembran vorzufindende Lipide, deren
Asymmetrie entlang der Membran bei C. elegans durch TAT-1 (PtdSer) und
TAT-5 (PtdEth) gewahrleistet wird. Sie sind im Rahmen der Phagozytose
von Bedeutung (Emoto, Kobayashi et al. 1996, Darland-Ransom, Wang et
al. 2008). Die asymmetrische Verteilung von Phospholipiden entlang der
Zytosolseite der Plasmamembran leistet unter anderem einen wichtigen
Beitrag zum Erhalt der Integritat der Zelle und sie ist von Bedeutung in der

Regulierung intrazellularer Signalwege.

TAT-1 ist beteiligt an der Regulierung der Einverleibung und des Abbaus
von Zellkorpern. Der Lipidtransporter unterbindet das Erscheinen von
PtdSer an der auf3eren Membran, da PtdSer Zellbestandteile zum Abbau
markiert. Bei Embryonen mit mangelhafter Auspragung von TAT-1 ist eine
abnormale Verteilung von PtdSer auf der Zelloberflache zu sehen. PtdSer
kann dort von Rezeptoren erkannt werden, die Uber CED-1 Phagozytose in
Gang setzen kdnnen (Fadok, Bratton et al. 1998, Darland-Ransom, Wang et
al. 2008). PtdSer stellt ein ,Friss-mich“ Signal fur freigesetzte
Neuronenmittelkérper dar (Chai, Tian et al. 2012), jedoch war noch nicht

bekannt, ob es auch bei Embryonenmittelkdrpern eine Rolle spielt.

TAT-5 ist eine Phosphatidylethanolamin- (PtdEth) Flippase und sorgt als
solche unter anderem fiir die Aufrechterhaltung der Asymmetrie des Lipids
PtdEth in der Plasmamembran. Dies gelingt, indem es verhindert, dass
PtdEth auf der Zelloberflache exprimiert wird. PtdEth ist wahrend der
Zytokinese auf der Zelloberflache exprimiert und muss fur eine erfolgreiche
Abszission wieder verschwinden (Emoto, Kobayashi et al. 1996). Wehman,
Poggioli et al. (2011) zeigten, dass tat-5 Mutanten manchmal mehrkernige
Zellen aufweisen, da sich die zytokinetische Einschniirung der Membran
wieder zuriickzieht. Dies konnte auf einen Defekt bei der Abszission
hindeuten. TAT-5 wurde zudem als ein Protein identifiziert, das die Bildung
extrazellularer Vesikel (EV) - wahrscheinlich durch die Asymmetrie von
PtdEth an der Plasmamembran - reguliert. In tat-5 Mutanten gibt es viele

EVs, dies konnte einerseits an einer héheren Produktion EVs liegen oder
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andererseits an einer niedrigeren Interlaisierungsrate als bei Kontrollen
(Wehman, Poggioli et al. 2011).

Die Asymmetrie von PtdEth entlang der Zellmembran kdnnte einen Einfluss
auf die Internalisierung von Mittelkdrpern haben, jedoch ist TAT-5 bisher
nicht direkt mit Phagozytose in Verbindung gebracht worden.

Non-muscle myosin 2 (NMY-2) befindet sich wahrend der Zellteilung am
sich zusammenziehenden Mittelkdrperring sowie auf anderen kontraktilen
auRerlichen Strukturen und wird haufig als Marker des Mittelkérpers
verwendet. Es ist ein randstandiger Bestandteil der Mittelkérper und kann
durch Konstruktion eines Transgens mit GFP (grinem Fluoreszenzprotein)
als Marker fur Mittelkorper bei der fluoreszenzmikroskopischen
Beobachtung in vivo verwendet werden (Shelton, Carter et al. 1999). NMY-2
agiert als Motor, der die Kontraktion der Aktinfilamente vorantreibt,
beispielsweise bei der Bildung der Teilungsfurche fur die Zellteilung.
Entsprechend finden bei Embryonen ohne funktionstiichtiges NMY-2
keinerlei Kontraktionen auf der Zelloberflache statt. (Guo and Kemphues
1996, Munro, Nance et al. 2004)

Ein Grol3teil meiner Daten beruht auf quantitativen Analysen von Mutanten
und Wildtypen in frihen Embryonalstadien in vivo, bei denen das
randstandige Mittelkérperprotein NMY-2 mit der Zink-Finger-Doméne 1
(ZF1) von PIE-1 sowie GFP verbunden wurde. Die ZF1 Doméane wird durch
die E3-Ubiquitin-Ligase ZIF-1 erkannt und mit Ubiquitin markiert. Dies fuhrt
in somatischen Zellen zu einem intrazellularen Abbau von PIE-1 Proteine im
Proteasom (Reese, Dunn et al. 2000, DeRenzo, Reese et al. 2003). Die
ZF1 Domanen von PIE-1 und einigen anderen Proteinen kdnnen auch in
somatische Zellen GFP-markierte Reporter gezielt zum Abbau fuhren
(Reese, Dunn et al. 2000). Wehman, Poggioli et al. (2011) konnten zeigen,
dass extrazellulare Vesikel, die von einer Zelle freigesetzt worden sind, vom
ZF1 vermittelten Abbau verschont bleiben. Mithilfe der ZF1-Technik soll die
Frage geklart werden, ob post-mitotische Mittelkdrperreste Kontakt zum
Zytoplasma haben. Da ZF1 den Abbau im Proteasom vermittelt, wéare zu

erwarten, dass ein post-mitotischer Mittelkdrperrest bei Persistenz innerhalb
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der Zelle oder randstandigem Verbleib mit Kontakt zum Zytoplasma
abgebaut wird. Bei Abgabe des mit ZF1 verbundenen Mittelkorperrests
nach extrazellular ware hingegen zu erwarten, dass dieser nicht ZF1
vermittelt abgebaut werden kann, da er keinen Zugang zum Zytoplasma
und dem darin befindlichen Proteasom hat. Durch den ZF1 Reporter kann
dann gezeigt werden, ob sich Mittelkérperreste auRerhalb des Zytoplasmas

befinden.

Abbildung 11: schematische Darstellung des
ZF1-Abbaus wahrend der friihen
Embryonalentwicklung bei C. elegans. Die
Vorlaufer der Keimbahnzellen (mit gelben
Stern versehen) teilen sich asymmetrisch in
eine Vorstufe einer somatischen Zelle sowie
eine Vorstufe einer Keimbahnzelle. Letztere
weist einen hohen Anteil an Keimbahn-
Proteinen wie beispielsweise PIE-1 auf
(dunkelrote Zellen), erstere enthalt einen
geringen Gehalt an PIE-1 (rosafarbene Zellen),
der innerhalb der nachsten ein bis zwei
Zellzyklen abgebaut wird (weil3e Zellen),
(Nance, Munro et al. 2003);

Nachdruck aus Development, Vol. 130, ,C.
elegans PAR-3 and PAR-6 are required for
apicobasal asymmetries associated with cell
adhesion and gastrulation®, J. Nance, E. M.
Munro, J. R. Priess, Copyright 2003

2-cell

4-cell

6-cell

8-cell
Bei AB-Zellen handelt es sich um die erste

somatische Zellinie, von der EMS-Zelle geht
15-cell die nachste somatische Zellinie aus. In Zellen,

die von einer AB-Zelle abstammen, werden

S

mit ZF1 verbundene Proteine schneller

e orotein protein dearades @bgebaut als in Zellen, die von der EMS-Zelle
abstammen. Auch innerhalb der EMS-Zellreihe gibt es Abstufungen in der
Geschwindigkeit, mit der mit ZF1 verbundene Proteine im Proteasom
abgebaut werden. Ein Abfall der Fluoreszenzintensitat ist bei den mit ZF1
verbundenen Reportern, die sich in einer Zelle der AB-Reihe befinden,
demnach friher zu erwarten als bei denen, die mit einer Tochterzelle der

EMS-Zelle verbunden sind (Reese, Dunn et al. 2000).
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Die vorliegende Arbeit konzentriert sich auf das post-mitotische Schicksal
des Mittelkorperrests. Erstmals wurden anhand der ZF1-Technik Methoden
zur Quantifizierung und anschlie3enden Normierung
Fluoreszenzintensitaten entwickelt und angewandt, mit dem Ziel
verschiedene Phasen im Transport eines Mittelkoérpers darstellen zu
kénnen. Phagozytose- und Autophagie-Mutanten werden hinsichtlich ihres
Verhaltens beim Abbau von Mittelkdrperresten untersucht. Mogliche
Auswirkungen auf Zellteilungen werden auch betrachtet, wenn Proteine bei
Mutanten verandert sind, die bekanntermalRen bei Mittelkérpern eine Rolle

spielen.

Aus Griinden der besseren Lesbarkeit und Verstandlichkeit des Textes
benenne ich in der vorliegenden Arbeit alle vorkommenden Formen des
Mittelkorpers vereinfacht als Mittelkdrper, im Grol3teil der Falle ist der

Thematik wegen der Mittelkérperrest gemeint.
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2. Material und Methoden

2.1. Caenorhabditis elegans

C. elegans werden von Dr. Gholamreza Fazeli nach Standardprotokoll
gehalten (Brenner 1974).

RNA-Interferenz (RNAI)

Die RNAI Experimente werden von Dr. Gholamreza Fazeli durchgefihrt,
indem C. elegans vom L1 Larvenstadium an bis ins Erwachsenenalter bei
25°C Uber 60-70 Stunden lang mit Bakterien gefuttert werden, die dsRNA
exprimieren. Dies geschieht unter Zuhilfenahme etablierter Protokolle
(Fraser, Kamath et al. 2000). RNAi-Konstrukts werden von vorhandenen
Datenbanken bezogen (Source BioScience). Folgende Klone werden
genutzt: par-1 (sjj_H39E23.1), tat-5 (sjj_F36H2.1), abi-1 (mv_B0336.6), ced-
1 (mv_Y47H9C.4) und ced-2 (mv_G_YK2769).

2.2. Zeitraffer-Mikroskopie

Embryonen werden von Dr. Gholamreza Fazeli in M9-Pufferlésung
entnommen und das Préparat wird auf eine Agarose-Unterlage gegeben
(Anderson, Gill et al. 2008). Mit einem Weitfeld Fluoreszenzmikroskop Leica
DM5500, das mit einer HC PL APO 40X 1.3 NA OI-Objektivlinse sowie mit
einer Leica DFC365 FX CCD Kamera ausgestattet ist, werden je ein bis
zwei Embryonen gefilmt. Die Entwicklung der Embryonen wird ab dem Ein-,
Zwei- oder Vierzellstadium fur mindestens 30 bis hin zu mehr als 90
Minuten dargestellt. Alle 20 Sekunden wird eine Serie von 16 Schnittbildern
jeweils fir GFP und mCherry bei Raumtemperatur angefertigt.
Entsprechend besteht zu drei Zeitpunkten pro Minute die Mdéglichkeit,
zwischen 16 verschiedenen Ebenen mit einem Abstand von je 1,2 um und

zwei Fluoreszenz-Reporter zu wechseln.
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2.3. Computergestltze Auswertung

Die Auswertungen der Zeitraffer-Serien erfolgten mit Hilfe des frei
zuganglichen und auf Java basierenden Computerprogrammes ImageJ
(http://rsbweb.nih.govV/ij/). Dieses ermdglicht die Quantifizierung von
Helligkeitsabstufungen und Farbintensitaten definierter Areale in einem Bild.
Zudem wird zur besseren Orientierung bei Unklarheiten Imaris Software

(Bitplane) genutzt.

2.3.1. Zellteilungs-Analysen

Die Zellteilungen mit Art der Zelle und Zeitpunkt werden in den
ausgewerteten Aufnahmen der Zeitraffermikroskopie mittels der mCh::PH-
Reporter bis zum 24-Zell-Stadium notiert. Ein Stadium fangt bei
Sichtbarwerden der ersten Einstilpung der Membran der sich teilenden

Zelle an.

Fur die angefertigten Graphen wurde als Startzeitpunkt (,Zeitpunkt null®) in
der Regel der Beginn des Vierzellstadiums gewahlt. Das bezeichnet den
Zeitpunkt, an dem - optisch bestimmt - auf einer der Ebenen die
gegeniberliegenden Seiten der Membran der P1-Zelle zum ersten Mal

beginnen sich einzustilpen und aufeinander zu zu bewegen (Abbildung 12).

Diese Definition des Zeitpunktes erwies sich beim Vergleich verschiedener
Alternativen als geeignetste, da die Messwerte der Fluoreszenzintensitat
der Mittelkérper sowie des Zytoplasmas ab dem Beginn des
Vierzellstadiums tendenziell konstanter als bei vorher beginnenden
Messungen sind und somit besser verwertbar und miteinander vergleichbar.
Die Einheit der x-Achse wird der besseren Verstandlichkeit wegen in
Minuten angegeben, wobei drei Einzelbilder in einer Minute entstanden

sind.
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Abbildung 12: Ermittlung des Zeitpunktes 0 bei einem WEH51 Wildtyp-Embryo. Von links
oben nach rechts unten sind nacheinander folgend sechs Bildausschnitte der
Embryonalentwicklung zu sehen, mit je drei Sekunden Abstand voneinander. Am Ende des
Dreizellstadiums - mit ABa-Zelle (jeweils links) sowie ABp-Zelle (jeweils oben) und P1-Zelle
(Bilder 1 und 2, rechts unten) — bildet sich der kontraktile Ring am Aquator der P1-Zelle.
Der Beginn des Vierzellstadiums (Bild 3) auf3ert sich im erstmaligen Sichtbarwerden der
Einstulpung der Zellmembran der P1 Zelle. NMY-2::GFP::ZF1 (gelb) befinden sich am
Mittelkdrperring und dessen Uberrest sowie mCh::PHpLcs1 auf Membranen (blau). Die
Bilder 4, 5 und 6 zeigen den Zusammenschluss des kontraktilen Ringes, wobei die EMS-
Zelle (jeweils unten) und P2-Zelle (jeweils rechts) entstehen. Die
fluoreszenzmikroskopischen Darstellungen werden freundlicherweise von Dr. Gholamreza
Fazeli bereitgestellt.

Alternativ kommen als Nullpunkt auf der x-Achse der Zeitpunkt der
Aufnahme eines Mittelkdrpers in die Zelle oder der Zeitpunkt des
Verschwindens des Mittelkorpers in Frage. Wenn sich ein Mittelkorper

erstmals innerhalb des Zytoplasma von der Plasmamembran weg bewegt,

wird dieser Zeitpunkt als Internalisierung definiert (Abbildung 13). Da bei
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einem Teil der Mutanten die Mittelkdrper nicht von Zellen aufgenommen

und bzw. oder nicht abgebaut werden, kommen letztere jedoch nicht fir alle

Auswertungen in Frage.

Abbildung 13: Zeitpunkt der Internalisierung: Von links nach rechts sind nacheinander
folgend zwei Bildausschnitte der Embryonalentwicklung eines Wildtypen zu sehen, mit drei
Sekunden Abstand voneinander. Die erste sichtbare Wegbewegung des Mittelkorpers
(NMY-2::GFP::ZF1; gelb, rot umrandet) von der Zellmembran (PH::mCherry; blau) wird als
Internalisierung definiert. Die fluoreszenzmikroskopischen Darstellungen werden
freundlicherweise von Dr. Gholamreza Fazeli bereitgestellt.

Zudem wird notiert in welche Zelle die PO, AB und P1 Mittelkorper

internalisiert werden.

Um die Geschwindigkeit der Zellteilungen zu tGberprifen werden die
Zeitpunkte bei Wildtypen und einzelnen Mutanten verglichen. Bei der
Auswertung werden Zellen der AB-Linie getrennt von denen der EMS Linie
betrachtet. Ein Zellzyklus der AB-Zellreihe dauert vom Sechs- zum
Zwolfzellstadium. Fur die Beurteilung der EMS-Zellreihe werden zwei
aufeinanderfolgende Zellzyklen, vom Vier- zum 14-Zellstadium, kalkuliert.
Die Zeitdauer vom Sichtbarwerden der ersten Einstiilpung der Membran der
sich teilenden Zelle (d.h. der ABx Zellen oder der P1 Zelle) bis zum
Zeitpunkt der Einstilpung der Zellmembran der Tochterzellen (d.h. der
ABxx-Zellen oder der MS Zelle) wird jeweils kalkuliert, sodass die
Zeitdauern in Minuten zwischen Mutanten und Wildtypen verglichen werden

konnen.

Der intrazellulare Abbau von ZF1 in AB-Zellen sowie E-und MS-Zellen wird
zudem mit dem ZF1-Abbau des PO-Mittelkorpers verglichen. Dazu wird
visuell der Beginn des Fluoreszenzverlustes in AB- sowie E- und MS-Zellen

bestimmt. Dieser lasst auf einen Abbau von ZF1-Reportern in der jeweiligen
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Zelle schlie3en. Der intrazellulare ZF1-Abbau wird verglichen mit dem
Fluoreszenzverlust des Mittelkérpers, der spater in diese Zelle internalisiert
wird. So kénnen Schlisse Uber eine eventuelle Zytoplasma-Verbindung
zwischen post-mitotischem Mittelkdrperrest und aufnehmender Zelle

gezogen werden.

2.3.2. Messung der internen Kontrolle (erster Polkdrper bzw. Zytoplasma)

Um den kontinuierlichen Verlust an Fluoreszenzintensitat durch Ausbleichen
im Laufe der Aufnahme zu kompensieren, wird eine interne Kontrolle
verwendet. Bei Embryonen, die mittels der NMY-2 Transgene beurteilt
werden, wird als interne Kontrolle der erste Polkorper genutzt. Dieser
entsteht wahrend der Meiose | in einer asymmetrischen Zellteilung, enthalt
einen haploiden Chromosomensatz sowie wenig Zytoplasma. Er eignet sich
als interne Kontrolle, da er NMY-2 beinhaltet, in der Regel permanent zu
sehen ist und sich bewegungsarm und von Einflissen weitgehend
abgeschirmt in der Eischale befindet. In einem Kreis der Flache 0,5 pm? -
entsprechend der Flache bei den Mittelkorper-Messungen und passend zur
GroRRe des Polkorpers — wird zu jedem Zeitpunkt der Zeitraffer-Aufnahme
eine Messung der GFP-Fluoreszenzintensitat in der fluoreszenzintensivsten
Ebene durchgefihrt. Der Embryo wird von der Auswertung ausgeschlossen,
wenn der erste Polkdrper nicht zu sehen ist oder wahrend der Entwicklung
aus der Sichtflache verschwindet. Anhand der gemessenen Mittelwerte wird
eine exponentielle Kurve mithilfe des Programmes OriginPro (OriginLab)
erstellt. Wenn die gemessenen Mittelwerte der Fluoreszenzintensitat des
ersten Polkdrpers keiner exponentiellen Kurve entsprechen werden alle

Daten dieses Embryos von den Auswertungen ausgeschlossen.

Bei Embryonen, die mittels der LifeAct-Technik beurteilt werden, werden als
interne Kontrolle die Mittelwerte von Messungen im Zytoplasma genutzt.
Diese erfolgen in einer AB Zelle, welche zentral im Embryo nahe einer
Membran gelegen ist, und werden in einem Kreis der Flache 2 pumz
gemessen. Anhand der gemessenen Mittelwerte wird eine exponentielle

Kurve mithilfe des Programmes OriginPro (OriginLab) erstellt. Wenn die
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gemessenen Mittelwerte der Fluoreszenzintensitat des Zytoplasmas keiner
exponentiellen Kurve entsprechen werden alle Daten dieses Embryos von
den Auswertungen ausgeschlossen. Auch alternative Herangehensweisen
fur die Werte der internen Kontrolle wurden versucht, wie beispielsweise die
Messung der Fluoreszenzintensitaten einer Zellmembran oder des
Zytoplasmas an anderen Stellen oder mit anderen Flachen. Jedoch konnten
bei letztgenannten Messverfahren keine Werte generiert werden, die einer

exponentiellen Kurve entsprechen.

2.3.3. Messung von NMY-2

Die Quantifizierung der Fluoreszenzintensitaten der Mittelkdrper erfolgte
vom Zeitpunkt des sichtbaren Zusammenschlusses des kontraktilen Ringes
bis der Mittelkoérper nicht mehr von der Umgebung unterschieden werden
kann. Die Messungen des PO, AB sowie des P1 MBR erfolgten jeweils am
Stuck und einmal pro Zeitpunkt. Die optisch am hellsten erscheinende
Ebene wird gewahlt. Es wird in einem Kreis der Flache 0,5 um? gemessen.
Diese Flache erscheint geeignet, da sie zur Grol3e der
fluoreszenzintensiven Areale des Mittelkdrpers passt. Pro Minute liegen
entsprechend drei Messwerte pro gemessenem Zellbestandteil vor. Zur
Erstellung der Kurven wird der Mittelwert der Fluoreszenzintensitat genutzt.
Durch die engmaschige Darstellung der Embryonen in 16 Ebenen mit einem
Abstand von 1,2 um kommt es nur selten vor, dass sich der
fluoreszenzintensivste Punkt zwischen zwei Ebenen befindet. Ein Embryo
wird von den Auswertungen ausgeschlossen, wenn sich zwei Mittelkorper
sehr nahe nebeneinander befinden und nicht mehr unterschieden werden

kdnnen.

Zur Standardisierung der Fluoreszenzintensitaten auf Werte zwischen 0 und
1 wird zudem ein Hintergrundwert bendétigt, der die Fluoreszenzen um den
gemessenen Zellbestandteil herum bericksichtigt. Bei Wildtypen wird
hierflr der niedrigste der normierten Werte des jeweiligen Mittelkdrper
verwendet, sofern er bis 30 Minuten nach Beginn des Vierzellstadiums

abgebaut ist. In der Regel handelt es sich hierbei um den letzten
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gemessenen Wert der Fluoreszenzintensitat des Mittelkérpers, kurz bevor
dieser nicht mehr vom umgebenden Zytoplasma unterschieden werden
kann. Da bei einigen der mutierten Embryonen die Mittelkérper nicht oder
sehr spat an Fluoreszenz verlieren, ist eine Berechnung mit dem Wert der
niedrigsten Fluoreszenzintensitat nicht moglich. Alternativ werden in Féllen
von Mutanten und auch Wildtypen, bei denen 30 Minuten nach Beginn des
Vierzellstadiums der Mittelkdrper noch nicht degradiert ist, sogenannte
.Hintergrundwerte” anstelle des kleinsten Wertes des Mittelkorpers
verwendet. Diese Hintergrundwerte/ Zytoplasmamessungen werden zum
Zeitpunkt der Internalisierung getatigt und ergeben sich aus dem
Durchschnittswert aus mindestens funf verschiedenen Messungen im
Zytoplasma einer AB Zelle in der N&he einer Membran in einem Kreis der

Flache 2 umz.
2.3.4. Messung von Aktin durch LifeAct

Um eine Akkumulation von Aktinfilamenten zum Zeitpunkt der
Internalisierung des Mittelkérpers um diesen herum nachzuweisen, erfolgt
die Quantifizierung der Fluoreszenzintensitat von LifeAct::RFP um den PO
Mittelkdrper. Die Messungen erfolgen vom Zeitpunkt des sichtbaren
Zusammenschlusses des kontraktilen Ringes zwischen der AB und der P1
Zelle bis zum zumindest Siebenzellstadium. Die Messungen werden einmal
pro Zeitpunkt in einem Kreis der Flache 2 umz2 durchgefihrt, in dessen
Zentrum sich der Mittelkoérper befindet. Die Flache erwies sich als geeignet
um die Fluoreszenzintensitat von LifeAct um den Mittelkdrper
aussagekraftig darstellen zu kénnen. Pro Minute liegen bedingt durch die
Zeitraffer-Mikroskopie entsprechend drei Messwerte pro gemessenem
Zellbestandteil vor. Zur Erstellung der Kurven wird der Mittelwert genutzt.
Durch die engmaschige Darstellung der Embryonen in 16 Ebenen mit einem
Abstand von 1,2 um kommt es nur selten vor, dass sich der

fluoreszenzintensivste Punkt zwischen zwei Ebenen befindet.

Zur Standardisierung der Fluoreszenzintensitaten auf Werte zwischen 0 und

1 wird zudem ein Hintergrundwert benétigt, der die Fluoreszenzen um den
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gemessenen Zellbestandteil im Zytoplasma bericksichtigt. Im Falle der
Messungen der Fluoreszenzintensitat bei Wildtyp-Embryonen mit LifeAct
Reportern wird dieser Hintergrundwert am Zeitpunkt der Internalisierung
bestimmt. Ein Durchschnittswert aus mindestens funf verschiedenen
Messungen im Zytoplasma einer AB Zelle in der Nahe einer Membran in

einem Kreis der Flache 2 um2 wird verwendet.

2.4. Normierung der Daten

Um die Werte der Fluoreszenzintensitaten unter den einzelnen Embryonen
und Mutanten miteinander vergleichen zu kénnen, werden diese

folgendermal3en weiterverarbeitet:

In einem ersten Schritt (Formel 1) werden die gemessenen Werte der
Fluoreszenzintensitat normiert, um dem kontinuierliche Ausbleichen unter
dem Fluoreszenzmikroskop entgegenzuwirken. Dies erfolgt durch Division
des gemessenen Wertes der Fluoreszenzintensitéat des Mittelkdrpers zu
einem definierten Zeitpunkt durch den erwarteten Wert des ersten
Polkorpers bzw. des Zytoplasmas zum selben Zeitpunkt. Dieser wird wie in
2.3.2 beschrieben einer eigens angefertigten exponentiellen Kurve, die den
gemessenen Werten des ersten Polkdrpers bzw Zytoplasmas angepasst ist,

entnommen.

gemessener Wert der Fluoreszenzintensitit des Mittelkorpers
interne Kontrolle (errechneter Wert
des ersten Polkorpers bzw. des Zytoplasmas)

normierter Wert des Mittelkdrpers =

Formel 1: Errechnung des normierten Wertes eines Mittelkdrpers: Durch Division des
Mittelkorper-Wertes durch den Wert der internen Kontrolle dessselben Zeitpunktes soll das
Ausbleichen unter dem Fluoreszenzmikroskop kompensiert werden.

Im zweiten Schritt werden die Werte der Mittelkorper auf Zahlen zwischen O
und 1 standardisiert. Bei den ZF1-Messungen wird dafiir vom mittels 1.
Formel errechneten normierten Wert des jeweiligen Mittelkérpers der
kleinste seiner normierten Werte subtrahiert. Im Anschluss wird dies
dividiert durch die Subtraktion des kleinsten normierten Wertes des

Mittelkorpers vom hdchsten normierten Wert des Mittelkoérpers (Formel 2).
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standardisierter Wert ~ normierter Wert des Mittelkorpers - Minimum der normierten Werte

de§ Mlttelkorper‘s Maximum der normierten Werte - Minimum der normierten Werte
bei ZF1 — Technik bzw. "Hintergrund"

Formel 2: Errechnung des standardisierten Wertes eines Mittelkérpers bei ZF1-Embryonen

Der zweite Schritt bei den Aktin-Messungen, zur Errechnung von
Mittelkdrper-Werten zwischen 0 und 1, erfolgt unter Zuhilfenahme eines

sogenannten Hintergrundwertes.

standardisierter Wert
des Mittelkorpers =

bei Aktin — Messungen

normierter Wert des Mittelkorpers — 1

Durchschnitt Zytoplasma bei Internalisierung
normierter Wert Mittelkorper bei Internalisierung

Formel 3: Errechnung des standardisierten Wertes eines Mittelkdrpers bei Aktin-
Messungen
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3. Ergebnisse

Die vorliegende Arbeit konzentriert sich auf Abszission und den Abbau des
Mittelkorpers. Die Daten basieren auf Analysen von Embryonen
verschiedener Mutanten von C. elegans mittels Zeitraffer-Mikroskopie,
welche freundlicherweise von Dr. Gholamreza Fazeli bereitgestellt wurden.
Erstmals wurden anhand der ZF1-Technik Methoden entwickelt und
angewandt, die durch Beobachtung von Fluoreszenzreportern in vivo ein
besseres Verstandnis der post-mitotischen Schicksals des Mittelkdrpers
ermdglichen sollen, insbesondere der Vorgange von der Trennung der 1ZB

bis zur Phagozytose des Mittelkérpers.

Phagozytose- und Autophagie-Mutanten werden hinsichtlich ihres
Verhaltens bei dem Abbau von Mittelkdrperresten untersucht. In Tabelle 1
ist eine Ubersicht der in der vorliegenden Arbeit analysierten Mutanten

aufgefuhrt.

3.1. Uberpriufung der ZF1-Reporter-Linie/ Etablierung der Kontroll-Linie

Ein Grol3teil der Embryonen in der vorliegenden Arbeit wurde mit Hilfe der
ZF1 Technik analysiert. Zuerst soll in vivo gepruft werden, ob C. elegans in
der Embryonalentwicklung durch Anwendung des ZF1 Reporters
beeintrachtigt sind. Mit Zeitraffermikroskopie analysiere ich Mittelkérpern in
Embryonen, deren Mittelkérperprotein NMY-2 mit der ZF1-Doméane von
PIE-1 sowie mit GFP bearbeitet ist. Phosphatidylinositol 4,5-bisphosphat-
(PIP2) positive Membranen werden mit der Pleckstrin homology (PH)
Domane des PLCS jeweils zur besseren Orientierung andersfarbig
(mCherry) dargestellt (Audhya, Hyndman et al. 2005). Die
fluoreszenzmikroskopische Darstellung in Zeitraffer-Mikroskopie ermdglicht
eine detaillierte computergestitzte Auswertung von Zellzykluszeiten,
Zellteilungen sowie Internalisierungen von Mittelkbrpern. WEH51
Embryonen, die Transgene fir mCh::PH und NMY-2::GFP::ZF1
exprimieren, sollen als Wildtyp-Linie etabliert werden und als Kontrolle im

Vergleich mit verschiedenen Mutanten dienen.
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3.1.1. Zellzykluszeit

Die Embryonalentwicklung lauft bei C. elegans nach einem festen Muster
ab (Sulston, Schierenberg et al. 1983). In frihen Stadien der
Embryonalentwicklung teilen sich die Zellen bei C. elegans in einer starren
Reihenfolge (Abbildung 8). Es soll nachgewiesen werden, dass die C.
elegans Embryonen der ZF1-Reporter-Linie WEH51 als Kontrollen geeignet
sind. Daher wird zuerst uberprtft, ob die Transgene fir mCh::PH und NMY-
2::GFP::ZF1 Auswirkungen auf den Ablauf des Zellzyklus und der

Zellteilungen haben.

Bei elf betrachteten WEH51 Embryonen sind die Zeitabstande zwischen

Zellteilungen interindividuell sehr &hnlich (Abbildung 14). Innerhalb von 9 bis

11 Minuten nach Beginn des Vierzellstadiums befinden sich alle Embryonen
im Sechszellstadium. 37,6 bis 44,3 Minuten nach Beginn des
Vierzellstadiums haben alle Embryonen das 24-Zellstadium erreicht. Die
Zellteilungen erfolgen in oben genannter Reihenfolge sowie nach
vergleichbarem zeitlichem Muster (Abbildung 8). Hinsichtlich der Dauer des
Zellzyklus sowie der Reihenfolge Zellteilungen sind bei Embryonen der Linie
WEH51 keine Auffalligkeiten erkennbar im Vergleich zu Embryonen der
Linie LP162 (Abbildung 15).
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Zellstadien in Verhaltnis zur Zeit bei Wildtypen WEHS51
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Abbildung 14: Uberprifung der Zellteilungen bei der ZF1-Reporter-Linie WEH51 (n=11).
Der ZF1-Reporter stort den stereotypen zeitlichen Ablauf der Zellteilungen sowie das feste
Muster der Reihenfolge nicht. EIf C. elegans WEH51 Embryonen wurden vom
Vierzellstadium bis zum 24-Zellstadium analysiert.
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Zellstadien im Verhaltnis zur Zeit bei Kontrollen LP162 (n=8)
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Abbildung 15: Uberpriifung der Zellteilungen bei der ZF1-Reporter-Linie LP162 (n=8). C.
elegans Embryonen der Linie LP162 (nmy-2::gfp+LoxP) weisen im Vergleich zu WEH51
Embryonen (vorhergehende Abbildung) identische Zeitdauern in der Entwicklung vom 4-
zum 24-Zellstadium auf: Der ZF1-Reporter stért den stereotypen zeitlichen Ablauf der
Zellteilungen sowie das feste Muster der Reihenfolge vom Vierzellstadium bis zum 24-
Zellstadium nicht.

3.1.2. Stereotyper zeitlicher Ablauf der zellularen Aufnahme der

Mittelkorper

Mittelkdrper werden in friihen Embryonalstadien bei C. elegans nach einem
festgelegten zeitlichen Muster von den jeweiligen Zellen aufgenommen (Ou,
Gentili et al. 2014). Ich habe vier Linien mit verschiedenen Mittelkorper-
Reportern hinsichtlich des Zeitpunktes der Internalisierung der PO, AB und
P1 Mittelkdrper beobachtet (Abbildung 16). Die Embryonen der Linie
WEH51 verflugen Uber die Reporter NMY-2::GFP::ZF1, die Linie BV113
verfugt tber Reporter fur NMY-2::GFP, bei Embryonen der Linie LP162 sind
Mittelkdrper mit GFP Knock-in in NMY-2 dargestellt, wohingegen WEHO02

Embryonen NMY-2::mCherry aufweisen.

Im Durchschnitt wird der PO Mittelkdrper bei allen vier Reporter-Linien sechs
+ finf Minuten nach Beginn des Vierzellstadiums internalisiert (n= 14
BV113, n=16 LP162, n=9 WEHO02, n=18 WEH51; Abbildung 16 links). Der
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Zeit in Minuten ab Vierzellstadium

AB Mittelkérper wird durchschittlich 16 Minuten (x 8 Minuten) nach Beginn
des Vierzellstadiums in eine Zelle aufgenommen (n= 12 BV113, n=16
LP162, n=9 WEHO02, n=17 WEH51; Abbildung 16 Mitte). Die Internalisierung
des P1 Mittelkorpers erfolgte 14 £ 5 Minuten nach Beginn des
Vierzellstadiums (n= 13 BV113, n=16 LP162, n=9 WEH02, n=18 WEH51,;

Abbildung 16 rechts). Bei den genannten Zeiten war es unerheblich, welche

Art des Mittelkorper-Reporters die Linie exprimiert. Alle vier Reporter-Linien
internalisieren Mittelkdrpern in zeitlicher Hinsicht betrachtet in einer

untereinander &hnlichen sowie stereotypen Art und Weise.

EREISER e AB Mittelkorper P1 Mittelkérper
40 - - _ o
0 301 | = ’ 30
a . . : : 20
107 & P10 “' i i B ol B i
01— C T 0 0

Bv113 LP162 WEHO2 WEH51  BV113 LP162 WEH02 WEH51 BV113 LP162 WEH02 WEH51

Abbildung 16: Vergleich von vier Reporter-Linien mit verschiedenen NMY-2 Transgenen.
Zeitpunkte der Internalisierung des PO (links), AB (Mitte) und P1 (rechts) Mittelkorpers bei
den vier verschiedenen Reporter-Linien: BV113 (NMY-2::GFP, n=14), LP162 (NMY-2::GFP
Knock-in, n=16), WEHO02 (NMY-2::mCherry, n=9) und WEH51 (NMY-2::GFP::ZF1, n=18).
Die Zeitpunkte der Internalisierungen der einzelnen Mittelkorper unterscheiden sich in
zeitlicher Hinsicht nicht voneinander, verandert nach (Fazeli, Trinkwalder et al. 2016)

3.1.3. Festes Muster der internalisierenden Zelle

Es ist bekannt dass Mittelkdrper, die bei C. elegans aus den ersten drei
Zellteilungen hervorgehen, nicht zufallig in irgendeine Zelle gelangen.
Vielmehr gibt es erkennbare Regeln, in welcher Zellart der jeweilige
Mittelkdrper wahrscheinlich zum Abbau landen wird: der PO Mittelkdrper
wird von einer Zelle der EMS-Linie internalisiert, ebenso endet der AB
Mittelkdrper zumeist in der benachbarten EMS-Zelle, wohingegen der P1
Mittelkorper von der P2 Zelle aufgenommen wird (Ou, Gentili et al. 2014,
Singh and Pohl 2014). Erstmals haben wir dies bei Mittelkdrpern getestet,
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die mit den Transgenen NMY-2::GFP::ZF1 sowie NMY-2::GFP ausgestattet
sind. Es sollte Uberprift werden, ob der ZF1-Reporter das stereotype
Verhalten der ersten drei Mittelkdrper bei der Phagozytose verandert.
Hierflr habe ich die Zielzellen bei der Internalisierung der PO, AB und P1
Mittelkorper bei Embryonen mit NMY-2::GFP Reportern untersucht, von
denen wiederum einige mit ZF1 versehen waren (WEH51) sowie einige
ohne (BV113, LP162). Unsere Daten zeigen, dass unabhangig von ZF1 der
PO Mittelkdrper in 83 % der Falle (n=59) von der EMS Zelle — bei deren
Bildung er entstand - oder ihrer Tochterzelle MS aufgenommen. 17% der PO
Mittelkorper hingegen landen in Abkémmlingen der AB Zellreihe. Der AB

Mittelkdrper wird in 95% der ausgewerteten Falle (n=43) von der EMS- oder

MS-Zelle aufgenommen. Diese sind den Zellen benachbart, welche an der
Bildung des AB Mittelkdrpers beteiligt sind. In der P2-Zelle oder einer ihrer
Tochterzellen P3- oder C-Zelle ist der P1 Mittelkoérper in 95% der
beobachteten Féalle (n=44) zu finden.

Das Verhalten der
ersten drei Mittelkorper
sowie die
Embryonalentwicklung
wird durch die
Anwendung von ZF1-
Reportern nicht
beeintrachtigt. Als
Kontrollembryo im

Vergleich mit

zahlreichen Mutanten
Abbildung 17: Wildtyp WEH51 im 4-Zellstadium

Plasmamembranen (PH::mCherry) in blau sowie Mittelkérper ~ eignen sich aus oben
(NMY-2::GFP::ZF1) in gelb dargestellt, der erste Polkorper ist

am linken Bildrand zu sehen, der PO Mittelkorper ist in die genannten Grlnden
EMS-Zelle internalisiert worden, verandert nach (Fazeli, .
Trinkwalder et al. 2016). Die fluoreszenzmikroskopischen daher die Embryonen

Darstellungen werden freundlicherweise von Dr. Gholamreza der Linie WEH51
Fazeli bereitgestellt.

(Abbildung 17).
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3.2. Entwicklung der ZF1-Analyse

Startpunkt der Analysen

Von allen Embryonen, die mit der ZF1-Technik ausgewertet werden, habe
ich die Fluoreszenzintensitat der ersten drei Mittelkérper ab erstmaligem
Zusammenschluss des kontraktilen Ringes gemessen. Vor Beginn des
Vierzellstadiums unterliegen die Daten jedoch sehr starken Schwankungen
(Abbildung 18, vor Zeitpunkt 0). Dies kann hauptséachlich darauf

zuruickgefuhrt werden, dass zu Beginn der Messungen der Mittelkorper
unterschiedlich kompakt war, da der kontraktile Ring noch nicht vollstandig
kontrahiert ist. Weitere Analysen werden deswegen auf einen Teil der PO

Daten eingegrenzt, z.B. ab dem Vierzellstadium.

=
= &) N

relative Fluoreszenzintensitat
des PO Mittelkorpers (NMY2::GFP::ZF1)
(=]
i

-15 -10 -5 0 5 10
Zeit in Minuten (0= Beginn des Vierzellstadiums)

Abbildung 18: Fluoreszenzintensitat von PO Mittelkdrpern bei Kontrollen (NMY-
2::GFP::ZF1; n=9) vor Beginn des Vierzellstadiums (Zeitpunkt O Minuten) unterliegen
starken Schwankungen.
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Phé&notypen mit ZF1-Technik

Es ist bisher ungeklart, ob post-mitotische Mittelkérper bei C. elegans
Embryonen nach extrazellular abgegeben werden oder nach der Trennung
der Tochterzellen in einer davon verbleiben. Es ware auch moglich, dass
beides der Fall ist und es ware interessant welcher Fall wann eintritt. Hier
soll die ZF1-Technik Aufschluss geben, wobei bei erhaltenem Kontakt des

Mittelkorpers zum Zytoplasma einer Zelle (Abbildung 19) ein zugiger Abfall

der Fluoreszenzintensitat erwartet wird, solange es im Kontakt zum
Zytoplasma bleibt. Bei extrazellularem Verbleib des Mittelkodrpers
(Abbildung 19) ist eine Persistenz der ZF1-vermittelten

Fluoreszenzintensitat aufgrund des fehlenden Zugangs zum Zytoplasma zu
erwarten. Dieser Zugang wurde dann sowohl vor als auch nach der

Phagozytose fehlen.

-
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Abbildung 19: Zwei verschiedene Mdglichkeiten der Beziehung des Mittelkorpers zum
Zytoplasma nach der Zellteilung: Der Mittelkdrper ist als braunes Trapez dargestellt und
bleibt nach der Zellteilung (oberes Bild) entweder mit einer Tochterzelle verbunden (linke
Bildreihe), woraufhin er von dieser internalisiert wird und mit einem Autophagosom
fusioniert. Alternativ kdnnte der Mittelkdrper nach der Zellteilung nach extrazellular

®
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abgegeben werden, Uber einen der Abszission @hnlichen Mechanismus (rechte Bildreihe)

und im Anschluss durch Endozytose von einer Tochter- oder Nachbarzelle aufgenommen

werden. Nachdruck mit freundlicher Genehmigung durch Macmillan Publishers Ltd: Nature
Communications, (Ettinger, Wilsch-Brauninger et al. 2011), Copyright 2011

Aufgrund des unterschiedlich schnellen Abbaus von ZF1-Reportern je nach

Zelllinie (Abbildung 11) ergeben sich verschiedene potentielle ZF1

Phanotypen: wenn der Mittelkérper mit einer AB-Zelle Verbindung hat, wird
NMY-2::GFP::ZF1 vor dem Achtzellstadium abgebaut. Wenn sich der
Mittelkorper in einer EMS Zelle befindet, ist ein Abbau von NMY-
2::GFP::ZF1 zwischen dem 8- und dem 14-Zellstadium zu erwarten. Im
Falle, dass sich der Mittelkorper extrazellular befindet und nicht internalisiert
wird, wird NMY-2::GFP::ZF1 auch nach dem 15-Zellstadium nicht abgebaut

sein.

Intrazellularer ZF1-Abbau und Fluoreszenzverlust der Mittelkdrper

Kontrollen WEHS51 (n=9), PO Mittelk&érper, Mittelwert und Standardabweichung

Internalisierung des PO Mittelkirpers
08

0E
o7

06 Beginn des ZF1-Abbaus in E- und M5-Zellen

Beginn des ZF1-Abbaus in AB-Zellen
s

04

03

relative Fluoreszenzintensitat

02

o1

0,0 50 10,0 15,0 20,0 25,0 30,0
Zeit in Minuten ab Vierzellstadium

Abbildung 20: Fluoreszenzverlust der Mittelkorper ist unabhéngig vom intrazellularen ZF1-
Abbau: Darstellung der relativen Fluoreszenzintensitat (NMY-2::GFP::ZF1) des PO
Mittelkdrpers bei Wildtypen WEH51 (n=9) im Verhéaltnis zur Zeit in Minuten ab Beginn des
Vierzellstadiums mit Angabe der durchschnittlichen Zeitpunkte, an denen ZF1 in AB-Zellen
(nach 4,8 £ 0,6 Minuten, n=11) sowie in E- und MS-Zellen (nach 19,06 *+ 2,5 Minuten,
n=11) abgebaut werden. Die PO Mittelkdrper (n=18) werden durchschnittlich 5,4 + 6,3
Minuten nach Beginn des Vierzellstadiums von der EMS-Zelle (61 %), der P1-Zelle (22%)
oder einer AB-Zelle (17%) aufgenommen.
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Um zu prifen ob Mittelkdrper am Ende der Abszission weiterhin mit dem
Zytoplasma einer Tochterzelle in Verbindung stehen, wird der intrazelluléare
Abbau von ZF1 in AB-Zellen sowie E-und MS-Zellen mit dem ZF1-Abbau
des PO-Mittelkorpers (Abbildung 20) verglichen. Der intrazellulare Abbau

von ZF1 beginnt 4,8 + 0,6 Minuten nach Beginn des Vierzellstadiums in AB-
Zellen, aber die PO Mittelkérper werden wie bei Kontrollen zu 83 % (n=18)
von der P1-Zelle oder ihrer Tochterzelle EMS aufgenommen. Deswegen
kann der Verlust der PO Mittelkorper Fluoreszenzintensitat nicht aufgrund
des ZF1-Abbaus in AB Zellen erfolgen. Weil in MS- und E-Zellen der Abbau
von ZF1 19 + 2,5 Minuten nach Beginn des Vierzellstadiums beginnt, wére
es zu erwarten, dass NMY-2::GFP::ZF1 Fluoreszenz bis dahin stabil bleiben
wirde. Bei PO Mittelkorpern hingegen ist eine Abnahme der
Fluoreszenzintensitat bereits deutlich friher, in der Regel wenige Minuten
nach Internalisierung des Mittelkérpers, zu beobachten. Diese Daten
zeigen, dass sich die Internalisierung der PO Mittelkdrper vor der ZF1
Degradierung in der aufnehmenden Zelle ereignet. Zudem ist eine
Abnahme der Fluoreszenz nach der Internalisierung zu sehen, welche aus

einem unbekannten Grunde stattfindet.

Verlust an Fluoreszenzintensitat nach Internalisierung

Nach stattgefundener Aufnahme des Mittelkdrpers in eine Zelle (Abbildung
13) beginnen sich die Werte der Fluoreszenzintensitat von NMY-
2::GFP::ZF1 nach wenigen Minuten zu reduzieren. Vom Zeitpunkt der
Internalisierung des PO Mittelkorpers in die Zelle dauert es bei Kontrollen im
Mittel 24 Minuten bis zum Verlust der Fluoreszenzintensitat auf

Hintergrundniveau (Abbildung 21).
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Kontrollen WEH51 (n=9),
Mittelwerte und Standardabweichung
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Abbildung 21: Fluoreszenzverlust der PO Mittelkdrper ab Internalisierung

Fur den kontinuierlichen Verlust an Fluoreszenzintensitat gibt es einige
maogliche Erklarungen: Zum einen kdnnte er im Laufe der Aufnahme durch
Ausbleichen zustande kommen. Daher werden Messungen von Werten
einer internen Kontrolle angefertigt und das Ausbleichen soll rechnerisch
kompensiert werden. Als interne Kontrolle werden die Werte der
Fluoreszenzintensitat des ersten Polkdrpers verwendet. Der erste Polkdrper
entsteht wahrend der Meiose I. Er eignet sich als interne Kontrolle, da er
NMY-2 beinhaltet, permanent zu sehen ist und sich bewegungsarm und von
Einflissen weitgehend abgeschirmt in der Eischale befindet. Die Werte der
Fluoreszenzintensitat des ersten Polkdrpers entsprechen
anndherungsweise einer exponentiellen Kurve und nehmen deutlich
langsamer ab als die eines Mittelkorpers. Daher ist Ausbleichen als Ursache
fur den Verlust an Fluoreszenz nicht plausibel, weil auch nach Berechnung
von normierten Werten anhand der internen Kontrolle ein Abfall der Kurven

der Fluoreszenzintensitat zu sehen ist.

Der Verlust an Fluoreszenzintensitat von NMY-2::GFP::ZF1 sowie von
NMY-2::GFP kann des Weiteren der pH-Empfindlichkeit von GFP im sauren

Milieu geschuldet sein (Kneen, Farinas et al. 1998). Nach der Phagozytose
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wird das Phagosom saurer (Jensen and Bainton 1973). Um der Frage
nachzugehen, ob eine Lokalisierung in einem sauren Zellbestandteilen die
Abnahme der GFP-Fluoreszenz verursacht, wird NMY-2 alternativ mit
mCherry dargestellt. Die mit GFP versehenen Mittelkérper (n=18, Abbildung
22 blaue und gruine Kurve) verlieren ab 15 Minuten nach Internalisierung an
Fluoreszenz im Vergleich zu NMY-2::mCherry (n=5, rote Kurve). Da die
Fluoreszenzintensitat bei NMY-2::GFP sowie NMY-2::GFP::ZF1 deutlich
schneller abnimmt als bei NMY-2::mCherry, scheint ein Kontakt des
Mittelkorpers zu saurem Milieu nach der Internalisierung wahrscheinlich.
Mutmalflich verliert NMY-2::GFP::ZF1 aufgrund der Ansauerung im
Phagosom an Fluoreszenz und nicht wegen des Abbaus im Proteasom oder
Lysosom. Daher sollte das Abbauverhalten von Mittelkdrpern mit mCherry-

Reportern getestet werden.
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Abbildung 22: mCherry persistiert langer im Phagosom als GFP.

Darstellung der Fluoreszenzintensitat des AB Mittelkorpers im Verhaltnis zur Zeit in
Minuten nach Internalisierung in eine Zelle mittels dreier verschiedener Transgene:
NMY-2::GFP::ZF1 (blau, n=11), NMY-2::GFP (gruin, n=7) sowie mCherry::NMY-2 (rot, n=5).
Die mit GFP dargestellten Mittelkorper beginnen 15 Minuten nach Internalisierung an
Fluoreszenz zu verlieren, wahrend NMY-2::mCherry deutlich langer zu sehen ist;
veranderter Nachdruck mit freundlicher Genehmigung durch Company of Biologists LTD,
Journal of Cell Science, Vol 129, S. 3721-3731, (Fazeli, Trinkwalder et al. 2016)

Der AB Mittelkdrper bei Kontrollembryonen wird unter der Fragestellung
analysiert, ob Mittelkdrper vor dem ZF1-vermittelten Abbau geschiitzt sind,
wahrend sie sich auf der Zelloberflache befinden. AB Mittelkérper werden
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grof3tenteils von benachbarten Zellen der EMS-Linie aufgenommen (Ou,
Gentili et al. 2014, Singh and Pohl 2014). Daher ist bei diesen eine Abgabe
nach extrazellular am Ende der Teilung der ABa- von der ABp-Zelle
wabhrscheinlich, bevor er durch Phagozytose in eine Tochter der EMS-Zelle
gelangt. Der ABa-ABp Mittelkdrper wird im Mittel 12,7 Minuten nach Beginn
des Vierzellstadiums von einer EMS-Zelle oder deren Tochter internalisiert
(n=9, WEH51). Der Abbau von ZF1 in Zellen der EMS-Reihe beginnt im
Mittel 19,3 Minuten nach Beginn des Vierzellstadiums (n=9, WEH51). Die
Fluoreszenz des AB Mittelkdrpers (NMY-2::GFP::ZF1, Abbildung 22) bleibt

wéahrend des Aufenthaltes an der Zelloberflache sowie mehrere Minuten

nach Internalisierung auf konstantem Niveau. Dies zeigt, dass der AB
Mittelkdrper vor dem ZF1-vermittelten Abbau geschitzt ist. Erst 15 Minuten
nach Internalisierung beginnt der Mittelkorper in der Regel an
Fluoreszenzintensitat zu verlieren, und 28 + 6 Minuten nach Internalisierung
ist der AB Mittelk6rper nicht mehr zu sehen (n=11), was dem 15-Zell-

Stadium entspricht.

Dem Abfall der Fluoreszenz kdonnte auf3erdem der Abbau des ZF1-
Reporters durch das Proteasom zugrunde liegen (Reese, Dunn et al. 2000).
Um der Frage nachzugehen, welche Rolle ZF1 und das Proteasom am
Abbau dieser Reporter spielt, wird die Fluoreszenz von NMY-2::GFP (n=7)
mit der von NMY-2::GFP::ZF1 (n=11) verglichen (Abbildung 22). Da sich die

Werte und daraus generierten Kurven kaum unterscheiden, ist

anzunehmen, dass die Abnahme der Fluoreszenz nicht durch den ZF1-

vermittelten Abbau im Proteasom zustande kommt.

3.3. Nachweis der vollstandigen Trennung der 1ZB mittels Phagozytose-

Mutanten

Nachdem festgestellt wurde, dass Mittelkdrper im Zeitraum zwischen
Abszission und Internalisierung nicht ZF1-vermittelt degradieren, soll gepruft
werden, ob ZF1-Reporter extrazellular tber ausreichend lange Zeit auf

konstant hohem Niveau persistieren.
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Um zu Uberprifen, ob ZF1-Reporter extrazellular tber ausreichend lange
Zeit persistieren habe ich die Fluoreszenzintensitat (NMY-2::GFP::ZF1) von
vier verschiedenen Mutanten gemessen, bei denen Mittelkérper nicht
internalisiert werden: ced-1, ced-2, abi-1 sowie pat-3 (Abbildung 10, rot
umkreist). Diese Proteine regulieren abhangig und/ oder unabhéngig von
CED-10 ein Aktingerust an der Membran, welches zur Phagozytose

benotigt wird.

ced-1 und ced-2

Phanotypisch konnte ich bei den Embryonen der ced-1 sowie der ced-2

Mutanten innerhalb der aufgezeichneten Zeit keinerlei Aufnahme der PO,
AB und P1 Mittelkérper in eine Zelle beobachten (Tabelle 2, Abbildung 23).

Abbildung 23: ced-2 Mutant im 15-Zellstadium (rechts), zum Vergleich Kontrolle (links).
Membranen (PH::mCherry) sind in blau sowie Mittelkorper und der erste Polkorper (jeweils
linker Bildrand) in gelb (NMY-2::GFP::ZF1) dargestellt. Die Mittelkérper bei ced-2 Mutanten
werden bis zum 15-Zellstadium nicht in Zellen aufgenommen und nicht abgebaut. Zum
Vergleich sind Mittelkorper bei Kontrollen im 15-Zellstadium internalisiert und abgebaut. Die
fluoreszenzmikroskopischen Darstellungen werden freundlicherweise von Dr. Gholamreza
Fazeli bereitgestellt. (verandert nach Fazeli, Trinkwalder et al. (2016))

Zudem fallt bei neun von zwolf ced-2-mutierten Embryonen auf, dass sich
Mittelkdrper an der aul3eren Oberflache des Embryos befinden, wo sie sich
unabhangig bewegen. Daraus kann gefolgert werden, dass keine
Verbindung des Mittelkorpers zu einer Zelle besteht, bei deren Entstehung

er gebildet wurde (Fazeli, Trinkwalder et al. 2016).
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ced-1 (n=10) und ced-2 (n=8) Mutanten
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Abbildung 24: Bei ced-1 sowie ced-2 Mutanten wird der ZF1-Reporter der PO Mittelkdrper
nicht abgebaut. Die Werte der relativen Fluoreszenzintensitat der PO Mittelkérper (NMY -
2::GFP::ZF1; Mittelwert und Standardabweichung) und somit der ZF1-Reporter bleiben bis
30 Minuten nach Beginn des Vierzellstadiums in etwa konstant erhalten, phanotypisch
werden die Mittelkorper erwarteterweise nicht internalisiert.

Bei den zehn analysierten ced-1 sowie den acht ausgewerteten ced-2
Mutanten nimmt die NMY-2::GFP::ZF1 Fluoreszenz bei PO (Abbildung 24),
AB und P1 Mittelkérpern kaum ab. ZF1-Reporter zeigen auch 30 Minuten

nach Beginn des Vierzellstadiums noch konstant hohe Werte an
Fluoreszenz. Die Mittelkdrper unterliegen keinem ZF1-vermitteltem Abbau,
haben folglich keinen Zugang zum Zytoplasma und befinden sich
extrazellular an der Zelloberflache. Meine Daten bestatigen Beobachtungen
von Ou, Gentili et al. (2014), wonach die Internalisierungen der ersten drei
Mittelkorper einer funktionierenden und von CED-10/RAC1 abhangigen
Phagozytose bedirfen. Die Daten zeigen, dass ZF1-Reporter extrazellular

Uber ausreichend lange Zeit persistieren.
abi-1

Anhand der abi-1 RNAI Mutanten wird ein dritter Signalweg der
Phagozytose (neben CED-1 und CED-2) betrachtet, der in CED-10 miindet.
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Die Behandlung von Mutanten mit abi-1 RNAI fihrte nur bei einem Teil der
Falle zur erwarteten phanotypischen Auspragung im Sinne einer fehlenden
Internalisierung der PO, AB und P1 Mittelkorper. Dies konnte auf den
unvollstandigen ,knockdown® durch RNAI zurtckgefuhrt werden. In Tabelle
2 wird deutlich, dass bei 66% von 12 betrachteten PO Mittelkorpern keine
Internalisierungen bis Filmende erfolgen. Die Analyse dieser acht
Embryonen mit internalisierenden Mittelkdrpern und mutmalflich
unvollstandigem ,knockdown® durch RNAI zeigt eine Abnahme der

gemessenen Fluoreszenz-Werte (Abbildung 25, rote Kurve). Im Vergleich

mit Kontrollen (Abbildung 25, griine Kurve) nimmt die Fluoreszenz der PO

Mittelkorper langsamer ab, was auf eine Restaktivitat der abi-1 RNAI
hindeuten kbénnte.

abi-1 RNAI, internalisierte (n=8) PO Mittelkorper,
zum Vergleich (n=9)
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Abbildung 25: Fluoreszenz der internalisierten PO Mittelkdrper bei abi-1 RNAi Mutanten,
Mittelwert und Standardabweichung der internalisierten (rot, n=8) PO Mittelkérper (NMY-
2::GFP::ZF1), im Vergleich dazu PO Mittelkérper von Kontrollen WEH51 (griin, n=9):

die relative Fluoreszenzintensitat im Verhaltnis zur Zeit in Minuten ab Vierzellstadium
nimmt bei internalisierten PO Mittelkérpern bei abi-1 RNAiI Mutanten langsamer ab als bei
Kontrollen

Vier abi-1 RNAi Embryonen zeigen phanotypisch - wie es fir Phagozytose-

Mutanten zu erwarten ist - ausbleibende Internalisierungen von
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Mittelkorpern. Es zeigt sich ein konstanter Wert der Fluoreszenzintensitét
des PO Mittelkorpers (Abbildung 26, blaue Kurve), ahnlich denen der

Phagozytose-Mutanten ced-1 und ced-2.

abi-1 RNAi nicht internalisierte (n=4) PO Mittelkdrper, zum
Vergleich ced-2 Mutanten
Mittelwerte und Standardabweichungen
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Abbildung 26: Fluoreszenz von nicht internalisierten Mittelkdrpern bei abi-1 RNAiI Mutanten,
Mittelwert und Standardabweichung der nicht internalisierten PO Mittelkérper (blau, n=4)
(NMY-2::GFP::ZF1), im Vergleich dazu PO Mittelkdrper von ced-2 Mutanten (lila, n=8): die
relative Fluoreszenzintensitat im Verhaltnis zur Zeit in Minuten ab Vierzellstadium bleibt bei
beiden konstant erhalten.

Die Daten zeigen, dass ein dritter Signalweg neben CED-1 und CED-2, fur

die Phagozytose von Mittelkérpern bendtigt wird.

pat-3

Die Phagozytose kann auch unabhangig von CED-10 Uber einen Signalweg
Uber das a-Integrin PAT-2 und das B-Integrin PAT-3 ablaufen. (Neukomm,
Zeng et al. 2014). Es ist bisher ungeklart, ob PAT-3 (,paralyzed at two-fold®)
an der Internalisierung von Mittelkdrpern bei C. elegans Embryonen beteiligt
sind. Deswegen soll getestet werden, ob die Internalisierungen der PO, AB
und P1 Mittelkérper durch Anwendung von pat-3 RNAI beeinflusst werden.

Zunachst wurde gepriift, ob die pat-3 RNAi exprimiert wird, indem andere
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Embryonen desselben phéanotypisch beobachtet wurden (Fazeli,
Trinkwalder et al. 2016).

Phanotypisch kann zudem im Vergleich mit Kontrollen bei pat-3 RNAI
Mutanten kein Unterschied bezuglich Zeitpunkt und Art der Internalisierung
festgestellt werden (Tabelle 2). Die relative Fluoreszenzintensitéat des PO

Mittelkorpers (Abbildung 27) nimmt vergleichbar mit der von Kontrollen ab.
Bei pat-3 RNAi Mutanten kdnnen keine Auswirkungen auf die
Internalisierung der PO, AB und P1 Mittelkérper beobachtet werden. Ob pat-
3 RNAI nicht effizient ist oder ob PAT-3/B-Integrin nicht notig ist, um

Mittelkorper in Zellen aufzunehmen, muss noch geklart werden.

pat-3 PO Mittelkorper (n=9),
Mittelwert und Standardabweichung
zum Vergleich Kontrollen WEH51 (n=9)
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Abbildung 27: Fluoreszenz der Mittelkérper von pat-3 RNAiI Mutanten: Mittelwerte und
Standardabweichung der relativen Fluoreszenzintensitat (NMY-2::GFP::ZF1) der PO
Mittelkdrper bei pat-3 Mutanten (n=9) nehmen nach Internalisierung ab und &hneln denen
von Kontrollembryonen WEH51 (rote Kurve, n=9)

Zusammenfassend kann auf der Grundlage der ZF1-Analysen von ced-1,
ced-2, abi-1 und pat-3 Mutanten festgestellt werden, dass die
Internalisierung von Mittelkdrpern von Proteinen abhangig ist, die die
Phagozytose tUber CED-10 regulieren, ndmlich CED-1/Draper, CED-2/Crkill,

and ABI-1/Abil (Neukomm, Zeng et al. 2014).
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Zudem kann in Zusammenschau der Ergebnisse festgestellt werden, dass
die ZF1-Analyse geeignet ist um einen Kontakt des Mittelkérpers zum
Zytoplasma nachzuweisen. Mithilfe der ZF1-Technik kann gezeigt werden,
dass Mittelkorper im Zeitraum zwischen Abszission und Internalisierung
nicht ZF1-vermittelt degradieren. Sowohl solche Mittelkodrper bleiben vom
ZF1-vermittelten Abbau verschont, die von Nachbarzellen (ohne Beziehung
zum Mittelkorper) internalisiert werden, als auch Mittelkorper, die spater von

Tochterzellen aufgenommen werden.

3.4. Bestatigung der Rolle von Phagozytose mit Aktin

Es ist bekannt, dass die Internalisierung von Mittelkdrpern unter Nutzung
eines Aktingerusts Uber den Vorgang der Phagozytose stattfinden kann,
was elektronenmikroskopisch bei Saugetierzellen in Kultur beobachtet
wurde (Crowell, Gaffuri et al. 2014). Die Polymerisierung von
Aktinfilamenten wird zur Bildung einer tassen&hnlichen Struktur bei der
Phagozytose bendtigt und wird durch CED-10/ RAC1 aktiviert (Freeman
and Grinstein 2014).

Ubereinstimmung von Internalisierung und Phagozytose

Zunachst soll nachgewiesen werden, dass der Zeitpunkt der Internalisierung
des Mittelkorpers mit dem Zeitpunkt der Phagozytose tbereinstimmt. Dies
erfolgt Uber eine Analyse der Akkumulation von Aktin, welche sich kurz vor
der Phagozytose um den Zellkérper ereignet. Der Zeitpunkt der
Aktinansammlung wird auf seinen zeitlichen und 6rtlichen Zusammenhang

mit der Internalisierung des PO Mittelkérpers gepruft.

Fur die Auswertungen ist eine Rasse von C. elegans ausgewahlt, in der
Mittelkdrper durch NMY-2::GFP sowie Aktinfilamente durch pie-
1::lifeACT::RFP dargestellt sind. Lifeact ist ein Peptid, bestehend aus 17
Aminosauren und farbt Aktinfilamente in eukaryoten Zellen an. LifeAct
beeinflusst nicht die Dynamik von Aktin und ermdglicht deren
Visualisierung. (Riedl, Crevenna et al. 2008, Singh and Pohl 2014)
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Die Daten zeigen eine erhdhte Intensitat der LifeAct Fluoreszenz vor der
Mittelkorperinternalisierung und einen anschlieRenden Rickgang (Abbildung
28). Die Internalisierung des PO Mittelkdrpers fand bei den 14 analysierten
Kontrollembryonen 7+4 Minuten nach Beginn des Vierzellstadiums statt.
Eine Akkumulation von Aktin um den PO Mittelkdrper ist bereits wahrend
des Zweizellstadiums beschrieben, welche mit der Ausrichtung der Polaritat
des Embryos in Verbindung gebracht wird (Singh and Pohl 2014). Daher
wird hier naher betrachtet, ob diese Anhaufungen von Aktin in einem

Zusammenhang zueinanderstehen oder unabhangig voneinander sind.

Aktin/

Aktin

Zeit in Minuten ab Vierzellstadium

Abbildung 28: Aktin (blau) akkumuliert um den PO Mittelkérper (gelb) vor der
Internalisierung, oben Kontrollembryo im Vierzellstadium, unten Bildausschnitte 3, 6, 9 und
10 Minuten nach Beginn des Vierzellstadiums, die eine hohe Dichte an Aktinfilamenten vor
der Internalisierung des PO Mittelkdrpers zeigen. Die fluoreszenzmikroskopischen
Darstellungen werden freundlicherweise von Dr. Gholamreza Fazeli bereit gestellt.
Modifiziert nach (Fazeli, Trinkwalder et al. 2016)
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Zunachst wurde die LifeAct Fluoreszenzintensitat bei Kontrollembryonen

gemessen. Hierbei zeigten sich zwei wellenférmig verlaufende

Anhéaufungen von LifeAct Fluoreszenzintensitat (Abbildung 29). Die erste
Welle beginnt ca 10 Minuten vor Beginn des Vierzellstadiums und nimmt bis

zum Vierzellstadium hin ab (Abbildung 32).

erste Welle zweite Welle von Aktinfilamenten

>

€ > €

— Kontrollen

Fluoreszenzintensitat (LifeAct::mCherry)

um den PO MittelkGrper herum
w

-8 -6 -4 -2 0 2 4 6 8 10 12 14 16

Zeit ab Beginn des Vierzellstadiums (in Minuten)
Abbildung 29: Zwei Wellen der Aktinakkumulation um den PO Mittelkorper.
Vor Beginn des Vierzellstadiums ist bei Kontrollembryonen (n=13) eine erste Verdichtung
der LifeAct::mCherry Fluoreszenzintensitat um den PO Mittelkérper herum zu sehen (Singh
and Pohl 2014), kurz vor der Internalisierung des PO Mittelkdrpers, welche Ublicherweise
einige Minuten nach Beginn des Vierzellstadiums stattfindet, ist eine zweite Ansammlung

von Aktinfilamenten um den PO Mittelkorper sichtbar; modifiziert nach (Fazeli, Trinkwalder
et al. 2016)

Die zweite wellenformige Zunahme der LifeAct Fluoreszenzintensiat nimmt
kurz vor der Internalisierung des PO Mittelkdrpers in die Zelle zu (Abbildung
30). Diese zweite Welle beginnt 6 + 3 Minuten bevor der PO Mittelkérper
internalisiert wird, kurz nach dem Beginn des Vierzellstadiums. Sie endet
kurz nachdem der Mittelkérper von einer Zelle aufgenommen worden ist.
Die zweite Welle der Aktinanreicherung um den PO Mittelkérper stimmt mit
dem Zeitpunkt der Internalisierng tiberein. Auch vor der Internalisierung des
AB sowie des P1 Mittelkérpers sind Ansammlungen von Aktin zu sehen.
Der Zeitpunkt der Phagozytose eines Mittelkdrpers kann durch
Beobachtung der Aktinansammlung (LifeAct::RFP) um diesen herum

abgeschéatzt werden.
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PO Mittelkorper von BV 113 Kontrollembryonen (n=14),
Mittelwert und Standardabweichung der Life Act Fluoreszenz
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Abbildung 30: Die zweite Welle der Aktinansammlung stimmt mit dem Phagozytose-Zeitpunkt
Uberein. Fluoreszenzintensitat von mittels LifeAct dargestellten Aktinfilamenten um den PO
Mittelkorper bei Kontrollembryonen BV113, normiert zum Zeitpunkt der Internalisierung des PO
Mittelkorpers.

Phagozytose von Aktin und CED-10 abhé&naqig

Um zu bestatigen, dass die zweite wellenférmige Ansammlung von
Aktinfilamenten um den PO Mittelkérper um den Zeitpunkt der
Internalisierung erfolgt, soll geprift werden, ob Mutanten mit Unféhigkeit zur
Phagozytose diese Ansammlung aufweisen. Das Signalprotein CED-2
aktiviert das Racl Homolog CED-10, was eine Umorganisation von Aktin
entlang der Membran zur Folge hat (Chai, Tian et al. 2012, Ou, Gentili et al.
2014). Daher habe ich die ced-2 Mutanten-Linie WEH85 analysiert, bei
denen Mittelkdrper mit NMY-2::GFP dargestellt sind sowie Aktinfilamente
durch LifeAct::RFP.
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Abbildung 31: ced-2 Mutant im Vierzellstadium; Bei ced-2
Mutanten ist keine Akkumulation von Aktin (blau) um den PO
Mittelkdrper (gelb) zu sehen und dieser wird nicht internalisiert,
unten Bildausschnitte zu Zeitpunkten an denen
Internalisierung zu erwarten ware (verandert nach (Fazeli,
Trinkwalder et al. 2016)). Die fluoreszenzmikroskopischen
Darstellungen werden freundlicherweise von Dr. Gholamreza
Fazeli bereit gestellt.

Phanotypisch werden bei diesen ced-2 Mutanten in frihen
Embryonalstadien wie erwartet keine Mittelkérper internalisiert. Bei
Betrachtung der LifeAct Fluoreszenz um einen Mittelkdrper zu Zeitpunkten,
an denen eine Internalisierung zu erwarten ware, ist keine Zunahme der

Fluoreszenz zu beobachten (Abbildung 31).

Auch eine quantitative Analyse (Abbildung 32) zeigt, dass die zweite

wellenférmige Ansammlung von Aktinfilamenten um den PO Mittelkérper bei
ced-2 Mutanten ausbleibt (Abbildung 32). Wahrend des Vierzellstadiums —

dem Zeitpunkt, an dem eine Internalisierung des Mittelkérpers zu erwarten

wére — wurde die Fluoreszenz gemessen.
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Abbildung 32: Bei ausbleibender Internalisierung ist keine zweite Aktinwelle zu sehen.
Eine Akkumulation von Aktinfilamenten (LifeAct::RFP) um den PO Mittelkdrper ist bei
Kontrollen (blau, n=11 obe, 13 unten) vor der Internalisierung zu sehen. Die
Internalisierung des PO Mittelkdrpers ereignet sich 7+4 Minuten nach Beginn des
Vierzellstadiums. Bei ced-2 (rot, n=10 oben, 11 unten) Mutanten sind im Vergleich stark
reduzierte LifeAct Fluoreszenzintensitaten bei phanotypisch ausbleibenden
Internalisierungen zu beobachten (modifiziert nach (Fazeli, Trinkwalder et al. 2016))

Die Ergebnisse zeigen dass die Internalisierung tiber eine CED-10/Racl-
abhangige Umordnung von Aktin geschieht. Die Daten deuten darauf hin,
dass die zweite Welle mit der Phagozytose des Mittelkérpers
zusammenhangt und dass bevorstehende Internalisierungen von
Mittelkérpern durch Umordnungen des Aktin Zytoskeletts vorhergesagt

werden konnen. Die Daten deuten auch an, dass die zwei Wellen genetisch

trennbar sind.

PAR-1 zeigt Unabhé&ngigkeit der beiden Aktinwellen voneinander

Um zu bestatigen, dass die erste Welle der Aktinakkumulation unabhangig

von der zweiten Welle verlauft, werden Embryonen betrachtet, in denen die
erste Welle nicht vorhanden ist. Singh and Pohl (2014) beobachteten, dass
die wellenférmige Anreicherung von Aktin um den Mittelkdrper wahrend des
Zweizellstadiums von PAR-2 abhéngig ist. PAR-1 und PAR-2 haben zudem
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unter anderem Einfluss auf die anterior-posteriore Ausrichtung von C.

elegans Embryonen (Gomes and Bowerman 2002).

Es werden Embryonen analysiert, die mit par-1 RNAi behandelt wurden.

1.9

— Kontrolle BV113
— par-1 RNAI

1.7

1.5

" I“I“ M N

11

Relative Fluoreszenzintensitit (LifeAct::mCherry)
um den PO Mittelkérper

0.9

-20 -18 -16 -14 -12 -10 -8 -6 -4 -2 1] 2 4 6

Zeit im Verhdltnis zur Internalisierung des PO Mittelkérpers (in Minuten)

Abbildung 33: Die beiden Wellen der Aktinansammlung sind genetisch trennbar und
verlaufen voneinander unabhangig. Bei par-1 RNAi Mutanten ist nur die zweite Welle der
Aktinansammlung kurz vor der Internalisierung des Mittelkérpers zu beobachten. Die erste
Welle der Aktinanhaufung im Zweizellstadium ist bei par-1 RNAiI Mutanten im Gegensatz zu
Kontrollen nicht zu sehen.

Bei par-1 RNAi Mutanten erfolgt keine erste wellenformige Anhaufung von
Aktin, wahrend die zweite Welle ungestort vonstatten geht (Abbildung 33).

Mittelkorper in par-1 Mutanten werden internalisiert (Tabelle 2).

Anhand der Zeitpunkte der Daten von ced-2 und par-1 Mutanten kann
nachgewiesen werden, dass die zweite Welle der Aktinakkumulation zur
Phagozytose des Mittelkdrpers fuhrt und dass die beiden Wellen genetisch
trennbar sind und unabhangig voneinander ablaufen. Die beiden Wellen
werden unabhangig voneinander reguliert und flihren zu unterschiedlichen

Vorgéangen.
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3.5. Lipidtransporter-Mutanten

Nachdem gezeigt wurde, dass die Aufnahme von Mittelkdrpern in Zellen
Uber Phagozytose durch eine von CED-10 abhéangige Umordnung von Aktin
erfolgt, sollen auch andere Proteine wie Lipidtransporter auf ihre Beteiligung
an der Internalisierung von Mittelk6rpern gepruft werden. Die
asymmetrische Verteilung von Phospholipiden entlang der Plasmamembran
leistet unter anderem einen wichtigen Beitrag zum Erhalt der Integritat der
Zelle und sie ist von Bedeutung in der Regulierung intrazelluléarer
Signalwege. Phosphatidylserin (PtdSer) und Phosphatidylethanolamin
(PtdEth) sind zytosolseitig an Plasmamembranen vorzufindende Lipide,
deren Asymmetrie entlang der Membran bei C. elegans durch
Lipidtransporter der P4-ATPase-Familie gewahrleistet wird. Sie sind im
Rahmen der Phagozytose von Bedeutung (Emoto, Kobayashi et al. 1996,
Darland-Ransom, Wang et al. 2008). Die Asymmetrie von Lipiden entlang
der Zellmembran kdonnte daher eine Rolle bei der Internalisierung von
Mittelkorpern per Phagozytose spielen. Aus diesem Grunde werden im
Folgenden mutierte C. elegans Embryonen mit mangelhafter Auspragung
der Lipidtransporter TAT-1 und TAT-5 betrachtet.

tat-1

Zunachst werden die PO Mittelkérper bei tat-1 Mutanten hinsichtlich ihres
Verhaltens bei der Internalisierung betrachtet. Diese dauert im Vergleich mit
Wildtypen &hnlich lange (Tabelle 2). Die Daten deuten darauf hin, dass
PtdSer keinen Einfluss auf den zeitlichen Ablauf der Internalisierung hat.

Erstaunlicherweise ist bei tat-1 Mutanten zu sehen, dass sich der PO
Mittelkdrper bei 92% der zwolf analysierten Mutanten in zwei oder mehr
Fragmente aufteilt, wahrend dies bei Wildtypen nur bei 6% von 18
analysierten Embryonen der Fall ist. Auch der AB Mittelkdrper teilte sich in
17% der zwolf beobachteten Falle in mehrere Fragmente auf, was bei 17
Kontrollen nie der Fall war (Fazeli, Trinkwalder et al. 2016). Die Daten

deuten darauf hin, dass eine erh6hte Anzahl von PtdSer auf der
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Zelloberflache zu haufigeren Internalisierungen von Mittelkérperfragmenten
fuhrt.

Die einzelnen Mittelkérperfragmente kbénnen von verschiedenen Zellen
aufgenommen werden. Beispielsweise zerfallt beim Embryo WEH 75-4
sieben Minuten nach Beginn des Vierzellstadiums der PO Mittelkorper in
Stiicke, woraufhin ein gro3er Teil in die EMS Zelle und ein kleinerer in die
Aba Zelle gelangt. Auffallend haufig wurden Teile des PO Mittelkdrpers von
Tochterzellen der ABa Zelle internalisiert, bei tat-1 Mutanten geschah dies
in 67% der betrachteten Falle im Vergleich zu 15% bei Kontrollembryonen.
Es ware nicht moglich, dass verschiedene Zellen Teile des zersplitterten PO
Mittelkorpers aufnehmen kénnen, wenn die Abtrennung der interzellularen
Briicke nur auf einer Seite des Mittelkdrpers mit nachfolgender Autophagie
durch eine Tochterzelle geschahe (Fazeli, Trinkwalder et al. 2016).

tat-1 Mutanten, PO Mittelkorper,
Mittelwert und Standardabweichung, n=9
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Abbildung 34: Bei tat-1 Mutanten verlieren Mittelkdrper an Fluoreszenz.

Die relative Fluoreszenzintensitat der PO Mittelkdrper (NMY-2::GFP::ZF1) von tat-1
Mutanten (n=9) nimmt ab. Die Mittelkdrper zersplittern und internalisieren in Zellen. Bei
zersplitterten PO Mittelkérpern habe ich das hellste Fragment weiterverfolgt.

Um zu testen, ob die Phagosomen sich in tat-1 Mutanten normal verhalten,

habe ich NMY-2::GFP::ZF1 gemessen. Bei den Auswertungen habe ich
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stets das gréf3te und hellste Fragment weiterverfolgt und gemessen.
Anhand der Kurven der ZF1 abhangigen Fluoreszenzintensitat (Abbildung
34) ist zu sehen dass diese bei PO Mittelkdrpern bei tat-1 Mutanten
abnimmt, &hnlich der Kurven der Wildtypen. Die Daten deuten darauf hin,
dass der Abbau des Mittelkdrpers im Phagosom bei tat-1 Mutanten im

Vergleich zu Kontrollen vergleichbar ablauft.
tat-5

Die PtdEth-Flippase TAT-5 verhindert, dass PtdEth auf der Zelloberflache
exprimiert wird. PtdEth kommt wahrend der Zytokinese auf der
Zelloberflache vor und muss fur eine erfolgreiche Abszission wieder
verschwinden (Emoto, Kobayashi et al. 1996). Die Asymmetrie von PtdEth
entlang der Zellmembran kdnnte einen Einfluss auf die Internalisierung von
Mittelkorpern haben, jedoch ist TAT-5 bisher nicht direkt mit Phagozytose in
Verbindung gebracht worden. Daher werden die PO, AB und P1 Mittelkorper
(NMY-2::GFP::ZF1) von tat-5 RNAiI Mutanten dahingehend analysiert.

Bei tat-5 Mutanten werden die PO Mittelkorper in keinem der elf

beobachteten Embryonen internalisiert (Abbildung 35). Sie bleiben

stattdessen bis zum Filmende, also ca 60 bis 90 Minuten lang, an der
Zelloberflache sichtbar. Auch bei P1 Mittelkoérpern findet bei elf
beobachteten Embryonen keine Internalisierung bis Filmende statt, die AB
Mittelkorper werden in 91% von elf analysierten Mutanten nicht in Zellen
aufgenommen. Phénotypisch verhalten sich die PO, AB und P1 Mittelkorper
der tat-5 Mutanten ahnlich denen der Mutanten der Phagozytose (ced-1,
ced-2, abi-1) (Tabelle 2).
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NMY-2:-ZF1

Kontrolle ' tat-5 RNAi

Abbildung 35: keine Internalisierung und erhaltene Fluoreszenzintensitat bei tat-5 Mutant
(rechts) im Vergleich zur Kontrolle (links) im 15-Zellstadium. NMY-2::GFP::ZF1 in gelb
sowie PH-Domane der Membranen in blau dargestellt. Die fluoreszenzmikroskopischen
Darstellungen werden freundlicherweise von Dr. Gholamreza Fazeli bereitgestellt.

Unter der Hypothese, dass TAT-5 Abszission oder Phagozytose
kontrollieren kdnnte, wird eine quantitative Auswertung der ZF1-vermittelten
Fluoreszenzintensitat angefertigt. Hierbei ist zu sehen, dass diese in tat-5
Mutanten bis zum Filmende vom Abbau im Proteasom verschont bleibt

(Abbildung 36). Diese Ergebnisse legen erstmals nahe, dass Mittelkdrper in
tat-5 Mutanten keinen Kontakt zum Zytoplasma haben und dass TAT-5 und/
oder die Asymmetrie von PtdEth an der Zellmembran zur Phagozytose
notwendig sind (Fazeli, Trinkwalder et al. 2016). Zudem konnte kein

auffalliger Defekt der Abszission bei tat-5 Mutanten beobachtet werden.
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PO Mittelkorper bei tat-5 Mutanten,
Mittelwert und Standardabweichung, n=9
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Abbildung 36: Mittelkorper bei tat-5 RNAi Mutanten zeigen konstante Fluoreszenz. Der PO
Mittelkdrper (NMY-2::GFP::ZF1; n=9) wird bei tat-5 RNAi Mutanten nicht angeséuert, da er
sich nicht im Phagosom befindet, und nicht ZF1-abhéangig abgebaut.
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Nachdem bei tat-5 Mutanten in der ZF1 Darstellung aufgefallen war, dass
die Internalisierung der PO, AB und P1 Mittelkérper ausbleibt und weil TAT-
5 bisher nicht direkt mit Phagozytose in Verbindung gebracht worden ist,
soll gepruft werden, ob die zweite Welle der Aktinanreicherung (Abbildung
32) um den PO Mittelkérper bei tat-5 RNAiI Mutanten bei C. elegans zu

sehen ist.

Iy

uiny

Zeit ab Beginn des Vierzellstadiums
(in Minuten)

Abbildung 37: tat-5 RNAIi Mutanten zeigen im
Vierzellstadium keine Aktinanreicherung um den PO
Mittelkdrper, Mittelkdrper gelb sowie Aktinfilamente blau
dargestellt, unten Bildausschnitte des Geschehens um den
PO Mittelkérper 3,6,9, und 10 Minuten nach Beginn des
Vierzellstadiums. Mittelkbrper werden nicht internalisiert
und es erfolgt keine Anreicherung von Aktin um den PO
Mittelkorper. Die fluoreszenzmikroskopischen
Darstellungen werden freundlicherweise von Dr.
Gholamreza Fazeli bereitgestellt.

Bei acht Embryonen, die mit RNAIi gegen tat-5 RNAi-behandelt sind, ist
keine Akkumulation von Aktin wahrend des Vierzellstadiums (wenn

ublicherweise die Internalisierung des PO Mittelkodrpers stattfinden wirde) zu
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sehen (Abbildung 37). Die phanotypische Ahnlichkeit von tat-5 Mutanten mit

den Mutanten der Phagozytose lasst zudem auf eine Beteiligung von TAT-5
und/oder der Asymmetrie von PtdEth an der Internalisierung von
Mittelkdrpern durch Phagozytose schlie3en. Die Daten legen nahe, dass
TAT-5 im Rahmen der Akkumulation von Aktinfilamenten um den

Mittelkorper eine Rolle spielt.

3.6. Bedeutung von Autophagie beim Abbau von Mittelkdrpern

Bei Saugetierzellen in Kultur fiel auf, dass Autophagie-Proteine eine Rolle
beim Abbau von Mittelkérpern spielen (Pohl and Jentsch 2009, Kuo, Chen
et al. 2011, Isakson, Lystad et al. 2013). Das mit Autophagie assoziierte
Protein Beclin 1 sowie das Protein LC3 aus der Atg8-Familie befinden sich
Ublicherweise um Autophagosomen. Zudem sind sie um internalisierte
Mittelkorperreste zu finden und sind zum Abbau von Mittelkérpern nétig
(Pohl and Jentsch 2009). Beim Autophagosom handelt es sich um ein
intrazellular befindliches und von einer Doppelmembran umgebenes
Blaschen, das de novo gebildet wird. Es umgibt Organellen aus dem
Zytoplasma und baut diese anschlieRend durch Fusion mit dem Lysosom
ab. Jedoch wurde bisher nicht gepriift, ob Proteine, die an Autophagie
beteiligt sind, eine Rolle beim autophagosomalen Abbau der Mittelkérper

spielen.

Fur die Bildung und Reifung des Autophagosoms werden unter anderem
der PI3K Ill Komplex sowie Proteine aus der Atg8-Familie, inklusive LGG-1
und LGG-2 bendtigt (Alberti, Michelet et al. 2010). Die PI3K Il besteht aus
der Kinase Vps34 und dem Beclin 1 Homolog BEC-1. Durch Analysen
entsprechender Mutanten soll der Frage nachgegangen werden, wie
Mittelkdrper abgebaut werden. PI3K 1l kdnnte einen Autophagie-
vermittelten Abbau von Mittelkdrpern regulieren, beispielsweise indem sie
Einfluss auf die Sequestrierung und den Einschluss des Mittelkérpers im

Autophagosom hat.

Jedoch ist die PI3K Ill bei Saugetieren zudem an einer ganzen Reihe von

weiteren Vorgdngen an Membranen beteiligt. VPS-34 wirkt in C. elegans
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auch an der Regulierung der Phagozytose und der Reifung des Phagosoms
mit, sowie am Transport von Vesikeln, an Endozytose und Autophagie
(Kinchen, Doukoumetzidis et al. 2008). Bei C. elegans wurde des Weiteren
gezeigt, dass das Beclin 1 Homolog BEC-1 an Phagozytose beteiligt ist
(Huang, Jia et al. 2013). Die PI3K Ill ist zudem an der Trennung der
Tochterzellen am Ende der Mitose beteiligt (Funderburk, Wang et al. 2010,
Thoresen, Pedersen et al. 2010). Daher erscheint es moglich, dass die PI3K
lIl neben ihrer Beteilligung an Autophagie auch bei der Abszission oder der
Internalisierung von Mittelkérpern mitwirkt. Die vorher gezeigten Daten
stiitzen die These, dass Mittelkdrper nach extrazellular abgegeben und im

Anschluss per Phagozytose von Zellen aufgenommen werden.

Im Folgenden wird mittels der ZF1-Technik gepruft, inwiefern die PI3K Il an
der Loslosung der beiden Tochterzellen voneinander, an der Aufnahme des
Mittelkorpers in eine Zelle oder an dessen ZF1-vermitteltem Abbau im
Zytoplasma mittels Autophagie beteiligt sein kénnte. Zudem ist von
Interesse, inwiefern die PI3K Il bei der Aktin-abhangigen Phagozytose von
Mittelkdrpern beteiligt ist.

Unter dieser Hypothese waren bei PI3K Il Mutanten schnell abfallende
Werte der ZF1- abhéangigen Fluoreszenzintensitat von Mittelkdrpern zu

erwarten.

Wachstumsgeschwindigkeit

BEC-1 und VPS-34 haben Einfluss auf die Wachstumsgeschwindigkeit bei
C. elegans Embryonen (Roggo, Bernard et al. 2002, Melendez, Talloczy et
al. 2003, Levine, Liu et al. 2015). Um die Zeitpunkte fir die Aktin- und ZF1-
Messungen bei bec-1 sowie vps-34 Mutanten festlegen zu kbnnen, muss
zunachst bestétigt werden, wie langsam sich Mutanten entwickeln. Daher
Uberprifte ich zunéchst die Geschwindigkeit der Zellzyklen von PI3K Ili

Mutanten.
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PI3K Mutanten vps-34 und bec-1
entwickeln sich langsamer im Vergleich zu Wildtypen.
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Abbildung 38: langsamere Geschwindigkeit der Zellzyklen bei PI3K Il Mutanten; Die
durchschnittliche Zeit im Verhéltnis zum Vierzellstadium, die zur Entwicklung der jeweiligen
Zellstadien bendotigt wird, wird bei folgende Rassen betrachtet: Kontrollembryonen
(WEH51, schwarz, n=11), ced-2 Mutanten (WEH71, gruin, n=10), vps-34 Mutanten
(WEH73, blau, n=5) und bec-1 Mutanten (WEHG69, rot, n=6), (Fazeli, Trinkwalder et al.
2016); veranderter Nachdruck mit freundlicher Genehmigung durch Company of Biologists
LTD, Journal of Cell Science, Vol 129, S. 3721-3731

Die C. elegans PI3K Il Mutanten weisen phanotypisch keine
offensichtlichen Zellteilungsdefekte auf. Die PI3K Il wird daher
augenscheinlich fur die Trennung der Tochterzellen bei Embryonen nicht
benotigt. Zudem ist bei den meisten der beobachteten bec-1 und vps-34
Mutanten eine langsame, aber unauffallige Embryonalentwicklung zu
sehen. Die Entwicklung der vps-34 Mutanten erfolgt um 19% (n=13)
langsamer als die von Kontrollen, bei bec-1 mutierten Embryonen (n=15)
dauert das Wachstum 32% langer (Abbildung 38). Die PI3K Ill Mutanten

vps-34 und bec-1 bendtigen deutlich lAnger um sich vom Vierzellstadium

zum 15-Zellstadium zu entwickeln als Kontrollembryonen. Da die PI3K Ill an
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vielen Vorgangen entlang der Membran beteiligt ist (unter anderem
Abszission, Phagozytose, Autophagie) werden zusatzlich ced-2 Mutanten
(=Phagozytose-Mutanten) analysiert. Diese Embryonen entwickeln sich bis
zum 15-Zell-Stadium ahnlich schnell wie Kontrollen. Somit scheinen die
Unterschiede in der Wachstumsgeschwindigkeit auf die Beteiligung der
PI3K Il an Autophagie zurlckzufuhren sein, da Abszission fehlerfrei ablauft
und andere Phagoytose-Mutanten normal schnell gedeihen. Angesichts der
um 19 — 32% langsameren Wachstumsgeschwindigkeit der bec-1 und vps-
34 Mutanten im Vergleich zu Kontrollen und Phagozytose-Mutanten missen
die Messungen der ZF1 Fluoreszenz bis 40 Minuten nach Beginn des

Vierzellstadiums anstelle 30 Minuten bei Kontrollen analysiert werden.

Mittelkdrper-Analyse

Um zu verstehen, welche Rolle die PI3K Il bei Embryonen von C. elegans
in Bezug auf den Mittelkorper spielt, werden bec-1 und vps-34 Mutanten in
vivo beobachtet.

Abbildung 39: vps-34 Mutant im 15-Zellstadium (links), zum Vergleich Kontrolle (rechts);
Mittelkdrper (NMY-2::GFP::ZF1; in gelb zu sehen) werden bei vps-34 Mutanten (linkes Bild)
nicht internalisiert, sie halten sich entlang der Plasmamembranen (GFP, blau) auf. Bei
Kontrollen (rechtes Bild) hingegen sind bis zum 15-Zellstadium alle Mittelkdrper in Zellen
internalisiert und abgebaut. Die fluoreszenzmikroskopischen Darstellungen werden
freundlicherweise von Dr. Gholamreza Fazeli bereitgestellt. (Fazeli, Trinkwalder et al. 2016)
Insbesondere von Interesse sind hierbei die Geschehnisse rund um die PO,
AB und P1 Mittelkdrper von der Trennung der IZB zwischen den beiden
Tochterzellen am Ende der Mitose bis zu dessen zellularer Aufnahme und

Abbau. Diese Ereignisse kdnnen jedoch nicht direkt beobachtet werden,
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sodass indirekt Schlisse gezogen werden missen. Aufgrund der
Beteiligung der PI3K Il an vielerlei verschiedenen zellularen Vorgangen

sind folgende Phanotypen denkbar:

1) Ein sofortiger ZF1-Abbau ist bei Beteiligung der PI3K Il an Abszission zu
erwarten. Ein Defekt bei der Abszission konnte auch zu einem Ausbleiben
der Internalisierung flihren. 2) Bei einer Bedeutung der PI3K Ill im Rahmen
der Phagozytose sollten weder Internalisierungen noch ZF1-Abbau zu
sehen sein, weil sich der Mittelkérper extrazellular befindet. 3) Wenn die
PI3K Il bei der Autophagie der Mittelkérper im Phagosom wichtig ware, sind
Internalisierungen der Mittelkérper ohne nachfolgenden ZF1-Abbau zu

erwarten.

Da Internalisierungen bei den beobachteten Mutanten ausbleiben, ist eine
Beteiligung von BEC-1 und VPS-34 an Abszission denkbar, wie im ersten
Punkt aufgefuihrt. Jedoch findet ein sofortiger ZF1-Abbau nicht statt. Trotz
der langsamen Wachstumsgeschwindigkeit werden Mittelkdrper nicht in
Zellen aufgenommen und verbleiben mit erhaltener Fluoreszenzintensitat an

der Zelloberflache (Abbildung 39 und Tabelle 2), was zur oben

beschriebenen zweiten Hypothese passt. Das Verhalten der Mittelkoérper bei
PI3K Il Mutanten ist aufgrund ausbleibender Internalisierungen dem von
Phagozytose-Mutanten sehr ahnlich. Meine Daten legen eine Bedeutung
PI3K Il bei der Phagozytose der Mittelkorper bei C. elegans Embryos nahe.
Eine Aussage zur Beteiligung am Abbau von Mittelkérpern (entsprechend
der oben formulierten dritten Hypothese) kann aufgrund ausbleibender

Internalisierungen nicht getroffen werden.

Analyse nach der ZF1-Technik

Um besser zu verstehen, welche Rolle die PI3K Il bei Embryonen von C.
elegans bei der Internalisierung der Mittelkérper spielt, werden bec-1 und
vps-34 Mutanten mit der ZF1-Technik betrachtet. Die Analyse der ZF1-
abhangigen Fluoreszenz der Mittelkdrper zeigt, dass diese bei Mutanten der
PI3K Il — bec-1 und vps-34 — im Vergleich zu Kontrollen keinem ZF1-
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vermittelten Abbau unterliegen, die PO Mittelkérper (NMY-2::GFP::ZF1)

weisen einen konstanten Wert an Fluoreszenzintensitat auf (Abbildung 40).

Kontrollen

bec-1 Mutanten

0,2 vps-34 Mutanten

relative Fluoreszenzintensitat
des PO Mittelkdrpers
[e]
-

0 5 10 15 20 25 30 35 40
Zeit in Minuten ab Beginn des Vierzellstadiums

Abbildung 40: Mittelkorper bei PI3K Il Mutanten verlieren kaum an Fluoreszenz; PO
Mittelkdrper von Mutanten der PI3Kinase, vps-34 (blau, n=4) und bec-1 (griin, n=6), die
NMY-2::GFP::ZF1 exprimieren, verlieren kaum an Fluoreszenzintensitat, im Gegensatz zu
denen von Kontrollen (WEH51, orange, n=9).

Da der ZF1-Abbau im intrazellular gelegenen Proteasom stattfindet, kann
daraus gefolgert werden, dass NMY-2::GFP::ZF1 keinen Kontakt zum
Zytoplasma hat, dass also der PO Mittelkérper am Ende der Zellteilung nach
extrazellular freigesetzt wird. Dies setzt voraus, dass die Abszission zuvor
stattfand. Also haben mit Autophagie assoziierte Proteine (PI3K IIl) Einfluss

auf Internalisierungen von Mittelkérpern, aber nicht wahrend der Abszission.
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Rolle der PI3K Ill bei Phagozytose

Um der Frage nachzugehen, ob die PI3K Il im Rahmen der Phagozytose

der Mittelkodrper ben6tigt wird, werden im Folgenden bec-1 Mutanten
anhand der LifeAct-Analyse naher betrachtet. Anhand der WEH106 Linie,
ein bec-1 Mutant (Abbildung 41), bei dem Aktin durch LifeAct::RFP sowie
Mittelkorper mit NMY-2::GFP dargestellt sind, soll die Rolle der PI3K Il bei
der Polymerisierung von Aktinfilamenten sowie der Phagozytose von

Mittelkdrpern gepruft werden.
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Abbildung 41: PI3K Il ist bei Phagozytose beteiligt.
Bei bec-1 Mutanten ist keine Akkumulation von
Aktinfilamenten (blau, LifeAct::RFP) rund um den
PO Mittelkorper (gelb, NMY-2::GFP) zum
Ublicherweise zu erwartenden Zeitpunkt der
Internalisierung zu sehen; die Bildausschnitte
unten 4,8,12 und 13 Minuten nach Beginn des
Vierzellstadiums zeigen das Fehlen von
Internalisierung und Aktinansammlung; modifiziert
nach (Fazeli, Trinkwalder et al. 2016); Die
fluoreszenzmikroskopischen Darstellungen werden
freundlicherweise von Dr. Gholamreza Fazeli
bereitgestellt.
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Phanotypisch werden die Mittelkdrper bei der WEH106 Linie nicht
internalisiert. Es ist zudem keine Anreicherung von Aktin um den PO
Mittelkdrper zu Zeitpunkten, an denen eine Internalisierung zu erwarten
ware, zu sehen. Dass Mittelkdrper bei PI3K Mutanten nicht internalisiert
werden und stattdessen extrazellular verbleiben, spricht fir eine Beteiligung

der PI3K Il an Phagozytose.

lgg-1/1gg-2

Anhand der Analysen der PI3K Il Mutanten ist nun bekannt, dass Proteine,
die mit Autophagie in Verbindung gebracht werden, eine Rolle bei der
Phagozytose spielen. Um zu prifen, ob dies auch fir andere
Autophagieproteine gilt, oder ob der Einfluss Uber Autophagie erfolgt,
werden Homologe des bekanntesten Autophagie-assoziierten Proteins
(Atg8) betrachtet. LGG-1 und LGG-2 sind zur Verlangerung der Membran
des Autophagosoms notwendig (Alberti, Michelet et al. 2010, Manil-Segalen,
Culetto et al. 2014) und agieren somit etwas spater im Ablauf der
Autophagie. Auch LGG-1 und LGG-2 sind an einer Vielzahl zellularer
Vorgéange beteiligt, jedoch handelt es sich weitgehend um andere als die der
PI3K Ill. Durch Beobachtung von Igg-1; Igg-2 RNAI Mutanten soll
herausgefunden werden, ob diese bzw Atg8 im Rahmen der Autophagie fur
den Abbau des Mittelkdrpers bendtigt werden. Atg8/LC3 spielt im Rahmen
der LAP eine bedeutende Rolle im Erhalt der Homgostase in tierischen
Zellen. LAP und Autophagie sind in den letzten Jahren stark erforscht
wurden und weisen starke Ahnlichkeiten auf, jedoch unterscheiden sie sich
beispielsweise in der Zusammensetzung von Proteinen (Fazeli and
Wehman 2017).
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Abbildung 42: Autophagie-assoziierte Proteine sind nicht
zur Internalisierung der Mittelkdrper notig; Mittelkorper
(NMY-2::mCherry, in gelb dargestellt) werden in Igg-1;
lgg2 RNAi Mutant im 8-Zell Stadium internalisiert,
Plasmamembranen sind in blau dargestellt. Die
fluoreszenzmikroskopische Darstellung wird
freundlicherweise von Dr. Gholamreza Fazeli
bereitgestellt. Modifiziert nach (Fazeli, Trinkwalder et al.
2016)

Die Mittelkorper, die aus den ersten drei Zellteilungen hervorgehen, werden
bei den Igg-1; Igg-2 -Mutanten im Gegensatz zu den PI3K Il Mutanten von
Zellen internalisiert (Abbildung 42). Dies geschieht von der Art und Weise

her ahnlich den Wildtypen (Tabelle 2). Die Verlangerung der Membran des
Autophagosoms scheint daher bei der Internalisierung von Mittelkérpern
keine Rolle zu spielen.
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Abbildung 43: Fur den Abbau des Mittelkdrpers ist Autophagie notig.

Die Fluoreszenzintensitat von PO Mittelkérpern bleibt bei Igg-1; Ilgg-2 RNAi Mutanten (rot,
n=6) nach der Internalisierung konstant, bei Kontroll Embryonen WEH02 (NMY-2::mCherry;
blau, n=6) ist die Fluoreszenzintensitat 43 + 7 Minuten nach Beginn des Vierzellstadiums
verschwunden

Zusatzlich wurde geprift, ob Autophagie-assoziierten Proteine eine Rolle
beim Abbau des Mittelkorpers spielen. Uberraschenderweise bleibt in
WEH98 Igg-1; Ilgg-2 RNAI Mutanten die Fluoreszenzintensitat der PO
Mittelkorper (NMY-2::mCherry) nach stattgefundener Internalisierung im
Vergleich zu entsprechenden Kontrollembryonen WEHO2 konstant.
Wahrend die Fluoreszenzintensitat der PO Mittelkdrper bei Kontrollen 43 + 7
Minuten nach Beginn des Vierzellstadiums nicht mehr zu sehen ist, bleibt sie
bei Ilgg-1; lgg-2 RNAI Mutanten bis zum Filmende erhalten. Dies zeigt, dass
LGG-1 und LGG-2 fur den Abbau des Mittelkdrpers benétigt werden. Da
LGG-1 und LGG-2 auch wahrend der LC3-vermittelten Phagozytose eine
Rolle spielen, ist ein Abbau der Mittelkdrper durch LC3-vermittelte

Phagozytose denkbar.
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4. Diskussion

Die Ergebnisse zeigen, dass mithilfe der ZF1 Technik verschiedene Phasen
des Transports eines Mittelkérpers unterschieden werden kénnen, von
Abszission bis Phagozytose bis hin zum Abbau im Lysosom.
Mittelkorperproteine kénnen gezielt mit ZF1-Reportern gekennzeichnet
werden. Der Abbau erfolgt im intrazellular gelegenen Proteasom. Im
Nachhinein wéare es besser, einen ZF1-Reporter mit mCherry Proteinen zu
bauen, da GFP bei Kontakt zu sauren Bestandteilen unkenntlich wird. Aber
die Messungen mit GFP-Reportern haben gezeigt, dass der Mittelkérper
nach seiner intrazellularen Aufnahme in saures Milieu des Endosoms und

Lysosoms gelangt.

Die Daten zeigen, dass sich der Mittelkérper nach der Trennung der
Tochterzellen auf der Zelloberflache befindet. Dort werden weder AB- noch
PO- und P1 Mittelkdrper ZF1-vermittelt abgebaut. Daher ist davon
auszugehen, dass die Abszission mit der beidseitigen Durchtrennung der
1ZB und der Abgabe des Mittelkdrpers nach extrazellular endet. Einerseits
kénnen Mittelkorper von Zellen ohne Beziehung zu ihnen aufgenommen
werden (Chai, Tian et al. 2012, Ou, Gentili et al. 2014). Des Weiteren
konnte Fazeli et al. (2016) zeigen dass bei ced-2 Mutanten Bewegungen
der Mittelkoérper an der Oberflache des Embryos zu sehen sind — losgeldst
von den Tochterzellen. Zudem konnte dieser nach der Internalisierung von
Mittelkorpern Marker der Plasmamembran (PIP2-positive Reporter) um den
Mittelkorper herum darstellen, was nur bei vorheriger extrazellularer Lage
des Mittelkorpers zu erwarten wére. Die Abgabe des Mittelkdrpers nach
extrazellular erfolgt auch dann, wenn der Mittelkdrper spater von einer

Tochterzelle internalisiert wird, wie es bei PO Mittelkdrpern meist der Fall ist.

Konig, Frankel et al. (2017) konnten elektronenmikroskopisch bestatigen,
dass die Abtrennung der 1ZB zu beiden Seiten des PO Mittelkorpers
stattfindet. Anhand der Daten dieser Arbeit bleibt es unklar, an welcher

Seite des Mittelkorpers die 1ZB zuerst abgetrennt wird. Konig, Frankel et al.
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(2017) haben spéater gezeigt, dass dies zunachst auf einer zufalligen Seite

des Mittelkorpers geschieht.

Meine Kollegen aus der Arbeitsgruppe Wehman konnten spater zeigen,
dass bei der Phagozytose Mittelkorper durch eine Zelle eine zweite
Membran erhalten und nach der Internalisierung komplett vor dem ZF1-

vermittelten Abbau im Proteasom geschitzt sind.

Wir haben bestatigt, dass Mittelkérper von der Zelloberflache zum Abbau
nach intrazellular durch Phagozytose gelangen. Die Ergebnisse aus den
Analysen von TAT-1 kdnnten daruber hinaus Hinweise geben, wie
Phagozytose gezielt in einer Zelle ablauft. Freigesetzte Mittelkérper kdnnten
ihre Phagozytose in Gang setzen, indem sie das Lipid PtdSer nach aul3en
verlagern (Chai, Tian et al. 2012). Ob TAT-1 im freigesetzten Mittelkérper
inaktiv ist oder ob andere Proteine PtdSer Asymmetrie regulieren, ist noch
unbekannt. Die Bereitschaft eines Mittelkdrpers zur Phagozytose koénnte
durch Einfluss von TAT-1 und/ oder PtdSer vermittelt werden. Vermehrte
Aktivierung von PtdSer-abhéangigen Phagozytose-Signalwegen durch
vermehrtes Vorkommen von PtdSer hat haufigere Internalisierungen zur
Folge. Es ware auch interessant zu wissen, wie Mittelkbrper in mehreren
Stlcken internalisiert werden. Es ist noch unklar, ob Mittelkdrper wahrend
der Phagozytose in tat-1 Mutanten auseinandergerissen werden, oder ob
sie schon gestuckelt waren. Weitere Experimente mit TAT-1 und PtdSer
werden neue Einsicht in Phagozytose geben.

Wir haben auch neue Proteine entdeckt, die Mittelkdrperphagozytose
regulieren, inklusive ABI-1, BEC-1, VPS-34, und TAT-5. Fir die
Phagozytose von Mittelkdrpern ist die Umorganisation des Aktingerists
erforderlich (Crowell, Gaffuri et al. 2014). Diese wird durch die CED-
10/Racl-abhangige Polymerisierung von Aktin veranlasst (Chai, Tian et al.
2012). CED-1 und CED-2 und ABI-1 minden tber drei voneinander
unabhangige Signalwege in CED-10/Racl und alle drei sind wichtig fur
Mittelkbrperphagozytose. Bei Sdugetierzellen ohne Beclin 1 sind weniger
Wiederverwertungen von Phagozytoserezeptoren der Plasmamembran zu

beobachten, was auf einen Defekt bei der Erneuerung von
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Retromerkomplexen zurtickzufiihren ist (Lucin, O'Brien et al. 2013). Bei vps-
34 Mutanten konnten unsere Daten zeigen, dass im Gegensatz zu
Kontrollen kein CED-1 entlang der Plasmamembran zu finden ist (Fazeli,
Trinkwalder et al. 2016). Proteine des PI3K IlI-Kkomplexes sowie der PtdEth-
Flippase TAT-5 sind auch wichtig fur Umorganisation des Aktingerusts und
Mittelkorperphagozytose. PAT-3, von dem eine Beteiligung an der CED-
10/Racl-abhangigen Phagozytose Uber einen anderen Signalweg bekannt
ist, hat jedoch keinen Einfluss auf die Internalisierung der Mittelkdrper. Die
Daten legen nahe, dass Mittelkérper durch CED-10-abhangige Phagozytose
durch ein Zusammenspiel verschiedener Rezeptoren der Plasmamembran
und des Mittelkdrpers sowie durch Verformung der Zelloberflache durch

Umorganisation des Aktingerusts an der Zellmembran internalisiert werden.

In den letzten Jahren wurde auf3erdem die LC3-vermittelte Phagozytose
genauer erforscht. Mittelkdrper werden via Phagozytose in Zellen
aufgenommen und LC3-vermittelt abgebaut, wobei sowohl PI3K 11l als auch
Atg8/LC3 Proteine eine bedeutende Rolle spielen. Die PI3K wird auch nach
der Internalisierung des Mittelkdrpers bendtigt (Fazeli, Trinkwalder et al.
2016). Im Rahmen der LC3-vermittelten Phagozytose beeinflusst die
Aktivitat der PI3K Il die Reifung des Phagosoms. Fazeli hat
herausgefunden, dass LGG-2 sich nicht mehr am Phagosom in PI3K
Mutanten befindet (Fazeli, Trinkwalder et al. 2016). Proteine wie VPS-34,
die bisher mit Autophagie in Verbindung gebracht werden, sind also zudem
notwendig fur die Reifung des Mittelkdrper-Phagosoms zusammen mit den
Atg8-Homologen LGG-1 und LGG-2. Was genau die Atg8-Homologen auf
dem Phagosom bewirken, ist noch unklar. Eine Mdaglichkeit wére, dass sie
wichtig fur die Aufschlisselung der Mittelkdrpermembran sind. Wahrend der
Autophagie ist Atg8 wichtig fur die Aufschliisselung der Innermembran des
Autophagosoms (Lamb, Yoshimori et al. 2013, Fazeli and Wehman 2017).
Anschlie3end kann die Fusion des Mittelkdrper-Phagosoms mit dem
Lysosom stattfinden, woraufhin der Mittelkérper schlie3lich abgebaut wird.

Im Anschluss an meine Analysen wurde in der Arbeitsgruppe an der

Thematik weitergeforscht, unter anderem zur Rolle der PI3K III bei der
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Abszission sowie zur Geschwindigkeit des Zellzyklus bei PI3K Il Mutanten,

auch zum Einfluss von Fluoreszenzlicht auf Embryonen. Des Weiteren

wurde eine genaue Auswertung des Zusammenzuges des kontraktilen

Ringes angefertigt und das Autophagieprotein ATG-7 genauer untersucht.

Mittelkdrper haben vielfaltige, teilweise signalgebende Funktionen wéhrend

und nach der Zellteilung. Von medizinischer Relevanz ist die Thematik, da

vermutet wird, dass Fehlregulationen bei Vorgangen rund um den

Mittelkdrper unter anderem zu Autoimmun-Erkrankungen fihren kénnen

oder an der Entstehung von Tumoren beteiligt sein kénnten. Beispielsweise

durch Beeinflussung bei der Zelldifferenzierung zu Stammzellen oder

differenzierten Zellen. Kuo, Chen et al. (2011) bemerkten, dass

differenzierte Zellen und Zellen, die sich normal teilen, keine

MittelkOrperreste akkumulieren und gleichzeitig eine hohe Aktivitat an

Autophagie aufweisen. Stammzellen und Krebszellen hingegen haufen

MittelkOrperreste an und zeigen eine niedrige Aktivitat an Autophagie,

indem sie die Abkapselung des Autophagosoms verhindern.
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Abbildung 44: modellhafter Weg des Mittelkdrpers:
Der kontraktile Ring zieht sich zusammen und bildet die IZB. Diese beinhaltet Mikrotubuli
(blau) sowie den Mittelkdrper (griin). Die Trennung der beiden Tochterzellen beginnt
zunachst auf einer Seite des Mittelkdrpers. Nachdem die 1ZB beidseitig ESCRT-abhéngig
abgetrennt ist, befindet sich der Mittelkbrper von einer Membran (grau) umgeben
extrazellular. Aktin (rot) bildet eine tassenahnliche Struktur um den Mittelkorper

einzuverleiben, dies geschieht Uber einen Signalweg via PI3K, CED-1 und CED-10. Zur
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Reifung des Phagosoms ist PI3K Aktivitat nétig, sowie LGG-1 und LGG-2. Jeder Strich
bedeutet eine Doppellipidschicht. Nachdruck mit freundlicher Genehmigung durch
Company of Biologists LTD, Journal of Cell Science, (Fazeli, Trinkwalder et al. 2016), Vol
129, S. 3721-3731
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5. Zusammenfassung

Bei der Teilung einer Zelle werden das Genom und die Zellbestandteile
zwischen zwei Tochterzellen aufgeteilt. Dies erfordert verschiedene fein
aufeinander abgestimmte Vorgange. Unter anderem ist eine proteinreiche
Struktur beteiligt, die 1891 entdeckt wurde: der Mittelkdrper. In vorliegender
Arbeit wurden gezielt gekennzeichnete Mittelkbrperproteine analysiert und
verschiedene Phasen des Transports unterschieden. Es erfolgten erstmals
Messungen unter Nutzung der ZF1-Methode. Zudem wird anhand der ZF1-
Technik nachgewiesen, dass im Rahmen der Zellteilung die Trennung der
interzellularen Briicke zu beiden Seiten des Mittelkorpers stattfindet,
woraufhin dieser nach extrazellular abgegeben wird und tber einen der
Phagozytose ahnlichen und von Aktin abhangigen Mechanismus von einer

Tochterzelle oder unverwandten Nachbarzelle aufgenommen wird.
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Tabelle 1: Analysierte C. elegans Mutanten mit Angabe des Genotyps sowie
der Herkunft, Nachdruck mit freundlicher Genehmigung durch Company of
Biologists LTD, Journal of Cell Science, Vol 129, S. 3721-3731, (Fazeli,
Trinkwalder et al. 2016)

Linie Genotyp Herkunft

BV113 zuls45[nmy-2::NMY-2::GFP+unc-119(+)]IV; Singh and Pohl 2014a
zbls2[pie-1::lifeACT::RFP+unc-119(+)]

LP162 nmy-2(cp13[nmy-2::gfp+LoxP]) I. Dickinson et al. 2013

WEHO02 [tIs38[pie-1::GFP::PH(PLC161)+unc-119(+)] Fazeli et al. 2016

xnls8[pJN343: nmy-2::NMY-2::mCherry+unc-
119(+)]unc-119(ed3) 1l

WEH51 unc-119(ed3) Ill; xnls65[nmy-2::gfp::zf1+unc- Fazeli et al. 2016
119(+)]IV; ltls44[pie-1::mCherry::PH(PLC61)+unc-
119(+)] V

WEH55 vps-34(h510) dpy-5(e61) I; Its38[pie- Fazeli et al. 2016

1::GFP::PH(PLC181)+unc-119(+)] xnls8[pJN343:
nmy-2::NMY-2::mCherry+unc-119(+)] unc-
119(ed3) lll; enEx441[vps-34(+); ced-1C::mRFP]

WEH61 ced-1(e1735) I; xnls65[nmy-2::gfp::zf1+unc- Fazeli et al. 2016
119(+)] IV; Itls44[pie-
1p::mCherry::PH(PLC161)+unc-119(+)] V

WEH69 bec-1(0k691) xnls65[nmy-2::gfp::zf1 + unc- Fazeli et al. 2016
119(+)] /nT1 IV; ItIs44 [pie-
1p::mCherry::PH(PLC161) + unc-119(+)] /
nT1[qls51] V

WEH71 ced-2(e1752) XNIS65[NMY-2::GFP::zF1 + UNC-119(+)] | Fazeli et al. 2016
IV; Itls44 [pie-1p::mCherry::PH(PLC161) + unc-
119(+)] V

WEH73 vps-34(h510) dpy-5(e61) I; unc-119(ed3) llI; Fazeli et al. 2016
xnls65[nmy-2::gfp::zf1 + unc-119(+)] IV;
Itls44[pie-1p::mCherry::PH(PLC161) + unc-119(+)]
V; enEx441[vps-34(+) + ced-1C::mRFP

WEH75 tat-1(kr15:Mos) lll; xnls65[nmy-2::gfp::zf1 + unc- | Fazeli et al. 2016
+)] IV; Itls44 [pie-1p::mCherry::PH(PLC161) +
unc-119(+)]1 vV

WEH78 [tls38[pie-1::GFP::PH(PLC161) + unc-119(+)] xnls8 | Fazeli et al. 2016
[pJN343: nmy-2::NMY-2::mCherry + unc-119(+)]
unc-119(ed3) Ill; ced-2(e1752) IV

WEH85 ced-2(e1752) zuls45[nmy-2::NMY-2::GFP + unc- Fazeli et al. 2016
119(+)] IV; zbls2 [pie-1::lifeACT::RFP + unc-119(+)]
WEH93 tat-1(kr15:Mos) llI; zuls45[nmy-2::NMY-2::GFP + Fazeli et al. 2016
unc-119(+)] IV; zbls2 [pie-1::lifeACT::RFP + unc-
119(+)]

WEH95 unc-119(ed3) Ill; pie-1::mCherry::HistoneH2B; Fazeli et al. 2016
xnls390 [pie-1::GFP::ZF1::PH(PLC161) + unc-
119(+)]
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WEH98

lgg-1(tm3489)l; ItIs38[pie-1::GFP::PH(PLC1581) +
unc-119(+)] xnls8 [pJN343: nmy-2::NMY-
2::mCherry + unc-119(+)] unc-119(ed3) IlI; Igg-
2(tm5755) IV; wurls36[lgg-1::gfp fosmid WRMO06
8A_G10]

Fazeli et al. 2016

WEH106

zbls2 [pie-1::lifeACT::RFP + unc-119(+)]l; bec-
1(ok691) zuls45[nmy-2::NMY-2::GFP + unc-
119(+)]IV / nT1[qlIs51] (IV; V)

Fazeli et al. 2016
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Internalisierung des PO Mittelkdrpers

Internalisierun

des AB Mittelkérpers

Internalisierun

des P1 Mittelkérpers

Linie Anzahl | 3-8 Zell- | 12 Zell- Keine n | 4-15 Zell- | 16 Zell- Keine n | 4-15 Zell- | 16-Zell- Keine

(n) Stadium | Stadium Internali- Stadium | Stadium Internali- Stadium | Stadium Internali-
und mehr | sierung* und mehr | sierung* und mehr | sierung*

Kontrollen

WEHO02 28 100% 0% 0% 20 | 95% 5% 0% 18 | 94% 6% 0%

(NMY-2::mCherry)

WEH51 28 96% 4% 0% 28 | 93% 0% 7% 28 | 93% 0% 7%

(NMY-2::GFP::ZF1)

BV113 15 100% 0% 0% 13 | 100% 0% 0% 14 | 100% 0% 0%

(NMY-2::GFP)

Phagozytose Mutanten

ced-1 17 0% 0% 100% 16 | 0% 0% 100% 17 | 0% 0% 100%

ced-2 21 0% 0% 100% 21 | 0% 0% 100% 21 | 10% 0% 90%

abi-1 RNAI 12 66% 0% 33% 18 | 28% 5% 67% 18 | 46% 5% 50%

pat-3 RNAI 12 100% 0% 0% 11 | 100% 0% 0% 10 | 100% 0% 0%

Autophagie Mutanten

Igg-1; Igg-2 RNAI 12 100% 0% 0% 12 | 100% 0% 0% 12 | 100% 0% 0%

bec-1 50 0% 0% 100% 22 | 0% 0% 100% 19 | 0% 0% 100%

vps-34 18 11% 6% 83% 18 | 22% 0% 78% 18 | 17% 5% 78%

Lipid Regulator

Mutanten

tat-1 12 100% 0% 0% 12 | 100% 0% 0% 12 | 100% 0% 0%

tat-5 11 0% 0% 100% 11 | 9% 0% 91% 11 | 0% 0% 100%

Tabelle 2: zeitliches Verhalten der Internalisierung der ersten drei Mittelkérper bei C. elegans Embryonen, *die Internalisierung des
Mittelkorpers in die Zelle ist bis zum Ende des Films (60 bis 90 Minuten) noch nicht erfolgt; veranderter Nachdruck mit freundlicher
Genehmigung durch Company of Biologists LTD, Journal of Cell Science, Vol 129, S. 3721-3731, Fazeli, Trinkwalder et al. (2016)
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