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Zellteilung

Centrosomen und Zytokinese
bei Dictyostelium discoideum
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Die Zellteilung ist ein zeitlich und raumlich streng koordinierter Vorgang. Unsere Arbeiten zielen auf ein
besseres Verstandnis dieses Prozesses, insbesondere im Hinblick auf die Rolle des Centrosoms, die Funktion
des Zytoskeletts und die an der Zytokinese beteiligten regulatorischen Komponenten.

Cell division is a temporarily and spatially highly coordinated process. Our work aims at a better understanding
of this process, in particular with respect to the role of the centrosome, the function of the cytoskeleton and the
regulatory components involved in cytokinesis.
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A Abb. 1: Schematische Darstellung der Centrosom-Duplikation und Kernteilung bei Dictyostelium. Die Centrosom-Duplikation beginnt in der Propha-
se. Die aus den beiden duBeren Lagen der Zentralstruktur des Centrosoms hervorgegangenen mitotischen Centrosomen organisieren eine zentrale
Spindel mit Pol-zu-Pol-Mikrotubuli und Kinetochor-gebundenen Mikrotubuli. Im Laufe des Faltungsprozesses der mitotischen Centrosomen wird je ein
komplettes Centrosom pro Tochterkern regeneriert (verdndert aus Graf et al., Int Rev Cytol (2004) 241:155-202).
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B Bereits Ende des 19. Jahrhun-
derts wurden von dem deutschen
Zellbiologen Walther Flemming
wichtige Beobachtungen zur Zell-
teilung gemacht und die Vertei-
lung des Chromatins beschrie-
ben. Nur wenig spater beschrieb
Theodor Boveri die ,Chromoso-
menindividualitat® und erkann-
te das Centrosom als Zellteilungs-
organell. Zur Untersuchung der
grundlegenden Mechanismen der
Zellteilung und ihrer Regulatoren
dienen heute neben verschiede-
nen Modellsystemen hdoherer
Eukaryoten auch die Hefen Sac-
charomyces cerevisiae und Schi-
zosaccharomyces pombe sowie die
Amobe Dictyostelium discoideum.
Dictyostelium-Zellen @dhneln sehr
stark amoboiden Sdugerzellen
wie beispielsweise neutrophilen
Granulozyten. Dictyostelium lasst
sich im Labor leicht in groBer
Zellzahl kultivieren und eignet
sich nicht nur fiir biochemische,
sondern auch fiir molekularge-
netische und mikroskopische
Experimente. Insbesondere Live
Cell Imaging-Verfahren mit fluo-
reszenzmarkierten Proteinen
haben Dictyostelium zu einem
attraktiven Modellsystem fiir zell-
biologische  Fragestellungen
gemacht.

Centrosomen und Spindel-
bildung

Das Centrosom ist ein nicht von
Membranen umschlossenes Orga-
nell, das vor allem durch seine
Funktion als Mikrotubuli-Orga-
nisationszentrum (MTOC) bei Tie-
ren, Pilzen und niederen Euka-
ryoten bekannt ist. Es spielt eine
Schliisselrolle bei allen Mikrotu-
buli-abhdngigen Prozessen wie
der Organellenpositionierung und
damit der Zellarchitektur oder
der Organisation der Kerntei-
lungsspindel. Auch die der Kern-
teilung (Mitose) folgende Zelltei-
lung (Zytokinese) und die Passa-
ge der Zelle liber einen noch nicht
nédher charakterisierten Check-
point in der G -Phase wird vom
Centrosom gesteuert [1]. Mit
einer GroBe von einem halben bis
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einem Mikrometer stellt es den
groBten Proteinkomplex einer
eukaryotischen Zelle dar. Somit
verwundert es auch nicht, dass
isolierte Centrosomen in mas-
senspektrometrischen Analysen
ein Inventar in der GréBenord-
nung von 100 verschiedenen Pro-
teinen aufweisen. Eine besonde-
re Eigenschaft des Centrosoms
ist, sich genau einmal pro Zell-

zyklus zu verdoppeln. Diese Ver-
doppelung ist Voraussetzung fiir
die Ausbildung des bipolaren
Spindelfaserapparats bei der Mit-
ose, in welcher die Aufteilung der
Chromosomen auf die Tochter-
zellen erfolgt.

Aufgrund neuerer Forschun-
gen zur acentrosomalen Spindel-
bildung geht man inzwischen
davon aus, dass die Centrosomen

die Spindelbildung meist nicht
allein organisieren, denn es wur-
de erkannt, dass auch die Chro-
mosomen in Zusammenarbeit mit
Chromatin-assoziierten Spindel-
bildungsfaktoren, Kinesinen und
Dynein in der Lage sind, bipolare
Spindeln zu organisieren. Auch
wenn das AusmalB des Anteils
acentrosomaler und centrosoma-
ler Mechanismen bei der Spin-
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kontraktiler Ring Mikrotubuli  Aktin

A Abb. 2: Interphase und Zellteilung bei Dictyostelium-Zellen. A, Immunfluoreszenz-Dekonvolu-
tionsmikroskopie von fixierten Dictyostelium-Zellen mit Immunfarbung gegen Mikrotubuli (griin)
und dem centrosomalen Markerprotein DACP224 (rot). Die Centrosomen erscheinen in der
gezeigten Uberlagerung der Farbkanile wegen ihrer Ko-Lokalisation mit Mikrotubuli gelb. Die
DAPI-geféarbten Zellkerne sind blau dargestellt. MaBstab: 2 um. (Abbildung: R. Graf, www.dicty-
base.org). B, Spate Mitosestadien und Zytokinese. Durch Expression von RFP-Histon 2b und GFP-
o-Tubulin werden Chromosomen (rot) und Spindel (griin) sichtbar gemacht. Die Einschniirung des
Zellkorpers erfolgt erst in der spaten Telophase, Zeitverlauf in Sekunden. C, Schematische Dar-
stellung der Beteiligung des Aktinzytoskeletts. Aktin findet sich an den Zellpolen und ist an der
Bildung des kontraktilen Rings beteiligt (oben). Aktin-bindende Proteine, wie z. B. Aip1 (actin-
interacting protein 1), lokalisieren an den Zellpolen (Mitte) oder in der Teilungsfurche, wie Corte-
xillin (unten). Die Visualisierung erfolgt durch Expression GFP-markierter Fusionsproteine.

delbildung sicher Zelltyp-abhangig ist, besteht
kein Zweifel, dass das Vorhandensein iiber-
zahliger Centrosomen aufgrund fehlerhafter
Centrosom-Duplikation oder Zellteilung die
Ausbildung multipolarer Spindeln und
indquatoriale Chromosomensegregation
beglinstigt. Da iiberzdhlige Centrosomen ein
Charakteristikum von Tumorzellen sind, ist
die Biogenese von Centrosomen und deren
Regulation von besonderem Interesse.

Die Morphologie von Centrosomen unter-
scheidet sich in unterschiedlichen Gruppen
von Organismen grundlegend. Centrosomen
in Tieren und allen tibrigen Organismen mit
Zilien oder Flagellen sind durch den Besitz
eines Centriolen-Paares charakterisiert. Cen-
triolen sind Hohlzylinder aus Mikrotubuli,
die in eine pericentriolare Proteinmatrix ein-

gebettet sind, die reich an Mikrotubuli-Nukle-
ationskomplexen ist. Davon zu unterscheiden
sind die morphologisch variantenreichen
acentriolaren Centrosomen von Pilzen und
niederen Eukaryoten, wie z. B. der Spindel-
polkorper der Backerhefe oder das Dictyoste-
lium-Centrosom. Da der GroBteil der centro-
somalen Proteine keine katalytische Aktivitat
besitzt, ist der Vergleich von Centrosomen in
Organismen mit unterschiedlichen centroso-
malen Strukturen ein sinnvoller Ansatz zur
Erforschung der universellen Funktionen.
Das Dictyostelium-Centrosom setzt sich
zusammen aus einer schachtelformigen,
geschichteten Zentralstruktur mit drei Haupt-
schichten und einer lockereren Protein-
schicht, der Corona, welche die dreilagige
Zentralstruktur umschlieBSt (Abb. 1). Wie bei

allen vegetativen Zellen ist das Centrosom
stets eng mit dem Zellkern assoziiert und
befindet sich auf dessen zytosolischer Seite
(Abb. 2A). Diese Assoziation beruht auf einer
Verbindung des Centrosoms iiber beide Mem-
branen der Kernhiille hinweg mit den als
Cluster vorliegenden Centromeren auf der
Kerninnenseite. Sie wird unter anderem von
dem in beiden Kernhiillenmembranen vor-
liegenden Protein Sun1 vermittelt und besteht
iiber den gesamten Zellzyklus hinweg. In die
Corona sind die y-Tubulin-haltigen Mikrotu-
buli-Nukleationskomplexe und weitere bei
der Mikrotubuli-Dynamik beteiligte Proteine
eingebettet. Anders als bei Centriol-haltigen
Centrosomen ist die Centrosom-Duplikation
nicht mit der S-Phase, sondern mit dem Uber-
gang zur M-Phase synchronisiert. Sie beginnt
mit dem Dissoziieren der Corona und der
Depolymerisation aller Mikrotubuli. Die sich
replizierende Struktur stellt nun die Zentral-
struktur dar, die den Centriolen bzw. der mitt-
leren Lage des Backerhefe-Spindelpolkorpers
entspricht [2]. Die beiden mitotischen Cen-
trosomen, die jeweils aus den duBeren Lagen
der Zentralstruktur hervorgegangen sind,
befinden sich wahrend der Mitose in je einem
Fenster (Fenestra) der Kernhiille eingebettet.
Die Kernhtille wird bei dieser geschlossenen
Form der Mitose nicht aufgelost.

Inzwischen konnten durch verschiedene
Techniken, allen voran der massenspektro-
metrischen Analyse isolierter Centrosomen,
etwa 40 verschiedene centrosomale und Cen-
trosom-assoziierte Proteine von Dictyostelium
molekular und teilweise auch funktionell ein-
gehender charakterisiert werden [3].
Besonders interessant sind hier Proteine,
deren Manipulation zu Stérungen der Cen-
trosom-Duplikation, der Spindelbildung oder
der Assoziation mit dem Zellkern fiihren
(Abb. 3A, B). Zum Beispiel induziert die regu-
lierbare Uberexpression des Coronaproteins
DdCP224 die reversible Bildung tiberzahli-
ger Centrosomen. Ahnlich wie Krebszellen
mit iberzdhligen Centrosomen, die Mecha-
nismen entwickelt haben, um schwerwie-
gende Fehler wahrend der Chromosomen-
segregation aufgrund multipolarer Spindeln
weitestgehend zu verhindern, sind Dictyoste-
lium-Zellen in der Lage, die Zahl tiberzahli-
ger Centrosomen zu reduzieren.

Die Rolle des Zytoskeletts bei der
Zytokinese

Unmittelbar nach Abschluss der Mitose, die
flir die Aufteilung des genetischen Materials
auf die Tochterzellen sorgt, erfolgt die Zyto-
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kinese, welche durch eine Einschniirung des
Zellkorpers und die Bildung der Tochterzellen
gekennzeichnet ist (Abb. 2B). Durch geneti-
sche Studien konnten in S. pombe insgesamt
130 an der Zytokinese beteiligte Proteine iden-
tifiziert werden [4]. Auch fiir eine Reihe von
Zytoskelettproteinen wurde ihre funktionelle
Beteiligung bei der Zellteilung nachgewiesen
[5]. Hier waren unter anderem auch Arbei-
ten an gentechnisch veranderten Mutanten
von Dictyostelium richtungweisend und haben
die Bedeutung spezifischer und zum Teil hoch
konservierter Komponenten des Aktinzyto-
skeletts fiir die Zellteilung nachgewiesen.
Die Zytokinese ldsst sich in folgende
Abschnitte gliedern: (1) die Positionierung
der Teilungsfurche, (2) die Ausbildung eines
kontraktilen Aktin-Myosin-Rings, (3) die Ein-
schniirung und Disassemblierung des
kontraktilen Rings und (4) die Trennung der
Tochterzellen durch Membranfusion. Bei Dic-
tyostelium und bei tierischen Zellen sind
Mikrotubuli an der Festlegung der Teilungs-
furche beteiligt. Dabei positioniert die mito-
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tische Spindel die Teilungsfurche in der Mit-
te der longitudinalen Spindelachse im Bereich
der sogenannten midzone. Die midzone ist der
Bereich, in dem Nicht-Kinetochor-Mikrotu-
buli beider Spindelpole wahrend der Ana-
phase tiberlappen. Die mitotische Spindel sen-
det zwei aufeinanderfolgende Signale aus,
welche fiir die Positionierung der Teilungs-
furche bedeutend sind [6]. Die astralen Mikro-
tubuli, die den Kontakt zwischen den Spin-
delpolen und dem Zellcortex herstellen, ver-
mitteln ein erstes Signal, die midzone ein
zweites; diese Signale beeinflussen sich
gegenseitig und steuern Prozesse, die zur Ein-
schniirung des Zellcortex fiihren.

Der Mechanismus der Zellteilung mittels
eines kontraktilen Rings aus Aktin, Myosin II
und weiteren assoziierten Proteinen (Abb.
2C) muss sich bereits vor Millionen von Jah-
ren in einem gemeinsamen Vorfahren von Pil-
zen, Amoben und tierischen Zellen entwickelt
haben. Myosin II assembliert als Motorpro-
tein zu Minifilamenten, die an Aktinfilamen-
ten entlanggleiten und dhnlich wie im Muskel

die kontraktile Kraft erzeugen, welche die
Einschniirung der Furche vorantreibt. Die
Funktion von Nicht-Muskel-Myosin II und
dessen universelle Bedeutung fiir die Zytoki-
nese wurde erst durch Arbeiten an Dictyoste-
lium offensichtlich, in denen gezeigt wurde,
dass ohne Myosin II keine reguléren Tei-
lungsfurchen gebildet werden (Abb. 3C). Den-
noch ist die Ausbildung des Aktomyosin-Rings
zumindest bei Dictyostelium nicht essenziell,
da Zellen, die an einem festen Substrat anhaf-
ten, noch in der Lage sind, sich durch einen
Myosin-II-unabhdngigen Mechanismus zu tei-
len. Dabei sind auch Aktin-regulierende Pro-
teine beteiligt, die wahrend der Zytokinese
entweder an den Zellpolen lokalisiert sind,
wie z. B. Coronin oder Aip1, oder aber in der
Teilungsfurche, wie Cortexillin (Abb. 2C).
Null-Mutanten dieser Proteine weisen typi-
sche Zellteilungsdefekte auf.

Ein entscheidender Aspekt einer erfolgrei-
chen Zellteilung ist die perfekte Koordination
der Kernteilung mit der Zytokinese. Hierbei
auftretende Fehler fiihren zu Aneuploidien
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und Polyploidien. Von universeller Bedeutung
sind hier die Cyklin-abhdngigen Kinasen
(CDKs) und die Polo-Kinase. Zudem wurde in
Dictyostelium ein Signaltransduktionsweg
identifiziert, der dem SIN(septation initiation
network)-Signalweg von S. pombe dhnelt. In
S. pombe Kontrolliert dieser Signalweg Vor-
gange am Ende der Mitose und initiiert die
Einschniirung des kontraktilen Rings, wel-
cher zur Ausbildung des Septums notwendig
ist. Zentral fiir die Untersuchungen des SIN-
homologen Signalwegs bei Dictyostelium war
eine Cdc7p-homologe Kinase (SepA), die in
einem Screen fiir Zellteilungsstérungen iden-
tifiziert wurde [7]. Dabei zeigte sich, dass die
SepA-Kinase an der Ausbildung der Tei-
lungsfurche beteiligt ist (Abb. 3D). Die Mecha-
nismen, die an der Regulation der Zytokine-
se beteiligt sind und letztlich die Reorgani-
sation im Zellcortex bewerkstelligen und zur
Bildung einer Teilungsfurche beitragen, sind
Gegenstand derzeitiger Untersuchungen. M
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<« Abb. 3: Centrosomale Aberrationen und
Storungen der Zellteilung. A, B, Immunfluo-
reszenz-Dekonvolutionsmikroskopie von
fixierten Dictyostelium-Zellen, die das Kern-
hiillenprotein Sun1 iberexprimieren. Die
Uberexpression fiihrt zur Aufhebung der
Centrosom-Zellkernverbindung. Die betroffe-
nen Zellen sind haufig mehrkernig und ent-
halten mehr als ein Centrosom pro Zellkern
(blau). Die Centrosomen werden hier als
MTOCs in der Immunfarbung gegen Mikrotu-
buli (griin) visualisiert. B, mitotische mehr-
kernige Zelle. Zu erkennen ist, dass die iiber-
zéhligen Centrosomen, wenn sie nicht Kern-
assoziiert sind, nicht mit der Chromosomen-
segregation interferieren. C, Dictyostelium-
Zellen ohne Myosin Il zeigen synchrone Mit-
osen, bilden aber keine Teilungsfurchen.

D, Dictyostelium-Zellen, denen die Kinase
SepA fehlt, bilden oftmals keine regularen
Teilungsfurchen und sind durch extrem
asymmetrische Furchungen gekennzeichnet,
die zur Zerteilung sehr groBer Zellen fiihren.
Die Zellen in C und D exprimieren GFP-o-
Tubulin (griin) zur Visualisierung mitotischer
Spindeln.
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