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1. Einleitung 
 
 

1.1. Der eukaryontische Zellzyklus (Chromosomenzyklus) 
 

Der Zellzyklus ist der Weg aller Lebewesen, sich zu vermehren, indem sie ihr genetisches 

Material verdoppeln und sich anschließend teilen. Voraussetzung dafür ist die akkurate 

Replikation der Chromosomen und deren korrekte Verteilung auf die Tocherzellen. Deshalb 

hat sich der eukaryontische Zellzyklus im Laufe der Evolution zu einem hochregulierten, sehr 

komplexen Mechanismus entwickelt. Fehlregulationen dieser Mechanismen können zu 

genetischer Instabilität führen und damit zur Entstehung von Krebs beitragen. Auch 

Störungen bei der Verteilung der Chromosomen können zu schweren Erkrankungen führen. 

So ist das Down-Syndrom auf eine Störung der Trennung der Chromosomen 

zurückzuführen, wobei drei anstelle von zwei Kopien des Chromosoms 21 in der Zelle 

vorhanden sind.  

Der zeitliche Ablauf des Zellzyklus ist in vier Phasen, der G1-, S-, G2- und M-Phase, 

untergliedert. Dabei sind die Übergänge zwischen den einzelnen Phasen irreversibel, so 

dass der Zellzyklus nur in eine Richtung voranschreiten kann.  

In der G1-Phase (g = gap (engl): Lücke) findet das eigentliche Wachstum statt. Abhängig von 

Wachstumsfaktoren oder Hormonen sowie der Verfügbarkeit von Nährstoffen wächst die 

Zelle heran und bereitet sich auf die anschließende DNA-Replikation vor, indem sie 

sicherstellt, dass genügend Ressourcen für die DNA-Synthese vorhanden sind und keine 

Schädigung der DNA vorliegt. Am Ende der G1-Phase liegt der Restriktionspunkt (R, in Hefe 

auch als Start bezeichnet), an dem die Zelle eine "Alles- oder Nichts- Entscheidung“ fällt. 

Nach Überschreiten dieses Restriktionspunkt, wird der weitere Zellzyklus komplett vollzogen, 

unabhängig vom Nährstoffangebot und dem eventuell späteren Fehlen von 

Wachstumsfaktoren. In der anschließenden S (Synthese)-Phase wird der DNA-Gehalt 

verdoppelt. Die doppelstränige DNA wird durch Helikasen aufgewunden und durch die DNA-

Polymerase repliziert. Dies erfolgt semi-konservativ, da von beiden Strängen ausgehend je 

eine neuer komplementärer Strang synthetisiert wird. Die nachfolgende G2-Phase stellt eine 

weitere Sicherheitspause sowie Wachstumsphase dar. Hier prüft die Zelle, ob die Replikation 

der DNA korrekt und vollständig ausgeführt wurde. Die Zelle nimmt dabei durch RNA- bzw. 

Proteinsynthese an Volumen zu und bereitet sich auf die M-Phase vor. Während der M-

Phase findet zuerst die Kernteilung (Mitose) und dann die Zellteilung (Zytokinese) statt. 

Aufgrund der charakteristischen Morphologie der Zelle unterscheidet man fünf Stadien der 

Mitose, die als Prophase, Prometaphase, Metaphase, Anaphase und Telophase bezeichnet 

werden. In der Prophase fängt sowohl die Kondensation des Chromatins zu einzelnen 
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Chromosomen als auch der Aufbau des bipolaren Spindelapparates an. Daraufhin folgt in 

der Prometaphase die Auflösung der Kernmembran. Gleichzeitig treten die Mikrotubulifasern 

der Spindel mit den Chromosomen in Kontakt. Nun beginnen sich die Schwesterchromatiden 

in der Äquatorialebene anzuordnen (Metaphase) und es wird überprüft, ob die beiden 

Kinetochore eines jeden Chromosomes mit Mikrotubuli von beiden Polen verbunden sind. 

Erst dann wird die Anaphase eingleitet, in der mit Hilfe des Spindelapparates die 

Schwesterchromatiden getrennt werden und diese sich zu den entgegengesetzten Polen der 

Zelle bewegen. Abschließend wird in der Telophase um jeden der zwei Chromosomensätze 

eine neue Kernmembran gebildet und die Chromosomen dekondensieren sich. Damit zwei 

genetisch identische Tochterzellen entstehen, wird nun in der Zytokinese das Zytoplasma 

geteilt, indem es zu einer Abschnürung zwischen den Tochterzellen durch die Wirkung von 

Aktinfilamenten kommt.  

Zellen können den Zellzyklus zeitweilig (bei geringen Nährstoffangebot) oder permanent, 

zum Beispiel bei einer terminalen Differenzierung (Nervenzellen, Erythrozyten), verlassen 

und in einen Ruhezustand, die G0-Phase, eintreten. Dies geschieht gewöhnlich in der G1-

Phase bevor der Restriktionspunkt überlaufen wird. In der G0-Phase findet zwar weiterhin 

RNA- und Proteinsynthese statt, die Zellgröße verändert sich allerdings nicht. Manche 

Zelltypen, wie Lymphozyten oder Leberzellen können zum Beispiel nach Schädigungen von 

Gewebe durch Stimulation mit Wachstumsfaktoren beziehungsweise Hormonen oder durch 

Antigene (Lymphozyten) zum Wiedereintritt in die G1-Phase bewegt werden. Die Stimuli 

binden an spezifische Rezeptoren der Zytoplasmamembran und lösen dadurch eine 

intrazelluläre Signalkaskade aus. Des weitern bestimmt der Kontakt zur Nachbarzelle und 

zur extrazellulären Matrix, sowie die Lage der Zelle im Zellverband über Zellwachstum und 

Differenzierung. Diese Prozesse sind streng reguliert, um die Zellzahl in einem mehrzelligen 

Organismus zu kontrollieren. 

 

 

1.2. Regulation des Zellzyklus  
 

Der Zellzyklus wird als Einheit durch ein Zellzyklus-Kontrollsystem koordiniert, welches sich 

aus periodisch ablaufenden biochemischen Prozessen zusammensetzt, an denen eine 

Reihe von sich gegenseitig beeinflussenden Proteinen, im besonderen Kinasen und 

Phosphatasen, beteiligt sind. Dabei ist das umkehrbare Hinzufügen von Phosphatgruppen 

an Proteine ein prinzipieller Weg, wie in der Zelle die Proteinaktivität reguliert wird. Durch 

Phosphorylierungen werden die Enzymaktivitäten sowie die Lokalisation von Proteinen 

beeinflusst, Protein-Protein-Interaktionen vermittelt und Bindungsstellen in den 

phosphorylierten Proteinen induziert. 
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Abbildung 1: Schematische Darstellung des eukaryontischen Zellzyklus. 
 
Der eukaryontische Zellzyklus besteht aus 4 Phasen (G1-, S-, G2- und M-Phase). In jeder Phase des 
Zellzyklus wird dieser durch Proteinkinasen (rot) und Phosphatasen (blau) reguliert. Hauptregulatoren 
des Zellzyklus sind Komplexe bestehend aus Cyclin-abhängigen Kinasen (Cdk) und 
phasenspezifischen Cyclinen, die die Ereignisse innerhalb der Phasen bzw. Phasenübergänge 
kontrollieren.  
 

 

Mit der Entdeckung des cdc2+-Gens in Schizosaccharomyces pombe, welches für eine 

Cyclin-abhängige Kinase (Cdk) codiert [1], und der Entdeckung der Cycline in Eiern mariner 

Invertebraten [2] wurden zwei wichtige Proteinfamilien identifiziert, die eine Schlüsselrolle bei 

der Kontrolle des Zellzyklus einnehmen. Im Gegensatz zu höheren Eukaryonten exprimieren 

Hefen nur eine Cyclin-abhängige Kinase, die in Saccharomyces cerevisiae als Cdc28 [3] und 

in Schizosaccharomyces pombe als Cdc2 bezeichnet wird. Die funktionellen homologen 

Proteine in höheren Eukaryonten zu Cdc28/Cdc2 stellen Cdk2 am G1/S-Übergang bzw. 

Cdk1 am G2/M-Übergang dar. Um den Verlauf der einzelne Zellzyklusphasen zu steuern, 

lagern sich phasen-spezifische Cycline und die entsprechenden Cdks periodisch zu 

Komplexen zusammen, wobei die Cdks aktiviert werden und spezifische Substrate 

phosphorylieren (Abb.1). So wird die frühe G1-Phase durch die Cyclin D/Cdk4- bzw. Cyclin 

D/Cdk6-Komplexe reguliert. Der anschließende Eintritt in die S-Phase wird durch Cdk2 im 

Komplex mit Cyclin E gesteuert. Für den weiteren Verlauf der S-Phase sowie der G2-Phase 

ist Cyclin A im Komplex mit Cdk2 und später mit Cdk1 verantwortlich. Der G2/M-Übergang 

wird durch die Aktivität des Cyclin B/Cdk1-Komplexes initiiert, welcher auch als 

Reifefödererfaktor MPF(m-phase promoting factor) bezeichnet wird [4, 5].  
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Während die Cdks nicht auf Proteinebene reguliert werden, unterliegen die Cycline im 

Verlauf des Zellzyklus einem Kreislauf aus Synthese und Ubiquitin-vermittelter Proteolyse 

[2]. Dabei stellt die Ubiquitin-abhängige Proteolyse durch das 26S-Proteasom zentraler 

Mechanismus, um den Zellzyklus-Verlauf zu regulieren [6, 7]. Dieses System katalysiert die 

spezifische Polyubiquitinierung von Zellzyklus-Regulatoren, die dadurch vom Proteasom, 

einem zylinderförmigen Multiproteinkomplex, erkannt und ATP-abhängig degradiert werden. 

Bei der Regulation des Zellzyklus spielen zwei Ubiquitin-Ligasen eine wichtige Rolle, der 

SCF-Komplex (Skp1-Cullin factor) am G1/S-Übergang und in den späteren Phasen der 

APC-Komplex ("anaphase-promoting complex“).  

In den letzten Jahren wurden andere Familien von Proteinkinasen (Abb.1, rot dargestellt) [8-

10] und Phosphatasen (Abb.1, blau dargestellt) [11-12] identifiziert, die neben den Cdks eine 

entscheidende Rolle bei der Regulation des Zellzyklus spielen. 

 

 

1.3. Regulation des G1/S-Überganges 
 

Der G1/S-Übergang im Zellzyklus wird sehr genau reguliert. Bevor die DNA-Replikation 

eingeleitet wird, muss sichergestellt werden, dass genügend Nährstoffe für die 

bevorstehende DNA-Synthese vorhanden sind und dass die DNA unbeschädigt ist. 

Um den Eintritt in die S-Phase zu ermöglichen, werden abhängig von den Cyclin D/Cdk4- 

bzw. Cyclin D/Cdk6-Komplexen in der frühen G1-Phase Transkriptionsfaktoren freigesetzt, 

indem das Retinoblastoma Tumorsuppressorprotein pRb durch die Cyclin D/Cdk4/6-

Komplexe phosphoryliert wird. Dieses bildet zusammen mit p107 und p130 die Familie der 

"pocket"-Proteine [14, 15]. Die "pocket"-Proteine binden an Transkriptionsfaktoren der E2F-

Familie und verhindern so die Bindung dieser E2F-Proteine an die Promotorstrukturen von 

Zielgenen. Nach Phosphorylierung von pRb wird gebundenes E2F freigesetzt und bildet 

zusammen mit DP-Proteinen einen aktiven Transkriptionskomplex, der an so genannte E2F-

Bindungsstellen auf der DNA binden kann. Die Bindung der E2F-Komplexe führt zur 

Aktivierung der Transkription von Genen, wie z.B. c-Myc, Cdc25A, Orc-Proteine, Cyclin A 

und Cyclin E, welche für den G1/S-Übergang bzw. für die S-Phase relevant sind [14, 15]. 

In der späten G1-Phase kommt es zur Aktivierung des Cyclin E/Cdk2-Komplexes, der den 

G1/S-Übergang steuert [16-17]. In der frühen G1-Phase bilden Cdk2 und Cyclin E einen 

inaktiven Komplex, da Phosphorylierungen an Thr-14 und Tyr-15 im Cdk2-Protein die 

Aktivierung des Komplexes verhindern. Durch Dephosphorylierung dieser Aminosäurereste 

durch die ebenfalls am G1/S-Übergang aktive Cdc25A-Phosphatase sowie Phosphorylierung 

[19-21] am Thr-160 durch die Cyclin-aktivierende Kinase (CAK) [22], wird der Cyclin E/Cdk2-

Komplex aktiviert. Daraufhin kann die Phosphorylierung spezifischer Substrate erfolgen.  
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Bisher sind nur wenige Substrate von Cyclin E/Cdk2 identifiziert worden. Der Komplex 

phosphoryliert ebenfalls pRb und verstärkt somit die Freisetzung von E2F, wodurch die 

Cyclin E-Synthese erhöht wird sowie die Expression von Enzymen für die DNA- und 

Nukleotid-Synthese gefördert wird [23]. Als weiteres Substrat wurde der Cdk-Inhibitor p27 

identifiziert, dessen Phosphorylierung zu seiner Ubiquitin-abhängigen Degradation führt [24]. 

Einige Daten sprechen dafür, dass Cdc25A ebenfalls ein Substrat des Cyclin E/Cdk2-

Komplexes sein könnte und dass ein Rückkopplungsmechanismus wie zwischen Cdc25C 

und Cdk1 am G2/M-Übergang existiert. So wurde gezeigt, dass der Cyclin E/Cdk2-Komplex 

Cdc25A in vitro phosphorylieren und aktivieren kann [20]. Ob dies auch in vivo der Fall ist, 

konnte bisher noch nicht bestätigt werden. Alle diese Mechanismen dienen dazu, möglichst 

schnell viele aktive Cyclin E/Cdk2-Komplexe in der Zelle zu produzieren, um den Eintritt in 

die S-Phase einzuleiten.  

Als weitere Substrate von Cyclin E/Cdk2 wurden kürzlich das NPAT-Protein [25], welches an 

der Aktivierung der Transkription der Histone beteiligt ist, sowie Cdc45 [26], einem 

sogenannten Rekrutierungs-Faktor für die DNA-Polymerase α, beschrieben. Um den 

fördernden Effekt für den Eintritt in die S-Phase von Cyclin E/Cdk2 zu erklären, sind aber 

noch andere Substrate zu identifizieren. Der Cyclin E/Cdk2-Komplex koordiniert also Histon-

Synthese mit der Initierung der DNA-Replikation am G1/S-Übergang.  

Interessant ist, dass sowohl die Deletion beider Cyclin E-Gene als auch die des Cdk2-Genes 

in der Maus zeigt, dass diese Proteine nicht essentiell für den embryonalen Zellzyklus sind. 

Das heißt, die Funktion kann von anderen Cdks in der Zelle übernommen werden. Aufgrund 

einiger Unterschiede im Phänotyp, ist anzunehmen, dass Cyclin E zusätzlich weitere 

Funktionen bei der Regulation des G1/S-Überganges ausübt, ohne dabei einen Komplex mit 

Cdk2 zu bilden [27, 28].  

 

 

1.4. "Checkpoints“ - die Kontrollpunkte des Zellzyklus 
 

Zur Sicherung von kritischen Ereignissen in der Zelle, wie der DNA-Replikation in der S-

Phase oder der Trennung der Chromosomen während der Mitose, existieren 

überlebenswichtige Mechanismen, die als Kontrollpunkte oder "Checkpoints“ bezeichnet 

werden [29]. Treten in der Zelle Schäden an der DNA, Fehler in der DNA-Replikation oder 

Schädigungen am Spindelapparat auf, können diese Kontrollpunkte über verschiedene 

Signaltransduktionswege angeschaltet werden und führen zu einer Unterbrechung im 

Zellzyklus. Solche Schädigungen können in der Zelle durch externe Faktoren, wie zum 

Beispiel UV-Strahlung oder chemische Mutagene sowie durch interne Faktoren, wie 

Änderungen im DNA-Metabolismus oder freie Radikale, hervorgerufen werden.  
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Die Aktivierung dieser "Checkpoint“-Mechanismen dient dazu, Reparaturmechanismen 

anzuschalten, welche die auftretenden Schädigungen beseitigen bevor die Zelle in die 

nächste Phase eintritt oder aber bei irreparablen Schädigungen den Zelltod (Apoptose) 

einleitet. Um den Arrest zu induzieren, verhindern die "Checkpoint-Mechanismen“ die 

Aktivierung von Zellzyklusregulatoren.  

 

 

1.4.1. "Checkpoint“-Aktivierung nach Schädigungen der DNA 
 

Sofort nach dem Auftreten von DNA-Schäden in der G1- und S-Phase wird der Abbau von 

Cyclin D1 und der Cdc25A-Phosphatase durch das Ubiquitin/Proteasom-System induziert, 

wodurch es zum Zellzyklusarrest kommt. Durch den Abbau von Cyclin D1 kommt es aus 

dem Cyclin D1/Cdk4 bzw. Cdk6-Komplexes zu Freisetzung von p21 und p27, welche 

wiederum an den Cyclin E/Cdk2-Komplex binden und dessen Aktivierung verhindern. Die 

Cyclin A bzw. E/Cdk2-Aktivität wird weiterhin durch die inhibitorischen Phosphorylierungen 

an Thr14 und Tyr15 inaktiviert, da Cdc25A nach Phosphorylierung durch den ATM/Chk2- 

bzw. den ATR/Chk1-Weg degradiert wird und die inhibitorischen Phosphorylierungen nicht 

entfernt werden können [30, 30a]. Die Aufrechterhaltung des Arrestes erfordert die 

Aktivierung des Tumorsuppressorproteins p53 durch die ATM- oder ATR-Kinase. Durch 

Phosphorylierung wird die Bindung von p53 an MDM2 unterbunden. Dadurch wird p53 nicht 

aus dem Zellkern transportiert und degradiert. Als Transkriptionsfaktor aktiviert p53 die 

Transkription von p21 und hemmt dadurch längerfristig die Cdk2-Aktivität [31].  

In der G2-Phase wird nach Schädigungen der DNA ein Arrest durch ähnliche Mechanismen 

induziert. Hier kommt es zum Transport von Cdc25C aus dem Kern sowie zur Stabilisierung 

der Wee1-Kinase, wodurch die inhibitorischen Phosphorylierungen Thr-14 und Tyr-15 durch 

die Wee1-Kinase am Cyclin B/Cdk2-Komplex erhalten bleiben. Weiterhin wird die Polo-

Kinase Plk1 durch einen ATM/ATR-abhängigen Mechanismus inaktiviert, wodurch die Zellen 

in G2 arretieren. Auch während der M-Phase kommt es nach DNA-Schädigungen zur 

Inhibierung des Cyclin B/Cdk1-Komplexes durch die inhibitorischen Phosphorylierungen, 

aufgrund des Abbaus von Cdc25A. Gleichzeitig findet die Dephosphorylierung von Histon H3 

sowie die Dekondensation der Chromosomen statt, wodurch die geschädigten Zellen in ein 

G2-ähnliches Stadium zurückkehren [32].  
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1.4.2. Der Spindelkontrollpunkt 
 

Eukaryotische Zellen koordinieren die Segregation der Chromosomen (Karyogenese) mit der 

Zellteilung (Zytokinese). In der Mitose wurden zwei Signalwege identifiziert, welche den 

Metaphase/Anaphase-Übergang sowie den Austritt aus der Mitose kontrollieren, um 

aneuploide Zellen und eine Missegregation der Chromosomen zu vermeiden [33].  

Der Spindel-Kontrollpunkt inhibiert den Eintritt in die Anaphase. Erst wenn alle 

Chromosomen korrekt mit je einem Mikrotubuli von jedem Pol der bipolaren mitotischen 

Spindel verbunden sind, erfolgt die Trennung der Chromosomen. Der Kontakt zwischen 

Chromosom und Mikrotubuli findet in der Centromer-Region des Chromosom statt. Diese 

Region wird als Kinetochor bezeichnet, um die herum Proteine konzentriert sind. Wenn keine 

Verbindung zu den Mikrotubuli besteht, sind in den Kinetochoren Sensorproteine vorhanden, 

wie MAD1, MAD2, MAD3, BUB1, BUB3, Survivin und Mps1, welche die Aktivierung des 

APC-Komplexes und damit den Abbau von mitotischen Regulatoren, wie Securin und Cyclin 

B, inhibieren. Erst die Dissoziation dieser Proteine von den Kinetochoren führt zu Initiierung 

der Anaphase.  

Die Regulation des Austritts aus der Mitose in höheren Eukaryonten ist noch nicht gut 

untersucht. In der Hefe S. cerevisiae wird der Austritt aus der Mitose durch das MEN-

Netzwerk (mitotic exit network) reguliert [34]. Werden Komponenten dieses Netzwerkes 

inaktiviert, wird der Austritt aus der Mitose blockiert, da der mitotische Cyclin/Cdk-Komplex 

noch aktiv ist. Es wird angenommen, dass es ein ähnliches Netzwerk in höheren 

Eukaryonten existiert. Vermutlich sind sowohl die Polo-Kinase Plk1 als auch die Cdc14-

Phosphatasen, ähnlich wie in Hefe, Regulatoren des mitotischen Austritts und der 

Zytokinese.  

 

 

1.5. Der Centrosomenzyklus  
 

Neben der DNA wird eine weitere Zellorganelle während des Zellzyklus verdoppelt und 

anschließend auf die Tochterzellen verteilt – die Centrosomem. Die Mechanismen zur 

Regulation der Anzahl der Centrosomen einer Zelle in Abhängigkeit vom Zellzyklus wird im 

Centrosomenzyklus (Abb. 3) beschrieben, der sicherstellt, dass sich die Centrosomen 

verdoppeln bevor sich die Zelle teilt. Für die Aufrechterhaltung der genetischen Stabilität in 

sich teilenden Zellen wird die Duplikation der Centrosomen streng kontrolliert und mit den 

Phasen des Zellzyklus koordiniert. Deshalb sind an der Regulation des Centrosomenzyklus 

mehrere Familien von Proteinkinasen, wie z.B. Cdk’s, Aurora-Kinasen, Polo-Kinasen und 
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NIMA („never in mitosis A“)-verwandte Kinasen beteiligt, die ebenfalls die Ereignisse des 

Chromosomenzyklus kontrollieren [8, 35]. 

 

 

1.5.1. Aufbau und Funktion der Centrosomen 
 

Für die Organisation der Mikrotubuli in der Zelle gibt es sogenannte Mikrotubuli-

Organisationszentren (MTOC). Diese sind für die Orientierung der mitotischen Spindel sowie 

für den Ablauf der Zytokinese unabdingbar. Sie stabilisieren die langsam-wachsenden 

Minus-Enden der Mikrotubuli und bündeln diese um sich herum, was auch als "mikrotubuli-

nucleating activity“ bezeichnet wird [36].  

Centrosomen sind Bestandteil der Mikrotubuli-Organisationszentren (MTOC) in Zellen von 

Vertebraten und das Äquivalent zu den Spindel-Pol-Körpern in Hefen. Ihre Hauptfunktionen 

sind die Bündelung der Enden der dünnen zytoplasmatischen Mikrotubuli des Zytoskeletts in 

Interphase-Zellen und der mitotischen Mikrotubuli für die exakte Positionierung der 

mitotischen Spindel während der M-Phase. Neuere Erkenntnisse zeigen, dass die 

Centrosomen ebenfalls für die Initiierung der S-Phase, für die Beendigung der Zytokinese 

sowie die Etablierung von "Checkpoints“ wichig sind, indem sie Signalmoleküle um sich 

herum binden. In einigen tierischen Epithelzelltypen sowie in Pflanzen fehlen die 

Centrosomen in den MTOCs, was zeigt, dass Zellen auch ohne Centrosomen wachsen und 

sich teilen können [37].  

Das Centrosom ist insofern untypisch, da es als einzige ZellorganelIe nicht von einer 

Membran umgeben ist. Im Elektronenmikroskop erscheinen die Centrosomen als eine 

Ansammlung von sehr dichten Material, den Centriolen, welches von weniger dichten 

Material umgeben ist und als pericentrosomales Material (PCM) bezeichnet wird (Abb. 2). In 

jedem Centrosom sind zwei Centriolen vorhanden, die vergleichbar mit den Basalkörpern 

von Cillien der Flagellaten sind. Es handelt sich um zylinderförmige symmetrische 

Strukturen, die aus je neun Triplet-Mikrotubuli bestehen. Beide Centriolen liegen im rechten 

Winkel zueinander und sind am proximalen Ende miteinander verbunden. Die ältere 

Centriole hat zusätzliche Anhänge am distalen Ende und wird als Mutter-Centriole 

bezeichnet. Die exakte Funktion der Centriolen ist noch unklar, es wird aber angenommen, 

dass die Centriolen für die Ansammlung und Organisation der centrosomalen Komponenten 

in somatischen Zellen wichtig sind.  

Um beide Centriolen herum ist die PCM konzentriert, welche aus einem faserartigen 

Maschenwerk sowie Aggregaten aus Proteinen aufgebaut ist. Die Matrix ist hoch dynamisch, 

da sich die Struktrur und Zusammensetzung während des Zellzyklus ändert. Sie enthält 

vorwiegend "Coiled-Coil“-Proteine, wie Pericentrin, die ein Gerüst für die sogenannten 
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Ankerproteine ( AKAP: "A-kinase-anchoring proteins“) bilden, welche in Stabilisierung und 

Bündelung der Mikrotubuli sowie in die Bindung von Signalmolekülen involviert sind [38]. So 

wird das Ankerprotein Asp, ein mikrotubuli-assoziiertes Protein, am Ende der G2-Phase 

durch die Polo-Kinase Plk1 am Centrosom phosphoryliert [39]. Dadurch werden γ-Tubulin-

Ringkomplexe, die in allen MTOCs zu finden sind, vermehrt an die Centrosomen rekrutiert. 

Diese wiederum sind für die Polymerisation der heterodimeren αβ-Tubulin-Untereinheiten 

verantwortlich, wodurch die Minus-Enden der Mikrotubuli der mitotischen Spindel stabilisiert 

werden und um das Centrosom herum gebündelt werden. Die Bindung der Mikrotubuli an 

das Centrosom erfolgt dann über Ninein und Centriolin, welche an den Minus-Enden der 

Mikrotubuli gebunden sind. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Abbildung 2: Aufbau eines Centrosoms. 
 
Dargestellt ist ein Centriolen-Paar, welches von pericentriolaren Material (PCM) umgeben ist. Dabei 
konzentrieren sich die Enden der Mikrotubuli um die Centriolen herum. Nur die Mutter-Centriole hat 
Anhänge, die auch Kontakt zu den Mikrotubuli haben. Zwischen den Centriolen existieren Fasern, die 
beide Centriolen miteinander verbinden (Abbildung von S. Doxsey, [40]).  
 
 
Jede Zelle besitzt zwei Centrosomen, wodurch während der Mitose eine Bipolarität in der 

Zelle zustande kommt, die ein wichtiges Charakteristikum der mitotischen Spindel darstellt. 

Nach der Mitose erhält jede Tochterzelle ein Centrosom. Aus diesem Grund muss das 

Centrosom im Verlauf der folgenden Interphase dupliziert werden. Ähnlich wie die DNA wird 

das Centrosom genau einmal während des Zellzyklus verdoppelt. Erfolgt keine Verdopplung 

des Centrosoms, kommt es zur Ausbildung einer monopolaren Spindel. Dadurch kann die 

Mutter-Centriole

Tochter-Centriole 
Mikrotubuli 

PCM

Verbindungsfasern

Distale Anhänge 

Subdistale 

Anhänge 
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Kernteilung sowie die Zytokinese nicht korrekt ablaufen, wodurch polyploide Zellen 

entstehen können. Dupliziert sich das Centrosom dagegen mehr als einmal pro Zellzyklus, 

so bildet sich in der Mitose eine multipolare Spindel aus, was zu einer ungleichen Verteilung 

der Chromosomen auf die beiden Tochterzellen führen kann. In beiden Fällen kann die 

Deregulation der Centrosomen-Duplikation zu genetischer Instabilität sowie aneuploiden 

Zellen führen und kann dadurch potentiell zur Entstehung eines Tumors beitragen. So ist 

gezeigt worden, dass Krebszellen im Vergleich zu gesunden Zellen eine erhöhte Anzahl von 

Centrosomen besitzen [40]. Auch die Abwesenheit des Tumorsuppressorproteins p53 

korreliert mit einer erhöhten Anzahl von Centrosomen in der Zelle [41]. Aus diesem Grund ist 

der Prozess der Centrosomen-Duplikation bedeutend für die Ätiologie von Krebs. 

 

 

1.5.2. Regulation des Centrosomenzyklus 
 

In Säugerzellen beginnt der Prozess der Verdopplung der Centrosomen in der späten G1-

Phase, wobei die orthogonale Verbindung zwischen der Mutter-Centriole und der Tochter-

Centriole aufgehoben wird, wodurch sich beide Centriolen geringfügig voneinander entfernen 

(Abb. 3). Dieser Prozess wird auch als Disorientierung oder "Splitting“ der Centriolen 

bezeichnet und wird durch den Cyclin E/Cdk2-Komplex reguliert [42]. Der Cyclin E/Cdk2-

Komplex phosphoryliert die Proteine CP110 [43] und Nukleophosmin [44] am Centrosom. 

Nucleophosmin dissoziiert dadurch vom Centrosom und leitet eine neue Runde der 

Centrosomen-Duplikation ein. Des weiteren phosphoryliert die Cyclin E/Cdk2-Kinase das Rb-

Protein, wodurch der Transkriptionsfaktor E2F aus dem Komplex mit Rb freigesetzt wird. 

Dieser wird anschließend in den Nukleus transportiert und aktiviert die Transkription von S-

Phase-Genen, deren Produkte sowohl für die Regulation der DNA-Replikation als auch für 

die Centrosomen-Verdopplung essentiell sind [46].  

Parallel dazu, ist der rapide Anstieg der intrazellulären Ca2+-Konzentration am G1/S-

Übergang als "Trigger“ für die Initiation der Centrosomen-Duplikation verantwortlich, wodurch 

die Calmodulin-abhängige Kinase II (Abb. 3) aktiviert wird [47]. Diese reguliert ebenfalls die 

Prozesse am G1/S-Übergang. Des weitern ist der SCF-Komplex limitierend für die 

Centrosomen-Duplikation. Die Mutation von SCF-Komponenten in der Maus und in 

Drosophila führt zu vermehrten Verdopplung der Centrosomen [48, 49].  

Während der S-Phase und G2-Phase wachsen die neuen Centriolen weiter. Dieser Prozess 

ist abhängig von der Cyclin A/Cdk2-Aktivität [46]. Centrosomale Substrate von Cyclin A/Cdk2 

wurden bisher noch nicht identifiziert. Es wird vermutet, dass der Cyclin A/Cdk2-Komplex 

den phosphorylierten Status von Nucleophosmin aufrechterhält. Die Proteine für den Aufbau 
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der neuen Centriole, wie z. Bsp. Pericentrin, Centrin und Ninein, werden durch Dynein 

Mikrotubuli-abhängig zum Centrosom transportiert [50].  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Abbildung 3: Regulation des Centrosomenzyklus. 
Der Verlauf des Centrosomenzyklus ist eng an den Chromosomenzyklus gekoppelt. Ähnlich wie die 
DNA werden die Centrosomen im Verlauf des Zellzyklus dupliziert und anschließend auf die 
Tochterzellen verteilt. Dabei liegen die beiden Centriolen eines Centrosoms eng beeinander. Erst im 
Verlauf der G1-Phase entfernen sich die Centrosomen geringfügig voneinander (Disorientierung), 
damit die Centrosomen-Duplikation am G1/S-Übergang eingeleitet werden kann. Dabei wächst eine 
neue Procentriole am proximalen Ende der Mutter-Centriole. Während der S-Phase wächst die neue 
Centriole und erreicht ihre volle Größe in der G2-Phase. Die Duplikation und Reifung der Centriolen ist 
abgeschlossen, wenn Proteine wie Ninein und Cenexin an der neuen Centriole gebunden sind. Am 
G2/M-Übergang expandiert das PCM (pericentriolares Material) und es werden viele der 
centrosomalen Proteine phosphoryliert, damit vermehrt Mikrotubuli der mitotischen Spindel um die 
Centrosomen gebündelt werden können. Dieser Prozess wird auch als Reifung der Centrosomen 
bezeichnet. Während dieses Prozesses wird auch die Verbindung zwischen den beiden Mutter-
Centriolen, welche hauptsächlich aus dem Protein c-Nap1 besteht, gelöst, indem c-Nap1 durch die 
Nek2-Kinase phosphoryliert wird und anschließend vom Centrosom dissoziiert. Im Anschluss wandern 
die nun separaten Centrosomen zu den entgegengesetzten Seiten des Zellkerns und später zu den 
entgegengesetzten Polen der Zelle (Separation), um die mitotische Spindel korrekt auszurichten.  
 
 
Die Centrosomen erreichen ihre volle Größe am Beginn der Mitose und es werden vermehrt 

Signalmoleküle sowie γ-Tubulin-Komplexe rekrutiert. In diese Prozesse sind verschiedene 

mitotische Kinasen involviert (Abb. 3). In der Prophase wird durch den chromatin-

gebundenen Nukleotid-Austausch-Faktor RCC1 hohe Mengen an Ran-GTP produziert, 

wodurch Signalmoleküle wie NuMA und TPX2 vom Importin dissoziieren welche dann zu den 
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Polen der Zelle transportiert werden und bei der Formation der Aster aus Mikrotubuli um das 

Centrosom herum beteiligt sind [51, 52]. NuMA bildet ein Gitter zwischen den Centrosomen 

und den Minus-Enden der Mikrotubuli und stabilisiert diese [53]. TPX2 ist in die Aktivierung 

von Aurora A involviert [54], indem es die Protein-Phosphatase 1 (PP1) inhibiert und 

interagiert mit dem Motorprotein Xklp1 [55]. Aurora A wiederum phosphoryliert Substrate, wie 

D-TACC, am Centrosom und ist dadurch bei der Reifung der Centrosomen beteiligt [56].  

Die Trennung der beiden reifen Centriolenpaare zu Beginn der Mitose erfolgt in zwei 

voneinander unabhängigen Schritten. Ausgelöst wird diese Trennung durch die Aktivierung 

der NIMA-verwandten Kinase Nek2 [57]. Am zweiten Schritt sind mehrere Motorproteine 

beteiligt (z.B. Eg5), welche die ATP-abhängige Trennung der Centrosomen entlang von 

Mikrotubuli vermitteln [58]. In der folgenden Mitose assoziiert Nucleophosmin wieder mit den 

Spindelpolen, möglicherweise als Antwort auf die erhöhte Cyclin B/Cdk1-Aktivität [59]. 

 

 

1.6. Die Proteinfamilie der Polo-Kinasen  
 

Polo-Kinasen stellen eine Familie von Serin/Threonin-Kinasen dar, die sich strukturell von 

den Cyclin-abhänigen Kinasen unterscheiden und als Regulatoren des Zell- und 

Centrosomenzyklus identifiziert wurden. Die Familie wurde nach dem Polo-Gen, welches in 

Drosophila melanogaster zuerst beschrieben wurde, benannt [60]. Die Mutation dieses 

Genes in Neuroblasten von Drosophila-Larven führt zu mitotischen Defekten. Es wurden 

monopolare sowie auch multipolare mitotische Spindeln und eine abnormale Segregation der 

Chromosomen sowohl während der Mitose als auch während der Meiose beobachtet. Dies 

ließ eine Funktion von Polo-Kinasen während der Mitose vermuten [61].  

Inzwischen wurden Polo-Kinasen in vielen eukaryontischen Organismen beschrieben, wobei 

Hefen nur eine Polo-Kinase, höhere Eukaryonten dagegen mehrere Polo-Kinasen 

exprimieren (Tabelle 1). Bis jetzt wurden hauptsächlich mitotische Funktionen für Polo-

Kinasen beobachtet. Eine Studie über Cdc5p, das strukturelle und funktionelle Homolog von 

Polo in S.cerevisiae, welches ebenfalls an der Ausbildung der mitotischen Spindel beteiligt 

ist und den Austritt aus der Mitose reguliert [62], beschreibt zusätzlich eine zweite Funktion 

während der S-Phase [63].  
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Organismus Name der Kinase Funktion 

Drosophila melanogaster Polo 

 

Sak 

Regulation der M-Phase  

Korrekte Orientierung der Spindel [61] 

? 

Saccharomyces cerevisiae Cdc5p Metaphase/Anaphase-Übergang [64] 

Austritt aus der Mitose durch Regulation 

des MEN („mitotic exit network“) [65] 

Schizosaccharomyces pombe Plo1p Spindel-Formation und Septen-Bildung 

[66] 

Regulation des SIN ("septum-inducing 

network") [67] 

Caenorhabditis elegans Plc1 

Plc2 

Plc2 

Regulation der M-Phase [68] 

? 

? 

Xenopus laevis Plx1 

Plx2 

Plx3 

Regulation der M-Phase [69] 

? embryonale Entwicklung [70] 

? embryonale Entwicklung [70] 

Homo sapiens Plk1 

Plk2 (Snk) 

 

 

Plk3 (Prk/Fnk) 

 

 

Plk4 (Sak) 

Regulation der M-Phase (s. auch Abb. 6) 

? (identifiziert als frühes Gen) 

Regulation der synaptischen Plastizität in 

Neuronen 

Aktivierung ATM/Chk2-Signalweg nach 

DNA- oder Spindel-Schädigung  

Regulation der synaptischen Plastizität 

Embryonale Entwichklung 

Zytokinese 

 
Tabelle 1: Polo-Kinasen der verschiedenen Organismen und ihre Funktion im Zellzyklus. 
 
 

1.6.1. Struktur und Regulation der humanen Polo-Kinasen  
 

Alle Polo-Kinasen sind durch eine konservierte katalytische Domäne am amino-terminalen 

Ende und eine Sequenz, die sogenannte Polo-Box-Domäne (PBD), am carboxyl-terminalen 

Ende (Abb. 4) charakterisiert. Im Vergleich zu anderen Ser/Thr-Kinasen besitzt die 

Subdomäne I der katalytischen Domäne statt des üblichen GxGxxGxV-Motivs ein 

GxGGFAxC-Motiv. Außerdem wurde in der Subdomäne VIII („T-loop“ oder 

Aktivierungssegment) von Plk1 ein konservierter Threonin-Rest Thr-210 identifiziert [71], der 

essentiell für die Kinase-Funktion ist und eine aktivierende Phosphorylierungsstelle darstellt. 

Unklar ist, ob die Phosphorylierung durch eine andere Kinase oder durch Plk1 

(Autophosphorylierung) ausgeführt wird.  
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Abbildung 4: Struktur der Polo-Kinasen.  
 
Domänen-Struktur der humanen Polo-Kinasen. Die Proteinfamilie ist charakterisiert durch eine amino-
terminale Kinase-Domäne und durch die Polo-Box-Domäne (PDB) am carboxyl-terminalen Ende. 
Diese besteht aus einer (Plk4) oder zwei (Plk1, Plk2 und Plk 3) Polo-Boxen (Polo Box 1, Pb1 und Polo 
Box 2, Pb2) sowie einer Polo-Kappen-Region („Polo-cap region“ = Pc). Zwischen den Poloboxen und 
zwischen der Pc-Region und der Pb1 befinden sich die sogenannten „Linker“-Strukturen (L1 und L2), 
die wichtig für die Stabilisierung der Bindung zwischen Phosphopetid und PBD sind. Plk4 besitzt 
zusätzlich drei PEST-Sequenzen, welche die Ubiquitin-abhängige Degradation des Proteins in der G1-
Phase vermitteln. 
 
 
Die Polo-Box-Domäne (PBD) stellt ein spezifisches Proteinmotiv dar, welches nur in Polo-

Kinasen vorkommt. Sie vermittelt die Bindung von Polo-Kinasen an die mitotischen 

Strukturen sowie an die entsprechenden Substrate. Dabei ist die PBD eine Phosphopetid-

Bindungsdomäne, ähnlich wie die SH2-Domäne in Tyrosinkinasen oder den 

Binungsdomänen in 14-3-3-Proteinen, die speziell an phosphorylierte Proteine binden [72-

74]. Dabei bestehen beide Polo-Boxen aus einer β6α-Struktur (β = β-Faltblatt, α = α-Helix) 

und bilden eine Tasche, in der die Interaktion mit dem Phosphopetid stattfindet (Abb. 5). Als 

optimale Bindungsstelle für Polo-Kinasen wurde die Sequenz S-pT/pS-P/x identifiziert. Dabei 

ist ein Serin in Position –1 unbedingt erforderlich, während das Prolin an Position +1 nicht 

essentiell ist. Dieses Motiv findet sich in vielen mitotischen Proteinen wieder, welche 

während der Mitose bevorzugt durch prolin-gerichtete Kinasen, wie Cdk1 oder MAP-Kinasen, 

phosphoryliert werden. So wird die Cdc25C-Phosphatase am Threonin-130 durch Cyclin 

B/Cdk1 phosphoryliert, wodurch Plk1 an Cdc25C binden kann und weitere Cdc25C-Moleküle 

aktiviert, welche wiederum Cyclin B/Cdk1-Komplexe aktivieren. Diese Proteine bilden am 

Plk1 

Plk2 

Plk3 

Plk4 

          Kinase-Domäne       Polo-Box-Domäne (PBD)

Pc  L1    Pb1   L2    Pb2  

1     53                 305                       411     492   511     592    603 

1         82                                               334                                510     573   606    676    685 

1  23                                            275                                  431     494   529    582    607 

1  12                                 265                                                                           845     917    925 

PEST-Sequenzen 
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G2/M-Übergang einen Rückkopplungsmechanismus, wodurch der Eintritt in die M-Phase 

eingeleitet wird.  

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 

 
 
Abbildung 5:Die Regulation der Plk1-Funktion durch die PBD. 
 
Generell können durch Phosphorylierung Bindungsstellen in den phosphorylierten Proteinen 
geschaffen werden, an welche andere Proteine durch sogenannte Phosphopetid-Bindungsdomänen 
binden können. Die PDB stellt solch eine Phosphopetid-Bindungsdomäne dar, die für die Bindung von 
Plk1 an subzelluläre Strukturen oder Substrate nach Phosphorylierung dieser durch eine primäre 
Kinase verantwortlich ist. Dabei wird die inhibitorische Interaktion zwischen Kinase-Domäne (blau) und 
PBD (orange) durch die Bindung des Phosphopetid an die PDB aufgehoben und phosphoryliert 
entweder das gleiche Protein oder andere Proteine, die ebenfalls an der gleichen subzellulären 
Struktur lokalisiert sind.  
 
 
 
Die Regulation von Polo-Kinasen durch Phosphorylierung ist noch nicht hinreichend 

untersucht. In Plx1 wurden die Phosphorylierungsstellen Thr-10, Ser137, Ser-326 und Ser-

340 identifiziert, die in vitro durch Plkk1 ("Polo-like kinase kinase 1“), Cyclin B/Cdk1 und 

durch die Proteinkinase A phosphoryliert werden, die die Aktivität von Plx1 regulieren 

könnten [75].  

 

 

1.6.2. Die Polo-Kinasen der Säugerzellen 
 
In Säugerzellen werden vier verschiedene Polo-Kinasen exprimiert. Dabei ist Plk1 das 

funktionell homologe Protein zu Polo und bislang am besten untersucht [71]. Die Funktionen 

der weiteren Polo-Kinasen sind noch nicht bekannt. Studien zeigen, dass die 
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Überexpression von Plk1 [75] oder Plk3 [76] die Defekte in der Zellteilung temperatur-

sensitiver Cdc5--Mutanten (S. cerevisiae) komplementieren können, nicht aber die 

Überexpression von Plk2 (R. Jansen und I. Hoffmann, unveröffentlichte Daten). Dies lässt 

vermuten, dass die Polo-Kinasen höherer Eukaryonten unterschiedliche Funktionen im 

Zellzyklus ausüben.  

 

 

1.6.2.1. Plk1 
 

Plk1 ist in zahlreiche mitotische Prozesse involviert. Die RNA- und Proteinmengen von Plk1 

sind während der G1-Phase niedrig. Im Verlauf der S- und G2-Phase wird die Plk1-Kinase in 

der Zelle angereichert und durch Phosphorylierung am G2/M-Übergang aktiviert [77]. Am 

Ende der Mitose wird Plk1 durch den APC-Komplex abgebaut. Plk1 ist essentiell für den 

G2/M-Übergang, da die Plk1-Kinase an der Aktivierung des Cyclin B/Cdk1-Komplexes 

beteiligt ist. Erstens phosphoryliert Plk1 Cyclin B in der NES-Sequenz ("nuclear export 

sequence“), wodurch Cyclin B in den Kern transportiert wird [78]. Zweitens aktiviert Plk1 die 

Cdc25C-Phosphatase, die ihrerseits die inhibitorischen Phosphorylierungen an Cdk1 entfernt 

[79]. Der Transport von Cyclin B in den Nukleus sowie die Aktivierung von Cdc25C führt zu 

vielen aktiven Cyclin B/Cdk1-Komplexen, was entscheidend für die Auflösung der 

Kernmembran ("nuclear envelope breakdown“) ist.  

In der anschließenden Prophase ist Plk1 am Centrosom lokalisiert und phosphoryliert 

spezifische Substrate, wie Nlp [80] und Asp [39], die an der Reifung sowie an der Separation 

der Centrosomen beteiligt sind. Die Mikroinjektion Plk1-spezifischer Antikörper in 

transformierte oder nichttransformierte Zellen zeigt, dass Plk1 für den Aufbau einer bipolaren 

Spindel verantwortlich ist, da sich die duplizierten Centrosomen nicht trennen und dadurch 

monopolare Spindel entstehen.  

Am Übergang von der Metaphase zu Anaphase befindet sich Plk1 in der Äquatorialebene 

und phosphoryliert Untereinheiten des APC-Komplexes (Cdc16, Cdc27) [81], wodurch die 

Proteasom-abhängige Degradation von Cyclin B und Securin gefördert wird. Weiterhin wird 

Scc1, eine Untereinheit des Cohesins, phosphoryliert, woraufhin diese durch die Separase 

gespalten werden kann und die Verbindung zwischen den Schwesterchromatiden gelöst wird 

[82]. Beides sind wichtige Voraussetzungen für die Trennung der Schwesterchromatiden und 

den Austritt aus der Mitose.  

Während der Zytokinese ist Plk1 an der post-mitotischen Zytoplasmabrücke („post-mitotic 

bridge“) zwischen den Tochterzellen lokalisiert und phosphoryliert die Mikrotubuli-

assoziierten Motorproteine MKlp1 und 2 [83] sowie NudC [84], ein Dynein-assoziiertes 
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Protein, die an Organisation der Mikrotubuli und der Trennung der Tochterzellen beteiligt 

sind. 

Eine Übersicht über die zahlreichen mitotischen Funktionen von Plk1 ist in Abbildung 6 

dargestellt. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Abbildung 6: Die mitotischen Funktionen der Polo-Kinase Plk1. 
 
Plk1 ist an zahlreichen mitotischen Prozessen beteiligt. Dazu gehören u.a. die Ausbildung einer 
bipolaren Spindel, die Aktivierung von Cdk1/Cyclin B durch Phosphorylierung von Cdc25C. Weiterhin 
kontrolliert Plk1 den Metaphase/Anaphase-Übergang sowie die Ausbildung des kontraktilen Actin-
Ringes bei der Zytokinese. Außerdem wird Plk1 eine Rolle bei der Regulation des Centrosomenzyklus 
zugeschrieben, indem Plk1 an der Reifung der Centrosomen am G2/M-Übergang beteiligt ist. Gemäß 
der Funktionen ist Plk1 mit zahlreichen mitotischen Strukturen wie den Spindelpolen, den 
Kinetochoren und dem Mittelkörper („midbody“) assoziiert. 
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Plk2 wurde ursprünglich als frühes Transkript beziehungsweise Serum-induzierbare Kinase 
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Serumentzug in G0 arretiert wurden, wird durch die Zugabe von Serum der Wiedereintritt in 

den Zellzyklus stimuliert, was zu einem Anstieg der mRNA von Plk2 führt. Dass Plk2 eine 

Funktion beim Wiedereintritt in den Zellzyklus hat, konnte in einer späteren Studie verstärkt 

werden, da auch das endogene Plk2-Protein sowie die Kinaseaktivität 1 Stunde nach 

Stimulation mit Serum in Fibroblasten der Maus nachgewiesen werden konnte. Auch 

nachdem die Fibroblasten aus einem mitotischen Arrest in die nächste G1-Phase entlassen 

wurden, konnte Plk2 in der frühen G1-Phase detektiert werden. Des weiteren wurde 

beobachtet, dass der Plk2-Proteingehalt Zellzyklus-abhängig reguliert wird, da Plk2 nur für 1 

Stunde in der Zelle nachweisbar ist [86].  

Aufgrund dieser Studien wird angenommen, dass Plk2 eine Rolle bei der Regulation der G1-

Phase spielt. Verstärkt wird diese Annahme durch eine kürzlich erschienene Studie über die 

"knock-out“-Maus von Plk2 [87]. Sie zeigt, dass die Plk2-/--Maus nicht letal ist. Die Analyse 

des Phänotyps der neugeborenen Mäuse zeigt, dass sie im Vergleich zur Wildtyp-Maus 

kleiner sind, die Haut blasser ist und dass sie keine korrekt geschlossenen Augenlieder 

besitzen. Sie sind aber fruchtbar und histologische Untersuchungen zeigen keine Anomalien 

in den Geweben. Weiterhin wurde in Untersuchungen zur Entwicklung der Plk2-/--Maus 

beobachtet, dass das Wachstum in der Labyrinthschicht der Plazenta reduziert ist. Auch der 

Zellzyklus der Fibroblasten, die aus der Maus isoliert wurden, dauert länger, aufgrund einer 

verlängerten G1-Phase.  

Ob die Funktion von Plk2 nur auf die G1-Phase beschränkt ist, konnte noch nicht eindeutig 

geklärt werden. In einer weiteren Studie wurde gezeigt, dass Plk2 p53-abhängig in der 

Mitose nach Behandlung der Zellen mit dem mikrotubuli-stabilisierenden Wirkstoff Taxol 

induziert wird und an der Etablierung des Spindel-Kontrollpunktes beteiligt ist [88]. Die 

Herunterregulation des Plk2-Proteins durch RNA-Interferenz führt zu einer erhöhten 

Apoptoserate im Vergleich zu den Kontrollzellen. Dies lässt auf eine zusätzliche Rolle von 

Plk2 in der Mitose schließen.  

Bis jetzt wurden noch keine Substrate von Plk2 identifiziert, die an der Regulation des 

Zellzyklus beteiligt sind. Als Interaktionspartner wurde CIB ("Ca2+- and integrin-binding 

protein“) identifiziert, welches vermutlich bei der Regulation der Plk2-Aktivität involviert ist 

[86].  

Weiterhin wurde eine Funktion von Plk2 außerhalb des Zellzyklus beschrieben [89,90]. Plk2 

ist an der Regulation der Aktivität von Neuronen beteiligt. Bei anhaltender Stimulation der 

Neuronen ist Plk2 an der Ausbildung der synaptischen Plastizität beteiligt. Das Plk2-Protein 

wird zu den dendritischen Fortsätzen transportiert und phosphoryliert dort Substrate. So 

wurde SPAR (postsynaptisches actin-regulierendes Protein) als Substrat identifiziert, 

welches nach Phosphorylierung durch Plk2 abgebaut wird. 
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1.6.2.3. Plk3 
 

Ähnlich wie Plk2 wurde Plk3 („FGF-inducible kinase“ , Fnk sowie „Polo-related kinase“, Prk) 

ursprünglich als „immediate early gene product“ identifiziert [91]. Die Proteinmengen von 

Plk3 sind während des gesamten Zellzyklus konstant, während die Kinaseaktivität im 

Zellzyklus noch nicht gemessen werden konnte. Beim Eintritt in die Mitose wurde aber 

gezeigt, dass Plk3 phosphoryliert wird [92]. Während des Zellzyklus ist Plk3 über einen 

längeren Zeitraum an den Centrosomen und am Golgi-Apparat sowie während der 

Telophase am Mittelkörper lokalisiert [93, 94]. Da die Überexpression von Plk3 zu einem 

mitotischen Arrest sowie zu zytokinetischen Defekten führt, wird angenommen, dass Plk3 

eine mitotische Funktion ausübt [93, 95]. Es wird unter anderem diskutiert, dass Plk3 an der 

Fragmentierung des Golgi-Apparates zu Beginn der Mitose beteiligt ist. Darüber hinaus 

wurde in verschiedenen Studien gezeigt, dass Plk3 nach gentoxischen Stress über den 

ATM/Chk2-Signalweg aktiviert wird, was auf eine Rolle von Plk3 bei der Etablierung des 

Kontrollpunktes nach Schädigung der DNA während der Mitose hindeutet [96].  

 

 

1.6.2.4. Plk4 
 

Wie bereits erwähnt, unterscheidet sich die Struktur von Plk4 (Sak: "Snk/Plk-akin Kinase“) 

von den drei anderen Polo-Kinasen in Säugern [97]. Die Sak-Kinase liegt als Dimer vor und 

zeichnet sich durch den Besitz von nur einer Polo Box aus. Es wird angenommen, dass , im 

Gegensatz zu den anderen Polo-Kinasen die Polo-Box-Domäne von Plk4 kein Phospho-

Bindungs-Motiv ist. Plk4 besitzt außerdem drei PEST-Sequenzen, die die Degradation von 

Plk4 über den Ubiquitin/Proteasom-Weg im Verlauf der G1-Phase vermittelt [98, 99]. In der 

Maus wurden zwei alternative Spleißformen gefunden (Sak-a und Sak-b). Sie sind während 

der Zytokinese im Bereich der Teilungsfurche sowie an den Centrosomen (G2/M-Übergang) 

lokalisiert. Sak-a ist für die Embryonalentwicklung der Maus essentiell [100]. Es wurde 

gezeigt, dass die Deletion beider Sak-a Allele („Knockout“) zum Absterben der Maus in 

einem frühen Entwicklungstadium führt.  
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2. Zielsetzung der vorliegenden Dissertationsarbeit 
 

Der eukaryontische Zellzyklus hat sich im Laufe der Evolution zu einem hochregulierten, 

sehr komplexen Netzwerk entwickelt, um die Weitergabe des genetischen Materials zu 

gewährleisten. Der Verlust von Kontrollmechanismen oder Fehler beim Ablauf des Zellzyklus 

können zum unkontrollierten Wachstum führen und tragen damit zur Entstehung von Krebs 

bei. Deshalb ist es wichtig die Regulationsmechanismen des Zellzyklus aufzuklären, um so 

neue Therapien gegen Krebs zu entwickeln. 

In den letzten Jahren wurde eine neue Proteinfamilie, die der Polo-Kinasen, in der Literatur 

beschrieben. Polo-Kinasen üben neben den Cyclin-abhängigen Kinasen wichtige Funktionen 

bei der Regulation des Zellzyklus aus. Im Gegensatz zu Plk1 sind die Funktionen der 

anderen Polo-Kinasen Plk2, Plk3 und Plk4 noch unzureichend untersucht. Gegenstand 

dieser Arbeit ist es daher, die Rolle der humanen Polo-Kinase Plk2 im Zell- und 

Centrosomenzyklus zu charakterisieren. Insbesondere soll die Funktion von Plk2 auf die 

einzelnen Zellzyklus-Übergänge genauer studiert sowie Substrate der Plk2-Kinase 

identifiziert werden. 

Als erstes sollten bereits vorhandene Antikörper gegen das Plk2-Protein charakterisiert 

werden, um dann mit deren Hilfe die Expression und die Aktivität des endogenen Plk2-

Proteins während des Zellzyklus zu bestimmen. Außerdem soll eine stabile Plk2-

induzierbare Zelllinie generiert werden, um die Effekte der Überexpression von Plk2 auf den 

Verlauf des Zellzyklus sowie auf mögliche Substrate zu untersuchen. Weiterhin wird die 

Plk2-Funktion in Zellen durch Mikroinjektionen spezifischer Antikörper gegen Plk2 sowie 

durch RNA-Interferenz ausgeschaltet und der Phänotyp untersucht.  

Plk2 ist an den Centrosomen lokalisiert (Stefan Kemmler, Diplomarbeit DKFZ Heidelberg 

2003). Deshalb sollte eine mögliche Beteiligung von Plk2 bei der Regulation des 

Centrosomenzyklus untersucht werden. 

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit ist die Identifizierung von Substraten der Plk2-Kinase. Aus 

diesem Grund sollte ein Two-Hybrid-Screen in der Hefe durchgeführt werden. Die Interaktion 

zwischen Plk2 und den möglichen Substraten soll anschließend sowohl durch in vitro und in 

vivo Bindungsstudien als auch durch in vitro Kinasestudien mit rekombinanten Plk2 

untersucht werden. Des weiteren soll eine funktionelle Analyse der Interaktion helfen, die 

Rolle von Plk2 in die bei der Kontrolle des Zellzyklus aufzuklären. 
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3. Material und Bezugsquellen 
 
Alle verwendeten Chemikalien und Feinchemikalien werden, soweit nicht anders angegeben, 

von den Firmen Sigma, Fluka, Merck und Roth bezogen. Die speziellen Chemikalien sind unten 

aufgelistet. Die Restriktionsenzyme stammen von Roche oder New England Biolabs (NEB). 

Materialien, die für den Zwei-Hybrid-Screen verwendet wurden, stammen von Clontech.  

 

3.1. Spezielle Reagenzien, Chemikalien und Lösungen 
 

1 kb DNA Leiter       Invitrogen 

100 bp DNA Leiter       Invitrogen 

Albumin bovine Fraktion V (BSA)     Sigma 

Aprotinin        Boehringer Mannheim 

BES (N,N-bis(2-Hydroxy-yethyl)-2-aminoethansulfonic acid) Sigma 

α-Casein        Sigma  

CNBr-aktivierte Sepharose 6MB      Amersham Pharmacia Biotech 

ECL (enhancend chemoluminescence)     Perkin Elmer 

Geneticin        GibcoBRL 

Hydroxyharnstoff       Sigma 

Hygromycin        Calbiochem 

Kaninchen IgG       Sigma 

Leupeptin        Roche 

LLnL (N-Acetyl-Leu-Leu-norleucinal)    Sigma 

Nocodazole         Sigma 

PIN (Sojabohnen Trypsininhibitor)     Sigma 

Propidiumiodid       Sigma 

Protein A Sepharose       Amersham Pharmacia Biotech 

Protein G Sepharose       Amersham Pharmacia Biotech 

Proteinmarker           #P7708L     New England Biolabs 

Puromycin        Sigma 

RNAse A        Boehringer Mannheim 

TLCK (1-Chloro-3-tosylamido-7-amino-2-heptanon)  Roche 

TPCK (1-Chloro-3-tosylamido-7-amino-2-butanon)    Roche 
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3.2. Radiochemikalien 
 

Adenosin 5‘-[32P]-triphosphat  250 µCi   #AA0018  Amersham 

L-[35S]-Methionin 15 mCi/ml     #SJ1515  Amersham 

 

 

3.3. Puffer und Lösungen 
 
PBS   

NaCl     150 mM 

Na2HPO4/ NaH2PO4, pH 7,2  10 mM 

 

TE-Puffer 

Tris-HCl pH 7,5   10 mM 

EDTA pH 8,0    1 mM 

 

10x TBE-Puffer 

Tris Base    108 g 

Borsäure    55 g 

EDTA 0,5 M, pH 8,0   40 ml 

H2O     ad 1l 

 
TBS 

Tris-HCl pH 7,5   50 mM 

NaCl     150 mM 

 

Lysepuffer 

Tris-HCl pH 7,5   50 mM 

NaCl     250 mM 

NaF     50 mM 

EDTA     5 mM 

Triton X-100    0,1% (v/v) 
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Milder Lysepuffer (für in vivo Interaktions-Studien) 

HEPES pH 7,5   50 mM 

NaCl     150 mM 

EDTA pH 8,0    1 mM 

Glycerol    10 % 

Tween-20    0,1 % 

NaF     1 mM 

β-Glycerophosphat   10 mM  

 

 

3.4. Kommerzielle Kits 
 
Effectene Transfektionsreagenz     Qiagen 

Endofree DNA Kit       Qiagen 

Gelextraktions Kit       Qiagen 

Lipofecamine 2000       Invitrogen 

Plasmid Maxi Kit       Qiagen 

Plasmid Mini Kit       Qiagen 

QuickChange Mutagenesis Kit     Stratagene 

TNT Retikulozytenlysat      Promega 

Matchmaker Gal 4 Two-Hybrid System 3    Clontech 

 

 

3.5. GST-Fusionsproteine 
 
Die GST-Myb Fusionsproteine wurden von Kan Jiang (RWTH Aachen) in E. coli produziert und 

über Glutathion-Sepharose aufgereinigt. Als Expressionsvektor wurde der pGEX-Vektor von 

Amersham verwendet. 

Das Plk2-Gesamtprotein wird ebenfalls als GST-Fusionsprotein exprimiert, über Glutathion-

Sepharose aufgereinigt (Ingrid Hoffmann, 1999) und für die Affinitätsreinignug des Anti- Plk2-FL-

Antikörpers verwendet. 
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4. Expressionsvektoren und Plasmide 
 
pX-Vector 

Dieser eukaryontische  Expressionsvektor (3,9 kb) wurde von Giulio Superti-Furga, EMBL, 

Heidelberg [101] konstruiert und für die transienten Transfektionen in eukaryontischen Zellen 

verwendet. Das Plasmid besitzt als Selektionsmarker eine Ampicillin-Resistenz. 

 

 

pUHD-10-3-Vektor 

Für die Herstellung der stabilen Zelllinie (U2OS tet off) wird die Plk2 cDNA in den pUHD-10-3-

Vektor [102] kloniert. Dieser Vektor enthält siebenmal das „Tetrazyklin- Response Element“ 

(TRE) und den Minimal-Promotor des Cytomegalovirus. In Abwesenheit von Tetrazyklin wird die 

Transkription von Plk2 durch Bindung des Transaktivators (tTA) an das TRE induziert. Der 

Vektor enthält eine Ampicillin-Resistenz. Für die Transfektion wird der pUHD-10-3-Vektor durch 

XhoI liniearisiert.  

 

pBabe-Puro 

Der pBabe-Puro-Vektor ist ein eukaryontischer Expressionsvektor. Er wird zusammen mit den 

pSUPER-Konstrukten ko-transfiziert und dient zur Selektion transfizierter Zellen durch 

Puromycin. Er kodiert außerdem für ein Ampicillin-Resistenzgen. 

 

pSUPER  

Dieses 3176 bp-Konstrukt, kloniert von Reuven Agami (The Netherlands Cancer Institute, [103]), 

basiert auf dem pBluescript-Vektor und enthält einen H1-RNA-Promotor für die Synthese kleiner 

Haarnadel-RNAs („short hairpin RNAs“, shRNAs). Dieser Promotor, welcher unter der Kontrolle 

des RNA-Polymerase III-Expressions-Systems steht, kontrolliert normalerweise die Expression 

kleiner RNA-Transkripte ohne Poly-A-Schwanz (z.B. tRNAs) und eignet sich dadurch für die 

Expression von shRNAs. Über BglII- und HindIII-Restriktionsschnittstellen wurden zwei 

hybridisierte 64 bp-Oligonukleotide in den Vektor kloniert, welcher außerdem ein RNA-

Polymerase III-spezifisches T5-Terminationssignal (5 terminale Uridine) enthält. Die 

Transkription terminiert nach dem zweiten Uridin, wodurch das charakteristische Ende der 

Primärtranskripte zustande kommt. Die Konstrukte für die Expression von sh-RNAs wurden von 

Stefan Kemmler (Diplomarbeit 2003, Dkfz Heidelberg) kloniert. Das Lamin-spezifische pSUPER-
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Konstrukt diente als Positivkontrolle und wurde freundlicherweise von Melanie Volkening (DKFZ 

Heidelberg) zur Verfügung gestellt. 

 

Name der verwendeten 
pSUPER-Konstrukte 

19nt-Zielsequenz auf der mRNA  
relativ zum Startcodon 

pSUPER-Plk2-(1)        1483-1501 

pSUPER-Plk2-(2)          766-783 

pSUPER-Lamin A/C          608-626 

   
    Tabelle 2: Verwendete pSUPER-Konstrukte 

 

Der pSUPER Vektor besitzt eine Ampicillin-Resistenz. 

 

pTK-Hyg  

pTK-Hyg ist ein Selektionsvektor, durch den humane Zellen resistent gegen das Antibiotikum 

Hygromycin werden und dadurch stabil transfizierte Zellen selektioniert werden können. Er wird 

ko-transfiziert mit dem pUHD-10-3-Vektor und zeichnet sich durch eine Ampicillin-Resistenz aus. 

Für die Transfektion wird er mit HindIII liniearisiert. 

 

pEGFP 

pEGFP ist ein eukaryontischer Expressionsvektor, der für eine Variante des fluoreszierenden 

Proteins GFP, welches aus der Qualle Aequora victoria isoliert wurde, codiert (Ex 488nm, Em 

507nm). Durch Fusion des gewünschten Proteins mit EGFP, kann die Lokalisation des Proteins 

in der lebenden Zelle beobachtet werden. Der Vektor besitzt eine Kanamycin-Resistenz.  
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5. Methoden 
 

5.1. Zellbiologische Methoden 
 

5.1.1. Standardkultivierung der Zellen 
 

Die adhärent wachsenden Zellen werden in einem Begasungsbrutschrank bei 37°C und einem 5 

%igen CO2-Gehalt in feuchter Atmosphäre kultiviert. Regelmäßig wird nach 2-3 Tagen das 

Medium gewechselt, bis die Zellen einen konfluenten Zellrasen ausgebildet haben. Erreichen die 

Zellen eine Konfluenz von 80 %, ist es notwendig, die Zellen zu passagieren. Dazu wird das 

verbrauchte Medium steril abgesaugt und die Zellen zweimal mit auf 37°C vorgewärmtem 

PBS/CMF (GIBCO) gewaschen. Anschließend wird 1 ml Trypsin-EDTA-Puffer (GIBCO) zur 

Zerstörung der Zell-Zell-Verbindungen zu den Zellen gegeben. Damit das Trypsin optimal 

proteolytisch wirksam ist, wurden die Zellen bei 37°C im Brutschrank inkubiert. Unter 

mikroskopischer Kontrolle wird das Ablösen der Zellen vom Untergrund der Zellkulturschale 

verfolgt. Um die Wirkung des Trypsin aufzuheben, werden die abgelösten vereinzelten Zellen 

anschließend in Medium aufgenommen, gezählt und dann in neue Zellkulturschalen überführt.  

Alle verwendeten Medien werden supplementiert mit hitzeinaktiviertem 10 %igem FKS 

(Biochrom), 1 % Penicillin-/Streptomycin-Lösung (Life Tech.) und 1% Glutamin (2 mM 

Endkonzentration, Life Tech.). HeLa (Zervixkarzinom Zelllinie) und U2OS (Osteosarkoma 

Zelllinie) werden in DMEM (Sigma) mit 1 g Glukose/l, Hs68 (Fibroblasten der Vorhaut) und 293T 

(Nierenepithel Zelllinie) in DMEM mit 4,5 g Glukose/l kultiviert. Dem Medium der U2OS tet off-

Zellen, welche das regulatorische pTet-Off-Plasmid in ihre chromosmale DNA integriert haben, 

wird zusätzlich 500 µg/ml G418 (Geneticinsulfat, GIBCO BRL) zur Selektion hinzugefügt. Die 

CHO-Zellen (Ovarienzellen vom chinesischen Hamster) wurden in HAM´S F12, supplementiert 

mit 10 %FKS und 1% P/S-Lösung, kultiviert.  

 

 

5.1.2. Steriles Einfrieren und Auftauen von Zellen 
 

Um auf Zellen gleicher Passage zurückgreifen zu können, werden die Zellen in flüssigem 

Stickstoff bei –196°C längerfristig oder kurzfristig bei –80°C gelagert. Da es beim Einfrieren zu 

einer Schädigung der Zellen kommen kann, verursacht durch eine Dehydrierung des 
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Zytoplasmas, enthält das Medium 10 % DMSO als Frostschutzmittel. Weiterhin ist ein schnelles 

Arbeiten unter sterilen Bedingungen erforderlich, um weitgehende Schädigungen der Zellen zu 

vermeiden.  

Die Zellen werden trypsiniert (s. 5.1.1), in 10 ml Medium aufgenommen und in ein 

Zentrifugenröhrchen überführt. Die anschließende Zentrifugation erfolgt bei 194 x g für 5 

Minuten und einer Temperatur von 4°C. Des Zellpellet wird in 1 ml vorgekühltem Einfriermedium 

resuspendiert und die Zellsuspension in verschließbare Kryoröhrchen überführt. Die Röhrchen 

werden für 24 h bei –80 °C eingefroren und zur Langzeitlagerung in flüssigem Stickstoff bei       

–196°C aufbewahrt.  

 
Das Auftauen der Zellen erfolgt im Wasserbad. Die aufgetaute Zellsuspension wird in 10 ml 

Medium aufgenommen, in Zentrifugenröhrchen gegeben und unter gleichen Bedingungen wie 

beim Einfrieren zentrifugiert. Der Überstand wird abgesaugt, die Zellen in 10 ml Medium 

resuspendiert und in gewünschter Zelldichte ausplattiert. Beim Einfrieren der stabilen Zelllinie ist 

zu beachten, dass das Einfriermedium keine Antibiotika enthält. Auch nach dem Auftauen 

werden die Zellen für 12 h in Medium ohne Antibiotika kultiviert, um ein massives Sterben der 

Zellen zu verhindern.  

 

 

5.1.3. Bestimmung der Zellzahl  
 
Die Zellzählung erfolgt mittels einer Neubauer-Kammer der Fa. Neolab. Ein Kleinquadrat, 

bestehend aus 16 Kleinstquadraten, wird ausgezählt. Die Fläche eines Kleinstquadrates beträgt 

0,0625 mm², die Tiefe 0,2 mm. Daraus ergibt sich nach folgender Formel die Zelldichte pro ml in 

der jeweiligen Zellsuspension:   
      Zellen / Kleinstquadrat x 1000 
   Zellen pro Millimeter =       
      16 x 0,0625 mm² x 0,2 mm 
 

Um die Fehlerrate zu verringern, zählt man 4 Kleinstquadrate aus und dividiert dann durch vier.  

 

 

5.1.4. Synchronisation der Zellen 
 

Um Prozesse, die den Zellzyklus kontrollieren, studieren zu können, ist es notwendig, die Zellen 

in spezifischen Phasen des Zellzyklus zu synchronisieren. Dies umfasst (1) einen 
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verhältnismäßig vollständigen Arrest der Zellen an einem definierten Punkt des Zellzyklus, (2) 

der verursachte Arrest muss reversibel sein, und (3) die aus den Arrest wieder freigelassenen 

Zellen müssen sich erholen, um gleichmäßig den Zellzyklus durchlaufen zu können [104]. 

Die Synchronisation und der Verlauf durch den Zellzyklus werden durch die 

durchflußzytometrische Analyse verfolgt (FACS-Scan, s. 5.1.5.).  

 

 

5.1.4.1. Arrest in der G0-Phase durch Serumentzug 

 
Um die Funktion von Plk2 am G1/S-Übergang zu untersuchen, ist es notwendig, dass die Zellen 

synchron von der G1-Phase in die S-Phase eintreten. Hs68-Zellen sind humane Fibroblasten, 

die zur Proliferation in Kultur Wachstumsfaktoren brauchen. Diese Wachstumsfaktoren sind im 

FKS enthalten, das dem Medium zugesetzt wird. Durch Depletion des FKS treten die Zellen in 

einen Ruhezustand ein, der G0 genannt wird. Dieser ist charakterisiert durch eine geringe 

metabolische Aktivität. Durch erneute Zugabe von FKS wird der synchrone Wiedereintritt in die 

frühe G1-Phase des Zellzyklus induziert. 

Zu diesem Zweck werden die Hs68-Zellen in 15 cm Platten in einer Dichte von 1,5 Millionen 

Zellen pro Schale (0,5 Millionen bei einer 10 cm Schale) ausgesät. 24 h später werden die 

Zellen zweimal mit PBS gewaschen, um das Serum zu entfernen. Die Zellen werden dann für 64 

h mit Medium ohne FKS kultiviert. Anschließend wird das alte Medium entfernt und durch neues 

Medium mit 20 % FKS ersetzt, um den Wiedereintritt in G1 zu induzieren.  

 

5.1.4.2. Synchronisation durch Zugabe von Hemmstoffen 

 
HeLa-Zellen sind transformierte Zellen, die unabhängig von dem Zusatz von FKS wachsen. 

Deshalb werden HeLa-Zellen in der Mitose durch die Zugabe von Nocodazol arretiert und 

können durch Wegwaschen des Nocodazol in die nächste G1-Phase entlassen werden. 

Nocodazol bindet wie Colchicin an Tubulin und verhindert so die Polymerisation des Tubulins 

und die damit verbundene Ausbildung der mitotischen Spindel.  

Um die HeLa-Zellen in der Metaphase zu arretieren, werden sie in 175 cm2 große 

Zellkulturflaschen ausgesät. Erreichen die Zellen eine Konfluenz von 70 %, werden sie mit PBS 

gewaschen und frisches Medium mit 50 ng/ml Nocodazol wird auf die Zellen gegeben. Nach 12 

bis 14 h werden die Zellen zweimal mit PBS (+ Nocodazol) vorsichtig gewaschen, um die toten 

Zellen zu entfernen. Um G1-Phase-Zellen herzustellen, werden anschließend die abgerundeten 
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mitotischen Zellen in PBS (+ Nocodazol) abgeschüttelt, in Zentrifugenröhrchen überführt und 7 x 

mit PBS ohne Nocodazol gewaschen. Das Zellpellet wird dann in frischem Medium 

resuspendiert, in neue Zellkulturflaschen (2 Millionen Zellen pro 50 cm2) überführt und die Zellen 

nach 10 h bzw. alle 2 h für die Zeitkurvenstudien geerntet. Um M-Phase-Extrakte herzustellen 

können die abgeschüttelten Metaphase-Zellen direkt verwendet werden. Zur Gewinnung der G2-

Phase-Zellen werden die restlichen, noch adhärenten Zellen nach dem Abschütteln der 

mitotischen Zellen abtrypsiniert und ebenfalls Extrakte hergestellt. Für die Herstellung von S-

Phase-Zellen werden die Zellen 24 h mit Hydroxyharnstoff (15mM) behandelt und dann 

geerntet.  

 

5.1.4.3. Centrosomen-Verdopplungs-Assay  
 

Für die Untersuchung der Beteiligung von Plk2 bei der Initiierung der Centrosomen- 

Verdopplung, wird das Plk2-Protein durch RNA-Interferenz herunterreguliert und anschließend 

der Centrosomen Verdopplungs-Assay [46] durchgeführt. Dabei wird die DNA-Replikation durch 

einen DNA-Synthese-Inhibitor (Hydroxyharnstoff) blockiert, was zu einer experimentellen 

Entkopplung der Centrosomen-Duplikation von der DNA-Replikation führt und es dadurch zu 

einer mehrmaligen Duplikation der Centrosomen kommt, so dass mehr als 2 Centrosomen bzw. 

mehr als 4 Centriolen in der Zelle detektierbar sind.  

Für den Verpopplungs-Assay werden die U2OS-Zellen auf Deckgläschen ausgesät und mit dem 

pBabe-Puro-Vektor und den entsprechenden pSUPER-Konstrukten (Verhältnis 1:8) mit Hilfe der 

Kalziumchlorid-Methode (s.5.1.6.2.) transfiziert. 24 h nach der Transfektion erfolgt die Selektion 

der transfizierten Zellen mit Puromycin (2 µg/ml) für weitere 24 h. Am nächsten Tag werden die 

U2OS-Zellen 2 x mit PBS gewaschen und mit Hydroxyharnstoff (15 mM) in der frühen S-Phase 

arretiert. Durch Behandlung mit Hydroxyharnstoff wird die DNA-Replikation blockiert, indem die 

Deoxyribonukleotidtriphoshat-Synthese inhibiert wird. Nach 3 Tagen werden die Zellen auf 

Deckgläschen fixiert, die Centrosomen mittels Immunfluoreszenz mit einem Anti-γ-Tubulin-

Antikörper angefärbt und pro Zelle gezählt. Als Kontrolle werden die Zellen mit dem leeren 

pSUPER-Vektor sowie mit dem pSUPER-Lamin A/C-Vektor transfiziert. Für die Auswertung 

werden die Centrosomen von ungefähr 300 Zellen pro Experiment ausgezählt. 

Für den Verdopplungs-Assay in CHO-Zellen, werden die CHO-Zellen nach der Transfektion mit 

der kinase-inaktiven Mutante Plk2-K111R für 48 Stunden mit Hydroxyharnstoff behandelt und 

anschließend fixiert. Hier wurden die Centriolen mit dem Anti-GT335-Antikörper angefärbt.  
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5.1.5. Durchflußzytometrische Analyse (FACS) 
 

Um die Verteilung der Zellen einer Population in den verschiedenen Phasen des Zellzyklus zu 

bestimmen, wird die FACS-Analyse (fluorescence activated cell sorter) durchgeführt. Die FACS-

Messung ist eine Analyse von Einzelzellen in einer Zell-Suspension auf der Grundlage einer 

statistischen Analyse, die (1) auf der Messung des DNA-Gehaltes in der Zelle und (2) auf den 

Streulichteigenschaften der Zelle beruht. Die Zellen werden mit Propidiumiodid (Sigma) 

angefärbt, einem Fluoreszenzfarbstoff, der zwischen den Basenpaaren der doppelsträngigen 

DNA interkaliert und bei entsprechender Anregung durch einen Laserstrahl ein rotes 

Fluoreszenz-Signal aussendet. Durch die Messung der Fluoreszenz-Intensität der gefärbten 

Zellkerne kann der DNA-Gehalt einer Zelle bestimmt werden. Diploide Zellen besitzen in der G0- 

oder G1-Phase einen DNA-Gehalt von 2n, der in der S-Phase ansteigt und in G2/M einen DNA-

Gehalt von 4n erreicht. Das Signal jeder einzelnen Zelle wird über einen Detektor aufgenommen 

und dann über einen Digital-Analogumwandler (alles von Becton Dickinson FACSort) zusammen 

mit einem Computer und der entsprechenden Software (Cell Quest) verarbeitet. Dabei ist jedem 

Zellparameter eine Anzahl von Kanälen zugeordnet, die gegen die Anzahl der Zellen 

aufgetragen ein Histogramm ergeben. Aus diesem Histogramm kann man dann die 
Zellzyklusphasenverteilung in der Population ablesen. 
 

 

5.1.5.1. Fixierung und Färbung der Zellen für die FACS-Analyse 
 

Die trypsinierten, gezählten Zellen werden in 10 ml eiskaltes PBS aufgenommen und bei 194 x g 

für 5 Minuten bei 4°C zentrifugiert. Der Überstand wird dekantiert, das Zellpellet in 100 µl PBS 

resuspendiert und anschließend tropfenweise zu 10 ml 70 %igem vorgekühlten (-20°C) Ethanol 

gegeben. Die so fixierten Zellen können für 2 Monate bei –20°C bis zur weiteren Behandlung 

gelagert werden. 

Für die Färbung werden die Ethanol-fixierten Zellen durch Zentrifugation für 10 Minuten bei 194 

x g pelletiert. Anschließend werden die Zellen in Puffer (50 mM Tris-HCl, pH 7,5 und 10 mM 

MgCl2), dem 10 µg/ml RNAse A zugesetzt werden, resuspendiert. Nach einer Inkubation von 30 

Minuten bei 37°C wird 70 µg/ml Propidiumiodid zu dem Mix gegeben. Die Zellen werden über 

Nacht im Dunkeln bei 4°C gefärbt und am nächsten Tag gemessen. Anschließend werden die 

Histogramme mit dem Programm Cell Quest ausgewertet.  
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5.1.6. Transfektion 
 

Die Transfektion ist eine Methode für das Einschleusen von DNA oder RNA in eukaryontische 

Zellen. Sie ist somit ein wichtiges Werkzeug, um die Expression eines Genes zu studieren bzw. 

zu kontrollieren. Die klonierten Gene können in Zellen transfiziert werden, um sie biochemisch 

zu charakterisieren, Effekte von Mutationen im Gen zu erforschen, zur Untersuchung der 

Überexpression von einem Gen auf das Zellwachstum oder um ein Protein für die Aufreinigung 

zu produzieren.  

Generell unterscheidet man zwei Typen von Transfektionen – transiente und stabile 

Transfektionen. Diese zwei Typen der Transfektion wurden für unterschiedliche experimentelle 

Anwendungen entwickelt und erfordern unterschiedliche Vektoren. 

Bei transienten Transfektion werden die eingeschleusten Gene nur vorübergehend exprimiert 

und gehen nach mehreren Zellteilungen verloren. Dabei wird die eingeschleuste DNA nicht in 

das Genom der Zelle integriert und repliziert. Die transiente Transfektion ist am effizientesten, 

wenn die "Supercoiled"-Form des Plasmid transfiziert wird.  

Im Gegensatz zu transienten Transfektionen sind stabile Transfektionen nur mit linerarisierten 

DNA-Vektoren möglich, da die transfizierte DNA in die chromosomale DNA integriert werden 

muss. Um eine stabil-transfizierte homogene Zellpopulation zu gewinnen, ist eine Ko-

Transfektion mit einem selektionierbaren Marker-Gen (gewöhnlich ein Antibiotika-Resistenz 

Gen) notwendig. 

Dabei gibt es verschiedene Methoden für das Einschleusen der DNA. Zu den klassischen 

Transfektions-Techniken gehören die DEAE (Diethylaminoethyl)-Dextran-Technik, die 

Kalziumphosphat-Kopräzipitation und die liposomenvermittelte Transfektion. In der vorliegenden 

Dissertation wurden die Kalziumphosphat-Technik sowie eine von Qiagen entwickelte Methode, 

die auf der liposomenvermittelten Transfektionstechnik basiert, eingesetzt. Dabei handelt es sich 

um Effectene, das aus verschiedenen nicht-liposomalen polykationischen Lipiden 

zusammengesetzt ist. Im Gegensatz zu den bimolekular lamellar angeordneten Membranen der 

Liposomen, formen diese Lipide mizelluläre Strukturen. Die positiv geladene Oberfläche der 

Mizelle interagiert mit dem negativ geladenen Phosphat-Rückrat der DNA, so dass ein schwach 

positiv geladener Transfektions-Komplex entsteht, der an der negativ geladenen Oberfläche der 

Zellmembran binden kann und dadurch in das Zellinnere aufgenommen wird. 
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5.1.6.1. Transiente Transfektionen mit Effectene 
 

Für die transienten Transfektionen werden die U2OS-Zellen in 10 cm Schalen in einer Dichte 

von 0,5 Millionen Zellen pro Schale ausgesät. 24 h später wird die Transfektion nach Anleitung 

des Herstellers unter sterilen Bedingungen durchgeführt. Die optimalen Bedingungen für eine 

hohe Transfektions-Effizienz, das Verhältnis zwischen DNA und Effectene sowie die DNA-

Menge, wurden vorher ermittelt. 

 

• Plasmid-DNA (2µg) in 300 µl EB-Puffer verdünnen 

• pro µg DNA werden 8 µl Enhancer zugegeben, gemischt und 5 min bei RT inkubiert 

• Zugabe von 20 µl Effectene pro µg DNA 

• Inkubation für 10 min bei RT 

• in der Zwischenzeit Zellen mit PBS waschen und 7 ml frisches Medium auf die Zellen 

geben 

• Aufnahme des Transfektionsansatzes in 3 ml Medium 

• Transfektionsansatz tropfenweise auf die Zellen geben 

• Zellen nach 15-20 Stunden ernten 
 

Zur Stabilisierung des exogen-exprimierten Plk2 werden die Zellen 4 h bevor sie geerntet 

werden mit 25 µg/ml LLnL (N-Acetyl-Leu-Leu-norLeu-al), einem Protease-Inhibitor, behandelt. 

 

 

5.1.6.2. Transiente Transfektionen mit Lipofectamine 2000 
 

Lipofectamine 2000 wurde für die Transfektion der CHO-Zellen eingesetzt. Nach dem Aussähen 

in einer 6-well-Zellkulturplatte wurden die Zellen nach Anleitung des Herstellers mit 4 µg DNA 

und 10 µl Lipofectamine 2000 bei einer Konfluenz von 80 % transfiziert. Eine Stunde vor der 

Transfektion wurde das alte Medium abgesaugt, die Zellen zweimal mit PBS gewaschen und 

anschließend DMEM (4,5g Glukose/l) ohne FKS und ohne Antibiotika auf die Zellen gegeben. 6 

Stunden nach der Transfektion wurde erneut ein Mediumwechsel durchgeführt, indem die Zellen 

viermal mit PBS gewaschen und dann in HAM´S-Medium mit 10 % FKS weiterkultiviert wurden. 
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5.1.6.3. Transiente Transfektionen nach der Kalziumphosphat-Methode 

 
Einen Tag vor der Transfektion werden die Zellen in der gewünschten Zelldichte (U2OS: 1 

Millionen Zellen pro 10 cm Schale, 293T: 0,7 Millionen Zellen pro 10 cm Schale) ausgesät. 2-4 h 

vor der Transfektion wird ein Mediumwechsel durchgeführt, um tote Zellen zu entfernen.  

Alle Lösungen müssen vor der Transfektion auf RT erwärmt werden. Zur Transfektion werden in 

einem Eppendorfgefäß nacheinander 530 µl TE-Puffer, 60 µl 2,5 M CaCl2-Lösung und 40 µg der 

zu transfizierenden DNA gemischt und 5 Minuten bei RT inkubiert. Innerhalb dieser 

Inkubationszeit wird in einem 15 ml Falcon Röhrchen 600 µl 2 x HBS vorgelegt. Anschließend 

wird das DNA-Gemisch unter konstantem Mischen auf dem Vortex tropfenweise zu der 2 x HBS 

Lösung pipettiert. Nach 20 Minuten Inkubation bei RT werden 1 ml des Gemisches auf die 

Zellen gegeben. Nach 14 h wird ein Mediumwechsel durchgeführt. Die Zellen werden mit LLnL 

behandelt (s. 5.1.6.1.) und 20 h nach der Transfektion geerntet.  

 
2 x HBS:  50 mM HEPES-KOH  pH 7,1 
 280 mM NaCl 
 1,5 mM Na2HPO4 x 2H2O 
 
 
1/10 TE: 2 mM Tris-HCl pH 7,8 
 0,01 mM EDTA pH 8,0 
 
 
Um HeLa-Zellen zu transfizieren, wird der BES-Puffer (N,N-bis(2-Hydroxy-yethyl)-2-

aminoethanesulfonic acid) verwendet. Bei dieser Methode wird die DNA (20 µg) zunächst mit 

500 µl CaCl2 (250 mM) sowie demselben Volumen an 2x BES-Puffer gemischt und für 10 

Minuten bei RT inkubiert. Dieser Transfektionsansatz wird dann tropfenweise zu den Zellen 

gegeben und durch vorsichtiges Schwenken der Zellkulturschale gleichmäßig verteilt. 

Anschließend werden die Zellen bei 35°C und 3% CO2-Gehalt für 16 Stunden inkubiert. Nach 

der Inkubation der Zellen mit den DNA/Ca2PO4-Komplexen wird das Medium entfernt und die 

Zellen zweimal mit PBS gewaschen. Anschließend wurden die Zellen mit frischem Medium bei 

37°C und 5% CO2 weiterkultiviert und zu dem gewünschten Zeitpunkt geerntet.  

 

 

2x BES:  50 mM BES pH 6.95 
 280 mM NaCl 
 1,5 mM Na2HPO4 x 2H2O 
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5.1.6.4. Stabile Transfektionen 

 
Zur Herstellung einer Plk2-induzierbaren Zelllinie wird die Zelllinie U2OS tet off mit dem pUHD-

11-3-HA-Plk2-Vektor und dem Hygromycin- Resistenz-Vektor pTk-Hyg im einem Verhältnis von 

20:1 ko-transfiziert. Dazu werden beide Vektoren durch einen Restriktionsverdau linerarisiert. 
Die Transfektion mit Effectene wird, wie unter 5.1.6.1. beschrieben, durchgeführt. Dabei ist zu 

beachten, dass dem Medium bereits während der Transfektion 2 µg/ml Tetrazyklin zugesetzt 

wird, um eine Aktivierung der Expression von HA-Plk2 zu inhibieren.  

 

 

5.1.7. Herstellung einer Plk2-induzierbaren stabilen Zelllinie 
 

Zwei Tage nach Transfektion mit pUHD-10-3-HA-Plk2 und pTk-Hyg wird dem Medium (s. 5.1.) 

200 µg/ml Hygromycin B (CALBIOCHEM®) zugesetzt, um die transfizierten U2OS tet off-Zellen 

zu selektionieren. Das Medium wird alle zwei Tage gewechselt und das Wachstum der 

resistenten Klone unter dem Mikroskop beobachtet. Sobald die nicht-resistenten Zellen 

gestorben sind, werden die resistenten Klone isoliert. Dabei wird ein mit Vaseline abgedichteter 

steriler Silikon-Ring (∅ 5 mm) um den Klon gelegt und 10 µl Trypsin in das Innere des Ringes 

pipettiert. Nach dem Ablösen werden die Zellen in eine 24 well Zellkultur-Schale überführt und 

solange kultiviert, bis genug Zellen eines Klones vorhanden sind, um den Klon auf die Induktion 

von HA-Plk2 hin, zu überprüfen.  

Die U2OS tet off-Zellen exprimieren einen Tetrazyklin-kontrollierten Transaktivator (tTA), der in 

Abwesenheit von Tetrazyklin an das Tetrazyklin-Response Element des Promotors im pUHD-

10-3-Vektor bindet und die Transkription des integrierten Genes, in diesem Falle Plk2, aktiviert. 

Um die Überexpression von Plk2 zu induzieren, wird das Tetrazyklin durch zweimaliges 

Waschen mit PBS weggewaschen und neues Medium ohne Tetrazyklin auf die Zellen gegeben. 

Nach 12 h wird die Expression von HA-Plk2 im Western-Blot (Anti-HA, Babco) und durch 

Immunfluoreszenz mit einem Anti-HA-Antikörper (Roche) überprüft. Als Kontrolle werden Zellen 

analysiert, die in Medium mit Tetrazyklin kultiviert wurden. Sind die Zellen neu aufgetaut (s. 

5.1.2.), ist zu beachten, dass die Zellen mindesten zwei Wochen in Kultur mit dem 

entsprechenden Medium und Antibiotika gehalten werden, bevor sie induziert werden. 
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5.1.8. Mikroinjektion von Antikörpern  
 

Mikroinjektion ist der direkte Transfer von gelösten Substanzen, wie zum Beispiel affinitäts-

gereinigten Antikörpern, DNA, RNA, Peptide oder Oligonukleotide in eine lebende Zelle. Die 

Mikroinjektionseinheit besteht aus einem Mikroinjektor (AIS-2 System von CellBiology Trading, 

Rudolf Kern), der an ein inverses Mikroskop (Axiophot 200 von Carl Zeiss Jena) und einen 

Computer mit entsprechender Software (AIS2) angeschlossen ist. Die zu injizierende Flüssigkeit 

(5-10 nl) wird durch den Injektionsdruck (zwischen 40-200 hPa), der vom Mikroinjektor 

bereitgestellt wird, von einer Glaskapillare (innerer Druchmesser: 0.2-1 µm) in die gewünschte 

Zelle transferiert. Dabei wird der Injektionsdruck und die Injektionszeit für den Zelltyp optimal 

eingestellt, um Schädigungen in der Zelle zu vermeiden.   

Für die Mikroinjektion von affinitätsgereinigten Anti-Plk2-FL-Antikörpern werden Hs68-Zellen auf 

spezielle Deckgläschen (CELLocate, 175 µm Raster von Eppendorf) ausgesät. Nach Arretieren 

der Zellen in G0 durch Serumentzug wird der Wiedereintritt in die G1-Phase durch Serum- 

zugabe stimuliert. 3 h später werden die Deckgläschen mit den Zellen in eine 10 mm 

Zellkulturschale gelegt und frisches Medium mit 20 mM HEPES-KOH pH 7,5 auf die Zellen 

gegeben. Anschließend werden die Zellen entlang der Buchstaben des Rasters auf den 

Deckgläschen injiziert. Direkt nach der Mikroinjektion wird neues Medium mit 50 µM BrdU (5-

Bromo-2’-deoxy-Uridine) zu den Zellen gegeben. BrdU wird während der S-Phase in die sich 

replizierende DNA eingebaut und kann durch Immunfluoreszenz mit einem Anti-BrdU-Antikörper 

detektiert werden. 24 h nach der Zugabe von BrdU werden die Zellen auf den Deckgläschen mit 

Methanol fixiert und gefärbt. 

 

 

5.1.9. RNA-Interferenz 
 

RNA-Interferenz (RNAi) ist ursprünglich ein evolutionär konservierter zellulärer Abwehr-

mechanismus, der die Expression artfremder Gene in Eukaryoten kontrolliert. Auf dieser Basis 

wurde von Tuschl [105] eine neue und effiziente Methode entwickelt, um die Funktion eines 

Genes in embryonalen und somatischen Zellen zu erforschen. Dabei wird doppelsträngige RNA 

(dsRNA), die homolog zu einer Sequenz in der Ziel-mRNA ist, in die Zellen eingeführt, wodurch 

ein post-transkriptionelles „Gen-Silencing“ (PTGS)-Phänomen hervorgerufen wird. Dabei kommt 

es zu einer siRNA-vermittelten (siRNA: small interfering RNA) Degradation der komplementären 

mRNA, woraufhin die Synthese des entsprechenden Proteins unterdrückt wird [106,107]. Die Art 

und Weise, in der die dsRNA den Abbau der homologen Ziel-mRNA hervorruft, ist ein nur 
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teilweise verstandener Prozess. Man geht davon aus, dass RNAi durch 21-23 nt dsRNAs [108] 
vermittelt wird, welche wiederum durch Prozessierung aus längeren Vorläufer-RNAs 

hervorgehen (Initiator-Schritt). Diese sogenannten siRNAs werden in einen Ribonukleoprotein-

Komplex (RISC: RNA-induced silencing complex) integriert. Dessen Aktivierung ist von einer mit 

dem Komplex assoziierten Helikase abhängig, welche die ATP-abhängige Entwindung der 

doppelsträngigen siRNA vermittelt. Daraufhin paart sich deren „antisense“-Strang mit den 

komplementären Basen der Ziel-mRNA. Nach erfolgter Bindung sorgt eine ebenfalls mit dem 

RISC-Komplex-assoziierte Endonuklease (möglicherweise Mut-7) für die hydrolytische Spaltung 

der mRNA. 

Das in dieser Arbeit verwendete RNAi-System basiert auf der in vivo Transkription der siRNAs 

mit Hilfe des pSUPER-Vektors (Suppression of endogenous RNA) und erlaubt eine stabile 

Expression von siRNAs. In diesen Vektor werden zwei hybridisierte 64 bp-DNA-Oligonukleotide 

kloniert, welche für sogenannte shRNAs („short hairpin-RNAs“) codieren (s.4.). Die 

doppelsträngigen Bereiche dieser shRNAs sind homolog zu einer 19 bp-Region im Plk2-Gen. 

Diese Primärtranskripte des Vektors dienen als Substrat für das RNAseIII-verwandte zelluläre 

Enzym Dicer, das die shRNAs ATP-abhängig zu kurzen dsRNAs prozessiert. Die prozessierten 

Produkte (siRNAs) besitzen am 3’-Ende zwei überhängende Uridine und stellen die eigentlich 

aktiven Effektoren der RNA-Interferenz dar.  

Für die Induktion der RNA-Interferenz in Kulturzellen werden die entsprechenden pSUPER-

Konstrukte mittels Ca2PO4-Methode (s. 5.1.6.2.) transfiziert. 

 

 

5.1.10. Immunfluoreszenz  
 

Durch die Methode der indirekten Immunfluoreszenz können subzellulläre Lokalisierungen von 

Proteinen in einer Zelle untersucht, sowie Transfektionseffizienzen ermittelt werden. Nach 

Fixierung der Zellen auf Deckgläschen können die Antigene mit Hilfe von primären Antikörpern 

nachgewiesen werden, dessen konstanter Fc-Teil wiederum von einem sekundären Antikörper 

erkannt wird. Dieser sekundäre Antikörper ist kovalent mit einem Fluoreszenzfarbstoff (z.B. Cy3 

oder Alexa 488) gekoppelt und kann im Fluoreszenzmikroskop (Zeiss Axiophot) durch Anregung 

mit Licht und durch Auswahl der entsprechenden Anregungs-/Sperrfilter Kombination sichtbar 

gemacht werden. 
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5.1.10.1. Fixierung der Zellen mit Paraformaldehyd 
 

Nach dem Waschen der Zellen mit PBS werden diese mit einer 4 %igen Paraformaldehyd-

Lösung für 20 Minuten bei RT fixiert. Zur Herstellung dieser Lösung wird die entsprechende 

Menge an Paraformaldehyd in PBS bei 50 °C gelöst. Anschließend wird der pH Wert mit 1 M 

Natronlauge auf 7,5 eingestellt. Nach der Fixierung werden die Zellen 3 x mit PBS gewaschen 

und dann mit 0,25 %igen Triton X-100/PBS permeabilisiert, um die Zugänglichkeit der Antigene 

zu ermöglichen.  

 

5.1.10.2. Alkoholische Fixierung 
 

Für die Färbung der Centrosomen werden die Zellen für 6 Minuten bei – 20°C mit 100 %igen 

Methanol fixiert. Da Methanol auch gleichzeitig permeabilisierend wirkt, entfällt die Triton X-100-

Behandlung. 

 

5.1.10.3.      Antikörperfärbung 
 

Standardprotokoll: 
 

Um unspezifische Bindungen der Antikörper zu vermeiden, werden die Deckgläschen zunächst 

für 10 Minuten mit einer 1%igen BSA/PBS-Lösung inkubiert. Während dieser Zeit wird der 

primäre Antikörper in der BSA/PBS-Lösung entsprechend verdünnt. Die Bindung des primären 

Antikörpers erfolgt bei RT in einer feuchten Kammer für 60 Minuten. Danach werden die Zellen 

dreimal mit PBS gewaschen und anschließend für 30 Minuten mit dem sekundären Antikörper, 

der konjugiert mit Cy2 (Ex 488 nm, Em 506 nm), Cy3 (Ex 550, Em 615 nm) oder Alexa 488 (Ex 

495, Em 519) vorliegt, ebenfalls bei RT in der Feuchtkammer inkubiert. Wenn zwei Proteine in 

einer Zelle angefärbt werden sollen, wird die Färbung für das zweite Protein im Anschluss an die 

erste Färbung mit den entsprechenden Antikörpern, wie oben beschrieben, wiederholt. Nach 

drei weiteren PBS-Waschschritten wird der Zellkern fünf Minuten mit dem DNA-Farbstoff 

Hoechst-33258 angefärbt und die Zellen anschließend 2 x mit dH2O und 1 x mit Ethanol 

gewaschen. Die an der Luft getrockneten Deckgläschen werden mit der zellbeschichteten Seite 

nach unten auf einen Objektträger mit Mowiol 4-88-Lösung (6 g Glycerol, 2,4 g Mowiol 4-88, 6 

ml H2O, 12 ml Tris-HCl pH 8,5) geklebt, um dann das Mowiol über Nacht bei 4°C aushärten zu 

lassen. 
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Färbung der mikroinjizierten Zellen: 

 

Die mikroinjizierten Zellen werden mit Paraformaldehyd (s. 5.1.11.2.) fixiert und dann 

permeabilisiert. Anschließend werden die mit Kaninchen-Antikörpern mikroinjizierten Zellen mit 

einem Anti-Kaninchen-konjugierten-Cy3 sekundären Antikörper angefärbt. Zur nachfolgenden 

Färbung des in die DNA eingebauten BrdU, ist es notwendig, die Histone zu extrahieren. Dazu 

werden die Zellen mit 1,5 M HCl für 30 Minuten behandelt. Um wieder einen neutralen pH-Wert 

zu erreichen, werden die Zellen 3 x 10 Minuten mit PBS gewaschen. Anschließend wird die 

Färbung, wie im Standardprotokoll beschrieben, durchgeführt.  
 

 

5.2. Molekularbiologische Methoden 
 

5.2.1. Herstellung kompetenter E. coli-Zellen 
 

Damit prokaryotische Zellen in der Lage sind, fremde DNA aufzunehmen, müssen Sie 

kompetent gemacht werden. Bei E. coli wird diese Kompetenz durch CaCl2-Behandlung 

induziert.  

Für die Klonierungen werden die E. coli-Stämme XL-1 blue oder XL-2 blue der Fa. Stratagene 

eingesetzt.  

Stamm Eigenschaften 

XL-1 blue recA1 endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relA   

lac [F’proAB lacqZ � M15 Tn10 (Tetr)] 

XL-2 blue recA1 endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relA   

lac [F’proAB lacqZ � M15 Tn10 (Tetr)] Amy Camr  

      
Tabelle 3: Genotypen der verwendeten Bakterienstämme. 
 

Die Zellen werden mittels einer Impföse in ca. 10 ml LB-Medium (10 g Pepton, 5 g Hefeextrakt, 

10 g NaCl ad 1L Wasser) angeimpft und über Nacht bei 37 °C und 300 Upm geschüttelt. Davon 

werden am folgenden Tag 1 ml in 100 ml LB-Medium überimpft. Die Kultur lässt man bei 37°C in 

einem Schüttelinkubator bis zu einer optischen Dichte, gemessen bei 600 nm (OD600 nm), von 0.6 

wachsen. Die Kultur wird geerntet, indem die Bakteriensuspension in sterile vorgekühlte PP-

Zentrifugenbecher überführt und für 10 -15 min auf Eis inkubiert wird. Die Sedimentierung erfolgt 

bei 2000 x g für 15 Minuten in einer vorgekühlten Zentrifuge. Das Pellet wird anschließend in 
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eiskalten 20 ml Kalziumchlorid-Puffer (100 mM CaCl2, 15% Glycerol) 1 x gewaschen, danach 

resuspendiert und 15 min auf Eis inkubiert. Die nun kompetenten XL1-Blue Bakterien werden 

direkt zur Bestimmung der Transformationseffizienz eingesetzt oder in Aliquote zu je 200 µl in 

flüssigen Stickstoff eingefroren und bei - 70°C gelagert. 

 

 

5.2.2. Transformation von E. coli durch Hitzeschock 
 

Als Transformation bezeichnet man die Einschleusung von fremder Plasmid-DNA in 

Prokaryonten. Ziel der Transformation ist die Vermehrung der gewünschten Plasmide durch die 

Kultivierung von Bakterien und anschließender Isolierung der Plasmide. 

Die kompetenten Bakterien werden auf Eis aufgetaut. Von der Bakteriensuspension werden 100 

µl in ein vorgekühltes Eppendorf-Reaktionsgefäß überführt. Zu diesem Ansatz werden 5-20 ng 

des gereinigten Plasmides bzw. 1-5 µl eines Ligationsansatzes (s. 5.2.8.) gegeben, dieser 

vorsichtig gemischt und weitere 20 min auf Eis inkubiert. Anschließend erfolgt der Hitzeschritt für 

exakt 45 Sekunden bei 42°C, wobei das Plasmid von den Bakterien aufgenommen wird. Danach 

werden die Zellen sofort 5 min auf Eis inkubiert. Nach Zugabe von 1 ml LB-Medium lässt man 

die Bakterien 30-60 min bei 37°C unter Schütteln wachsen. Anschließend werden 50 µl der 

Kultur auf LB-Agarplatten (LB-Medium mit 15 g/l Bacto-Agar) mit dem entsprechenden 

Selektionsantibiotikum ausgestrichen, bei Ligationen wird die Bakterienkultur zuvor 5 min bei 

5000 Upm pelletiert, in 100 µl LB-Medium resuspendiert und ebenfalls ausplattiert. Man kultiviert 

die Bakterien über Nacht für mindestens 16 h bei 37°C.  

 

 

5.2.3. Plasmidisolierung mit Qiagen-Säulen 
 
Die Aufreinigung der Plasmide mit Qiagen-Säulen basiert auf einer modifizierten alkalischen 

Lyse der Bakterien [109, 110], gefolgt von einer Bindung der Plasmid-DNA an eine 

Anionenaustauscher-Säule unter geeigneten niedrigen Salz- und pH-Bedingungen. 

Kontaminationen wie RNA, Proteine, Farbstoffe und weitere niedrigmolekulare 

Verunreinigungen werden durch eine mittlere Salzkonzentration entfernt. Anschließend wird die 

Plasmid-DNA durch einen Puffer hoher Salzkonzentration eluiert, die DNA einkonzentriert und 

diese dann durch Präzipitation mit Isopropanol sowie Waschen mit 70 %igen Ethanol entsalzt.  

Im Allgemeinen wird die DNA je nach benötigter Quantität mittels Qiagen Plasmid Maxi bzw. 

Midi Kits nach Vorschrift der Fa. Qiagen aufgereinigt. Zur Transfektion sensitiver 
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eukaryontischer Zellen mit Effectene wird Endotoxin-freie DNA benötigt. Endotoxine 

(Lipopolysaccharide) sind Bestandteile der Zellmembran Gram-negativer Bakterien und können 

die Transfektions-Effizienz drastisch reduzieren. Um dies zu vermeiden, wird das "EndoFree 

Plasmid Maxi Kit“ der Fa. Qiagen verwendet, wo durch zusätzliche Schritte das neutralisierte 

Bakterienlysat filtriert wird und mit einem Endotoxin-Entfernungs-Puffer die Endotoxine der 

Bakterien aus dem Lysat heraus gefällt werden. Die Plasmidisolierung wird nach Anleitung des 

Herstellers durchgeführt. 

Im Anschluss an die Plasmidreinigung wird die erhaltene DNA quantifiziert und auf einem 

Agarosegel überprüft. 

 

 

5.2.4. Aufreinigung von Plasmiden in Cäsiumchloridgradienten 
 

Zur Transfektion mit der Kalziumchlorid-Methode werden große Mengen Supercoiled-DNA 

benötigt. Daher wird, bedingt durch die hohe Ausbeute der Methode, die DNA mittels alkalischer 

Lyse und anschließender Reinigung im Cäsiumchloridgradienten isoliert. 

 

Alkalische Lyse: 

• Sedimentieren der Bakterien durch Zentrifugation bei 6000 Upm, 15 min und 4°C im 

Sorvall GS3 Rotor 

• Resuspension des Sediments in 6 ml Glukosepuffer (50 mM Glukose, 20 mM EDTA pH 

8.0, 25 mM Tris-HCl pH 8.0) 

• Zugabe einer Spatelspitze Lysozym und 5 min bei RT inkubieren 

• Alkalische Lyse der Zellen mit 12 ml Lysepuffer (0.2 M NaOH, 1 % SDS) für 10 min bei 

4°C 

• Neutralisieren mit 9 ml 3 M Na-Acetat pH 5.2 für 10 min auf Eis 

• Zentrifugieren bei 20000 x g, 30 min und 4°C im Sorvall SS-34 Rotor 

• Den Überstand abnehmen, 20 µl RNase (10 mg/ml) dazu geben und 10 min bei 37°C 

inkubieren 

• Fällung der DNA mit einem Reaktionsvolumen Isopropanol und anschließend bei 10000  

x g für 30 min in der Heraeus (Megafuge) Zentrifuge zentrifugieren 

• DNA-Pellet in 4 ml TE (10 mM Tris-HCl pH 8.0, 1 mM EDTA pH 8.0) lösen, 4 ml 5 M LiCl 

zugeben und 30 min auf Eis inkubieren 

• bei 10000 x g für 10 min Zentrifuge pelletieren 
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• den Überstand in ein neues 50 ml Falcon-Röhrchen überführen und durch Zugabe von 

20 ml Ethanol die DNA für 15 min auf Eis präzipitieren 

• DNA bei 10000 x g für 20 min in der Heraeus (Megafuge) Zentrifuge pelletieren 

• Pellet bei RT trocknen lassen und in 3.5 ml TE lösen 

 

Herstellung und Durchführung des Gradienten: 

• Zur gelösten DNA werden 4,4 g CsCl gegeben und die DNA in Ultracrimp-Röhrchen der 

Firma Kendro überführt 

• Anschließend 300 µl Ethidiumbromid (10 mg/ml) zugeben und mit TE bis zum Konus des 

Röhrchens auffüllen 

• Exaktes Austarieren der Röhrchen und Ultrazentrifugation im TV-865 Rotor bei 20 °C 

über Nacht bei 48000 Upm oder 6 h mit 56000 Upm 

• Die DNA-Bande wird mit UV-Licht (320 nm) visualisiert und mit Hilfe einer Spritze und 

Kanüle abgenommen 

• Um die Reinheit der DNA zu erhöhen, wird ein zweiter Reinigungsschritt im 

Cäsiumchloridgradienten (siehe oben) durchgeführt  
• Die doppelt gereinigte DNA wird mit TE-Puffer 5-fach verdünnt 

• Entfernen des Ethidiumbromids durch ca. 10-maliges Ausschütteln mit wasser-

gesättigtem n-Butanol 

• Präzipitation der DNA mit dem 2.5-fachen Volumen Ethanol für 30 min auf Eis oder bei 

4°C über Nacht 

• Pelletieren der DNA bei 5000 Upm in der Heraeus (Megafuge) Zentrifuge bei 4°C 

• Trocknen der DNA bei RT und Lösen in 1ml TE 

• Quantifizierung der DNA 

 

 

5.2.5. Bestimmung der DNA-Konzentration 
 

Die Quantifizierung von Nukleinsäuren erfolgt durch Messung der Extinktion bei 260 nm. Um 

eine Kontamination mit Proteinen auszuschließen, wird gleichzeitig die Extinktion bei 280 nm 

gemessen und der Quotient der Absorptionen OD260/OD280 gebildet. Der Quotient der genannten 

Wellenlängen sollte im optimalen Fall zwischen 1,7 und 2,0 liegen, da sonst eine Kontamination 

der DNA vorliegt. 
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Man mischt und misst folgenden Ansatz: 

 
  2-10  µl DNA-Lösung 
  998-990 µl Wasser 
 
 
 
Die Berechnung erfolgt nach der Formel: 

 
        E260 nm x 50 x Verdünnungsfaktor 
  DNA-Konzentration (mg/ml) =  
                           1000 
 

 

5.2.6. Aufreinigung der DNA im Minimaßstab 
 

Zur Verifizierung der Klonierungsschritte wird aus E. coli die DNA mittels Minisäulen von Qiagen 

aufgereinigt. Die E. coli werden mit dem Ligations-Ansatz transformiert und auf LB-Agar Platten 

mit dem entsprechenden Antibiotikum selektiert. Von den entstandenen Kolonien werden ca. 5 

Einzelklone über Nacht in 2 ml LB-Medium inklusive des notwendigen Selektionsantibiotikums 

kultiviert. Anschließend erfolgt die Isolierung der DNA mit dem Miniprep Kit nach Anleitung des 

Herstellers. Anschließend wird die isolierte Plasmid-DNA durch Restriktionsverdau analysiert. 

 

 

5.2.7. Isolierung von DNA aus Gelfragmenten 
 

Für die Klonierung von DNA-Fragmenten in andere Expressionsvektoren werden die 

gewünschte DNA und die Plasmide durch Restriktionsendonukleasen geschnitten bzw. 

liniearisiert. Um die ungeschnittene DNA von der geschnittenen DNA zu isolieren erfolgt die 

Separation im Agarosegel (0.5-4 % Agarose in TBE-Puffer) durch Elektrophorese. Für die 

anschließende Isolation der gewünschten DNA-Fragmente aus dem Agarosegel werden diese 

aus dem Gel unter UV-Kontrolle (320 nm) ausgeschnitten und mit dem Gelextraktionskit der 

Firma Qiagen nach Anleitung aufgereinigt. 
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5.2.8. Klonierung und Ligation 
 

Nach der Isolierung der geschnittenen DNA aus Gelfragmenten werden die Vektor- und Insert-

DNA durch die T4-DNA-Ligase zusammen ligiert. Sie katalysiert die Formation von 

Phosphodiester-Brücken zwischen den 3’-OH- und 5’-P-Enden der doppelsträngigen DNA.  

Zuerst bestimmt man die DNA-Konzentration mittels einer „Tüpfelplatte“. Man gibt 1 µl der zu 

bestimmenden DNA-Lösung auf eine Agaroseplatte, die Ethidiumbromid enthält und verwendet 

je 1 µl einer DNA-Verdünnungsreihe im Bereich von 10-100 ng/µl als Mengenkontrolle. Durch 

Visualisierung der DNA unter UV-Licht (254 nm) kann die DNA-Konzentration der Probe 

abgeschätzt werden. Diese annähernde DNA-Bestimmung ist ausreichend für die nachfolgende 

Ligation. 

Es werden verschiedene Ligationsansätze mit unterschiedlichen Vektor-Insert-Ratien pipettiert: 

 
• Vektor-DNA ohne Insert als Kontrolle (dient zur Abschätzung der Re-Ligation) 

• Vektor-Insert-Ratien 1:1 und 1:3 für überhängende kohäsive Enden 

• Vektor-Insert-Ratien 1:3 und 1:5 für glatte Enden 

 

Gemäß folgender Formel wird die benötigte Insert-DNA-Menge für ein äquimolares Verhältnis 

berechnet: 
   150 ng Vektor x Insert (kb) 
            = Insert (ng) 
    Vektor (kb) 
Ansatz: 

  Vektor-DNA     150  ng 

  Insert-DNA     (äquimolar oder im Überschuss) 

  10-fach Ligationspuffer   2  µl 

  T4-DNA-Ligase (Roche) [1U/µl]  2  µl 

  Wasser     ad 20  µl 

 

Die Ansätze werden über Nacht bei 4°C (für glatte Enden) oder alternativ, bei Ligationen mit 

überhängenden kohäsiven Enden, 15 min bei RT inkubiert. Anschließend werden 1-5 µl des 

Ansatzes in kompetente Bakterien transformiert und durch Restriktionsverdaue analysiert.  

Wird der Vektor mit nur einem Restriktionsenzym geschnitten, ist die Wahrscheinlichkeit sehr 

hoch, dass der Vektor re-ligiert. Deshalb ist es notwendig vor der Ligation die 5’-P-Enden der 

DNA zu dephosphorylieren, um eine Re-Ligation zu verhindern.  
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Folgender Ansatz wird piperttiert:  

 

  DNA      1 pmol 

  10x Dephosphorylierungspuffer  2 µl 

  Shrimp Alkalische Phosphatase  1 unit 

  Wasser     ad 20 µl 

 

Die Reaktionsansätze werden für 30 Minuten bei 37 °C inkubiert und die Phosphatase 

anschließend bei 65°C für 15 Minuten inaktiviert. 

 

 

5.2.9. Hybridisierung von Oligonukleotiden 
 

Zwei komplementäre einzelsträngige Oligonukleotide werden gemäß folgendem Standard-

protokoll zu einem doppelsträngigen Oligonukleotid hybridisiert: 

 

• Je 10 nmol 5´- und 3´- Oligonukleotid werden auf 100 µl mit 10 mM Tris-HCl pH 8.5 

aufgefüllt 

• 5 min bei 85°C erhitzt und langsam auf unter 50°C abgekühlt 

• Zur Ligation werden 50-, 100- und 300-fach molarer Überschuss des Oligos im Bezug 

auf die Vektor-DNA eingesetzt 

 

 

5.2.10. Klenow-Reaktion 
 

Eine einfache Ligation ist nur mit kohäsiven Enden möglich, das heißt wenn Vektor und Insert 

mit dem gleichen Restriktionsendonukleasen geschnitten wurden. Sind nach einem 

Restriktionsverdau jedoch nicht-komplementäre Enden vorhanden, so gibt es die Möglichkeit, 

durch Auffüllen der überstehenden Enden mit dem Klenowenzym (großes Bruchstück der DNA-

Polymerase I) glatte Enden zu generieren. Diese glatten Enden können dann in der Ligation 

zusammengeführt werden. Dabei katalysiert das Enzym den Einbau von Mononukleotiden an 

den 3´-OH-Enden der DNA.  
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Folgender Ansatz wird pipettiert: 

 

  aufzufüllende DNA    1   µg 

  dNTPs (je 10 mM)    2   µl 

  10x Reaktionspuffer    2   µl 

  (500 mM Tris-HCl pH 7.5, 100 mM MgCl2, 

  10 mM DTT, 500 µg/ml BSA) 

  Klenowenzym (Roche) [2 U/µl]  1   µl 

  Wasser     ad 20   µl 

 
Die Reaktion wird 15 min bei 37°C durchgeführt. Anschließend wird das Klenowenzym bei 65°C 

für 10 min inaktiviert.  

 

 

5.2.11. Ortsspezifische Mutagenese 
 

Um eine kinase-inaktive Mutante von Plk2 herzustellen, wird die ATP-Bindungsstelle in Plk2 

mutiert. Dabei wird das Lysin an Position 111 zu Arginin mutiert. Die resultierende Mutante 

erhält die Bezeichnung Plk2-K111R. Eine weitere kinase-inaktive Mutante von Plk2, Plk2-

N142A, wurde von Christine Lammer (DKFZ Heidelberg) konstruiert.  

Mit Hilfe des “QuikChange Mutagenese Kits“ der Firma Stratagene ist es möglich, die gerichtete 

Mutation in der Ziel-DNA mit nur einem einzigen PCR-Schritt unter Verwendung eines 

komplementären Primerpaares zu erreichen. Während der PCR wird die Mutation eingeführt und 

der komplette Vektor amplifiziert, wobei allerdings kein zirkuläres, neues Plasmid entsteht, da 

die DNA-Polymerase nicht das Ende und den Anfang des synthetisierten Stranges mit einander 

verknüpfen kann. Diese Art Lücke bezeichnet man auch als “nick“. Im zweiten Schritt wird die 

parentale DNA durch Restriktionsverdau mit DpnI verdaut. Hier macht man sich den Umstand 

zunutze, dass die aus Bakterien isolierte Ursprungs-DNA methyliert vorliegt. Das DpnI-Enzym, 

das ausschließlich methylierte DNA erkennt und abbaut, lässt die während der PCR 

synthetisierte DNA intakt. Zum Schluss wird ein Aliquot des Reaktionsansatzes in XL2-blue- 

Bakterien transformiert, die den “nick“ in der DNA reparieren und während ihres Wachstums die 

zirkuläre Plasmid-DNA amplifizieren.  

Folgende Primer, die die gewünschte Mutation in der Mitte der Sequenz enthalten, werden für 

die Mutagenese von Lysin-111 zu Arginin eingesetzt. Das nicht zur Ausgangssequenz 

komplementäre, also das zu mutierende Nukleotid ist durch Farbe hervorgehoben: 
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Primer 1 (5´ Mutageneseprimer): GTC TAC GCC GCA AGA ATT ATT CCT CAC AGC 

Primer 2 (3´ Mutageneseprimer): GCT GTG AGG AAT AAT TCT TGC GGC GTA GAC 

 

Das QuikChange Kit wurde nach Anleitung des Herstellers angewandt. 

 

 

5.2.12. Herstellung der Vektoren 
 
Um den Nachweis von Proteinen zu erleichtern, können diese als Fusionsproteine mit einem 

Epitop, Hämagglutinin (HA; Aminosäuresequenz: YPYDVPDYA) oder einem Peptid 

(Aminosäuren 410-419) des p62-c-Myc-Proteins (Myc; Aminosäuresequenz: EQKLISEEEDL) 

exprimiert werden. Der Nachweis erfolgt durch spezifische Antikörper, die gegen das Epitop 

gerichtet sind. 

Generell wird Plk2 über EcoRI-Schnittstellen in die Vektoren kloniert. Da die Plk2-cDNA eine 

interne EcoRI-Schnittstelle besitzt, wird Plk2 aus dem Ursprungsvektor durch partiellen Verdau 

mit EcoRI herausgeschnitten. Dazu wird 1 µg Vektor-DNA mit 8, 2, 0,5, 0,125 und 0,03 U EcoRI 

für 1 h bei 37°C verdaut und anschließend das 2,1 kbp große Plk2-Insert aus dem Agarosegel 

isoliert, aufgereinigt und in den gewünschten Vektor, der ebenfalls mit EcoRI linerarisiert wird, 

ligiert. Die Überprüfung, ob Plk2 in richtiger Orientierung vorliegt, erfolgt durch Kontrollverdau 

mit den entsprechenden Restriktionsendonukleasen und durch Sequenzierung. 
 

pX-HA-Plk2 

Zuerst wird der pX-Vektor mit SpeI und SmaI geöffnet und das hybridisierte HA-Oligonukleotid 

(5’-Oligonukleotid: CTA GTA TGT ACC CAT ACG TGT TCC AGA TTA CGC TCC, 3’-

Oligonukleotid: GGA GCG TAA TCT GGA ACA TCG TAT GGG TAC ATA) im entsprechenden 

Leseraster eingefügt. Wenn das HA-Oligonukleotid in den Vektor ligiert ist, führt dies zur 

Deletion der SmaI-Schnittstelle, was im Restriktionsverdau überprüft werden kann. Dieser 

Vektor wird anschließend mit EcoRI geschnitten und zusammen mit dem ebenfalls mit EcoRI 

aus dem pRSET-Vektor geschnitteten Plk2-Insert, ligiert.  

 

pGBKT7-Myc- Plk2 

Plk2 wird durch EcoRI aus dem pX-HA-Plk2-Vektor herausgeschnitten und in den pGBKT7- 

Vektor kloniert. Vorher wurde ein Oligonukleotid über NdeI und SfiI eingefügt (durch Melanie 

Volkening, Dkfz Heidelberg), damit Plk2 im richtigen Leseraster vorliegt und als Fusionsprotein 
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mit dem Myc- Epitop exprimiert werden kann. Die richtige Orientierung wird durch SalI- und PstI-

Verdau überprüft. 

 

pUHD-10-3-HA-Plk2 

Zum Nachweis der Überexpression von Plk2 in der stabilen Zelllinie wird Plk2 mit dem HA- 

Epitop am N-Terminus fusioniert. Plk2 wird über EcoRI in den pUHD-10-3-Vektor subkloniert 

und  das hybridisierte Oligonukleotid in den Vektor ligiert (5’-Oligonukleotid: GGA TGT ACC CAT 

ACG ATG TTC CAG ATT ACG CTC CG, 3’-Oligonukleotid: AAT TCG GAG CGT AAT CTG GAA 

CAT CGT ATG GGT ACA TCC GC). Die richtige Orientierung wird durch SacII/PstI- 

Doppelverdau überprüft. 

 

pX-Myc-c-Myb  

Zuerst wird der pX-Myc-Vektor generiert. Zu diesem Zweck werden zwei Oligonukleotide (5’-

Oligonuklotid: CTA GAT GGA GGA GCA GAA GCT GAT CTC AGA GGA GGA CCT GCC CCC, 

3’-Oligonukleotid: GGG GGC AGG TCC TCC TCT GAG ATC AGC TTC TGC TCC TCC AT) 

hybridisiert und in den mit SpeI und SmaI geöffneten Vektor eingefügt. Anschließend wird ein 

Transfer von dem c-Myb-Insert über SalI und SmaI in den pX-Myc-Vektor durchgeführt. Dazu 

wird der pCIneo-c-Myb-Vektor ( von B. Lüscher, RWTH Aachen) zuerst mit XhoI geöffnet und 

dann eine Klenow-Reaktion durchgeführt. Anschließend erfolgt ein SalI-Verdau um das Insert 

vollständig herauszuschneiden, um es dann in den pX-Myc-Vektor zu ligieren.  
 

pEGFP-Plk2-K111R 

Für die Lokalisation von Plk2 in Hs68-Zellen wurde die Mutante Plk2-K111R in den pEGFP-

Vektor über EcoRI kloniert. Die richtige Orientierung wurde durch den PstI-Verdau überprüft.  

 

 

5.2.13. In vitro Transkription und Translation 
 

Eine Möglichkeit in vitro Interaktionen zwischen zwei Proteinen zu studieren, ist die Ko-

Immunpräzipitation. Es ist möglich, von der DNA ausgehend, die Proteine mit Hilfe von 

Kaninchen-Retikulozytenlysat zu synthetisieren, da alle notwendigen Faktoren, die für die 

Transkription und Translation von Proteinen gebraucht werden, vorhanden sind. Dabei wird das 

Protein ausgehend von SP6-, T3- oder T7-RNA-Polymerase-Promotoren transkribiert [111]. 

Kommerziell ist eine Reihe von Systemen erhältlich, von denen das "TNT-gekoppelte 

Retikulozytenlysat-System" der Firma Promega zum Einsatz kommt.  
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Standardmäßig wird folgende Reaktion unter Benutzung von [35S]-Methionin (Amersham) 

pipettiert: 

 
  Kaninchen Retikulozytenlysat  25 µl 

  Reaktionspuffer    2 µl 

  T7 RNA-Polymerase    1 µl 

  Aminosäuremix ohne Methionin (1mM) 1 µl 

L-[35S]-Methionin (15 mCi/ml)  2 µl 

  RNase Block (40 U/µl, Stratagene)  1 µ 

DNA (0.5 µg/µl)    2 µl 

DEPC-Wasser    16 µl 

 
Die Reaktion wird für 90 Minuten bei 30°C inkubiert und anschließend durch SDS-PAGE 

analysiert. Das in vitro-translatierte Protein kann durch Autoradiographie nachgewiesen werden.  

 

 

5.2.14. In vitro Bindungsstudien 
 

Um die in vitro Interaktion zwischen Plk2 und c-Myb zu studieren, werden zwei Methoden 

angewandt. Durch die in vitro Ko-Immunpräzipitation kann die Interaktion zwischen zwei in vitro-

translatierten Proteinen, durch den „GST pull down“ dagegen die Interaktion zwischen 

rekombinanten GST-Fusionsproteinen und in vitro-translatierten Proteinen studiert werden. 

 

in vitro Ko-Immunpräzipitation (Ko-IP): 

 

• Je 4 µl der in vitro-translatierten Proteine in ein Eppendorfgefäß pipettieren und 

vorsichtig mixen 

• Inkubation für 1 h bei 30°C 

• Antikörper, 100 µl Protein A- bzw. G-Sepharose dazugeben und mit Ko-IP-Puffer auf 500 

µl auffüllen 

• 2 h bei 4°C auf einem rotierenden Rad inkubieren 

• Anschließend zentrifugieren bei 9000 x g und 4 °C 

• Überstand abnehmen und Sepharose 3 x mit Ko-IP-Puffer waschen 
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• Nach dem letzten Waschschritt die Sepharose in 20 µl 2-fach Laemmli–Puffer 

aufnehmen und für 5 Minuten kochen 

• Zur Analyse auf ein SDS-PAGE-Gel laden, Gel fixieren und trocknen 

• Autoradiographie 

 

GST pull-down: 

 

• 4 µl in vitro-translatiertes HA-Plk2 und entsprechende Menge des GST-Fusionsproteins 

(vorher Abgleich der unterschiedlichen GST-c-Myb-Fragmente im SDS-Gel) in ein 

Eppendorfgefäß geben und vorsichtig mixen 

• 2 h bei 4°C inkubieren 

• Anschließend 100 µl Glutathion-Sepharose und 400 µl Waschpuffer zu den Proteinen 

pipettieren  

• 1 h im Kühlraum auf einem rotierenden Rad inkubieren 

• Zentrifugieren (9000 x g, 4°C) und 4 x mit Waschpuffer waschen 

• Überstand verwerfen, Sepharose in Laemmli-Puffer resuspendieren und kochen für 5 

Minuten 

• Auf ein SDS-PAGE-Gel laden, anschließend das Gel mit Coomassie färben und trocknen 

• Autoradiographie 

 

 Ko-IP-Puffer:      Waschpuffer: 

 Tris-HCl pH 7,5  20 mM   Tris-HCl pH7,5 50 mM 

 NaCl   150 mM   NaCl   400 mM 

 DTT   1 mM   Na-Deoxycholat 0,1 mM 

 Aprotinin  5 µg/ml   DTT   1 mM 

        Aprotinin  5 µg/ml 

        Triton X-100  0,5 % 
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5.3. Biochemische Methoden 
 
 
5.3.1. Präparation von Zellextrakten 
 

Zur Herstellung von Zellhomogenaten werden die Zellen mit PBS gewaschen, anschließend 

trypsiniert und bei 194 x g pelletiert. Zur Lyse der Zellen wird das Zellpellet in einem geeigneten 

Volumen Lysepuffer (s. 3.3.), der mit Proteaseinhibitoren (10 mg/ml Trypsininhibitor aus 

Sojabohnen, 10 mg/ml TPCK, 5 mg/ml TLCK, 1 mg/ml Aprotinin) sowie dem 

Phosphataseinhibitor Na-Vanadat (1mM) und DTT (1mM) supplementiert ist, resuspendiert und 

unter mehrmaligem Mischen für 30 Minuten (oder 1 h, wenn der milde Lysepuffer verwendet 

wurde) auf Eis inkubiert. Um unlösliche Bestandteile zu entfernen, wird der Extrakt bei 15 400 x 

g und 4°C zentrifugiert und der gereinigte Überstand abgenommen. Die Proteinkonzentration 

wird sofort gemessen, entsprechende Aliquote in flüssigem Stickstoff eingefroren und bei –70°C 

gelagert.  

 

 

5.3.2. Proteinbestimmung nach Bradford 
 

Bei diesem Verfahren zur Proteinbestimmung erfolgt der Nachweis durch die Bindung des 

Trimethylmethan-Farbstoffes Coomassie Brilliant-Blue R 250 an die Argininreste der Proteine. 

Durch diese Bindung wird das Absorptionsmaximum von 465 nach 595 nm verschoben [112]. 

Für die Proteinbestimmung wird das Protein-Assay-Kit von BioRad verwendet und folgender 

Ansatz pipettiert: 

 

 800-780 µl H2O  

0-20  µl der entsprechenden in H2O verdünnten Probe bzw. BSA-  

    Standard (BioRad) 

200  µl Bradford-Reagenz (BioRad) 

 

Der Ansatz wird gemischt, für 5 Minuten bei RT inkubiert und anschließend die Extinktion bei 

595nm in 96-Multilochplatten im Elisa-Reader (Labsystems Multiscan) gemessen. Anhand der 

erstellten Eichkurve mit BSA wird die entsprechende Proteinkonzentration in den Proben durch 

Interpolation bestimmt. Es werden jeweils Dreifachbestimmungen durchgeführt. 
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5.3.3. Auftrennung von Proteinen mittels SDS-PAGE  
 

Die SDS-PAGE (SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese) ist ein Verfahren, bei dem die Matrix 

aus einem stark vernetzten Polyacrylamid-Gel aufgebaut ist, durch die Proteine im elektrischen 

Feld wandern. Dabei wird die Porengröße durch Variieren der Polyacrylamid-Konzentration so 

eingestellt, das die Wanderung der gesuchten Proteine verzögert wird. Durch Zugabe des 

anionischen Detergenz Sodiumdodecylsulfat (SDS), welches an die hydrophoben Regionen der 

Proteinmoleküle bindet und dadurch die Tertiärstruktur der Proteine aufhebt, und ß-

Mercaptoethanol, ein Schwefelbrücken-spaltendes Thiol-Reagenz, entfalten sich die Proteine zu 

gestreckten Polypeptidketten, die negativ geladen sind. Dadurch wird die intrinsische Ladung 

der Polypeptidketten unbedeutend, da sich jedes Protein-Molekül mit einer großen Anzahl 

negativ geladener Detergenz-Moleküle umgibt. Bei Anlegen einer Spannung wandern die 

Proteinmoleküle zur Kathode und werden entsprechend ihrer Größe aufgetrennt. 

Für eine optimale Auftrennung der Proteine wird mit diskontinuierlichen Gelen nach der Methode 

von Laemmli [113] gearbeitet. Dabei wird zuerst das Trenngel bis ca. 1cm unter den 

Kammeinsatz gegossen und mit Isopropanol überschichtet. Für die optimale Trennung zwischen 

25-60 kDa werden 10%ige Gele, zwischen 10-30 kDa 12,5 %ige Gele und für 60-175 kDa 8 

%ige Gele verwendet. Nachdem das Trenngel polymerisiert ist, wird es mit dem Sammelgel 

überschichtet, welches sich im pH-Wert und in der Acrylamid-Konzentration unterscheidet und 

eine Aufkonzentrierung der Proteine bewirkt, was zur schärferen Bandenbildung im Trenngel 

führt. Der Kamm wird sofort in das Sammelgel eingesetzt und nach der Polymerisierung des 

Sammelgels entfernt. Die Taschen werden gespült und die Gele in die Elektrophorese-Kammer 

eingespannt. Nachdem die Proben mit 4-fach Probenpuffer (50 % Glycerin, 0,05 mg/ml Brom-

phenolblau, 1 M Tris-HCl (pH 6,8), 10 % SDS, 10 % ß-Mercaptoethanol) für 5 Minuten bei 95°C 

erhitzt wurden, werden sie in die Taschen (30-80 µg Gesamtprotein pro Tasche) geladen. Die 

Elektrophorese wird bei konstanter Spannung von 80 V durchgeführt. Um die Molekulargewichte 

der Proteine zu überprüfen, werden Referenzproteine mit bekannten Molekulargewichten mit auf 

das Gel aufgetragen (s. Tabelle 4). 
           Sammelgel         Trenngel 

    5 %   8 %  10 %  12 %    

Acylamidlösung   2,9 ml   2,6 ml  3,3 ml  4,12 ml 

Sammelgelpuffer  1,25 ml      -     -     - 

Trenngelpuffer      -          2,5 ml  2,5 ml  2,5 ml 

Aqua dest.   0,85 ml   4,9 ml  4,2 ml  3,38 ml 

10 % APS-Lösung  50 µl   100 µl  100 µl  100 µl 

TEMED    5µl   10 µl  10 µl  10 µl 
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Trenngelpuffer:     Sammelgelpuffer: 
1,5 M Tris-HCl, pH 8,8    0,5 M Tris-HCl, pH 6,8 

0,4 % SDS      0,4 % SDS 
   

Acrylamidlösung:     1 x Laufpuffer: 
30 % Acrylamid     25 mM   Tris 

0,8 % N,N’-Methylendiacrylamid   190 mM Glycin 
      0,1 %     SDS 

    

Protein Molekulargewicht [kDa] 
MBP-Galaktosidase 175 

MBP-Paramyosin 83 

Glutamatdehydrogenase 62 

Aldolase 47.5 

Triosephosphatisomerase 32.5 

Lactoglobulin A  16.5 

Lysozym 9 

Aprotinin 6.5 

Tabelle 4: Molekulargewichtsmarker für Proteingele. 
 

 

5.3.4. Transfer von Proteinen auf eine Trägermembran (Western-Blot) 
 

Um die in der SDS-PAGE aufgetrennten Proteine für immunologische Nachweisverfahren 

zugänglich zu machen, werden die Proteine auf eine Nitrozellulose-Membran (Schleicher und 

Schuell, Dicke: 0,45 µm) übertragen und immobilisiert.  

In der hier vorliegenden Arbeit wurde das „Semi-dry-Blotting“ (halb-trocken)- Verfahren 

angewendet. Dabei ist die Puffermenge auf das in Transferpuffer getränkte Whatman-Papier 

zwischen den Elektroden beschränkt. Der Western-Blot wir wie folgt aufgebaut: auf die Anode 

werden drei Lagen auf die Größe des Gels zugeschnittnes Whatman-Papier (Schleicher und 

Schuell) gelegt, darauf die Membran, dann das Gel und anschließend nochmals drei Lagen 

Whatman-Papier. Die Luftblasen in dem Sandwich werden entfernt und die Proteine dann für 1 

h bei einer Stromstärke von 2,5 mA/cm2 transferiert. Zur Kontrolle des Transfers wird die 

Membran kurz in Ponceau S-Färbelösung geschwenkt.  
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Transferpuffer: 

39 mM Glycin 

48 mM Tris 

3,7 % SDS 

20 % Methanol 
  

 

5.3.5. Immunblot-Verfahren 
 

Der Nachweis der Proteine auf der Trägermembran erfolgt durch spezifische Antikörper. Er 

erfolgt indirekt in zwei Stufen: Die primären Antikörper erkennen antigene Determinanten 

(Epitope) im Proteinmolekül und binden durch nicht-kovalente Wechselwirkungen. An diese 

primären Antikörper binden dann enzymmarkierte sekundäre Antikörper, die gegen den 

konstanten Fc-Teil der ersten Antikörper gerichtet ist.  

Zuerst wird die Membran für eine Stunde in Blocking-Lösung (5 % Magermilch, 0,05 % Tween 

20, PBS) bei RT inkubiert, um Hintergrundsignale zu reduzieren. Anschließend werden die 

Membran und der primäre, in Blocking-Lösung entsprechend verdünnte Antikörper in Folie 

luftblasenfrei eingeschweißt und 2 h bei RT oder alternativ über Nacht bei 4°C inkubiert. Daran 

schließen sich drei Waschschritte von jeweils 10 Minuten mit PBS/0,05 % Tween-20 an. Der 

sekundäre Antikörper, an dem die Peroxidase des Meerrettichs (HRP=engl.: horse raddish 

peroxidase) gekoppelt ist, wird ebenfalls in Blocking-Lösung verdünnt und für 1 h bei RT auf die 

Membran gegeben. Abschließend wird die Membran nochmals 3 x mit PBS/0,05 % Tween-20 

für jeweils 10 Minuten gewaschen.  

Die Detektion der gebundenen Antikörper erfolgt mit Hilfe des Chemilumineszenz 

Detektionssystems (Elmer Perkin). Das Prinzip beruht auf der oxidativen Spaltung von Luminol 

durch die Meerrettich-Peroxidase, wodurch ein Fluoreszenzlicht abgestrahlt wird, welches mit 

einem blau-sensitiven Film detektiert werden kann. 

 

 

5.3.6. Immunpräzipitation 
 

Um die endogene Aktivität von Kinasen zu messen oder um Bindungspartner eines Proteins 

nachzuweisen, ist es notwendig die Kinase bzw. den Komplex aus dem Gesamtextrakt selektiv 

zu isolieren bzw. aufzureinigen. Dazu wird die entsprechende Proteinmenge entnommen und 

das Volumen auf 500 µl mit Lysepuffer aufgefüllt. Die Lysate werden vorgereinigt, indem 
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Sepharose (CL-4B, Pharmacia) mit dem Lysat für 30 Minuten auf einem Rad bei 4°C inkubiert 

wird. Anschließend wird die Probe bei 10000 x g und 4°C zentrifugiert, der gereinigte Überstand 

abgenommen und mit dem entsprechenden primären Antikörper auf Eis für 3 h inkubiert. Um die 

Immunkomplexe aus Antigen und Antikörper zu präzipitieren, müssen diese an die mit den 

bakteriellen Immunglobulin-Rezeptoren Protein A - oder Protein G-beschichtete Sepharose (CL-

4B, Amersham) gebunden werden. Dazu wird die Protein A - bzw. G -Sepharose mit Lysepuffer 

gewaschen und 150 µl der Sepharose zu der Probe pipettiert. Die Inkubation erfolgt im 

Kühlraum auf einem Rad für 1 h. Die Sedimentation der an die Sepharose gebundenen 

Immunkomplexe erfolgt durch Zentrifugation bei 10000 x g und 4 °C. Anschließend werden die 

Immunkomplexe 3 x mit Lysepuffer gewaschen. Für die Interaktionsstudien werden die 

zentrifugierten Beads in Laemmli-Probenpuffer aufgenommen, wenn notwendig für 10 Minuten 

erhitzt und anschließend zentrifugiert. Die im Überstand enthaltenden Proteine werden durch 

SDS-PAGE (s. 3.3.) und anschließendem Immunblot-Verfahren (s. 3.5.) analysiert.  

 

 

5.3.7 Messung der Kinaseaktivität  
 

Proteinkinasen sind Enzyme, die durch Übertragung von Phosphatgruppen auf Serin-, Threonin- 

oder Tyrosin-Reste andere Proteine kovalent modifizieren und so die Funktion der Proteine 

beeinflussen. Die Phosphorylierungsreaktion benötigt Phosphat, welches in der Zelle durch ATP 

bereitgestellt wird.  

Bei der Bestimmung der Kinaseaktivität wird diese Kinase-Funktion genutzt, indem mit dem 

Isotop [32P]-makiertes ATP von der Kinase umgesetzt wird, wobei das radioaktive Phosphat auf 

ein entsprechendes Substrat übertragen wird. Für die Messung der Cyclin E-assoziierten Cdk2-

Aktivität wird Histon H1 und für die Plk2-Aktivität α-Casein als Substrat eingesetzt.  

 

• Plk2 oder der Cyclin E/Cdk2-Komplex wird aus 2 mg bzw. 0,4 mg Zellextrakt mittels 

Immunpräzipitation mit spezifischen Antikörpern an Protein A- bzw. G-Sepharose 

immobilisiert und einmal mit 1fach Kinasepuffer gewaschen.  

• Für die Kinasereaktion werden der entsprechende Reaktionsmix zu dem Immunpräzipitat 

pipettiert. 

• Inkubation für 10 min (Cyclin E/Cdk2) bzw. 30 min (Plk2) bei 30°C 

• Stoppen der Reaktion durch Zugabe von 10 µl 4-fach Laemmli-Puffer 

• Auftragen auf ein großes 12,5 %iges SDS-PAGE Gel 
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• Nach dem Ende der Elektrophorese wird das Gel in Coomassie-Lösung gefärbt, entfärbt 

und getrocknet 

• Autoradiographie des Geles (Scientific Imaging film, Biomax MR, Kodak) 

 

Für die Kinasereaktion wird folgender Reaktionsmix zu dem Immunpräzipitat pipettiert: 

 

Histon H1 – Kinase-Assay zur Messung  Kinase-Assay zur Messung der   

der Cyclin E-assoziierten Cdk2-Aktivität  Plk2-Kinase-Aktivität 

 6 µl  5-fach Kinasepuffer   6 µl         5-fach Kinasepuffer 

 2,5 µCi  [32P]-γ-ATP    2,5 µCi  [32P]-γ-ATP 

 10 µg  Histon H1    30 µg  α-Casein 

 50 µM  ATP, pH 7,5    50 µM  ATP, pH 7,5 

 H2O  ad 30 µl    H2O  ad 30 µl 

 

 5-fach Kinasepuffer (Cdk2)    5-fach Kinasepuffer (Plk2) 

 250 mM Tris-HCl, pH 7,5   250 Mm Tris-HCl, pH 7,5 

 50 mM  MgCl2     50 mM  MgCl2 

 5 mM  DTT     50 µM  MnCl2 

        5 mM  DTT 

 

Coomassie-Lösung:     Entfärbelösung: 
 

Brilliant Blue R250 1 g   Ethanol  20 % 
 Methanol  40 %   Essigsäure  10 % 
 Essigsäure  10 %   Wasser  ad 1 l 
 Wasser  ad 1 l 
 
 
 
 
5.3.8. Affinitätsreinigung von Antikörpern 
 

Die Seren von immunisierten Kaninchen enthalten oft eine Vielzahl von Antikörpern, die nicht 

nur das gewünschte Protein sondern auch andere zelluläre Proteine erkennen können. Um die 

spezifischen Antikörper zu selektieren, ist es sinnvoll, dass Serum mit Hilfe einer Säule, an der 

das Antigen kovalent gebunden ist, aufzureinigen. 
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Präparation der Affinitäts-Säule: 

 

CNBr-aktivierte Sepharose (1g, Amersham) wird in einem 50 ml Falcon Röhrchen 4 x mit 50 ml 

1 mM HCl und anschließend 1 x mit 50 ml 100 mM Na-Borat (pH 8,3) gewaschen. Um die 

Sepharose nach den einzelnen Waschschritten zu pelletieren, wird sie für 1 Minute bei 1600 x g 

und 4°C zentrifugiert. Das aufgereinigte Plk2-Peptid (CDL-21) beziehungsweise das 

Gesamtprotein (GST-Plk2, produziert in E. coli) wird zu der Sepharose gegeben und für 2 h im 

Kühlraum auf einem rotierenden Rad inkubiert. Um die Bindungsreaktion zu stoppen, wird die 

Sepharose in 1 M Ethanolamine resuspendiert und für 2 h im Kühlraum gewaschen. 

Anschließend wird die Matrix hintereinander mit (1) 0,1 M NaAc pH 4; 0,5 M NaCl2, (2) 0,1 M 

Tris-HCl pH 7,5, (3) 0,1 M Glycin pH 2,3 und (4) PBS gewaschen. Die Säule kann bis zum 

Gebrauch bei 4 °C gelagert werden, unter dem Zusatz von 0,02% NaAzid. 

 

Aufreinigung des spezifischen Antikörpers: 

 

Die Matrix mit dem Antigen wird zentrifugiert und der Überstand entfernt. Anschließend wird 2 ml 

des Antiserums auf die Säule gegeben und über Nacht bei 4°C auf einem rotierenden Rad 

inkubiert. Am nächsten Tag wird die Sepharose 2 x mit Waschpuffer (50 mM Tris-HCl pH 8,0; 

0,5 M NaCl, 0,1% NP-40) gewaschen, in 10 ml Waschpuffer resuspendiert und auf eine BioRad-

Säule gegeben. Die Kappe der Säule wird entfernt, so dass der Waschpuffer durch die Säule 

laufen kann. Die Matrix wird anschließend 2 x mit eiskaltem PBS gewaschen. Um die Antikörper 

zu eluieren, wird 0,1 M Glycin, pH 2,3 auf die Säule gegeben. Die Eluate werden dann in 500µl 

Fraktionen in Eppendorfgefäße, die 50 µl 1 M Tri-HCl, pH 9,5 enthalten, gesammelt. Direkt nach 

der Elution wird das Eppendorfgefäß gevortext und auf Eis gelagert. Zur Analyse der eluierten 

Antikörper in den einzelnen Fraktionen werden 10 µl von jedem Eluat auf ein SDS-PAGE-Gel 

geladen und das Gel anschließend mit Coomassie-Lösung gefärbt. Die Fraktionen, die 

Antikörper enthalten, werden vereinigt und die Proteinkonzentration bestimmt. Ist die 

Antikörperkonzentration unter 0,1 µg/µl werden die Fraktionen mit Hilfe von Centrikon 50-Säulen 

(Amicon) nach Anleitung des Herstellers einkonzentriert und die Proteinkonzentration erneut 

gemessen. Wenn die gewünschte Konzentration erreicht ist, werden die Antikörper bei 4°C 

gelagert, unter dem Zusatz von 0,02% Natriumazid.  
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5.3.9. Antikörper 
 

Primäre Antikörper:    Alle Antikörper sind gegen humane Proteine gerichtet. 
 

Antikörper Herkunft Quelle WB IP IF 

Plk2-FL Kaninchen I. Hoffmann 1 : 3000 (Serum) 5µl pro 1 mg Protein - 

Plk2-CDL-21 Kaninchen I. Hoffmann 0,5 µg/ml - - 

Cyclin E (HE-111) Maus Santa Cruz - 2 µg - 

CyclinE (HE-12) Maus Santa Cruz 1:1000 - - 

HA (3F10) Ratte Roche - 2 µg 1:500 

HA (16B12) Maus Babco 1 :1000 2 µg 1:1000 

Myc (9E10) Maus Clontech 1 :1000 10 µg  

γ-Tubulin Maus Sigma - - 1:10000

β-Actin Maus ICN Biochemicals 1 :2000000 - - 

Lamin A/C Maus G. Krone 1:50 - - 

c-Myb (H-141) Kaninchen Santa Cruz 1 :2000 - - 

BrdU Maus Roche - - 6 µg/ml 

Cdk2 (# 16) Kaninchen  I. Hoffmann 1:1000 5 µl (Serum) - 

Plk1 Maus Zymed 3 µg/ml 5 µg - 

Plk3 Kaninchen W. Dai 1:1000 - - 

GT-335 Maus 
B. Edde, 

Monpellier 
- - 1:5000 

 

 

Plk2-FL: Antikörper gegen das Gesamtprotein (FL-Full Length) 

PLK2-CDL-21: Peptid-Antikörper gegen C-terminale Sequenz in Plk2 (Aminosäuren 401-421) 
 

Sekundäre Antikörper: 
 

Antikörper Herkunft Quelle WB IF 

Anti-Maus-IgG-HRP Ziege Dianova 1:5000 - 

Anti-Kaninchen-IgG-HRP Esel Amersham 1:2500 - 

Anti-Maus-IgG-Cy2 Esel Dianova - 1:500 

Anti-Kaninchen-IgG-Cy3 Esel Dianova - 1:500 

Anti-Maus-IgG-Alexa488 Ziege Molecular Probes - 1:500 

Anti-Maus-IgG-Texa Red Ziege Dianova - 1:200 
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5.4. Zwei-Hybrid-Technik (Yeast-Two-Hybrid Screen) 
 
Um Substrate von Plk2 zu identifizieren, wurde die Zwei-Hybrid-Technik angewendet. Dazu wird 

das MATCHMAKER GAL 4 Two-Hybrid-System von Clontech verwendet, das auf einem 

transkriptionellen Assay zur Detektion von in vivo Protein-Protein-Interaktionen in Hefe basiert. 

Das System enthält den Gal-Promotor, der an der Regulation des Galaktosestoffwechsels 

beteiligt ist und eine sog. UAS-Region (UAS steht für upstream activating sequence) aufweist. 

An dieser Sequenz bindet spezifisch der Transkriptionsfaktor Gal4 und stimuliert dadurch die 

Transkription. Das Gal4-Protein besteht aus zwei Domänen: einer DNA-Bindedomäne (DNA-

BD), mit der es an der UAS bindet, und einer Aktivierungsdomäne (AD), die mit dem 

Transkriptionskomplex (der RNA-Polymerase) Kontakt aufnimmt, was zur Aktivierung der 

Transkription der entsprechenden Gene führt.            

Um das Zwei-Hybrid-System zu etablieren, wird die DNA des sogenannten Köderproteins (engl.: 

bait), in diesem Fall Plk2-K111R, in ein Plasmid (pGBKT7) kloniert, in dem es mit dem 

Genabschnitt für die Bindungsdomäne fusioniert wird. In ein anderes Plasmid (pACT2) kloniert 
man jeweils die Inserts einer cDNA-Bibliothek, in diesem Fall eine HeLa-cDNA-Bibliothek 

(hergestellt von Clontech), deren Genprodukte auf Interaktionen hin überprüft werden sollen und 

die mit dem Genabschnitt für die Aktivierungsdomäne fusioniert sind. Wie das System 

funktioniert, geht aus der Abbildung 7 hervor. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Abbildung 7 : Prinzip des Zwei-Hybrid-Systems in Hefe. 
 
Die DNA-Bindungsdomäne (BD), welche an die UAS-Region des Promotors bindet, wird als Fusion mit 

Plk2-K111R exprimiert, wohingegen die Gene der cDNA-Bibliothek mit der Aktivierungsdomäne von GAL4 

Zielprotein 

AD 

GAL UAS Minimal Promotor Reportergene 

Transkription 
Plk2-K111R 

DNA-BD 
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fusioniert sind. Wenn das Köderprotein mit einem Zielprotein der HeLa-cDNA-Bibliothek interagiert, führt 

dies zur Transkription der Reportergene ADE2, HIS3, lacZ und MEL1. Durch den Nachweis der 

Expression dieser Reportergene, kann eine Interaktion zwischen zwei Proteinen detektiert werden.  

Die Reportergene ADE1 und HIS3 kodieren Enzyme, die wichtig für die Synthese der Aminosäuren 

Adenin und Histidin sind, wodurch die Hefen auf Platten ohne Adenin und Histidin (Nährstoffselektion) 

wachsen können. Ein weiterer Nachweis erfolgt durch eine sichtbare Änderung des Phänotyps. Das 

MEL1-Gen kodiert für die α-Galaktosidase, ein Enzym, das in den periplasmatischen Raum abgegeben 

wird und durch Hydrolyse von X-α-Gal, die Hefekolonie von weiß nach blau umfärbt.  
 

 

5.4.1. Durchführung des Zwei-Hybrid-Screens in Hefe 
 

Die Vorversuche und der Zwei-Hybrid-Screen wurde mit dem Matchmaker Gal 4 Two-Hybrid-

System 3 von Clontech nach Vorschrift (s. Matchmaker Gal 4 Two-Hybrid System 3 User 

Manual von Clontech) durchgeführt.  

Um die DNA in Hefe einzuschleusen, wurde die Lithiumacetat-vermittelte Transformations-

methode nach Vorschrift von Clontech (Yeast Protocols Handbook) angewandt. Für die 

Kontrollen bzw. zur Überprüfung der Effizienz und zum wiederholten des Phänotyps können die 

Transformationen im kleinen Maßstab, für die Ko-Transformation mit Plk2-K111R und der 

cDNA-Bibliothek im großen Maßstab durchgeführt werden.  

Bevor die cDNA-Bibliothek auf Interaktion mit Plk2-K111R hin überprüft wird, wurde getestet, ob 

Plk2-K111R im verwendeten Hefestamm AH109 (Clontech) exprimiert wird, sowie das keine 

autonome Aktivierung der Reportergene durch Plk2-K111R alleine stattfindet. Anschließend 

wurde der Titer der cDNA-Bibliothek bestimmt und diese dann in E. coli amplifiziert. Um die 

Genprodukte der cDNA-Biobliothek auf Interaktionen mit Plk2-K111R hin zu überprüfen, wurden 

die entsprechenden Plasmide pGBKT7-Plk2-K111R und pACT2-cDNA in Hefe simultan ko-

transformiert. Die ko-transformierten Hefezellen wurden erst auf gering stringenten Platten 

selektioniert und dann auf hoch stringente Platten ausplattiert, um blaue Klone zu isolieren. Aus 

diesen blauen Klonen wurden die pACT2-Plasmide isoliert und durch Verdau mit HindIII und 

HaeIII analysiert, um gleiche Inserts zu identifizieren. Anschließend werden die Inserts mit Hilfe 

des T7-Primer sequenziert und die Protein-Protein-Interaktionen durch in vitro und in vivo 

Bindungsstudien verifiziert. 
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6. Ergebnisse  
 

6.1. Herstellung und Charakterisierung spezifischer Antikörper 
gegen die humane Plk2-Kinase  

 
 
6.1.1. Western-Blot-Analyse der Plk2-Antikörper 
 

Ein wichtiges Werkzeug für die Untersuchung der Funktion eines Proteins sind spezifische 

Antikörper. Durch sie können zum Beispiel die Expression und die Aktivität des Proteins in 

Zellen nachgewiesen werden. Zu diesem Zweck wurden mehrere polyklonale Antikörper 

gegen das Gesamtprotein sowie gegen 3 Peptidsequenzen des Plk2-Proteins in Kaninchen 

hergestellt.  

Für die Produktion der Antikörper (Anti-Plk2-FL) gegen das Gesamtprotein wurde 

rekombinantes GST-Plk2, dass in E. coli produziert wurde, in Kaninchen injiziert. Das 

gewonnene Antiserum (Kaninchen #1) kann direkt in der Verdünnung 1:3000 im Western-

Blot eingesetzt werden und erkennt spezifisch endogenes (Spur 9) sowie überexprimiertes 

Plk2–Protein (Spur 10, Extrakte von mit pX-Plk2 transfizierten HeLa-Zellen) in Extrakten von 

exponentiell wachsenden HeLa-Zellen auf der Höhe des rechnerischen Molekulargewichtes 

von 78 kDa (Abb. 8). Dagegen detektiert das Präimmunserum bei einer Verdünnung von 

1:3000 keine spezifische Bande in dieser Höhe (Spur 2). Der Anti-Plk2-FL-Antikörper erkennt 

außerdem ein Abbauprodukt (∗) des Plk2-Proteins bei einem Molekulargewicht um 45 kDa. 

Dieses Abbauprodukt wird ebenfalls in der stabilen Zelllinie durch den Anti-HA-Antikörper 

detektiert (Abb. 22), wenn man die Expression von HA-Plk2-WT induziert.  

Da die vom Anti-Plk2-FL-Antikörper detektierte Bande relativ schwach ist und auch 

schwächere Hintergrund-Banden im Western-Blot sichtbar sind, wurden Antikörper gegen 

verschiedene Peptidsequenzen von Plk2 hergestellt. Dazu wurden zwei Sequenzen des 

carboxy-terminalen Endes (CDL21 und CSQ19) und eine Sequenz am amino-terminalen 

Ende (N-term.) des Plk2-Proteins, die nicht homolog zu Plk1 und Plk3 sind, ausgewählt. Die 

Peptide wurden von Perkin-Elmer (Weiterstadt, Deutschland) synthetisiert und an KLH 

(engl.: keyhole limpet hemacyanine) gekoppelt, um die Immunität zu verbessern. 

Anschließend wurden die Antikörper in Kaninchen von Elevage Scientifique des Dombes 

(Chatillon sur Chalaronne, Frankreich) produziert. Die Seren aller Kaninchen wurden im 

Western-Blot getestet (Daten nicht gezeigt). Dabei erkennt nur der Anti-CDL21-Antikörper 

(Kaninchen #1) eine Bande auf der korrekten Höhe im Western-Blot. Um die Spezifität des 

Anti-Serums zu erhöhen, wurde es mit CNBr-aktivierter Sepharose, an die kovalent das 

CDL21-Peptid gebunden ist, affinitätsgereinigt. Die Western-Blot-Analyse unter Verwendung  
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des gereinigten Anti-CDL21-Antikörpers zeigt, dass der Antikörper eine Bande auf der Höhe 

des gleichen Molekulargewichtes wie der Anti-Plk2-FL-Antikörper in Extrakten aus 

verschiedenen Zelllinien (Abb.8, Spur 3-8) erkennt. Auch exogenes Plk2 (Spur 6-7) wird vom 

Antikörper erkannt. Darüber hinaus wird Plk2 sowohl in transformierten Zelllinen (U2OS, 

HeLa) als auch in nicht-transformierten humanen Fibroblasten (Hs68) stark exprimiert, 

jedoch nur in geringem Maße in 293T-Zellen. Das Präimmunserum enthält keine 

spezifischen Antikörper, die das Plk2-Protein erkennen (Spur 1).  

Zusätzlich detektiert der Antikörper aber auch eine zweite, niedriger laufende Bande, deren 

Stärke abhängig von der Zelllinie und von der jeweiligen Affinitätsreinigung des Antikörpers 

variiert. Vergleicht man die untransfizierten Zellen mit den transfizierten Zellen nimmt nur die 

Stärke der oberen Bande zu. Auch im Western-Blot mit dem Anti-HA-Antikörper wird die 

Bande mit geringerem Molekulargewicht nicht detektiert (Abb. 10). Es konnte nicht eindeutig 

geklärt werden, ob diese Bande unspezifisch, eine alternative Spleißform oder eine 

posttranslational-modifizierte Form von Plk2 ist. Weiterhin erkennt der Antikörper in den 

Hs68-Zellen auf der Höhe von 90 kDa eine weitere unspezifische Bande.  

Um eine Kreuzreaktivtät der Anti-Plk2-Antikörper mit Plk1 und Plk3 auszuschließen, wurde 

gleichzeitig eine Western-Blot-Analyse mit Anti-Plk1- und Anti-Plk3-Antikörpern durchgeführt. 

Beide Anti-Plk2-Antikörper detektieren keine Bande in der Höhe von Plk1 und Plk3. 

Da der affinitätsgereinigte Anti-Plk2-CDL21-Antikörper spezifisch das Plk2-Protein in 

Zellextrakten erkennt, wurden in dieser Arbeit alle Western-Blot-Analysen mit dem 

affinitätsgereinigten Anti-Plk2-CDL21-Antikörper durchgeführt. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Abbildung 8: Charakterisierung der spezifischen Plk2-Antikörper im Western-Blot (Legende 
umseitig). 
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Abbildung 8: Gleiche Mengen an Proteinextrakten, hergestellt aus U2OS-, Hs68-, HeLa- und 293T- 
Zellen, wurden im 8%igen SDS-PAGE-Gel aufgetrennt und anschließend im Western-Blot mit 
polyklonalen, affinitätsgereinigten Anti-Plk2-Antikörpern ( Anti-Plk2-CDL-21, Kaninchen #1 und Anti-
Plk2-FL, Kaninchen #1) sowie spezifischen Anti-Plk1- und Anti-Plk3-Antikörpern analysiert. Das 
Präimmunserum (PI, Spuren 1 und 2) und transient transfiziertes Plk2 (Spuren 6, 7 und 10) dienten 
als Kontrolle. Die Migration von Plk1, Plk2 und Plk3 ist rechts, der Molekulargewichts-Marker links 
gekennzeichnet. Der Stern (∗) zeigt eine typische Degradationsbande von Plk2.  
 

 

6.1.2. Immunpräzipitation der Plk2-Kinaseaktivität 
 

Um die Kinaseaktivität von Plk2 im Zellzyklus zu bestimmen, werden Antikörper benötigt, die 

Plk2 spezifisch aus Zellextrakten immunpräzipitieren. Deshalb wurden alle hergestellten 

Antiköper in der Immunpräzipitation sowie im anschließenden Kinase-Assay getestet. Es 

zeigte sich jedoch, dass nur der Anti-Plk2-FL-Antikörper (Kaninchen #1 und Kaninchen #2) 

die aktive Kinase aus HeLa-und Hs68-Zellextrakten immunpräzipitiert, was durch Einbau von 

radioaktivem [32P] in das Substrat α-Casein nachgewiesen wurde (Abb. 9). Zur Kontrolle 

wurde die Immunpräzipitation auch mit dem Präimmunserum durchgeführt und ebenfalls die 

Phosphorylierung von α-Casein gemessen. In beiden Fällen immunpräzipitiert das 

Präimmunserum eine deutlich geringere Kinaseaktivität als in den Immunpräzipitationen mit 

den Anti-Plk2-FL-Serum.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Abbildung 9: Charakterisierung der spezifischen Plk2-Antikörper nach Immunpräzipitation. 
 
Die Plk2-Kinase wurde mit 5 µl des Anti-Plk2-FL-Serum aus Extrakten von exponentiell wachsenden 
HeLa- bzw. Hs68-Zellen (je 2 mg) immunpräzipitiert. Als Kontrolle wurde die Immunpräzipitation auch 
mit dem Präimmunserum (PI) durchgeführt. Die Kinaseaktivität von Plk2 wurde in der anschließenden 
Kinase-Reaktion bei 30°C für 30 Minuten unter der Verwendung von α-Casein als Substrat gemessen. 
Der Einbau von [32P] in das Substrat α-Casein wurde durch Autoradiographie sichtbar gemacht (α-
Casein-P). Als Kontrolle für die eingesetzten α-Casein-Mengen wurde das SDS-PAGE-Gel mit 
Coomassie-Lösung angefärbt (α-Casein). 
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6.2. Konstruktion einer inaktiven Mutante der Plk2-Kinase 
 

Eine wichtige Negativkontrolle zur Bestimmung der exogenen Plk2-Kinaseaktivität und zur 

Durchführung von Phosphorylierungstudien ist eine inaktive Mutante dieser Kinase. Die 

Mutante könnte auch nach Transfektion und Expression in Zellen durch Verdrängung der 

endogenen Kinase oder durch Bildung inaktiver Komplexe mit dem Substrat dominant-

negative Effekte auslösen.  

In der Literatur wurden verschiedene kinase-inaktive Mutanten für Polo-Kinasen 

beschrieben. Aus diesem Grund wurden zwei verschiedene Mutanten generiert. Für Plx1 aus 

X. laevis wurde eine kinase-inaktive Mutante, N172A, beschrieben [114]. Hier wurde die 

konservierte Aminosäure Asparagin (N) an Position 172, welche für die exakte Ausrichtung 

der katalytischen Seite wichtig ist und sich in der katalytischen Schleife der Kinasedomäne 

befindet, zu Alanin (A) mutiert [115]. Diese Aminosäure ist innerhalb der Plk-Familie 

konserviert und entspricht dem N142 im Plk2-Protein. Eine N142A-Mutante von Plk2 lag 

bereits vor, bei der die Aminosäure Asn-142 nach Alanin mutiert wurde. Eine andere 

Möglichkeit zur Herstellung kinase-inaktiver Mutanten ist die Mutation der ATP-

Bindungsstelle von Kinasen. Anhand der in der Literatur veröffentlichten kinase-inaktiven 

Mutante von Plk1 [116], K82R, wurde eine entsprechende Mutante von Plk2 mit einer 

defekten ATP-Bindungsstelle konstruiert. Dazu wurde das erste Lysin (Lys-111) nach dem 

katalytischen Zentrum durch ortsspezifische Mutagenese (s. 5.2.11.) gegen Arginin 

ausgetauscht. Nach Überprüfung der Mutagenese durch Sequenzierung wurde Plk2-K111R 

in den eukaryontischen Expressionsvektor pX-HA kloniert. Um die Kinaseaktivität von Plk2-

K111R mit der des Plk2-WT-Proteins zu vergleichen, wurden beide pX-HA Konstrukte in 

U2OS-Zellen transient transfiziert. Die Expression wurde im Western-Blot mit dem Anti-HA-

Antikörper detektiert und die Kinaseaktivität nach Immunpräzipitation mit dem Anti-HA-

Antikörper bestimmt. Aus Abbildung 10A geht hervor, dass beide Proteine als Fusion mit 

dem HA-Epitop in U2OS-Zellen exprimiert werden. Dabei ist die Proteinmenge von Plk2-

K111R im Vergleich zum Plk2-WT-Protein 5fach höher. Dies könnte entweder auf eine 

unterschiedliche Transfektionseffizienz oder auf eine erhöhte Stabilität des Plk2-K111R-

Proteins beruhen. Vergleicht man nun die Kinaseaktivitäten von Plk2-WT und Plk2-K111R 

(Abb. 10B), so führt die Substitution des Lysins der ATP-Bindungsstelle durch Arginin zu 

einer reduzierten Kinaseaktivität.  

Um in vitro Studien durchzuführen, wird in der Regel rekombinantes Protein eingesetzt. Die 

Produktion von rekombinantem aktiven Plk2-WT-Protein in E. coli sowie die Herstellung 

eines Baculoviruses zur Expression von rekombinantem Plk2-WT-Protein in Insektenzellen, 

war auf Grund der Toxizität des Plk2-Proteins nicht möglich. Deshalb wurden 293T-Zellen, in 

welchen hohe Mengen an Protein exprimiert werden können, mit den jeweiligen pX-HA-Plk2-
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WT, -N142A und -K111R-Konstrukten transfiziert. Nach Überprüfung der Expression im 

Western-Blot (Abb. 10C) wurden die HA-Fusionsproteine mit dem Anti-HA-Antikörper 

(Roche) immunpräzipitiert und mittels Protein-G-Sepharose aufgereinigt. Anschließend 

wurde die Kinaseaktivität durch Phosphorylierung des Substrates α-Casein gemessen (Abb. 

10D). Beide kinase-inaktive Mutanten zeigen eine verringerte Aktivität im Vergleich zum 

Plk2-WT-Protein, wobei die N142A-Mutante eine noch geringere Proteinkinaseaktivität 

aufweist als die K111R-Mutante. Beide Mutanten können somit als Negativkontrolle 

verwendet werden.  

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Abbildung 10: Vergleich der Kinaseaktivitäten von Plk2-WT und den Mutanten Plk2-K111R und 
Plk2-N142A. 
 
U2OS- oder 293T-Zellen wurden transient mit pX-HA-Plk2-WT oder pX-HA-Plk2-K111R transfiziert. 
Zum Vergleich der Kinaseaktivität der kinase-inaktiven Mutanten Plk2-K111R und Plk2-N142A, 
wurden die 293T-Zellen auch mit pX-HA-Plk2-N142A transfiziert. (A) Expression des Plk2-WT- und 
Plk2-K111R-Proteins in U2OS-Zellen. Zellextrakte wurden hergestellt und die Expression im Western-
Blot mit Anti-HA-Antikörpern (Babco) nachgewiesen. Als Ladekontrolle wurde der β-Actin-Gehalt 
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bestimmt. (B) Kinaseaktivitäten von Plk2-WT und PLK2-K111R. Gleiche Mengen an HA-Plk2-WT und 
HA-Plk2-K111R wurden aus den Extrakten von U2OS-Zellen mit dem Anti-HA-Antikörper (Roche) 
immunpräzipitiert und die Kinaseaktivität gemessen. Expression (C) und Vergleich der Kinase-
aktivitäten (D) von Plk2-WT, Plk2-N142A und Plk2-K111R in 293T-Zellen. Die Expression und die 
Kinaseaktivitäten wurden, wie unter (A) und (B) beschrieben, analysiert.  
 
 

6.3. Expression und Aktivität von endogenen Plk2  
 

Aus der Literatur ist bekannt, dass die Aktivität und die Proteinmengen von Plk1 während 

des Zellzyklus reguliert werden [77]. Die Aktivierung bzw. die Expression von Plk2 zu einem 

bestimmtem Zeitpunkt im Zellzyklus könnte Aufschluss über mögliche Funktionen und 

Substrate geben. Zuerst wurden deshalb die Proteinmengen und Aktivitäten von Plk2 in 

Extrakten von G1-, S-, G2- und M-Phase arretierten HeLa-Zellen bestimmt. Es wurde kein 

Unterschied in den Proteinmengen während der verschieden Phasen des Zellzyklus 

festgestellt (Abb. 11A). Eine erhöhte Kinaseaktivität ist hingegen nur in G1-Phase-Zellen  

 

 

 

 
Abbildung 11: Die Plk2-Kinase ist in der G1-Phase aktiv (Legende umseitig). 
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Abbildung 11: Um G1-, G2- bzw. M-Phase-Zellen herzustellen, wurden HeLa-Zellen, wie unter 
5.1.4.2. beschrieben, behandelt und Zellextrakte hergestellt. Für die Herstellung der S-Phase-Zellen 
wurden die Zellen 24 h lang mit Hydroxyharnstoff (HU) behandelt und dann geerntet, um ebenfalls 
Proteinextrakte herzustellen. Die Plk2-Kinase wird aus den Extrakten (2 mg) immunpräzipitiert und die 
Kinaseaktivität gemessen. (A) Plk2-Proteinmengen. Plk2-Expression wurde mit dem Plk2-Antikörper 
im Western-Blot nachgewiesen. Als Ladekontrolle wurde Cdk2 verwendet, da sich der Cdk2-
Proteingehalt während des Zellzyklus nicht ändert. (B) Plk2-Kinaseaktivität. Gezeigt ist ein 
Autoradiogramm als repräsentatives Beispiel. (C) Quantifizierung von drei parallel durchgeführten 
Kinase-Assays nach Messung der ausgeschnittenen α-Casein-Banden im Szintillationsmessgerät. Um 
die α-Casein-Banden sichtbar zu machen, wurde das Gel mit Coomassie gefärbt. 
 

messbar (Abb. 11B). Um einen Einblick über den genauen Zeitpunkt der Aktivierung von 

Plk2 während der G1-Phase bzw. am G1/S-Übergang im Vergleich zu der Cyclin E-

assoziierten Cdk2-Aktivität zu erhalten, wurde die Expression und Aktivität von Plk2 in 

Zeitkurven untersucht. 

 

 

6.3.1. Vergleich der Aktivitäten von Plk2 und Cyclin E/Cdk2 in HeLa-Zellen 
 

Um den Zeitpunkt der Aktivierung von Plk2 im Zellzyklus zu bestimmen, wurde eine 

Zeitkurve mit HeLa-Zellen erstellt. Diese Zelllinie lässt sich leicht mit Hilfe des Inhibitors 

Nocodazol in der Metaphase arretieren (s. 5.1.4.2.). Außerdem ist der Anteil der Zellen hoch, 

welche nach Entlassung aus dem Zellzyklusarrest weiterlaufen. Es lassen sich außerdem 

große Mengen an Proteinextrakten herstellen.  

Um den mitotischen Arrest und den Zellzyklusverlauf zu kontrollieren, wurde die Verteilung 

der Zellzyklusphasen zu den entsprechenden Zeitpunkten durch die FACS-Analyse bestimmt 

(Abb. 12A). Die FACS-Analyse zeigt, dass nach Entfernung des Hemmstoffes rund 90 % der 

Zellen in der Metaphase arretiert sind (Zeitpunkt 0 h) und die Zellen synchron durch den 

Zellzyklus laufen. Fünf Stunden nach der Rekultivierung befinden sich die Zellen in der G1-

Phase und treten nach 12 Stunden in die S-Phase ein. 16 Stunden nach der Rekultivierung 

beginnen die Zellen dann in die G2-Phase einzutreten. Zu den selben Zeitpunkten wurden 

von den gleichen Zellen auch Proteinextrakte hergestellt, und die Expression von Plk2 im 

Western-Blot mit dem Anti-Plk2-CDL21-Antikörper bestimmt (Abb. 12B). Als Kontrolle 

wurden ebenfalls exponentielle Zellen (Exp.) analysiert. Es zeigt sich, dass das Plk2-Protein 

im Gegensatz zum Cyclin E-Protein zu jedem Zeitpunkt im Zellzyklus detektierbar ist. Es 

unterliegt also keiner zellzyklus-abhängigen Regulation wie Cyclin E, welches in der späten 

G1-Phase in den Zellen akkumuliert und anschließend in der S-Phase degradiert wird.  

Die Aktivität von Plk2 wurde nach Immunpräzipitation mit Anti-Plk2-FL Antikörpern durch den 

Einbau von [32P] in das Substrat α-Casein gemessen (Abb. 12C). Die Plk2-Kinaseaktivität 

steigt nach 12 Stunden, etwa zum gleichen Zeitpunkt wie die Cyclin E-assoziierte Cdk2-

Aktivität, am G1/S-Übergang an und ist nach 14 h am höchsten. Beide Aktivitäten nehmen in  
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Abbildung 12: Regulation der Plk2-Proteinmenge und der Plk2-Kinaseaktivität in der G1-, S- 
und G2-Phase des Zellzyklus von HeLa-Zellen (Legende umseitig). 
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Abbildung12: HeLa-Zellen wurden mit Nocodazol in der Metaphase synchronisiert, anschließend aus 
den Arrest entlassen und dann weiterkultiviert. Anschließend wurden die Zellen zu den 
entsprechenden Zeitpunkten geerntet oder für die FACS-Analyse fixiert. Als Kontrolle wurden 
ebenfalls exponentielle Zellen (Exp.) analysiert. (A) Das Histogramm zeigt die Zellzyklusphasen-
verteilung zu den entsprechenden Zeitpunkten nach der Synchronisation. (B) Plk2-Protein-
Expression. Extrakte wurden von jedem Zeitpunkt hergestellt und auf ein SDS-PAGE-Gel geladen. 
Die Expression von Plk2, Cyclin E und β-Actin zu den einzelnen Zeitpunkten wurde anschließend im 
Western-Blot mit Antikörpern analysiert. (C) Plk2-Kinaseaktivität. Plk2 wurde aus den oben 
beschriebenen Extrakten (2 mg) immunpräzipitiert und die Plk2-Kinaseaktivität für jeden Zeitpunkt 
gemessen. Dargestellt ist ein Autoradiogramm als repräsentatives Beispiel von drei unabhängig 
durchgeführten Versuchen. Zum Vergleich wurde ebenfalls der Cyclin E/Cdk2-Komplex aus den 
Extrakten (400 µg) mit einem Anti-Cyclin E-Antikörper immunpräzipitiert und die Cyclin E-assoziierte 
Cdk2-Kinaseaktivität durch den Histon H1-Assay gemessen.  
 

 
der Mitte der S-Phase wieder ab. Da nur die Kinaseaktivität ansteigt, nicht aber die 

Proteinmenge, lässt dies vermuten, dass Plk2 durch einen post-translationalen 

Mechanismus in jeder G1-Phase aktiviert wird und damit sehr wahrscheinlich eine Funktion 

am G1/S-Übergang ausübt. 

 

 

6.3.2. Aktivität und Expression von Plk2 in humanen Fibroblasten (Hs68) 
 

Die Messung der Kinaseaktivität in nicht-immortalisierten humanen Fibroblasten der Vorhaut, 

den Hs68-Zellen, war notwenig, da diese für die Mikroinjektionsexperimente zur 

Untersuchung der Plk2-Funktion am G1/S-Übergang, verwendet wurden. Außerdem geben 

die Ergebnisse Informationen über die Funktion von Plk2 in normalen nicht-tumorigenen 

Zellen, wo die "Checkpoint“-Mechanismen nicht verändert sind. 

Die Hs68-Zellen wurden, wie unter 5.1.4.1. beschrieben, durch Entfernen des Serums aus 

dem Medium in G0 arretiert und durch erneute Serumzugabe zum Wiedereintritt in die G1-

Phase stimuliert. Alle drei Stunden wurden Zellen geerntet und entweder für die FACS-

Analyse fixiert oder zur Herstellung von Extrakten verwendet. Die FACS-Analyse zeigt, dass 

die Zellen sich nach 15 h in der S-Phase befinden und nach 21 h beginnen in die G2-Phase 

überzutreten (Abb. 13A). Im Western-Blot ist erkennbar, dass Plk2 in Hs68-Zellen sowohl in 

der G0-Phase als auch in den anderen Phasen des Zellzyklus exprimiert wird (Abb. 13B). 

Auffällig ist, dass in den exponentiellen Zellen (Exp.) die untere Bande, die ebenfalls durch 

den CDL21-Antikörper erkannt wird und vermutlich eine posttranslational-modifizierte Form 

von Plk2 darstellt, schwächer exprimiert wird. Analysiert man dagegen die Plk2-

Kinaseaktivität, ist diese nach 3 h in G1 am höchsten und sinkt nach 6 h ab (Abb. 13B). Die 

Cyclin E-assoziierte Cdk2-Aktivität ist dagegen nach 12 Stunden am höchsten wenn die 

Zellen sich am G1/S-Übergang befinden. Im Unterschied zu HeLa-Zellen ist Plk2 in Hs68-

Zellen nicht am G1/S-Übergang aktiv. Dies könnte darin begründet liegen, dass die Zellen 

durch den Serumentzug aus einem Ruhezustand (G0) wieder in den Zellzyklus eintreten und  



  6. Ergebnisse 

 69

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Abbildung 13: Zeitkurve von in der G0-Phase synchronisierten und in die G1-Phase 
entlassenen Hs68-Zellen (Legende umseitig). 
 

A 

B 

Exp.    0       3      6       9       12    15    18    21

h nach Serumzugabe 

Plk2 

β-Actin 

α-Casein-P 

α-Casein 

C 

Exp.    0     ½    1    1½   2½    3    3½   4     5

h nach Serumzugabe 

Plk2 

α-Casein-P 

α-Casein 

β-Actin 

h nach Serumzugabe 
DNA-Gehalt 

0

9

15

21

3
6

18
2n

4n

h nach Serumzugabe 
DNA-Gehalt 

0

9

15

21

3
6

18

h nach Serumzugabe 
DNA-Gehalt 

0

9

15

21

h nach Serumzugabe 
DNA-Gehalt 

h nach Serumzugabe 
DNA-Gehalt 

0

9

15

21

3
6

18
2n

4n
12



  6. Ergebnisse 

 70

Abbildung 13: Die humanen Fibroblasten Hs68 wurden durch Serumentzug in G0 arretiert und dann 
durch Zugabe von Serum stimuliert, wieder in die G1-Phase des Zellzyklus einzutreten. Anschließend 
wurden die Zellen zu den oben beschriebenen Zeitpunkten geerntet und Zellen für die FACS-Analyse 
fixiert bzw. Extrakte hergestellt. Parallel wurden auch exponentielle Zellen (Exp.) als Kontrolle geerntet 
und analysiert. (A) Wiedereintritt in den Zellzyklus. Die Zellen wurden mit Propidiumiodid gefärbt und 
der DNA-Gehalt im FACS gemessen. Die Histogramme zeigen die Verteilung der Zellen in den 
einzelnen Zellzyklusphasen zu dem entsprechenden Zeitpunkt. (B) Proteingehalt und Aktivität von 
Plk2 am G1/S-Übergang. Zur Analyse der Proteinmengen von Plk2, wurden je 75 µg Proteinextrakt 
auf ein SDS-PAGE-Gel geladen und in einem Western-Blot mit einem Anti-Plk2-Antikörper detektiert. 
Aus den gleichen Extrakten (2 mg) wurde Plk2 immunpräzipitiert und die Kinaseaktivität durch 
Phosphorylierung von α-Casein gemessen. (C) Proteingehalt und Aktivität von Plk2 nach dem 
Wiedereintritt in den Zellzyklus. Die Proben wurden, wie oben beschrieben, analysiert. 
 
dies eine andere Regulation erfordert. Ein weiteres Indiz für die Funktion von Plk2 beim 

Wiedereintritt in den Zellzyklus ist, dass Plk2 ursprünglich als frühes Gen identifiziert wurde, 

was bedeutet, dass die mRNA von Plk2 sofort nach Serumzugabe induziert wird [85]. Aus 

diesem Grund wurde eine kurze Zeitkurve erstellt und die Expression bzw. die Aktivität von 

Plk2 kurz nach der Serumzugabe zu untersuchen. Dabei wurde festgestellt, dass die 

Proteinmengen beim Wiedereintritt in den Zellzyklus konstant sind (Abb13C). Die Aktivität 

dagegen steigt schon ½ h nach Serumzugabe an, ist 3 h nach Serumzugabe am höchsten 

und nimmt dann wieder ab (Abb. 13C). Dies lässt vermuten, dass Plk2 an der Regulation des 

Wiedereintritts von humanen Fibroblasten von der G0-Phase in den Zellzyklus nach 

Serumentzug beteiligt ist. 

 

6.4. Funktionelle Analyse der Plk2-Kinase 
 
Ziel der weiteren Untersuchungen war es nun, die in vivo Funktion von Plk2, insbesondere 

die Rolle von Plk2 am G1/S-Übergang, zu klären. Deshalb wurde die Funktion von Plk2 

durch (1) die Mikroinjektion von spezifischen Antikörpern gegen Plk2 sowie (2) die 

Herunterregulation des Plk2-Proteins durch RNA-Interferenz und (3) durch Transfektion der 

kinase-inaktiven Mutante Plk2-K111R, ausgeschaltet. 
 

 

6.4.1. Untersuchungen zur Rolle von Plk2 im Zellzyklus 
 

6.4.1.1. Die Mikroinjektion spezifischer Antikörper gegen Plk2 verhindert den 

Eintritt von Fibroblasten in die S-Phase 

 
Um die Funktion von Plk2 am G0/S-Übergang in humanen Fibroblasten (Hs68) zu 

erforschen, wurde affinitätsgereinigter Anti-Plk2-FL-Antikörper während der G1-Phase in das 

Zytoplasma der Zellen injiziert. Dazu wurden die Zellen durch Serumentzug in G0 arretiert 

und durch Serumzugabe synchron in die frühe G1-Phase entlassen, um 3 h später den 
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Antikörper zu injizieren. Anschließend wurde die Fähigkeit der mikroinjizierten Zellen 

untersucht, in die S-Phase einzutreten und die DNA-Replikation einzuleiten. Aus diesem 

Grund wurde direkt nach der Mikroinjektion Bromdesoxyuridin (BrdU), ein Thymidin-

Analogon, zum Medium dazugegeben. Der Einbau von BrdU in die DNA kann nach Fixierung 

der Zellen durch Färbung mit einem Anti-BrdU-Antikörper in der Immunfluoreszenz detektiert 

werden. Als Kontrolle dienten unspezifische Immunglobuline aus Kaninchen (Kontroll-IgG), 

die in der gleichen Konzentration wie der Anti-Plk2-FL Antikörper in die Zelle injiziert wurden. 

Ein Schema des Versuchsaufbau ist in Abbildung 14 dargestellt.  

 

 

 

 

 
 
Abbildung 14: Übersicht über den experimentellen Ablauf der Mikroinjektion von Antikörpern. 
 
Humane Fibroblasten (Hs68) wurden durch Serumentzug für 60 h in G0 arretiert und durch 
Serumzugabe zum Wiedereintritt in die G1-Phase stimuliert. 3h nach Serumzugabe wurden entweder 
unspezifisches Kaninchen IgG (4 µg/µl) oder der affinitätsgereinigte Anti-Plk2-Antikörper (4 µg/µl) 
injiziert. Direkt nach der Mikroinjektion wurde zu dem Medium BrdU (50 µg/ml) gegeben, um die DNA- 
Replikation zu verfolgen. 24 h später wurden die Zellen auf den Deckgläschen fixiert und der BrdU- 
Einbau der mikroinjizierten Zellen durch Immunfluoreszenz analysiert.  
 
Die Abbildung 15A zeigt ein typisches Mikroinjektionsexperiment. Die Ergebnisse, die in 

Abbildung 15B zusammengefasst sind, zeigen deutlich, dass die Mikroinjektion von Anti-  
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Abbildung 15: Mikroinjektion von Anti-Plk2-Antikörpern in humane Fibroblasten (Hs68) 
blockiert den Eintritt in die S-Phase. 
 
(A) Typisches Mikroinjektionsexperiment. Der Pfeil kennzeichnet eine mikroinjizierte Zelle. 
Mikroinjizierte Zellen wurden durch Färbung mit einem Cy3-konjugierten sekundären Anti-Kaninchen-
Antikörper (rechtes Bild) detektiert, BrdU-positive Zellen mit einem primären Anti-BrdU-Antikörper und 
anschließender Färbung mit einem sekundären Cy2-konjugierten Antikörper (mittleres Bild) 
nachgewiesen. Zur Kontrolle wurde die DNA des Zellkerns durch Hoechst angefärbt (linkes Bild). 
(Skalierung: 10 µm) (B) Auswertung von drei unabhängigen Experimenten. Dabei wurden pro Versuch 
300 Zellen ausgezählt. Das Diagramm zeigt die mit Anti-Plk2 oder Kaninchen-IgG mikroinjizierten 
sowie die nicht-injizierten BrdU-positiven Zellen. 
 

Plk2-Antikörpern die Fähigkeit der Hs68-Zellen, in die S-Phase einzutreten, um die DNA zu 

replizieren, blockiert. Der Anteil der BrdU-positiven Zellen ist im Vergleich zu den kontroll-
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injizierten Zellen signifikant reduziert. Zwischen den nicht-injizierten umliegenden Zellen und 

den kontroll-injizierten Zellen ist dagegen kein Unterschied im BrdU-Einbau festzustellen. 

Da die Mikroinjektion mit Antikörpern gegen Plk2 den Eintritt in die S-Phase blockieren, ist 

anzunehmen, dass die Plk2-Kinase vermutlich am G0/S-Übergang beteiligt sein könnte. 
 

 

6.4.1.2. Auswirkung der Herunterregulation des Plk2-Proteins auf die Verteilung 

der Zellzyklusphasen 
  

Es konnte gezeigt werden, dass das endogene Plk2-Protein nach Transfektion des 

pSUPER-Plk2-(1)-Konstrukts (Tabelle 2) in HeLa-Zellen herunterreguliert ist (S. Kemmler, 

DKFZ Heidelberg, Diplomarbeit 2003). Von den gleichen Zellen wurde ein Teil für die FACS-

Analyse fixiert und auf eventuelle Veränderung in der Zellzyklusphasenverteilung hin 

untersucht. Betrachtet man die exponentiell wachsende Zellpopulation, stellt man fest, dass 

der Anteil an G2/M-Phase-Zellen erhöht ist. Um diesen Effekt auf den Zellzyklus von 

exponentiell wachsenden HeLa-Zellen zu bestätigen, wurde das pSUPER-Plk2-(2)-Konstrukt 

(Tabelle 2) ebenfalls in HeLa-Zellen transfiziert und der Gehalt an endogenem Plk2-Protein 

im Western-Blot bestimmt (Abb. 16A). Mit diesem Konstrukt konnte ebenfalls die 

Herunteregulation des endogenen Plk2-Proteins nachgewiesen werden. Dagegen ist der 

Plk2-Proteingehalt in den Kontrollzellen, welche mit dem pSUPER-Vektor alleine (Mock) 

oder mit dem pSUPER-Lamin-Vektor transfiziert wurden, nachweisbar. Auch die Effekte auf 

den Zellzyklus von exponentiell wachsenden Zellen, wie die schwache Erhöhung des Anteils 

an G2/M-Phase-Zellen, konnte bestätigt werden (Abb. 16B). Es wurde aber auch nach der 

Transfektion mit dem pSUPER-Lamin-Vektor ein verändertes Zellzyklusprofil im Vergleich zu 

den mock-transfizierten HeLa-Zellen beobachtet.  

Oft werden geringe Effekte auf den Zellzyklus in exponentiell wachsenden Zellen nicht 

erkannt, da es sich um keine homogene Zellpopulation handelt und es dadurch zur 

Überlagerung der Effekte kommt. Um zu zeigen, dass Plk2 doch einen Effekt auf den Verlauf 

der G1-Phase hat, wurden die transfizierten Zellen mit Nocodazol für 14 h behandelt, um den 

Eintritt in die nächste G1-Phase zu verhindern und dann fixiert. Nach der Auswertung der 

FACS-Analyse konnte gezeigt werden, dass die Zellen nach Transfektion von pSUPER-Plk2-

(1) in der G1-Phase arretieren (S. Kemmler, DKFZ Heidelberg, Diplomarbeit 2003). Der 

gleiche Effekt konnte nach Transfektion von pSUPER-Plk2-(2) in HeLa-Zellen beobachtet 

werden (Abb. 16C). Ungefähr 30 % der Zellpopulation sind G1-Phase-Zellen. Dagegen sind 

die Zellen der Kontrollen (Mock und sh-Lamin) nicht in G1 arretiert, sondern sind in die S-

Phase des Zellzyklus eingetreten.  
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Abbildung 16: Effekte auf den Zellzyklus von HeLa-Zellen nach Herunterregulation von Plk2. 
 
(A) Herunterregulation von Plk2 in HeLa-Zellen. HeLa-Zellen werden mit 20 µg der entsprechenden 
pSUPER-Konstrukte transfiziert, die Zellen 120 h nach der Transfektion geerntet, 75 µg Proteinextrakt 
auf ein SDS-PAGE-Gel geladen und der Plk2-Proteingehalt im Western-Blot analysiert. Als 
Gelladekontrolle wird ebenfalls der β-Actin-Gehalt in den Proben detektiert. (B) Die HeLa-Zellen 
wurden, wie in (A) beschrieben, transfiziert. Anschließend wurden die Zellen 120 h nach der 
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Transfektion (exponentiell) für die FACS-Analsye fixiert oder (C) 96 h nach der Transfektion für 14 h 
mit 50 ng/ml Nocodazol behandelt, um den Wiedereintritt in die G1-Phase zu blockieren, und dann 
fixiert. Nach Färbung der DNA mit Propidiumiodid wurde die Zellzyklusphasenverteilung in der 
Zellpopulation mit Hilfe der durchflußzytometrischen Analyse (FACS) bestimmt.  
 
 
 
Vergleicht man die FACS-Analysen der beiden Kontrollen nach Nocodazol-Behandlung, stellt 

man fest, dass die Herunterregulation von Lamin A/C zu einem verlangsamten Zellzyklus 

führt, da die mit pSUPER-Lamin-transfizierten Zellen sich noch in der S-Phase befinden, im 

Gegensatz zu den Mock-behandelten Zellen, die in der G2/M-Phase eingetreten sind. Die 

Ergebnisse zeigen jedoch, dass es in den Nocodazol-behandelten Zellen zu keinem Arrest in 

G1 kommt. Aufgrund der Beeinflussung des Zellzyklus durch Herunterregulation von Lamin 

könnte es zu den beobachteten Veränderungen im Zellzyklusprofil der expotentiellen Zellen 

kommen (Abb. 16B).  

Die gleichen Beobachtungen auf den Verlauf des Zellzyklus von U2OS-Zellen konnten nach 

Transfektion von pSUPER-Plk2-(1) gemacht werden (S. Kemmler, Diplomarbeit 2003). Nur 

war es hier nicht möglich, die Herunterregulation des endogenen Plk2-Proteins 

nachzuweisen. Aus diesem Grund wurden die U2OS-Zellen mit den entsprechenden 

pSUPER-Konstrukten und dem Puromycin-Resistenz-Vektor (pBabe-Puro) ko-transfiziert. 

Die transfizierten Zellen konnten dadurch durch Zugabe von Puromycin selektiert werden. 

Hierdurch war es möglich, die Herunterregulation von Plk2 im Western-Blot mit dem CDL21-

Antikörper nach Transfektion von pSUPER-Plk2-(1 und 2) zu zeigen (Abb. 17 A). Auffällig ist, 

dass die untere Bande nach Transfektion mit pSUPER-Plk2 (1 und 2), die untere Bande 

auch nicht mehr nachweisbar ist. Da diese aber abhängig von der Affinitätsreinigung des 

Antikörpers mal stärker und mal schwächer erkannt wird (s. auch Abb. 18A), ist davon 

auszugehen, dass diese Bande unspezifisch ist und keine alternative Spleißform. Weiterhin 

wurden ebenfalls die gleichen Effekte auf die Zellzyklusphasenverteilung der U2OS-Zellen 

nach Herunterregulation von Plk2 durch sh-Plk1-(1) (Abb. 17 B und C) sowie sh-Plk2-(2) 

(Daten nicht gezeigt) beobachtet. Sie sind jedoch nicht so ausgeprägt wie in HeLa-Zellen. 

Dies könnte auf unterschiedliche Transfektionseffizienzen zurückzuführen sein, wodurch es 

zu einer geringeren Herunterregulation des endogenen Plk2 kommen könnte, sowie auf die 

zusätzliche Selektion mit Puromycin.  

Der beobachtete Effekt ist spezifisch für Plk2, da die Proteinmengen von Plk1 und Plk3 nach 

Transfektion mit pSUPER-Plk2 nicht verändert sind und dass keine der beobachteten Effekte 

in den Kontrollzellen auftreten.  

Zusammenfassend betrachtet, konnte gezeigt werden, dass die Plk2-Kinase G1/S-Übergang 

beteiligt ist. Die Erhöhung des Anteils an G2- bzw. M-Phase-Zellen in exponentiellen Zellen 

könnte auf eine mögliche weitere Funktion von Plk2 im Zellzyklus hindeuten. Es ist auch 
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möglich, dass dies ein sekundärer Effekt ist, der durch Deregulation eines Ereignisses in 

einer früheren Zellzyklusphase verursacht wurde. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Abbildung 17: Herunterregulation des Plk2-Proteins durch RNAi beeinflusst den G1/S-
Übergang sowie die G2- und M-Phase des Zellzyklus in U2OS-Zellen (Legende umseitig).  
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Abbildung 17: (A) Inaktivierung des Plk2-Genes durch RNA-Interferenz in U2OS-Zellen. U2OS-
Zellen wurden mit 18 µg leeren pSUPER-Vektor (Mock) oder mit pSUPER-Plk2-(1) bzw. -(2) und 2 µg 
pBabe-Puro ko-transfiziert. 24 h später wurden die transfizierten Zellen durch Zugabe von Puromycin 
(2µg) für weitere 24h selektioniert. Anschließend wurden die Zellen 72, 96, 120 und 140 h lang nach 
der Transfektion geerntet und die Expression von Plk2 und β-Actin im Western-Blot analysiert. (B) Die 
U2OS-Zellen wurden, wie unter (A) beschrieben, transfiziert und selektioniert. Anschließend wurden 
sie entweder 140 h später fixiert oder ebenfalls nach 132 h für 12 h mit Nocodazol (C) arretiert und 
dann für die FACS-Analyse fixiert. Die Histogramme zeigen die Verteilung der Zellen in der G1-, S- 
und G2/M-Phase des Zellzyklus. 
 

 

6.4.2. Die Rolle von Plk2 im Centrosomenzyklus 
 

Plk1 spielt eine zentrale Rolle im Centrosomenzyklus und ist auch wie Plk3 an den 

Centrosomen lokalisiert [60, 80, 93, 117]. Deshalb lag es nahe, die Lokalisation von Plk2 am 

Centrosom sowie eine mögliche Funktion von Plk2 im Centrosomenzyklus zu untersuchen. 

So konnte gezeigt werden, dass sowohl exogenes HA-Plk2-Protein als auch endogenes 

Plk2-Protein an den Centrosomen mit γ-Tubulin, einem Marker für das pericentriolare 

Material, in U2OS- und CHO-Zellen ko-lokalisiert (S. Kemmler, Diplomarbeit DKFZ 

Heidelberg, 2003). Auch in Präparationen von isolierten Centrosomen konnte die 

Anreicherung von endogenem Plk2 im Western-Blot mit dem Anti-Plk2-FL- sowie auch mit 

dem Anti-Plk2-CDL21-Antikörpern nachgewiesen werden (in Zusammenarbeit mit R. S. 

Hames und A. Fry, Universität in Leicester, England). 

Die Tatsache, dass Plk2 am G1/S-Übergang aktiv ist, lässt vermuten, dass Plk2 direkt an der 

Regulation der Centrosomen-Verdopplung am G1/S-Übergang beteiligt sein könnte. Aus 

diesem Grund wurde untersucht, ob die RNAi-vermittelte Herunterregulation des endogenen 

Plk2-Proteins sowie die Überexpression der kinase-inaktiven Mutante Plk2-K111R einen 

Effekt auf die Centrosomen-Verdopplung hat. Dazu wurde der von Meraldi et al. 

beschriebene Centrosomen-Duplikations-Assay [46] durchgeführt (s. 5.1.4.3.). Dazu werden 

die Zellen mit Hydroxyharnstoff (HU) behandelt, einem DNA-Synthese-Inhibitor, wodurch in 

der S-Phase die Centrosomen-Verdopplung experimentell von der DNA-Replikation 

entkoppelt werden kann [118]. Dies führt zu einer vermehrten Duplikation der Centrosomen 

in den S-Phase arretierten Zellen, die durch indirekte Immunfluoreszenz nachgewiesen 

werden können. 
 

 

6.4.2.1. Plk2 spielt eine wichtige Rolle bei der Regulation der Centrosomen-

Duplikation 
 

Der Effekt auf die Centrosomen-Überduplikation nach der Herunterregulation des endogenen 

Plk2-Proteins durch RNA-Interferenz in U2OS-Zellen wurde untersucht. Dazu wurden die 
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Zellen mit den pSUPER-Plk2-(1)- und pSUPER-Plk2–(2)-Konstrukten transfiziert, was zu 

einer Reduzierung des Plk2-Proteingehaltes in mit HU-behandelten U2OS-Zellen 6 Tage 

nach der Transfektion (Abb. 18A) führt. Zur Bestätigung der Spezifität der Herunterregulation 

von Plk2, wurden die U2OS-Zellen auch mit dem pSUPER-Lamin- oder dem pSUPER-

Konstrukt (Mock) alleine transfiziert. Die Herunterregulation von Lamin sowie die 

Transfektion des Leervektors hat keinen Einfluss auf die Plk2-Proteinmengen nach 

Behandlung mit HU. Als nächstes wurde der Effekt nach Suppression der endogenen Plk2-

Expression auf die Centrosomen-Verdopplung untersucht. Sechs Tage nach der 

Transfektion wurden die mit HU-behandelten U2OS-Zellen auf Deckgläschen fixiert und die 

Centrosomen durch Färbung mit dem Anti-γ-Tubulin-Antikörper sichtbar gemacht (Abb.18C). 

Anschließend wurden die Centrosomen pro Zelle ausgezählt. Wie aus Abbildung 18B 

ersichtlich, verhindert die Hemmung der Synthese des Plk2-Proteins durch sh-Plk2-(1) und –

(2) die vermehrte Duplikation der Centrosomen. Über 70 % der Zellen haben die normale 

Anzahl von 2 Centrosomen. Dagegen hat die Transfektion von pSUPER-Leer und pSUPER-

Lamin keinen Effekt auf die Centrosomen-Verdopplung, dass heißt über 60 % der Zellen 

haben mehr als 2 Centrosomen, zeigen also eine Überduplikation der Centrosomen. Auf die 

Centrosomen-Duplikation in nicht-arretierten Zellen (-HU) hat die Herrunterregulation von 

Plk2 keinen Einfluss. 

Um zu zeigen, dass die Transfektion mit sh-Plk2-(1 und 2) vor der HU-Behandlung keinen 

G1- bzw. Zellzyklus-Arrest in den Zellen auslöst und es dadurch zur Inhibition der 

Centrosomen-Überduplikation kommt, wurde mit Hilfe der durchflußzytometrischen Analyse 

die Zellzylusphasenverteilung untersucht. Die FACS-Analyse sowie die mikroskopische 

Betrachtung der Zellen zeigt, dass die mit sh-Plk2 behandelten Zellen wie die Kontrollzellen 

in der frühen S-Phase arretiert sind (Abb. 18D). Der Block der Centrosomen-Überduplikation 

wird also nicht durch einen Zellzyklus-Arrest verursacht, sondern ist auf die 

Herunterregulation des Plk2-Proteins zurückzuführen. 
Damit wurde gezeigt, dass Plk2 eine entscheidende Rolle bei der Initiierung der 

Centrosomen-Verdopplung am G1/S-Übergang spielt. Findet keine ordnungsgemäße 

Verdopplung der Centrosomen statt, kann die Ausrichtung der bipolaren Spindel in der 

Mitose nicht korrekt ablaufen, was zum Arrest in der Mitose führen kann. Dies könnte den 

vorhergesehenen Effekt erklären, dass einige Zellen nach Herunterregulation von Plk2 in der 

Mitose arretieren. 
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Abbildung 18: Die Centrosomen-Verdopplung ist blockiert durch RNAi-vermittelte Suppression 
der Plk2-Funktion. 
Die U2OS-Zellen wurden mit 18 µg leeren pSUPER-Vektor (Mock), pSUPER-Lamin (sh-Lamin) oder 
pSUPER-Plk2-(1 und 2) und 2 µg pBabe-Puro ko-transfiziert. 24 h nach der Transfektion wurden die 
transfizierten Zellen durch Zugabe von Puromyin (2µg/µl) für 24 h selektioniert. Anschließend wurden 
die Puromycin-selektionierten Zellen mit Hydroxyharnstoff (15 mM) für 72 h behandelt und Zellen für 
Proteinextrakte oder für die FACS-Analyse geerntet sowie Deckgläschen für die Immunfluoreszenz 
fixiert. (A) Die Western-Blot-Analyse mit dem Anti-Plk2-CDL21-Antikörper zeigt die Mengen an Plk2-
Protein in U2OS-Zellen nach Transfektion mit den pSUPER-Plk2-(1)- bzw. -(2)-Vektoren. Dazu 
wurden gleiche Mengen an Proteinextrakt durch SDS-PAGE aufgetrennt und im Western-Blot mit dem 
Anti-Plk2-Antikörper analysiert. Als Ladekontrolle für die Proteine diente β-Actin, welches mit einem  
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Abb.18D 
Anti-β-Actin-Antikörper nachgewiesen wurde. (B) Das Diagramm stellt die Quantifizierung der in (C) 
gezeigten Ergebnisse dar. Die schwarzen Balken stehen für die Zellen mit einer normalen Anzahl an 
Centrosomen (1-2), die weißen Balken für Zellen mit mehreren Centrosomen (> 2). Gezeigt sind die 
Mittelwerte + Standardabweichung von drei unabhängigen Experimenten, wobei die Centrosomen pro 
Zelle ausgezählt wurden (200 Zellen pro Experiment). (C) Immunfluoreszenz-Mikroskopie zeigt die 
Re-Duplikation der Centrosomen nach Hydroxyharnstoff-Behandlung und Färbung mit einem Anti-γ-
Tubulin-Antikörper in den Kontroll-Zellen (Ko, sh-Lamin), aber nicht in den mit pSUPER-Plk2-(1 und 2) 
transfizierten Zellen.(Skalierung: 20 µm) (D) FACS-Analyse der oben beschriebenen Proben. Das 
Ausschalten der Plk2-Funktion verändert nicht die Zellzyklusphasenverteilung nach Hydroxyharnstoff-
Zugabe.  
 
 
6.4.2.2. Plk2-K111R bindet an die Centriolen und hemmt deren Überduplikation 

in CHO-Zellen 
 

Um die Ergebnisse in den U2OS-Zellen zu bestätigen, wurde der Duplikations-Assay in 

CHO-Zellen nach Überexpression der kinase-inaktiven Mutante Plk2-K111R durchgeführt. 

Eine Voraussetzung für die Durchführung des Centrosomen-Duplikations-Assays mit Plk2-

K111R ist, dass die Mutante dominant-negative Effekte in der Zelle auslöst. Es wurde 

beobachtet, dass die Überexpression von Plk2-K111R in S-Phase arretierten CHO-Zellen im 

gleichen Maße wie die Überexpression der dominant-negativen Mutante von CDK2, für Cdk2 

wurde eine Funktion bei der Centrosomen-Verdopplung beschrieben [46], die 
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Überduplikation der Centrosomen hemmt (Ingrid Hofmann, unveröffentlichte Daten). Dabei 

wurden die Centrosomen durch Färbung mit dem Anti-γ-Tubulin-Antikörper sichtbar gemacht. 

γ-Tubulin ist ein centrosomen-spezifischer Marker und Bestandteil des pericentriolaren 

Materials. Da eine Überduplikation der Centrosomen auch durch andere Mechanismen 

entstehen kann, wie zum Beispiel durch Trennung eines unduplizierten Centriolen-Paares 

sowie durch Fragmentierung des pericentriolaren Materials oder durch zytokinetische 

Defekte, wurde der Duplikations-Assay wiederholt. Die Centriolen wurden direkt durch 

Färbung mit dem GT335-Antikörper sichtbar gemacht. Dieser Antikörper erkennt speziell das 

glytamylierte α-Tubulin, welches nur an den Centriolen vorkommt [119]. 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 19: Plk2-K111R ko-lokalisiert mit den centriolaren Marker GT335 und hemmt die 
Überduplikation der Centriolen nach Hydroxyharnstoff-Behandlung in CHO-Zellen.  
  
Die CHO-Zellen wurden dem pX-HA-Vektor als Kontrolle oder mit dem pX-HA-Plk2-K111R-Vektor 
transfiziert. 12 h später wurden die Zellen für 48 h mit Hydroxyharnstoff (4 mM) behandelt. Nach 
Fixierung der Zellen mit Methanol wurden die transfizierten Zellen mit dem Anti-HA-Antikörper und die 
Centriolen mit dem Anti-GT335-Antikörper angefärbt. Die Analyse erfolgte anschließend durch die 
konfokale Miroskopie (Skalierung:10 µm). 
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Nach der Doppelimmunfluoreszenz-Färbung wurden die Centriolen in der Zelle mit Hilfe 

eines konfokalen Mikroskops ausgewertet, um auszuschließen, dass die Signale von Plk2 

und die des GT335-Antikörpers in verschiedenen Ebenen der Zelle liegen (Abb. 19). Wie aus 

den Überlagerungen der Plk2- (rot) und GT335-Signale (grün) ersichtlich, ko-lokalisiert Plk2-

K111R mit den Centriolen (Überlagerung, gelb). 

Weiterhin ist die Verdopplung der Centriolen in den CHO-Zellen, welche in der S-Phase 

arretiert waren, durch die Überexpression von Plk2-K111R gehemmt. In 80 % der mit pX-HA-

Plk2-K111R transfizierten Zellen sind nur 1-2 Centriolen erkennbar. Dagegen besitzen über 

80 % der Kontrollzellen, die mit dem pX-HA-Vektor transfiziert wurden, 4 oder mehr 

Centriolen. Dieses Ergebnis zeigt, dass die Effekte in S-Phase arretierten CHO-Zellen nach 

Überexpression von Plk2-K111R durch die Hemmung der Duplikation der Centriolen 

verursacht wird und bestätigt die vorangegangenen Ergebnisse des Centrosomen-

Verdopplung-Assays.  

Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass die Aktivität der Plk2-Kinase für die Duplikation der 

Centriolen am G1/S-Übergang essentiell ist. 

 

 

6.4.2.3. Plk2 ist beteiligt bei der Duplikation der Centriolen in humanen Fibro-

blasten  
 

Verschiedene Typen von Tumorzellen besitzen eine abnormale Anzahl von Centrosomen 

[120]. Weiterhin wurde gezeigt, dass humane primäre Zellen ihre Centrosomen-Anzahl sehr 

stark kontrollieren und dass dieser Kontrollmechanismus in transformierten Zellen, 

insbesondere bei Verlust des Tumorsuppressorproteins p53, aufgehoben ist [121]. Da 

U2OS-Zellen transformierte Zellen sind und der Duplikations-Assay eine abnormale Situation 

in den Zellen darstellt, wurde weiterhin die Funktion von Plk2 bei der Duplikation der 

Centriolen in normalen nicht-arretierten Zellen untersucht. Zu diesem Zweck wurden Hs68-

Zellen mit pEGFP-Plk2-K111R transfiziert und nach 48 h mit Methanol auf den 

Deckgläschen fixiert. Um die Centriolen anzufärben wurde wiederum der Anti-GT335-

Antikörper verwendet Als Kontrolle wurden die Zellen mit dem pEGFP-Vektor alleine 

transfiziert.  

Wie auch das endogene Plk2 und die HA-Fusionsproteine bindet das Fusionsprotein GFP-

Plk2-K111R (grün) am Centrosom und ko-lokalisiert mit dem centriolen-spezifischen Marker 

GT335 (rot) in Hs68-Zellen (Abb. 20A). Dagegen bindet das GFP-Protein alleine nicht an die 

Centriolen. Weiterhin sind in der GFP exprimierenden Zelle zwei Centrosomen mit je zwei 

Centriolen zu sehen. Im Vergleich dazu besitzt die GFP-Plk2-K111R exprimierende Zelle ein 

Centrosom mit nur einem Centriol (Abb. 21). Die quantitative Analyse dieses Versuches zeigt 
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(Abb. 20), dass in 65 % der Interphase-Zellen die Expression von GFP-Plk2-K111R zu einer 

Reduzierung in der Anzahl der Centriolen nach zwei Zellteilungen führt. Sie haben nur noch 

ein Centriol beziehungsweise keine Centriolen mehr. Im Vergleich dazu besitzen 82 % der 

Kontrollzellen eine normale Anzahl an Centriolen (2-4) und nur 18 % weniger als 2 

Centriolen. Dies bedeutet, dass die Verdopplung der Centriolen in den mit pEGFP-Plk2-

K111R transfizierten Zellen nicht stattfindet. Plk2 spielt also eine essentielle Rolle bei der 

Duplikation der Centriolen in humanen Fibroblasten.  

 

Abbildung 20: Die Überexpression von Plk2-K111R führt zu einem Verlust der Centriolen.  
 
Das Diagramm stellt die Quantifizierung der in Abbildung 21 gezeigten Ergebnisse dar. Dargestellt 
sind die Mittelwerte + Standardabweichung von vier unabhängigen Experimenten, wobei die 
Centriolen pro Zelle ausgezählt wurden.  
 

 

6.5. Identifizierung von Substraten der Plk2-Kinase 
 

Um die Rolle der Plk2-Kinase am G1/S-Übergang zu analysieren, sollten Interaktionspartner 

von Plk2 identifiziert werden. Dazu wurde (1) eine Plk2-induzierbare Zelllinie generiert und 

(2) ein Zwei-Hybrid-Screen in der Hefe durchgeführt.  

 

 

6.5.1. Etablierung einer Plk2-induzierbaren Zelllinie  
 

Zur Analyse der in vivo Funktion von Plk2 sowie um mögliche Effekte auf Substate zu 

untersuchen, sollte eine Tetrazyklin-induzierbare das Plk2-WT-Protein überexprimierende  
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Abbildung 21: Die Expression von Plk2-K111R verursacht einen Verlust der Centriolen in 
humanen Fibroblasten. 
Die Hs68-Zellen wurden mit dem pEGFP-Vektor (pEGFP) alleine oder mit dem pEGFP-Plk2-K111R-
Vektor unter Verwendung von Effectene transfiziert. Nach 48 h wurden die Zellen mit Methanol fixiert 
und die Centriolen mit dem Anti-GT335-Antikörper angefärbt. Als Sekundärantikörper wurde der mit 
Texas Red-gekoppelte Anti-Maus-Antikörper verwendet. Dargestellt ist eine repräsentative Zelle die 
GFP oder GFP-Plk2-K111R exprimiert. (Skalierung: 10 µm)  
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stabile Zelllinie hergestellt werden. Das Tetrazyklin-induzierbare System, von 

Gossen und Bujard 1992 entwickelt [102], besteht aus regulatorischen Elementen 

des Tetrazyklin-Resistenz-Operon von E. coli (tetO), die vor einen humanen 

Cytomegalovirus-Minimal-Promotor (CMV) im pUHD-10-3-Vektor kloniert wurden. 

Durch Bindung eines Transaktivators (tTA) an diese regulatorischen Elemente wird 

die Transkription des Genes aktiviert. Dieser Transaktivator, wobei es sich um eine 

Fusion des Tetrazyklin-Repressor-Proteins mit dem viralen Protein 16 des Herpes 

simplex Virus handelt, wird in der verwendeten U2OS tet off-Zelllinie exprimiert und ist 

in Anwesenheit von Tetrazyklin im Medium inaktiv. Erst durch Entfernen des Tetrazyklins aus 

dem Medium induziert der Transaktivator die Transkription des gewünschten Proteins.  

Nach Klonierung von Plk2 in den pUHD-10-3-Vektor und der anschließenden Transfektion 

der U2OS tet off-Zellen (s. 5.1.6.3.), wurden in 1 bis 2 Wochen Einzelklone mit Hygromycin 

selektioniert (s. 5.1.7.). Dies ist insofern wichtig, da (1) eine homogene Expression von Plk2 

in den Zellen stattfinden soll und (2) die Integration der transfizierten DNA überall im Genom 

stattfinden kann, was zu unterschiedlichen Effekten in der Zelle führen kann. Um die Effekte, 

verursacht durch Überexpression von Plk2, richtig zu interpretieren und sie von solchen 

durch die Integration des Vektors in die chromosomale DNA verursachte, zu unterscheiden, 

sind geeignete Kontrollen notwendig. Als Negativkontrolle werden deshalb nicht-induzierte 

Zellen des selben Klons analysiert.  

Nach Selektion und Isolation der Hygromycin-resistenten Klone wurden diese solange 

kultiviert bis genügend Zellen vorhanden waren, um sie auf die Expression von HA-Plk2-WT 

hin zu testen. Ingesamt wurden über 100 Klone von mehreren Transfektionen getestet. 

Zellen von jedem Klon wurden dazu in Medium mit und ohne Tetrazyklin 48 h lang kultiviert. 

Anschließend wurden die Zellen auf Deckgläschen fixiert und mit einem Anti-HA-Antikörper 

(Roche) durch Immunfluoreszenz analysiert. Drei dieser getesteten Klone (#2, #14, #10) 

überexprimieren HA-Plk2-WT in unterschiedlichen Mengen. Anschließend wurden 

Zellextrakte von diesen Klonen hergestellt und im Western-Blot analysiert. Da kein 

Gesamtprotein sondern nur ein Abbauprodukt in den Extrakten nach einer Induktionszeit von 

48 h mit dem Anti-HA-Antikörper (Babco) nachgewiesen werden konnte, wurde der Klon #14 

für 1, 3, 6, 9, 12 h induziert und nochmals im Western-Blot analysiert. Erst so konnte die 

Überexpression des Gesamtproteins detektiert werden. Die Abbildung 22A zeigt die 

Überexpression von HA-Plk2-WT 12 h nach der Induktion (-Tet). Sowohl mit dem Anti-HA als 

auch mit dem Anti-Plk2-CDL21-Antikörper konnte die Überexpression nachgewiesen 

werden. Dagegen konnte keine Überexpression von HA-Plk2-WT in den nicht-induzierten 

Zellen (+Tet) beobachtet werden. 

Um festzustellen, ob das exogen induzierte Plk2-Protein katalytisch aktiv ist, wurde die Plk2-

Kinase sowohl mit dem Anti-Plk2-FL- als auch mit dem Anti-HA-Antikörper immunpräzipitiert 
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und die Kinaseaktivität gemessen. Aus den Extrakten der induzierten Zellen wird mit bei den 

Antikörpern eine 10-fach höhere Aktivität immunpräzipitiert als aus den Extrakten der nicht-

induzierten Zellen des Klones #14 (Abb. 22B).  

Aus der Literatur ist bekannt, das Plk1 unter anderem den G2/M-Übergang durch 

Phosphorylierung und Aktivierung der Cdc25 C-Phosphatase reguliert, wodurch der Cyclin 

B/Cdk1-Komplex aktiviert wird [73, 79]. Deshalb wurde zuerst mit Hilfe der stabilen Zelllinie 

der Effekt auf die Cdc25 A-Phosphatase sowie auf die in G1 aktiven Cyclin-abhängigen 

Kinasen nach Überexpression von Plk2-WT in der stabilen Zelllinie untersucht. Es wurde 

aber keine Veränderung in den Aktivitäten der Cdc25 A-Phosphatase (Ingo Hassepass, Dkfz 

Heidelberg, persönliche Mitteilung) und auf die Cdk2-Aktivität (Abb. 22C) festgestellt. Cdc25 

A kann zwar in vitro durch Plk2 phosphoryliert und dadurch aktiviert werden (I.Hoffmann, 

unveröffentlichte Ergebnisse), es wurde aber keine Interaktion in vivo gefunden. In in vitro 

Kinase-Assays konnte ebenfalls gezeigt werden, dass Plk2 sowohl die Cdk2-Kinase als auch 

die assoziierten Cycline A und E nicht phosphoryliert. Auch im umgekehrten Fall wurde keine 

Phosphorylierung von Plk2 durch die Cdk2-Kinase festgestellt (Daten nicht gezeigt).  

Es ist daher unwahrscheinlich, dass Cdc25 A und Cdk2 Substrate von Plk2 sind. Diese 

Ergebnisse lassen die Vermutung zu, dass Plk2 in einem parallelen Signalweg zu Cdk2 am 

G1/S-Übergang agiert. Es ist aber nicht ausgeschlossen, dass Plk2 indirekt mit der Cdk2-

Signalkaskade interagiert oder der Cdk2-Kinase im gleichen Signalweg nachgeschaltet ist. 

Um Substrate von Plk2 zu identifizieren, wurde deshalb ein Zwei-Hybrid-Screen in Hefe 

durchgeführt. 

 

 

6.5.2. Zwei-Hybrid-Screen in Hefe mit Plk2-K111R als Köderprotein 
 
Die Identifizierung von Substraten durch den Zwei-Hybrid-Screen in Hefe mit Proteinkinasen 

ist schwierig, da nur eine transiente Interaktion zwischen Enzym und Substrat erfolgt. Um 

gezielt Substrate der Plk2-Kinase zu finden, wurde deshalb der Zwei-Hybrid-Screen in Hefe 

mit der kinase-inaktiven Mutante Plk2-K111R durchgeführt. Durch Mutation der ATP-

Bindungsstelle wird die Katalyse verhindert (s. 6.2.), wodurch es zu einer stabileren Bindung 

des Substrates an die Plk2-Kinase kommt. Dabei wird die Bindung des Substrates an das 

aktive Zentrum durch diese Mutation nicht beeinträchtigt [121a]. 
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Abbildung 22: Induzierbare Expression des Plk2-Proteins und der Plk2-Kinaseaktivität. 
 
Der mit dem HA-Plk2-WT-Protein stabil transfizierte Klon #14 wurde mit (+) bzw. ohne (-) Tetrazyklin 
für 12 h kultiviert. (A) Plk2-Protein-Expression. Extrakte wurden hergestellt und die Expressionsmenge 
von HA-Plk2 durch Western-Blot mit Anti-HA (Babco) oder Anti-Plk2-Antikörpern (CDL-21) detektiert. 
Als Ladekontrolle wurde die Expression von β-Actin analysiert. (* Degradationsbande von Plk2) (B) 
Plk2-Kinaseaktivität. Plk2 wurde mit Anti-HA (Roche) bzw. Anti-Plk2-FL-Antikörpern aus Extrakten von 
Klon #14 immunpräzipitiert. Die Kinaseaktivität wurde anschließend durch die Phosphorylierung von 
α-Casein als Substrat unter Verwendung von [32P]-γ-ATP im Kinase-Assay gemessen. (C) Cdk2-
Kinaseaktivität. Die Cdk2-Kinase wurde mit Anti-Cdk2-Antikörpern aus den oben beschriebenen 
Extrakten immunpräzipitiert und die Kinaseaktivität in Anwesenheit von [32P]-γ-ATP im Histon H1-
Assay bestimmt.  
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6.5.2.1. Die Plk2-K111R-Mutante verursacht keine autonome Aktivierung der 

Reportergene und wird in Hefe exprimiert 
 

Einige Proteine, wie zum Beispiel Transkriptionsfaktoren können an die DNA binden und die 

Transkription der Reportergene aktivieren, ohne dass eine Protein-Protein-Interaktion mit der 

Aktivierungsdomäne stattfindet. Deshalb ist es notwendig, die Plk2-K111R-Mutante allein in 

Hefe zu transformieren und (1) dessen Expression zu überprüfen und (2) die autonome 

Aktivierung der Reportergene durch Plk2-K111R auszuschließen. Dazu wurden die Hefe-

Zellen mit dem pGBKT7-Plk2-K111R-Vektor transformiert und auf SD/-Trp/X-α-Gal-

Agarplatten selektioniert. Einige der Hefekolonien wurden als Flüssigkultur weiterkultiviert, 

geerntet und zur Herstellung von Extrakten verwendet. Nach Auftrennung der Proteine im 

SDS-PAGE-Gel wurde die Expression von Plk2-K111R als Fusion mit der DNA-

Bindungsdomäne im Western-Blot mit dem Anti-Myc- sowie dem Anti-Plk2-CDL21-Antikörper 

nachgewiesen. Wie aus Abbildung 23 ersichtlich, wird Plk2-K111R als Fusionsprotein 

exprimiert.  
 

 

 

 

 

 
Abbildung 23: Plk2-K111R wird als Fusionsprotein mit der DNA-Bindungsdomäne in Hefe 
exprimiert.  
 
Der Hefestamm AH109 wurde mit pGBKT7-Plk2-K111R transformiert, die Hefe-Zellen anschließend 
geerntet und Extrakte hergestellt. 20 µl des Proteinextraktes wurden auf ein SDS-PAGE-Gel geladen 
und die Expression von Myc-DNA-BD/Plk2-K111R mit einem Anti-Myc-Antikörper und dem Anti-Plk2-
CDL-21-Antiköper im Western-Blot nachgewiesen.  
 
 
Der andere Teil der Hefekolonien wurde 7 Tage lang weiterkultiviert. Nach dieser Zeit 

wurden keine Hefe-Klone mit blauen Phänotyp gefunden. Das bedeutet, dass die 

Transkription des Reportergens α-Galaktosidase nicht durch Plk2-K111R induziert wird, was 

darauf hinweist, dass keine Aktivierung der Reportergene durch Plk2-K111R alleine 

stattfindet.  
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6.5.2.2. Ergebnisse des Zwei-Hybrid-Screens in der Hefe mit Plk2-K111R 
 

Nach der Ko-Transformation von Plk2-K111R und der HeLa-cDNA-Bibliothek in Hefe und 

anschließender Selektion auf hoch stringenten Platten, wurden 150 blaue Klone analysiert. 

Um die Interaktionspartner zu identifizieren, wurde das pACT2-Plasmid, in welches die 

Inserts der HeLa-cDNA-Bibliothek kloniert wurden, aus jedem Klon wieder isoliert. Durch den 

anschließenden Restriktionsverdau mit HindIII und HaeIII wurden Plasmide mit gleichem 

Insert eliminiert. Es wurden nur drei Plasmide mit unterschiedlichen Inserts identifiziert. Um 

auszuschließen, dass es sich um falsch-positive Klone handelt, wurde der Phänotyp wieder 

durch erneute Ko-Transformation überprüft. In allen drei Fällen konnte eine Interaktion mit 

Plk2-K111R wiederholt nachgewiesen werden. Anschließend wurden diese Klone 

sequenziert. Tabelle 5 zeigt die Ergebnisse nach Vergleich der Sequenzen mit denen der 

Datenbank (Husar, BlastX2-Pogramm). 

 

Insert (1) 96 Klone Mt2- humanes Metallothionin 

Insert (2) 45 Klone CAIF- humanes alpha 1 (XVI) Kollagen 

Insert (3) 9 Klone C-Terminus des c-Myb-Proto-Onkogen  

 
               Tabelle 5: Ergebnisse des Zwei-Hybrid-Screens 

 

Das Mt2-und das CAIF-Protein sind in der Liste der falsch positiven Interaktionspartner 

aufgeführt (Erica Golemis, Fox Chase Cancer Center, N.J.) und üben keine Funktion in der 

Regulation des Zellzyklus aus [122, 123]. Sie wurden deshalb von den weiteren 

Untersuchungen ausgeschlossen. 

Als dritter Interaktionspartner wurde das Proto-Onkogen c-Myb identifiziert. Das c-Myb-

Protein ist ein Transkriptionsfaktor, der vermutlich eine Rolle beim G1/S-Übergang spielt 

[124]. Somit könnte c-Myb ein Substrat von Plk2 sein. Aus diesem Grund wurde in weiteren 

Studien versucht, die Interaktion von Plk2 und c-Myb durch in vivo und in vitro Studien zu 

bestätigen. Auch eine mögliche Phosphorylierung sowie Regulierung der transkriptionalen 

Aktivtät von c-Myb durch die Plk2-Kinase wurde analysiert. Da c-Myb ein 

Transkriptionsfaktor ist und sonst eine DNA-Bindungsdomäne besitzt, mit der es an die UAS-

Region des Promotors der Reportergene binden könnte, wurde c-Myb alleine in Hefe 

transformiert. Anschließend wurde die transformierte Hefe auf entsprechendem 

Selektionsmedium mit X-α-Gal selektioniert, um eine autonome Aktivierung der 

Reportergene auszuschließen. Es wurde keine Aktivierung durch c-Myb alleine festgestellt. 

Dies liegt auch darin begründet, da die DNA-Bindungsdomäne von c-Myb in dem isolierten 

Klon nicht vorhanden ist. 
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6.6. Analyse der Interaktion von Plk2 mit dem Transkriptionsfaktor 
c-Myb 

 
 
6.6.1. Plk2 bindet direkt an c-Myb in vitro 
 
Um die im Zwei-Hybrid-Screen gefundene Interaktion zwischen Plk2 und c-Myb zu 

bestätigen, wurden in vitro Bindungsstudien mit den Gesamtproteinen durchgeführt. Aus 

diesem Grund wurden HA-Plk2 und Myc-c-Myb in Anwesenheit von [35S]-Methionin in vitro 

transkribiert, anschließend translatiert und dann mit Hilfe des Anti-HA- bzw. des Anti-Myc-

Antikörpers immunpräzipitiert.  

Die Abbildung 24B zeigt, dass Myc-c-Myb in den HA-Plk2-Immunkomplexen bzw. HA-Plk2 in 

Myc-c-Myb-Immunkomplexen detektierbar ist. Das c-Myb-Gesamtprotein bindet also direkt 

an Plk2-WT sowie an beide kinase-inaktiven Mutanten von Plk2.  

Die Interaktion ist spezifisch, da die als Negativkontrolle verwendete Luciferase sowohl in 

HA-Plk2- als auch in Myc-c-Myb-Immunkomplexen nicht nachweisbar ist (Abb. 24A). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Abbildung 24: Plk2 interagiert mit c-Myb in vitro. 
 
HA-Plk2-WT, HA-Plk2-N142A, HA-Plk2-K111R, Luciferase und Myc-c-Myb wurden in Gegenwart von 
[35S]-Methionin in vitro transkribiert und translatiert. (A) Plk2-WT bindet spezifisch an c-Myb. Die mit 
[35S]-Methionin-markierten Proteine HA-Plk2-WT, Luciferase, Myc-c-Myb wurden in der 
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entsprechenden Kombination bei 30°C für 30 Minuten miteinander inkubiert und mit Hilfe der Anti-HA- 
bzw. der Anti-c-Myc-Antikörper immunpräzipitiert. Anschließend wurden die immunpräzipitierten 
Proteine zusammen mit 20 % des Inputs auf ein SDS-PAGE Gel geladen und durch Autoradiographie 
analysiert. (B) Die kinase-inaktiven Mutanten von Plk2, N142A und K111R, binden an c-Myb in vitro. 
In vitro translatiertes HA-Plk2-WT, HA-Plk2-K111R oder HA-Plk2-N142A wurde mit [35S]-markiertem 
Myc-c-Myb inkubiert und wie unter (A) beschrieben analysiert.  
 

 

6.6.2. Die Plk2-Kinase phosphoryliert c-Myb in vitro  
 

Generell Kinasen interagieren mit anderen Proteinen, um diese zu phosphorylieren und so 

die Funktion oder Aktivität des jeweiligen Proteins zu beeinflussen. In diesem Fall sollte die 

Fähigkeit von Plk2 untersucht werden, c-Myb in vitro zu phosphorylieren. Dazu wurden 

verschieden große GST-Fragmente (Abb. 25C) des c-Myb-Proteins mit HA-Plk2-WT oder 

der kinase-inaktiven Mutante HA-Plk2-K111R in Anwesenheit von [32P]-γ-ATP 

phosphoryliert. 

Um gleiche Proteinmengen an HA-Plk2-WT und HA-Plk2-K111R in der Kinase-Reaktion 

einzusetzten, wurden diese vorher im Western-Blot mit dem Anti-HA-Antikörper abgeglichen. 

Auch die GST-c-Myb-Fragmente wurden vorher im Coomassie-Gel abgeglichen, da eine 

genaue Proteinbestimmung aufgrund der Degradation der Fragmente schwierig war. In 

Abbildung 25A erkennt man, dass HA-Plk2-WT die Fähigkeit besitzt, c-Myb zu 

phosphorylieren. Dabei liegt das GST-Myb-743-Fragment (Spur 6) und ein Abbauprodukt 

des GST-Myb-677-Fragments (Spur 5,*) stärker phosphoryliert vor als die anderen beiden 

Fragmente (Spur 3 und 4), obwohl ungefähr gleiche Proteinmengen eingesetzt wurden (Abb. 

25B). GST alleine kann dagegen nicht phosphoryliert werden (Spur 2).  

Vergleicht man die Aktivitäten von Plk2, gemessen an der Fähigkeit α-Casein sowie sich 

selbst zu phosphorylieren (Plk2-Autophosphorylierung), zeigt die Plk2-WT-Kinase (Spur 1) 

eine viel höhere Aktivität als die Mutante (Spur 7). Trotzdem ist eine Restaktivität 

detektierbar (Spur 7), die für die Phosphorylierung an dem GST-Myb-743 (Spur 12) 

verantwortlich sein könnte. Dies ist aber unwahrscheinlich, da die Stärke der Banden des mit 

Plk2-WT-phosphorylierten GST-c-Myb-743-Fragments (Spur 6) und des mit Plk2-K111R-

phosphorylierten GST-c-Myb-743-Fragments (Spur 12) ungefähr gleich ist. Deshalb kann 

nicht ausgeschlossen werden, dass noch eine kontaminierende Kinase nach 

Immunpräzipitation mit dem HA-Antikörper mit aufgereinigt wird, die speziell das GST-c-Myb-

743-Fragment phosphoryliert. Das Abbauprodukt des GST-c-Myb-677-Fragments zeigt 

dagegen eine spezifische Phosphorylierung durch die Plk2-Kinase (Spur 5), da keine 

Phosphorylierung nach Inkubation mit Plk2-K111R (Spur 11) sichtbar ist.  
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Abbildung 25: Plk2 phosphoryliert c-Myb in vitro (Legende umseitig). 
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Abbildung 25: (A) Autoradiographie der Phosphorylierung von c-Myb durch HA-Plk2. Identische 
Mengen der in (C) dargestellten GST-c-Myb-Fragmente wurden mit HA-Plk2-WT oder HA-Plk2-
K111R, welche aus transfizierten 293T-Zellen immunpräzipitiert wurden, bei 30°C für 30 Minuten in 
Gegenwart von [32P]-γ-ATP inkubiert und auf ein SDS-PAGE Gel aufgeladen. Das Gel wurde 
anschließend mit Coomassie gefärbt und getrocknet. Die Phosphorylierung der GST-c-Myb-
Fragmente wurde durch Autoradiographie detektiert. Als Positivkontrolle wurde α-Casein, als 
Negativkontrolle GST als Substrat verwendet. (# =Autophosphorylierung von HA-Plk2) (B) Die 
Coomassie-Färbung zeigt die eingesetzten Mengen an GST-c-Myb-Fragmenten in der Kinase-
Reaktion. (Abbauprodukt von GST-c-Myb-677 *) (C) Schematische Darstellung der Domänen des 
humanen c-Myb-Proteins (R1, R2, R3 = DNA-Bindungungsdomänen; TAD = Transaktivierungs-
domäne; NRD = Negative Regulatorische Domäne) und der GST-c-Myb-Fragmente (Myb-6131, Myb-
145, Myb-677, Myb-743).  
 

Die Ergebnisse zeigen, dass Plk2 c-Myb spezifisch in der regulartorischen Domäne am C-

terminalen Ende phosphoryliert. Keine Phosphorylierung konnte dagegen in der DNA-

Bindungsdomäne sowie in der Transaktivierungsdomäne festgestellt werden.  

 

 

6.6.3. Plk2 interagiert spezifisch mit der carboxyl-terminalen Domäne von c-
Myb  

 

Da Plk2 das c-Myb-Protein an dessen c-terminalen Ende phosphoryliert, wurde untersucht, 

ob Plk2 auch über die regulatorische Domäne an c-Myb bindet. HA-Plk2-WT wurde in 

Anwesenheit von [35S]-Methionin in vitro transkribiert bzw. translatiert und mit GST alleine 

oder den entsprechenden GST-c-Myb-Fragmenten inkubiert (s. 5.2.13.). Nach Aufreinigung 

der GST-Fusionsproteine an Glutathion-Sepharose und Auftrennung im SDS-PAGE-Gel 

wurde die Bindung von HA-Plk2 durch Autoradiographie analysiert. Dabei wurde festgestellt, 

dass bei einer niedrigen Salzkonzentration im Waschpuffer eine unspezifische Bindung von 

Plk2-WT an GST alleine erfolgt. Aus diesem Grund wurde der Versuch unter stringenten 

Bedingungen, dass heißt mit einer hohen Salzkonzentration im Waschpuffer, durchgeführt. 

Wie aus Abbildung 26 ersichtlich, ist das Plk2-WT-Protein spezifisch mit dem GST-Myb-743- 

Fragment (Spur 6), welches sowohl die Transaktivierungsdomäne als auch die 

regulatorische Domäne enthält, assoziiert. Eine Bindung von [35S]-markierten Plk2-WT an 

GST alleine (Spur 2) sowie an die anderen GST-Myb-Fragmente (Spur 3-5) ist nicht 

detektierbar, obwohl die Coomassie-Färbung zeigt, dass ungefähr gleiche Proteinmengen 

der GST-Fusionsproteine nach Aufbindung an die Glutathion-Sepharose vorhanden sind. Die 

Ergebnisse der Phosphorylierungsstudien lassen darauf schließen, dass Plk2-WT auch an 

das GST-c-Myb-677-Fragment bindet, was aber unter den oben beschriebenen stringenten 

Bedingungen nicht der Fall ist. Dies könnte darauf zurückzuführen sein, dass Plk2 zur einer 

starken Interaktion mit c-Myb sowohl die regulatorische Domäne als auch die 

Transaktivierungsdomäne, benötigt. 
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Abbildung 26: Plk2-WT bindet spezifisch an das GST-c-Myb-743-Fragment. 
 
(A) Gleiche Proteinmengen von GST bzw. der GST-c-Myb-Fragmente wurden mit je 5 µl [35S]-
markiertem HA-Plk2-WT 2 h auf Eis inkubiert. Danach wurden die GST-Fusionsproteine 1 h lang an 
100 µl Glutathion-Sepharose gebunden, gewaschen und zusammen mit 20 % des Inputs (HA-Plk2-
WT) auf ein SDS-PAGE-Gel aufgetragen. Nach dem Fixieren und Trocknen des Geles erfolgt die 
Analyse des gebundenen HA-Plk2-WT durch Autoradiographie. (B) Die Coomassie-Färbung zeigt die 
GST-c-Myb-Fragmente nach dem "GST pull down“. Dabei markieren die Sterne die GST-c-Myb-
Fragmente mit richtigen Molekulargewicht. In Spur 5 und 6 sind in der Coomassie-Färbung außerdem 
Degradationsprodukte der Fragmente zu sehen.  
 

 

6.6.4. Plk2 interagiert mit c-Myb in vivo 
 

Nachdem die Interaktion in vitro bestätigt werden konnte, war es notwendig diese auch in 

Zellen nachzuweisen. Dazu wurden beide Proteine, HA-Plk2-WT und Myc-c-Myb, in 293T-

Zellen überexprimiert und aus den Extrakten, die mit dem milden Lysepuffer hergestellt 

wurden, mit Anti-HA- oder Anti-Myc-Antikörpern immunpräzipitiert. Wie aus Abbildung 27 

erkennbar ist, lassen sich sowohl mit dem Anti-HA- als auch mit dem Anti-Myc-Antikörper die 

Proteine HA-Plk2-WT bzw. Myc-c-Myb spezifisch aus den Extrakten der ko-transfizierten 

293T-Zellen (Spur 3 bzw. 9), aber nicht aus Extrakten von nicht-transfizierten 293T-Zellen, 

immunpräzipitieren (Spur 6 bzw. 7). Es wird auch gezeigt, dass keine kontaminierenden 

Banden, hervorgerufen durch die Immunglobuline (IgG), auf der Höhe von HA-Plk2 und Myc-

c-Myb durch den Sekundärantikörper im Western-Blot erkannt werden (Spur 6 und 7). Durch 

die hohe Konzentration an IgG in den Immunpräzipitaten, laufen die immunpräzipitierten 
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Proteine Myc-c-Myb und HA-Plk2-WT (Spur 3 bzw. 9) langsamer im Gel, als in den Spuren, 

in denen normale Zellextrakte aufgetragen wurden (Spur 2 und 5 bzw. 8 und 11). Dadurch 

sind die durch die Antikörper detektierten Banden im Western-Blot in den Immunpräzipitaten 

etwas höher als in den Zellextrakten.  

Wird c-Myb mit dem Anti-c-Myc-Antikörper immunpräzipitiert, lässt sich HA-Plk2 in den 

Immunkomplexen mit dem Anti-HA-Antikörper im Western-Blot nachweisen (Spur 10). Im 

umgekehrten Fall konnte dagegen in den Immunkomplexen nach Immunpräzipitation mit 

dem HA-Antikörper kein c-Myb-Protein nachgewiesen werden (Spur 4). Dies könnte auf die 

unterschiedliche Affinität der Antikörper in der Immunpräzipitation oder auf geringere 

Sensitivität des c-Myc-Antikörpers im Western-Blot beruhen.  

Die Ergebnisse lassen den Schluss zu, dass Plk2 und c-Myb nach Überexpression einen 

Komplex in der Zelle bilden können und dass c-Myb ein physiologisches Substrat von Plk2 

sein könnte. 

 

 

 
 
 

 

 

 

 

 
Abbildung 27: Plk2 interagiert mit c-Myb in vivo. 
 
293T-Zellen wurden mit pX-HA-Plk2-WT und pX-Myc-c-Myb ko-transfiziert und 20 h später geerntet. 
Die Proteinextrakte wurden mit einem milden Lysepuffer (+ DNAse) hergestellt und die 
Immunpräzipitationen entweder mit dem Anti-Myc- oder mit dem Anti-HA-Antikörper (Roche) über 
Nacht durchgeführt. Anschließend wurden die immunpräzipitierten Proteine gewaschen und 
zusammen mit 150 µg Gesamtextrakt im 8 %igen SDS-PAGE-Gel aufgetrennt. Nach dem Transfer 
der Proteine auf eine Nitrozellulose-Membran, wird diese mit dem Anti-Myc- bzw. dem Anti-HA-
Antikörper (Babco) inkubiert. Als Kontrolle wurden untransfizierte 293T-Zellen (Spur 1, 6, 7 und 12) 
verwendet. 
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6.6.5. Expression von Plk2 in Jurkat-Zellen 
 

Das c-Myb-Protein wird in hohen Mengen in unreifen, proliferierenden hämatopoietischen 

Zellen exprimiert und spielt eine wichtige Rolle bei der Proliferation und Differenzierung 

dieser Zellen [125-128]. Es ist außerdem gezeigt worden, dass c-Myb in fast allen Zelllinien, 

die von hämatopoietischen Tumoren abstammen, detektierbar ist. Die Aktivierung und 

Expression von c-Myb ist damit ein wichtiger Schritt in der Entstehung von Leukämien [129-

134]. Dagegen wird c-Myb in anderen Zellen nur in sehr geringen Mengen oder gar nicht 

exprimiert. Deshalb war es nicht möglich, die Interaktion von endogenem Plk2 und c-Myb in 

U2OS-Zellen oder anderen früher verwendeten Zelllinien zu studieren. Aus diesem Grund 

wurde die Expression von Plk2 in Jurkat-Zellen, einer Lymphoma-Zelllinie, überprüft.  

Der Western-Blot in Abbildung 28 zeigt, dass beide Proteine in Jurkat-Zellen exprimiert 

werden, wobei in dieser Zelllinie verstärkt die zweite tiefer laufende Bande vom Antikörper 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Abbildung 28: Expression von Plk2 und c-Myb in malignen T-Lymphocyten.  
 
Exponentiell wachsende Jurkat-Zellen wurden geerntet, Zellextrakte hergestellt und zusammen mit 
Extrakten von U2OS-Zellen auf ein SDS-PAGE-Gel geladen. Anschließend wurde die Expression von 
Plk2 und c-Myb in den Zelllinien durch Western-Blot mit Anti-Plk2- und Anti-c-Myb-Antikörpern 
nachgewiesen.  
 

erkannt wird (s. 6.1.1.), die entweder unspezifisch oder eine posttranslational-modifizierte 

Form der Plk2-Kinase darstellt. Außerdem wurde versucht, die Interaktion von endogenen 

Plk2 und c-Myb durch Immunpräzipitation mit Anti-Plk2- und Anti-c-Myb-Antikörpern in 

Jurkat-Zellen nachzuweisen. Dies gelang nicht, da die verwendeten Antikörper in der 

Immunpräzipitation mit anschließenden Western-Blot nicht sensitiv genug sind.  

Da Plk2 in hämatopoitischen Zellen exprimiert wird, könnte es die transkriptionelle Aktivität 

von c-Myb regulieren. Dies könnte auf eine Rolle von Plk2 bei der Proliferation von 

hämatopoitischen Zellen sowie bei der Entstehung von Leukämien hindeuten.  

WB:                  Anti-Plk2                                                             Anti-c-Myb 

    Jurkat             U2OS                                              Jurkat           U2OS 
kDa

78 

kDa 

47,5 β-Actin 

62

47,5

c-MybPlk2

β-Actin 



 

  

 



  7. Diskussion 

  97 
 

7. Diskussion 
 

 

7.1. Die Aktivierung der humanen Polo-Kinase Plk2 in der späten 
G1-Phase des Zellzyklus von HeLa-Zellen 

 
Die Bestimmung der Plk2-Kinaseaktivität in HeLa-Zellextrakten in Zeitkurven nach 

Entlassung aus dem Nocodazol-Arrest zeigen, dass die Aktivität von Plk2 gering in 

mitotischen Zellen ist. Diese steigt dann in der späten G1-Phase an und nimmt in der S-

Phase wieder ab (Abb. 12). Bestätigt wird dies durch die parallel gemessene Cyclin E-

assoziierte Cdk2-Aktivität. Beide Kinasen zeigen die gleiche Zellzyklus-abhängige 

Aktivierung und Inaktivierung. Aus diesem Grund könnte die gemessene Plk2-Aktivität durch 

Kontamination der Plk2-Immunpräzipitate mit der Cdk2-Kinase zustande kommen, weil die 

Möglichkeit besteht, dass Cdk2 und Plk2 am G1/S-Übergang miteinander interagieren 

könnten. Da aber Cdk2 β-Casein und Polo-Kinasen dagegen α-Casein bevorzugt 

phosphorylieren [77], ist dies eher unwahrscheinlich. Die Charakterisierung des Anti-Plk2-FL-

Antikörpers in der Western-Blot-Analyse zeigt (Abb. 8), dass der Antikörper keine der 

anderen Polo-Kinasen (Plk1 und Plk3) im Western-Blot erkennt. Da Plk1 am G2/M-Übergang 

sowie während der M-Phase aktiv ist [77] und Plk3 nach DNA-Schädigungen durch einen 

"Checkpoint“-Mechanismus aktiviert wird [93], können Kontaminationen mit Plk1 und Plk3 

ausgeschlossen werden. 

Dieses Ergebnis wirft die Frage auf, wie die Plk2-Aktivität in der G1-Phase reguliert wird. In 

dieser Arbeit wurde gezeigt, dass die Plk2-Proteinmengen konstant während des Zellzyklus 

sind und die gemessene Aktivität nicht auf eine erhöhte Plk2-Expression, zurückzuführen ist. 

Es ist deshalb sehr wahrscheinlich, dass Plk2 durch einen posttranslationalen Mechanismus, 

wie zum Beispiel durch reversible Phosphorylierungen, aktiviert wird. Verschiedene Studien 

über Plk1 demonstrieren, dass die Phosphorylierung an dem konservierten Aminosäurerest 

Threonin-210 in der Kinase-Subdomäne VIII (T-loop-Region) für die für die Aktivität von Plk1 

notwendig ist [71]. Im Fall von Plk2 wurde Threonin-293 als kritischer Aminosäurerest 

identifiziert [88]. Ob diese Phosphorylierung durch Plk2 selber (Autophosphorylierung) oder 

durch andere Kinasen ausgeführt wird, bleibt zu klären. In Kinase-Assays in denen 

endogenes Plk2 aus Extrakten von G1-Phase-Zellen immunpräzipiert wurde, ist ein 

phosphoryliertes Protein bei 78 kDA detektierbar. Auch wenn exogenes HA-Plk2-WT 

immunpräzipitiert wird, ist diese Bande vorhanden, jedoch nicht in Kinase-Assays in denen 

die kinase-inaktive Mutante HA-Plk2-K111R verwendet wurde. Plk2 könnte sich also in der 

G1-Phase selbst phosphorylieren. Die Identifizierung der Autophosphorylierungsstellen in 
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Plk2 sowie der Phosphorylierungsstellen anderer Kinasen, die Plk2 in vivo phosphorylieren, 

würde dazu beitragen, die Aktivierung von Plk2 in G1 zu erklären.  

Eine andere Möglichkeit für die Regulation der Aktivität von Kinasen ist die Bindung von 

regulatorischen Proteinen, welches sich sowohl inhibitorisch als auch aktivierend auf die 

Kinaseaktivität auswirken kann. Es ist gezeigt worden, dass die Cdk-Aktivität durch Bindung 

von Cdk-Inhibitoren (Cki, "Cdk-Inhibitor“) inhibiert wird [135]. Dagegen wird die Aurora A-

Kinase, welche essentiell für den Eintritt in die Mitose und für die Rekrutierung des Cyclin 

B/Cdk1-Komplexes an die Centrosomen ist, durch Bindung des LIM-Proteins Ajuba aktiviert, 

indem die Autophosphorylierung von Aurora A induziert wird [136]. Die Studien von Ma et al. 

[86] und Kauselmann et al. [89] zeigten, dass Plk2 mit CIB interagiert. CIB ist ein Kalzium- 

und Integrin-bindendes Protein, welches Sequenzhomologien zu Calmodulin aufweist. Es ist 

beteiligt bei der Reorganisation des Actin-Zytoskelett während des Zellzyklus sowie an der 

Adhäsion von Zellen. Ähnlich wie Calmodulin die Aktivität der CaM-Kinasen moduliert [137], 

führt die Bindung von CIB an die nicht-katalytische Domäne von Plk2 zu einer Reduzierung 

der Plk2-Aktivität, da die Bindung des Substrates unterbunden oder die 

Autophosphorylierung von Plk2 inhibiert werden könnte. Ob die Bindung von CIB ein 

wichtiger Mechanismus zur Inaktivierung von Plk2 ist und ob diese Interaktion zu bestimmten 

Zeitpunkten im Zellzyklus stattfindet, ist noch genauer zu untersuchen. Der Mechanismus 

der Aktivierung bzw. Inaktivierung von Plk2 ist insofern wichtig, um mögliche Verbindungen 

zu regulatorischen Signalwegen aufzudecken, die die G1-Phase kontrollieren.  

 

 

7.2. Die Funktion von Plk2 am G0/S-Übergang in humanen Fibro-
blasten 

 
Plk2 wurde ursprünglich als frühes Transkript identifiziert, dessen mRNA nach Serumzugabe 

in G0-arretierten nicht-tumorigenen Zellen induziert wird [85]. In dieser Arbeit wurde die 

Expression und die Aktivität von Plk2 in humanen Fibroblasten (Hs68-Zellen) nach 

Wiedereintritt in den Zellzyklus untersucht. Plk2 wird sowohl in der G0- sowie auch in der 

G1-Phase exprimiert, ohne das die Proteinmengen vom Zellzyklus abhängig reguliert wird 

(Abb. 13B). Die Plk2-Aktivität dagegen steigt eine halbe Stunde nach Serumzugabe an, 

erreicht ihr Maximum nach 3 h und ist nach 6 h nicht mehr detektierbar (Abb. 13C). Diese 

Ergebnisse bestätigen die Vermutung, dass Plk2 nach Serumzugabe aktiviert wird und eine 

Rolle beim Wiedereintritt in den Zellzyklus spielt. Ähnliche Resultate wurden in 

Mausfibroblasten (NIH 3T3-Zellen) beobachtet, wo die Aktivität von mPlk2 ebenfalls nach 

Serumzugabe induziert wird [86]. Dagegen wurde in dieser Studie auch gezeigt, dass die 

Expression von Plk2 nach Serumzugabe induziert wird und das Plk2 Protein nur 1 h später 
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detektierbar ist und anschließend abgebaut wird. Diese von der vorliegenden Arbeit 

abweichenden Resultate könnten darauf zurückgeführt werden, dass (1) Zellen 

unterschiedlicher Spezies und (2) unterschiedliche Antikörper gegen Plk2 in beiden Studien 

verwendet wurden. So wurden ebenfalls Unterschiede im Expressionsmuster von Plk3 in 

humanen Zellen und Zellen der Maus beschrieben [92, 95]. Die Proteinmengen der Plk3-

Kinase in Mauszellen steigt kontinuierlich von der späten G1-Phase bis zur G2-Phase an 

und sinkt am Ende der Mitose wieder ab, während in humanen Zellen der Plk3-Gehalt 

konstant während des gesamten Zellzyklus ist.  

Viele Prozesse die den G0/S-Übergang und das Überlaufen des Restriktionspunktes 

steuern, wie zum Beispiel die Aktivierung der Ras-Erk-Signalkaskade, sind auch in der 

Regulation des Eintritts in die S-Phase im normalen Zellzyklus involviert [138]. Dabei ist der 

Zeitpunkt der Aktivierung innerhalb der G1-Phase sowie auch die Dauer der Aktivität dieser 

Kinasen für den Wiedereintritt in den Zellzyklus im Vergleich zum normalen Zellzyklus 

unterschiedlich. Deshalb könnte die Aktivierung sowie die Funktion von Plk2 nach Arrest in 

G0 und anschließender Serum-Stimulation sich von der Situation im normalen Zellzyklus 

unterscheiden, wo Plk2 später am G1/S-Übergang aktiv ist. Dies könnte die unterschiedliche 

zeitliche Aktivierung von Plk2 in HeLa- und Hs68-Zellen erklären. Für Plk3-Kinase aus der 

Maus (mPlk3) wurde ebenfalls gezeigt, dass mPlk3 in G0-arretierten Zellen direkt nach 

Stimulation mit Mitogenen ebenfalls posttranslational modifiziert wird, was mit einer erhöhten 

Aktivität korreliert [92, 95]. Im normalen Zellzyklus dagegen wurde diese posttranslational-

modifizierte Form nur am G2/M-Übergang und während der Mitose, aber nicht in der G1-

Phase oder am G1/S-Übergang beobachtet. Auch hier ist es möglich, dass mPlk3 zwei 

Funktionen hat, eine beim Wiedereintritt in den Zellzyklus und eine zweite am G2/M-

Übergang im normalen Zellzyklus. 

Um zu klären ob die Aktivität der Plk2-Kinase notwendig für den Wiedereintritt 

beziehungsweise für das Überlaufen des Restriktionspunktes am G1/S-Übergang ist, wurde 

die Plk2-Funktion ausgeschaltet, indem spezifische Antikörper gegen Plk2 in Hs68-Zellen 

mikroinjiziert wurden. Diese Ergebnisse zeigen, dass die aus dem G0-Arrest entlassenden 

Fibroblasten nicht mehr in der Lage sind, BrdU in ihre DNA einzubauen. Der 

Restriktionspunkt wird in diesen Zellen nicht überschritten, woraufhin die DNA-Replikation 

nicht eingeleitet werden kann. Es ist daher zu vermuten, dass Plk2 möglicherweise eine 

wichtige Funktion für das Überlaufen des Restriktionspunktes in der G1-Phase hat. Es ist 

noch aber unklar, in welchen Signaltransduktionsweg Plk2 involviert ist. So könnte 

untersucht werden, ob Plk2 durch den Ras-Erk-Signalweg sowie durch den MAP-Signalweg 

aktiviert werden kann, da diese Signalwege essentiell für den Wiedereintritt der Zellen in den 

Zellzyklus sind [138]. 
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Um zu zeigen, dass Plk2 in humanen Fibroblasten im normalen Zellzyklus auch am G1/S-

Übergang aktiv ist, ist es deshalb erforderlich die Zellen in der Mitose zu arretieren, um sie 

dann synchron in die nächste G1-Phase zu entlassen. Dies ist aber insofern schwierig, da 

Nocodazol für die meisten Fibroblasten-Zelllinien toxisch wirkt.  

 

 

7.3 Die Rolle von Plk2 bei der Regulation der Centriolen-
Duplikation 

 

Aus der Literatur ist bekannt, dass sowohl Plk1 als auch Plk3 an den Centrosomen lokalisiert 

sind [95, 117], wobei Plk1 eine wichtige Rolle bei der Reifung der Centrosomen am G2/M-

Übergang einnimmt. Deshalb wurde untersucht, ob Plk2 an der Duplikation der Centriolen 

am G1/S-Übergang beteiligt ist. Einen ersten Hinweis auf eine mögliche Beteiligung liefert 

die Bestimmung der Kinaseaktivität von Plk2 am G1/S-Übergang. Plk2 ist zur gleichen Zeit 

aktiv wie die Cyclin E-assoziierte Cdk2-Kinase (Abb. 12). Der Cyclin E/Cdk2-Komplex steuert 

wichtige Ereignisse für die Initiierung der Centriolen-Duplikation [42]. Des weiteren ist Plk2 

eine centrosomale Komponente und ko-lokalisiert mit γ-Tubulin, einem bekannten 

centrosomalen Protein (S. Kemmler, Diplomarbeit Dkfz Heidelberg 2003; R. S. Hames und 

A. Fry, 2003).  

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die RNAi-vermittelte Herunterregulation von 

endogenen Plk2 in U2OS-Zellen, die Re-Duplikation der Centrosomen von Zellen, die in der 

S-Phase arretiert sind, blockiert (Abb. 19). Der gleiche Effekte wurde beobachtet, wenn die 

kinase-inaktive Mutante Plk2-K111R in S-Phase-arretierten U2OS- und CHO-Zellen 

exprimiert wird (I. Hoffmann, unveröffentlichte Ergebnisse). Die Verdopplung der 

Centrosomen wird hier durch Verdrängung der endogenen Plk2-Kinase durch Plk2-K111R 

und/oder durch Bildung von nicht-funktionalen Komplexen mit dem Substrat inhibiert. Die 

Centrosomen wurden in diesen Experimenten mit  einem Anti-γ-Tubulin-Antikörper angefärbt. 

γ-Tubulin ist ein Bestandteil des pericentriolaren Materials [36]. Es ist möglich, dass multiple 

Centrosomen auch durch andere Mechanismen hervorgerufen werden können, wie zum 

Beispiel durch zytokinetische Defekte oder die Fragmentierung des percentriolaren Materials 

sowie durch die Trennung eines unduplizierten Centriolen-Paares. Um diese Möglichkeiten 

auszuschließen, wurde der Centriolen-Duplikations-Assay nach Transfektion der kinase-

inaktiven Mutante Plk2-K111R in CHO-Zellen wiederholt, indem die Centriolen direkt mit 

Antikörper angefärbt wurden, der glytamyliertes α-Tubulin erkennt. Diese posttranslational-

modifizierte Form des α-Tubulin kommt nur in den Centriolen in humanen Zellen vor [119]. 

Auch in diesem Fall ist die Duplikation der Centriolen in den S-Phase arretierten Zellen 
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gehemmt (Abb. 18). Daraus lässt sich schließen, dass Plk2 direkt an der Regulation der 

Centriolen-Duplikation beteiligt ist.  

Die Suppression von Plk2 reduziert die Re-Duplikation der Centrosomen von in der S-Phase-

arretierten U2OS-Zellen, scheint aber keinen Effekt auf die Duplikation in nicht-arretierten 

Zellen zu haben, da diese Zellen noch zwei Centrosomen besitzen. Der Grund dafür könnte 

sein, dass Plk2 eine integrale Komponente der Centrosomen und der Plk2-Proteingehalt ein 

limitierender Faktor für die Centriolen-Duplikation ist. Da die Eliminierung des Plk2-Proteins 

nicht 100 %ig ist (Abb. 11A), reicht möglicherweise die vorhandene Restaktivität aus, um die 

Centriolen einmal zu duplizieren. Sie ist aber zu gering, um mehrere Centrosomen-

Duplikationszyklen zu induzieren. Um zu zeigen, dass auch in nicht-arretierten sowie in 

nicht-transformierten Zellen Plk2 einen Einfluss auf die Verdopplung der Centriolen hat, 

wurde die kinase-inaktive Mutante Plk2-K111R in Hs68-Zellen überexprimiert. Hier zeigt 

sich, dass die Duplikation der Centriolen im Verlauf des Zellzyklus nicht stattfindet (Abb. 20). 

Das Ausschalten der Plk2-Funktion durch Überexpression der Mutante führt dazu, dass das 

ursprüngliche Centriolen-Paar getrennt wird, die Duplikation aber nicht stattgefunden hat, 

wodurch nach der nächsten Zellteilung Tochterzellen entstehen, die nur ein Centriol besitzen 

(Abb. 21). Diese Ergebnisse zeigen, dass die Plk2-Kinase-Aktivität für die Duplikation der 

Centriolen notwendig ist. 

Nach Herunterregulation von Plk2 durch RNA-Interferenz ist sowohl ein Block in der G1-

Phase als auch in der G2/M-Phase beobachtet worden [37, 139]. Es ist gezeigt worden, dass 

Centrosomen an dem Fortschreiten des Zellzyklus und an der Zytokinese beteiligt sind. In 

Abwesenheit der Centrosomen arretieren somatische Zellen in der G1-Phase, und es findet 

keine Initiierung der DNA-Replikation statt. Geklärt ist jedoch noch nicht, ob der Arrest durch 

Kontrollmechanismen, die den Austritt aus der Mitose bzw. der Zytokinese kontrollieren, 

ausgelöst wird. Alternativ könnten die Centrosomen bei der Initiierung der DNA-Replikation 

involviert sein, indem wichtige Proteine an ihnen binden, welche für die DNA-Replikation 

notwendig sind. Der Arrest in G1 nach RNA-Interferenz könnte also auf die fehlende 

Duplikation der Centriolen zurückzuführen sein. 

Die Hemmung der Centriolen-Duplikation könnte auch den beobachteten G2/M-Arrest 

verursachen. Dadurch ist die korrekte bipolare Orientierung der mitotischen Spindel nicht 

möglich, was zu Aktivierung eines Checkpoints und einem Arrest in G2/M führt. Burns et al. 

haben gezeigt, dass nach Herunterregulation von Plk2 durch siRNA die Apoptoserate nach 

Taxol-Behandlung in U2OS-Zellen erhöht ist [88]. Centrosomen sind Organisationszentren 

für Signalmoleküle, die durch sogenannte Ankerproteine an den Centrosomen binden und 

dadurch mit anderen Proteinen interagieren können. Dadurch werden spezifische zelluläre 

Funktionen vermittelt, wie zum Beispiel auch die Etablierung eines Kontrollpunktes nach 

Taxol-Behandlung. Es konnte gezeigt werden, dass Proteine (Mps1-Kinase, GAPcenA), die 
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bei der Aktivierung des Kontrollmechanismus involviert sind, an den Centrosomen binden 

können [38]. Durch die fehlende Duplikation der Centriolen könnte es auch zu einer 

fehlerhaften Aktivierung des Checkpoints kommen was schließlich zu der beobachteten 

erhöhten Apoptoserate führt.  

Es ist bislang unklar, in welche Signalwege die Plk2-Kinase eingebunden ist und welcher 

Zusammenhang mit den bereits bekannten Regulatoren der Centriolen-Duplikation besteht 

(Abb. 29). Der Centrosomenzyklus ist eng an den Zellzyklus gekoppelt. So ist gezeigt 

worden, dass die Cyclin E- und die Cyclin A-assoziierte Cdk2-Aktivität indirekt eine 

entscheidende Rolle bei der Initiation der DNA-Replikation sowie auch bei der Centriolen-

Duplikation in Embryonen von Xenopus und somatischen Säugerzellen spielen [42, 46]. Die 

Cyclin E-assoziierte Cdk2-Aktivität koordiniert den G1/S-Übergang und erste morphologische 

Veränderungen der Centrosomen, wie der Verlust der orthogonalen Verbindung zwischen 

der Mutter- und Tochter-Centriole in der späten G1-Phase [140]. Dieses Phänomen wird 

auch als "Splitting“ der Centriolen bezeichnet wird. Als in vivo Substrate wurden die 

centrosomalen Proteine Nukleophosmin und CP110 gefunden, die in diese Prozesse 

involviert sind [44, 141]. Da die Plk2-Kinase zur gleichen Zeit wie die Cyclin E/Cdk2 aktiv ist, 

könnte es möglich sein, dass Plk2 eine ähnliche Rolle bei der Initiierung der Centriolen-

Duplikation involviert ist. Die Frage ist, ob Cdk2 und Plk2 in dem gleichen Signalweg oder in 

verschiedenen parallelen Signalwegen interagieren. Es wurde jedoch beobachtet, dass die 

Überexpression von Plk2 keinen Einfluss auf die Aktivität der Cdk2-Kinase hat (Abb. 22). 

Des weiteren wurde in in vitro Kinasestudien gezeigt, dass Plk2 kein Substrat von Cdk2 

sowie Cdk2 kein Substrat von Plk2 ist. Dies könnte dafür sprechen, dass beide Kinasen in 

verschiedenen Signalwegen parallel die Centriolen–Duplikation regulieren oder dass Plk2 

zwar nicht direkt durch Cdk2 reguliert wird, aber der Cdk2-Kinase im gleichen Signalweg 

nachgeschaltet sein könnte. Hinweise auf eine mögliche Kooperation von Cdk2 und Plk2 bei 

der Regulation der Centriolen-Duplikation liefert eine kürzlich erschienene Studie über die 

Struktur und Funktion der Polo-Box-Domäne (PBD) [73,74]. Die PDB stellt eine 

Phosphopetid-Bindungsdomäne dar, die für die Bindung von Polo-Kinasen an subzelluläre 

Strukturen oder Substrate, nach Phosphorylierung dieser durch eine primäre Kinase, 

verantwortlich ist. Dabei wird die inhibitorische Interaktion zwischen Kinase-Domäne und 

PBD durch die Bindung des Phosphopetid an die PDB aufgehoben. Die Polo-Kinase 

phosphoryliert dann entweder das gleiche Protein oder andere Proteine, die ebenfalls an der 

gleichen subzellularen Struktur, wie zum Beispiel an den Centrosomen, lokalisiert sind. Als 

primäre Kinase könnte dabei Cdk2 in Frage kommen. Als optimale Bindungsseite für Polo-

Kinasen wurde die Sequenz S-pT/pS-P/x identifiziert [73]. Dieses Motiv wird bevorzugt von 

prolin-gerichteten-Kinasen, wie Cdks oder MAP-Kinasen am Serin- oder Threonin-Rest 

phosphoryliert. Nach vorangegangener Phosphorylierung von centrosomalen Proteinen 
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durch die Cyclin E/Cdk2-Kinase könnte Plk2 an diese centrosomalen Proteine binden und 

die entsprechenden Substrate phosphorylieren. Aufklärung darüber würde eine 

Untersuchung der Plk2-Aktivität bzw. der Lokalisation von Plk2 in Folge der Hemmung der 

Cdk2-Aktivität oder nach Überexpression von Cdk2 bringen. Auch eine mögliche Regulation 

von Cyclin E durch Plk2 könnte untersucht werden, da gezeigt wurde, dass Plk1 die 

Lokalisation von Cyclin B reguliert. In Abbildung 29 ist ein mögliches Modell zur Regulation 

der Centriolen-Duplikation in somatischen Zellen durch Plk2 dargestellt. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 
Abbildung 29: Modell zur Regulation der Centriolen-Duplikation in somatischen Zellen. 
 
Am G1/S-Übergang (Restriktionspunkt = R) wird die Centriolen-Verdopplung durch den Cyclin 
E/Cdk2-Komplex vorbereitet, indem Substrate wie Nukleophosmin und CP110 am Centrosom 
phosphoryliert werden. Weiterhin phosphoryliert der Cyclin E/Cdk2-Komplex das Rb-Protein, 
woraufhin der Transkriptionsfaktor E2F freigesetzt wird. Dadurch wird die Transkription von Genen, 
welche wichtig für die DNA-Replikation sowie für die Centriolen-Duplikation sind, aktiviert. Plk2 ist zur 
gleichen Zeit wie Cyclin E/Cdk2 aktiv und ist für die Initiierung der Duplikation der Centriolen 
essentiell. Die Substrate von Plk2 sind bisher noch nicht identifiziert. Unklar ist auch ob der 
Transkriptionsfaktor c-Myb, welcher als Interaktionspartner von Plk2 identifiziert wurde, in die 
Transkription von Genen, die für die Centriolen-Duplikation wichtig sind, involviert ist. Das Signal für 
die Auslösung der Centriolen-Duplikation ist die intrazelluläre Freisetzung von Kalzium-Ionen, wodurch 
die CaMKII-Kinase aktiviert wird, wobei Substrate dieser bisher auch noch nicht identifiziert wurden.  
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7.4. Ist die Plk2-Kinase essentiell für den G1/S-Übergang? 
 

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass Plk2 im Gegensatz zu den anderen 

humanen Polo-Kinasen, wie Plk1 und Plk 3, am G1/S-Übergang aktiv ist (Abb. 11). Plk1 ist 

am Ende in der G2-Phase und in der Mitose aktiv und steuert so wichtige Ereignisse in der 

Mitose. Dagegen wird Plk3 nach Schädigungen der DNA oder der mitotischen Spindel durch 

die Kontrollpunkt-Kinase Chk2 phosphoryliert und damit aktiviert [96]. In welcher Phase die 

humane Plk3-Kinase im normalen Zellzyklus aktiv ist, wurde bisher noch nicht eindeutig 

geklärt. Es konnte aber in anderen Studien gezeigt werden, dass sowohl Plk1 als auch Plk3 

die mitotischen Defekte in S. cerevisiae, verursacht durch Mutation von Cdc5 (Polo-kinase in 

der Bäckerhefe), komplementieren können [75, 76]. Dagegen konnte Plk2 die mitotische 

Funktion von Cdc5 in der temperatur-sensitiven Cdc5-Mutante nicht übernehmen (I. 

Hoffmann, R. Erikson, unveröffentlichte Daten). Diese und auch die Aktivitätsstudien, lassen 

vermuten, dass Plk2 keine mitotische Kinase ist sondern vielmehr eine Funktion am G1/S-

Übergang ausübt. 

Ein weiteres wichtiges Werkzeug für die Charakterisierung der Funktion eines Proteins ist 

das Ausschalten des entsprechenden Gens in einer sogenannten "Knock-out-Maus“. 

Kürzlich wurde in der Literatur beschrieben [87], dass die Plk2-/--Maus lebensfähig ist. Die 

Plk2-/--Maus ist kleiner als die Wild-Typ-Maus (Plk2+/+), zeigt aber nach der histologischen 

Untersuchung der verschiedenen Gewebetypen keine Anomalien und ist fortpflanzungsfähig. 

Plk2 scheint also keine essentielle Funktion für die Embryonalentwicklung zu haben. Bei der 

Untersuchung der Embryonen wurde ein reduziertes Wachstum der Plazenta und ein 

geringerer mitotischer Index in diesem Gewebe festgestellt, was darauf schließen lässt, dass 

Plk2 an der Proliferation der Zellen beteiligt ist. Von diesen Embryonen wurden ebenfalls 

Fibroblasten isoliert und kultiviert. Die Analyse des Wachstums zeigt, dass der Zellzyklus 

länger dauert, was letztendlich auf eine verlängerte G1-Phase zurückzuführen ist. Effekte auf 

die G1-Phase des Zellzyklus wurde ebenfalls nach Ausschalten der Plk2-Funktion durch 

Mikroinjektion spezifischer Antikörper gegen Plk2 (s. 6.4.1.) sowie durch RNA-Interferenz (s. 

6.4.2.1.) beobachtet. Durch die Mikroinjektionsstudien konnte jedoch nicht eindeutig geklärt 

werden, ob das Ausschalten von Plk2 zu einem anhaltenden G1-Arrest führt. 

Das Ausschalten des Plk2-Proteins durch RNA-Interferenz dagegen führt zu einem 

vollständigen Arrest der HeLa-Zellen in G1. In Zellen die mit pSUPER-Lamin transfiziert 

wurden, zeigen einen verzögerten Zellzyklus, der wahrscheinlich durch den Mechanismus 

der RNA-Interferenz oder durch das Herunterregulation von Lamin ausgelöst wird. Dagegen 

bleiben die mit pSUPER-Plk-1 und -2 transfizierten Zellen eindeutig in der G1-Phase arretiert 

(Abb. 16C). Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass Plk2 essentiell für den G1/S-

Übergang in somatischen Zellen ist.  



  7. Diskussion 

  105 
 

Die Diskrepanz zwischen den Ergebnissen von der Plk2-/--Maus und den RNAi-Daten könnte 

darauf zurückzuführen sein, dass eventuell andere Kinasen die Funktion von Plk2 in der 

Plk2-/--Maus übernehmen könnte. Im Verlauf der embryonalen Entwicklung des 

Krallenfrosches Xenopus laevis, wird sowohl die mRNA von Plx2 als auch von Plx3 in den 

gleichen Stadien transkribiert [70]. Nach Mikroinjektion von in vitro transkribierten mRNAs 

beider Proteine wird die progesteron-induzierte Reifung der Oocyten induziert. Die Kinasen 

regulieren also ähnliche Mechanismen während der embryonalen Entwicklung. Es ist 

deshalb möglich, dass Plk3 die Funktionen von Plk2 während der embryonalen Entwicklung 

übernehmen könnte. Auch die humanen Proteine haben überlappende Expressionsprofile, 

da beide Proteine in jeder Phase des Zellzyklus exprimiert werden. Sie sind außerdem an 

den gleichen Kompartimenten (Centrosomen) in der Zelle lokalisiert. Ähnliche Effekte 

wurden auch für die Cdk2-Kinase beobachtet. Eine neure Studie zeigt, dass die Cdk2-/--Maus 

ebenfalls lebensfähig ist [27]. Auch die Analyse des Zellzyklus der isolierten Fibroblasten 

zeigt, dass diese zwar eine verlängerte G1-Phase haben, aber nicht in G1 arretieren. In 

somatischen Zellen ist Cdk2 dagegen eine essentielle Kinase für den G1/S-Übergang. Auch 

hier ist es möglich, dass die Rolle von Cdk2 in der Cdk2-/--Maus von anderen Proteinen, 

vermutlich von anderen Cyclin-abhängigen Kinasen, übernommen werden kann.  

Sicher ist, dass Plk2 essentiell für die Duplikation der Centriolen am G1/S-Übergang ist. Ob 

der G1-Arrest nach RNA-Interferenz nur auf die Hemmung der Centrosomen-Duplikation 

zurückzuführen ist, bleibt zu klären. Die Ergebnisse der Mikroinjektionsexperimente deuten 

jedoch auf eine weitere Funktion in G1 hin. So könnte untersucht werden, ob Plk2 die 

Degradation von G1-Zellzyklus-Regulatoren durch den SCF-Komplex, die Etablierung der 

Pre-Initiations-Komplexe an den Ausgangspunkten der DNA-Replikation, S-Phase-

spezifische Transkriptionsfaktoren oder die Histon-Synthese, alles Ereignisse die für den 

Eintritt in die S-Phase essentiell sind, reguliert.  

 
 

7. 5. Der Transkriptionsfaktors c-Myb als mögliches in vivo 
Substrat der Plk2-Kinase 

 
Das c-Myb Proto-Onkogen ist das zelluläre Homolog des Onkogen v-Myb des 

Myeloblastosis-Virus, welches Leukämie bei Hühnern verursacht. Es handelt sich um ein 75 

kDa großes nukleäres Phosphoprotein, welches hauptsächlich in proliferierenen 

hämatopoietischen Geweben, im Dickdarm und in Epithelien exprimiert wird [124, 142]. Als 

Transkriptionsfaktor reguliert c-Myb die Proliferation, Differenzierung sowie Apoptose von 

Zellen. Erhöhte c-Myb-Proteinmengen sowie eine erhöhte transkriptionelle Aktivität wurden 

in verschiedenen Tumorarten, wie zum Beispiel in Leukämien, Neuroblastoma, 

Dickdarmtumoren, Lungentumoren und Brusttumoren nachgewiesen [129-134]. Des 
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weiteren wurden mehrere Kopien sowie Umlagerungen des c-Myb-Genes in verschieden 

Krebsarten gefunden, was für eine Rolle von c-Myb bei der Tumorgenese spricht. Generell 

wird das Wachstum von hämatopoitischen Zellen durch Zytokine stimuliert, was zu einer 

Induktion von c-Myb führt. Es wurde auch gezeigt, dass der Eintritt in die S-Phase durch 

Injektion von Oligonukleotiden gegen c-Myb blockiert wird [124]. Diese Ergebnisse deuten 

darauf hin, dass c-Myb vermutlich sowohl beim Wiedereintritt in den Zellzyklus nach Arrest in 

G0 und auch in den nachfolgenden Zellzyklen von hämatopoietischen Zellen eine wichtige 

Rolle spielt. Welche Gene c-Myb in humanen Zellen aktiviert sowie die Regulation von c-Myb 

selber ist bislang noch unklar.   

In der vorliegenden Studie konnte c-Myb als Interaktionspartner von Plk2 im Zwei-Hybrid-

Screen identifiziert werden. Beide Proteine interagieren sowohl in in vitro-Bindungsstudien 

als auch nach Überexpression beider Proteine in Zellen miteinander (Abb. 24, 27). Die "GST 

pull down“-Experimente zeigen, dass für die Bindung an Plk2 die Transaktivierungsdomäne 

und die negativ regulatorische Domäne in c-Myb notwendig sind (Abb. 26). Außerdem 

phosphoryliert Plk2 das c-Myb-Protein in der regulatorischen Domäne am carboxyl-

terminalen Ende (Abb. 25). Die Frage ist, ob Plk2 auch die transkriptionelle Aktivität von c-

Myb reguliert. In Transaktivierungs-Studien konnte gezeigt werden, dass Plk2-WT die 

transkriptionelle Aktivität von c-Myb dosis-abhängig stimuliert (im Zusammenarbeit mit K. 

Jiang und B. Lüscher, RWTH Aachen). Der gleiche Effekt wurde jedoch auch mit der kinase-

inaktiven Mutante Plk2-K111R beobachtet, wobei die transkriptionelle Aktivität von c-Myb 

geringer stimuliert wird, als nach Transfektion mit der gleichen DNA-Menge des Plk2-WT-

Plasmides. Dies könnte darauf zurückzuführen sein, dass Plk2-K111R nicht völlig inaktiv ist 

(Abb. 25) und die Restaktivität ausreicht, um c-Myb zu aktivieren. Eine andere mögliche 

Erklärung ist, dass Plk2 in vivo zwar an c-Myb bindet und dabei einen Interaktionspartner 

von c-Myb phosphoryliert oder aber als Bindungsprotein für mögliche Interaktionspartner von 

c-Myb fungiert.  

Um die Konsequenz der Interaktion zwischen c-Myb und Plk2 genauer zu charakterisieren, 

sind weitere Untersuchungen nötig. Ein Schritt könnte die Identifizierung der 

Phosphorylierungsstelle von Plk2 im c-Myb-Protein sein. Für Plk1 wurde kürzlich die 

Konsensus-Phosphorylierungssequenz identifiziert [73]. Bei der Untersuchung der 

Aminosäuresequenz von c-Myb, sind im Bereich der Transaktivierungsdomäne sowie in der 

negativ-regulatorischen Domäne einige mögliche Plk2- Konsensus-Sequenzen zu finden. 

Die Mutation der Serin- beziehungsweise Threonin-Reste zu Alanin innerhalb dieser 

Sequenz und die Ko-Transfektion dieser Mutante mit dem Plk2-WT sowie die nachfolgende 

Durchführung eines Transaktivierungs-Assays könnte Klarheit darüber bringen, ob die 

Phosphorylierung einen direkten Effekt auf die transkriptionelle Aktivität von c-Myb ausübt.  
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Weiterhin könnte untersucht werden, ob Plk2 die Interaktion zwischen Transaktivatoren, wie 

p300, eine Histonacetyl-Transferase, und c-Myb reguliert. Es liegt eine Studie über Plk1 vor, 

die zeigt, dass Plk1 das BRCA2-Protein phosphoryliert, welches auch in die transkriptionelle 

Kontrolle von Genen durch Regulation der Chromatinstruktur involviert ist [143]. Die 

Phosphorylierung führt zu der Dissoziation des P/CAF-Komplex, wobei es sich auch um eine 

Histonacetyltransferase handelt, die mit BRCA2 interagiert. Dadurch kann BRCA2 im 

Komplex mit Rad51 das Chromatin modulieren, um so eine fehlerfreie Mitose zu 

gewährleisten. Es ist also möglich, dass Plk2 c-Myb in der G1-Phase phosphoryliert und 

dadurch die Interaktion mit Ko-Aktivatoren, wie p300, reguliert. 

Dass beide Proteine in hämatopoietischen Zellen exprimiert werden (Abb. 28), deutet auf 

eine Signalkaskade zur Regulation des Wachstums von hämatopoietischen Zellen hin, bei 

der Plk2 und c-Myb involviert sein könnten. Da in verschiedenen Tumorarten die c-Myb-

Aktivität erhöht ist, besteht die Möglichkeit, dass auch die Plk2-Aktivität erhöht ist und es 

deshalb zu der beobachteten Steigerung der transkriptionellen Aktivität von c-Myb kommt. 

Dies könnte ein möglicher Mechanismus zur Entstehung von Leukämien sein. Interessant in 

diesem Zusammenhang ist, dass das Plk2-Gen auf dem Chromosom 5 (5q12.1-q13.2) 

lokalisiert ist, wo auch chromosomale Anomalien gefunden wurden, die mit der Entstehung 

von Leukämien assoziiert sind [144]. Weiterhin wurde beobachtet, dass in einigen 

Leukämiearten die Centrosomen-Anzahl erhöht ist [145]. Da Plk2 die Centriolen-Duplikation 

reguliert, ist es möglich, dass c-Myb die Transkription von Genen, die für die Duplikation der 

Centrosomen wichtig sind, stimuliert (Abb. 29). Durch die gesteigerte transkriptionelle 

Aktivität von c-Myb könnte es zu einer erhöhten Anzahl von Centrosomen in diesen Zellen 

kommen, was wiederum zu einer genomischen Instabilität führt und dadurch zu Entstehung 

von Krebs beitragen könnte. 

 

7.6. Ausblick 
 

In dieser Arbeit wurden erste Hinweise auf eine Funktion von Plk2 am G1/S-Übergang und 

bei der Regulation der Centriolen-Duplikation gefunden. Ein vorrangiges Ziel sollte die 

weitere Charakterisierung über die Stellung von Plk2 in den Signalwegen am G1/S-

Übergang sein. Dazu könnte untersucht werden, ob Plk2 in dem gleichen Signalweg wie die 

Cdk2-Kinase oder in einen anderen parallelen Signalweg involviert ist. Mit Hilfe einer CDK2-

induzierbaren Zelllinie oder nach Herunterregulation von Cdk2 durch RNA-Interferenz 

könnten die Effekte auf die Plk2-Kinase untersucht werden. Außerdem ist es sinnvoll weitere 

Substrate durch Ko-Immunpräzipitation und anschließender Massenspektroskopie zu 

identifizieren. Dabei sollte gezielt nach centrosomalen Proteinen gesucht werden, die 

möglicherweise bei der Duplikation der Centriolen eine Rolle spielen. Mögliche Kandidaten 
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wären AKAP450, Centrine, SAS-4, ε-tubulin, Nucleophosmin oder PARP-3 [146]. Die Rolle 

dieser Proteine bei der Centrosomen-Duplikation ist zwar bekannt, jedoch ist die Regulation 

noch nicht aufgeklärt. 

Neben der Identifizierung von centrosomalen Substraten sollte auch die subzelluläre 

Lokalisation von Plk2 genauer untersucht werden. Nach Synchronisation der Zellen in den 

verschiedenen Zellzyklusphasen kann die Lokalisation des endogenen Proteins verfolgt 

werden, indem die Zellen zu den entsprechenden Zeitpunkten fixiert werden und Plk2 durch 

Immunfluoreszenz sichtbar gemacht wird. Eine weitere Möglichkeit wäre in der lebenden 

Zelle die Lokalisation des GFP-Plk2-Proteins durch Videomikroskopie zu untersuchen. 

Dadurch könnte geklärt werden, ob Plk2 nur transient am G1/S-Übergang oder kontinuierlich 

an den Centrosomen lokalisiert ist. 

Ein weiterer wichtiger Schritt ist die Regulation der Plk2-Aktivität durch andere Proteine. So 

könnten die möglichen posttranslationalen Modifikationen von Plk2 untersucht werden, um 

herauszufinden, wie Plk2 in jedem Zellzyklus aktiviert und inaktiviert wird. Es ist bekannt, 

dass die Aktivität von Polo-Kinasen speziell durch Phosphorylierungen reguliert wird. Die 

Identifizierung dieser Kinasen beziehungsweise Phosphatasen und deren Effekt auf die Plk2-

Aktivität oder -Funktion wäre hilfreich, um klären, in welche Signalwege die Plk2-Kinase zur 

Kontrolle des G1/S-Überganges sowie der Centriolen-Duplikation eingebunden ist. 

Nicht zuletzt könnte Plk2 aus therapeutischer Sicht interessant sein. Die Deregulation der 

Centrosomen-Duplikation führt zu centrosomalen Defekten, die das Potential haben, eine 

genetische Instabilität durch den Verlust der Zellpolarität und durch Chromosomen- 

Missegregation auszulösen. Eine erhöhte Centrosomen-Anzahl wurde in besonders 

aggressiven Brusttumoren nachgewiesen [147]. Diese Prozesse könnten dadurch bei der 

Tumorgenese eine entscheidende Rolle spielen und deren Aufklärung könnte wichtig für die 

Entwicklung von therapeutischen Ansätzen zur Behandlung von Krebs sein.  
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8. Zusammenfassung 
 

In den letzten Jahren wurden viele neue Familien von Proteinkinasen beschrieben, die 

neben den Cyclin-abhängigen Kinasen eine wichtige Rolle bei der Regulation des Zellzyklus 

spielen. Die funktionelle Charakterisierung dieser Proteine trägt entscheidend dazu bei, die 

komplexe Regulation des Zellzyklus sowie die Entstehung von Krebs zu verstehen. Polo-

Kinasen sind eine kürzlich beschriebene, neue Proteinfamilie deren Mitglieder an der 

Regulation des Zellzyklus beteiligt sind. Die bislang am besten untersuchte humane Polo-

Kinase ist Plk1, welche wichtige mitotische Prozesse reguliert. Dagegen sind die Funktionen 

der anderen Polo-Kinasen Plk2, Plk3 und Plk4 noch nicht ausreichend untersucht.  

Ziel dieser Arbeit war daher es, die Funktion der humanen Polo-Kinase Plk2 zu 

charakterisieren sowie Substrate von Plk2 zu identifizieren. Dazu wurde die Aktivität und die 

Expression von Plk2 in Zeitkurven mit HeLa-Zellextrakten nach Synchronisation in der 

Mitose bestimmt. Es konnte gezeigt werden, dass die Plk2-Aktivität in HeLa-Zellen in der 

späten G1-Phase ansteigt und ihr Maximum am G1/S-Übergang erreicht, etwa zum gleichen 

Zeitpunkt der Aktivierung der Cyclin E/Cdk2-Kinase. Da der Proteingehalt von Plk2 während 

der gesamten Zeit konstant ist, wird Plk2 wahrscheinlich in jeder G1-Phase durch einen post-

translationalen Mechanismus aktiviert. Weiterhin wurde die Aktivität in humanen Fibroblasten 

am G0/S-Übergang untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass Plk2 bereits nach dem 

Wiedereintritt in den Zellzyklus aktiviert wird und die Aktivität in der Mitte der G1-Phase 

wieder absinkt. Diese Ergebnisse deuten auf eine Funktion von Plk2 am G0/S-Übergang 

sowie auch am G1/S-Übergang hin. 

Zur weiteren Untersuchung der in vivo Funktion von Plk2, wurde das Plk2-Protein durch 

Mikroinjektion mit spezifischen Antikörpern gegen Plk2 ausgeschaltet und durch RNA-

Interferenz herunterreguliert. Sowohl die Mikroinjektion der Antikörper als auch die Herunter- 

regulation durch RNA-Interferenz führen zu einem Arrest der Zellen in der G1-Phase. 

Weiterhin wurde festgestellt, dass die Duplikation der Centriolen durch RNA-Interferenz 

sowie durch Überexpression der kinase-inaktiven Mutante Plk2-K111R in Zellen blockiert 

wird. Diese Resultate zeigen, dass Plk2 die erste Polo-Kinase ist, die sowohl am G1/S-

Übergang als auch an der Centriolen-Duplikation beteiligt ist.  

Mit Hilfe des Zwei-Hybrid-Screens in Hefe konnte c-Myb, ein Transkriptionsfaktor der 

hauptsächlich in hämatopoietischen Zellen exprimiert wird, als Substrat für Plk2 am G1/S-

Übergang identifiziert werden. Da die Plk2-Kinase ebenfalls in hämatopoietischen Zellen 

exprimiert wird, könnte sie die transkriptionelle Aktivität von c-Myb nach Stimulation der 

Zellen mit Zytokinen regulieren. Plk2 interagiert sowohl in vivo als auch in vitro mit c-Myb. 

Dabei bindet Plk2 und phosphoryliert die regulatorische Domäne am carboxy-terminalen 
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Ende von c-Myb. Plk2 könnte somit die transkriptionelle Aktivität von c-Myb regulieren und 

dadurch das Wachstums von hämatopoietischen Zellen beeinflussen.  
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9. Summary 
 

To ensure genomic stability the cell cycle needs to be tightly regulated. Polo-like kinases 

comprise a new family of Ser/Thr kinases that are structurally distinct from cyclin-dependent 

kinases (Cdk) and play important roles in cell cycle control mechanisms. Of these, Plk1 is the 

best characterised polo-like kinase family member and clearly functions during M phase. The 

function of Plk2, Plk3 and Plk4 remains less clear. 

The aim of this work was to functionally characterize human Plk2 during cell cycle 

progression. Time course experiments in HeLa cells establish that Plk2 protein levels are 

constant during cell cycle progression but the kinase activity is activated by a post-

translational mechanism in late G1 at the same time as Cyclin E/Cdk2 is activated. This 

suggests a role for Plk2 at the G1-to-S-phase transition. Furthermore, in serum starvation 

and release experiments Plk2 activity was activated directly after addition of serum in human 

fibroblasts (Hs68). These results also indicate that Plk2 functions during progression from G0 

to S phase.  

To further investigate the function of Plk2 the protein was ablated (1) by microinjection of 

specific antibodies against Plk2 into human fibroblasts synchronized in G1 and (2) by RNA 

interference. Suppression of the Plk2 function by microinjection as well as by RNA 

interference causes a delay in S-phase entry suggesting that Plk2 is essential for the G1-to-

S-phase transition. The observed block in G1 might be a consequence of blocking the 

initiation of centrosome duplication in these cells because suppression of Plk2 funktion by 

RNA interference prevents centrosome reduplication. Furthermore, following inhibition of 

Plk2 function by overexpressing the kinase inactive mutant Plk2-K111R results in failure of 

centriole duplication during the cell cycle in human fibroblasts. Taken together, the results 

presented herein reveal that Plk2 (1) is rate-limiting for progression from quiescence to S-

phase in human fibroblasts and (2) is required for G1-to-S-phase transition due to regulation 

of centriole duplication in cells.  

Using a yeast two-hybrid screen, c-Myb was identified as a substrate of the Plk2 kinase. 

Since both Plk2 and c-Myb are expressed in hematopoietic cells, Plk2 may be a likely 

candidate to regulate c-Myb activity. The results further demonstrate that Plk2 can physically 

interact with c-Myb in vivo and in vitro. In addition, Plk2 phosphorylates the carboxy-terminal 

part of c-Myb in vitro. These results define a novel signal transduction cascade involving Plk2 

and c-Myb, and suggest a role for both proteins in cytokine-regulated control of 

hematopoietic cell proliferation.  
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