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8|Zusammenfassung

Zusammenfassung

Ein wichtiger Kontrollmechanismus des Zellzyklus ist die irreversible Proteolyse von Zellzyk-
lus-Regulatoren. Dabei markieren E3-Ligasen Zielproteine durch Ubiquitinmolekiile. Fiir den
Abbau in der Mitose und der G1-Phase reguliert der APC/C-Komplex (Anaphase-Promoting-
Complex/Cyclosome) als E3-Ligase den zeitlichen Verlauf des Zellzyklus. Die Aktivitiat des
APC/C wiederum wird in den librigen Zellzyklusstadien durch Phosphorylierung und durch
Proteine der Rcal/Emil-Proteinfamilie inaktiv gehalten.

Fiir eine vollstindige APC/CFzr-Aktivitdt in der G1-Phase muss Rcal seine inhibitorische
Funktion auf den APC/CFz verlieren. Es konnte gezeigt werden, dass Rcal iiber einen anderen
Mechanismus abgebaut wird als das Ortholog Emil. Wahrend Emil bereits in der Mitose
SCFBTRCP-yermittelt abgebaut wird, ist bei Rcal ein Abbau erst in der frithen G1-Phase zu
erkennen.

Fiir die Identifizierung der Abbausequenz wurden in dieser Arbeit live-cell-imaging und
Durchflusszytometrie verwendet. Dazu wurden Schneiderzellen transient mit Fluoreszenz-
markierten Rcal-Deletions-Derivate transfiziert und die Stabilitdt in G1 ndher untersucht.
Auf diese Weise wurden eine Abbausequenz im N-terminalen Bereich sowie eine im zentra-
len C-terminalen Bereich von Rcal identifiziert. Letztere beinhaltet neben einer fiir Rcal neu
entdeckten Linkerregion eine KEN-Box-Domane, die als bekannte Erkennungssequenz fir
APC/CFzr-Substrate gilt und somit eine direkte Verbindung zum APC/CFz-Komplex herstellt.
In verschiedenen Experimenten konnte gezeigt werden, dass der Rcal-Abbau mit der Akti-
vierung des APC/CFzr zusammen féllt. In der G1-Phase beginnt der Abbau von Rcal zeitgleich
mit anderen APC/C-Substraten. Eine verfriihte Aktivierung des APC/CFz durch die Uberex-
pression von Fzr fiihrt ebenfalls zu einem zeitgleich beginnenden Abbau in der Interphase.
Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass die Stabilitdt von Rcal direkt von seiner Fahigkeit
abhingt, den APC/CFzr zu inaktivieren. Wahrend ein aktives Rcal seinen eigenen Abbau
verzégern kann, wird der Abbau eines inaktiven Rcal durch die Uberexpression von Fzr
beschleunigt.

Diese Ergebnisse lassen darauf schliefden, dass Rcal wahrend der S- und G2-Phase ein Inhi-
bitor des APC/CFz ist, jedoch im Verlauf der G1-Phase zu einem Substrat des APC/CFzr wird.
Um einen endgiiltigen Nachweis zu erhalten, dass Rcal sowohl Inhibitor als auch Substrat des
APC/CFzr ist, wurde ein Drosophila-spezifischer, biochemischer in vitro-Ubiquitiny-
lierungsassay etabliert. In diesem Assay konnte eine Ubiquitinylierung von APC/C-Substraten
beobachtet werden und soll nun fiir die Analyse von Rcal als Inhibitor des APC/C als auch als

Substrat des APC/C eingesetzt werden.
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Abstract

For progression through the cell cycle, alternate degradation and accumulation of regulato-
ry proteins are essential. Proteolysis of cell cycle regulators is initiated by E3 ligases that
mediate polyubiquitination of substrate molecules. The anaphase-promoting com-
plex/cyclosome (APC/C) is such an ubiquitin-ligase that is active during mitosis and G1-
phase but needs to be inactive during S- and G2-phase. Inactivation of the APC/C involves
proteins of the Emil/Rcal family. Inhibition of the APC/C by Rcal has to be reversed to
allow full APC/C activity. In the case of the vertebrate Emil, this is achieved by its proteoly-
sis during mitosis, initiated by SCF£Tre? dependent ubiquitination. Rcal is stable throughout
mitosis and gets rapidly degraded when cells enter the G1-phase, suggesting a different
degradation mechanism.

In this work, live-cell-imaging and flow cytometry of transfected Drosophila tissue culture
cells were used to identify the sequences as well as the mechanism responsible for the
degradation of GFP- and Cherry-tagged Rcal-proteins. Two distinct degradation sequences
could be identified in the N- and C-terminal part of Rcal, respectively. In the latter case, the
KEN-box together with a newly identified linker-region is necessary for Rcal degradation.
The KEN-box is a well characterized recognition site of APC/CFz-substrates and implies the
involvement of APC/C in the degradation mechanism of Rcal. Several experiments could
show that the degradation of Rcal resembles the degradation of other substrates of the
APC/CFzr-complex. This was seen in direct comparison to Geminin and CyclinB in G1 but also
after APC/CFz activation during interphase following overexpression of Fzr. Furthermore, it
could be shown that the stability of Rcal depends on its ability to inhibit the APC/CFz. An
active Rcal can reduce its own degradation while the degradation of an inactive Rcal can be
speed up by a higher concentration of Fzr.

These findings suggest that Rcal can be switched from an inhibitor of the APC/CFzr-complex
during S- and G2-phase to a substrate of APC/CFz in G1. This switch could be induced by a
modification for example a phosphorylation as it is seen by the human ortholog Emil.

In order to test biochemically, whether and how Rcal can act as both inhibitor and substrate
for APC/CFz, an assay was established to analyse APC/C-dependent ubiquitination in vitro.
This assay can now be used in further experiments to examine the way how Rcal acts as an

inhibitor and as a substrate for the APC/C.
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1 Einleitung

Die Zelle ist die kleinste funktionelle Einheit eines Organismus. Dennoch besitzt diese
einen so komplexen Aufbau und eine derart hohe Organisation, dass sie bis heute nicht
vollstindig verstanden ist. Im Gegensatz zu einzelligen Prokaryoten sind ein- oder
mehrzellige Eukaryoten zusatzlich noch in verschiedene intrazellulaire Kompartimente
aufgeteilt. Nur durch das Zusammenwirken der einzelnen Kompartimente sind eukaryo-
tische Zellen in der Lage, komplexe Ablaufe wie zum Beispiel das Zellwachstum oder die
Zellteilung zu steuern.

Dabei stellt die Zellteilung den Fortbestand jeglichen Lebens dar, bei der sich aus einem
Einzeller ein neuer einzelliger Organismus entwickelt oder bei einem Mehrzeller nach
der Befruchtung der Eizelle, aus einer einzigen Zelle durch viele Zellteilungen ein Orga-

nismus entsteht, in dem jede Zelle eine bestimmte Funktion erfiillt.

1.1 Der eukaryotische Zellzyklus

Die Periode von einer Zellteilung bis zur nachsten wird als Zellzyklus bezeichnet und ist
eine prazise Abfolge an Vorgangen, die zur Entstehung von zwei Tochterzellen fiihrt,
von denen jede eine exakte Kopie der elterlichen Chromosomen enthilt. Der Zellzyklus
wird in vier Phasen unterteilt. Der als Mitose bezeichneten Phase (M-Phase) mit der
Teilung des Zellkerns und der Trennung in zwei Tochterzellen (Zytokinese) ist die In-
terphase angeschlossen. Diese befindet sich zwischen zwei M-Phasen und wird in G1-, S-
und G2-Phase untergliedert.

Als G1 (,,gap”) wird die Phase nach Abschluss der Mitose bezeichnet und dient der Zelle
in erster Linie zum Wachstum. Zuséatzlich werden in ihr RNA und Proteine produziert,
die fiir die angeschlossene S-Phase (,synthesis“) benotigt werden (Morgan, 2007). In
dieser Phase findet die Verdopplung der Chromosomen statt, so dass die beiden
Schwesterchromatiden in der Mitose auf Mutter- und Tochterzelle verteilt werden
konnen. Zwischen der Synthese der DNA und der Zellteilung wird die replizierte DNA in
der G2-Phase auf Fehler tiberpriift und die Zelle bereitet sich auf die erneute Mitose vor.
Wahrend der Mitose durchlauft die Zelle grofRe morphologische Verdnderungen. In den
meisten eukaryotischen Zellen, mit Ausnahme von Hefen, 16st sich in der Prophase die
Kernmembran auf und die Chromosomen beginnen zu kondensieren. Dabei werden die

beiden Schwesterchromatiden tiber Cohesine zusammengehalten. Im Zytoplasma bildet
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sich ausgehend von den beiden Zentrosomen, der Spindelapparat aus. In der Prometa-
phase elongieren die Mikrotubuli der Kernspindel und nehmen Kontakt zu den Kine-
tochoren der Schwesterchromatiden auf. Sobald sich die Chromosomen in der Metapha-
se entlang der sogenannten Metaphase-Platte angelagert haben und alle Kinetochore
durch Mikrotubuli besetzt sind, werden zu Beginn der Anaphase die Cohesine gespalten
und es erfolgt die Trennung der Kinetochore und die Aufteilung der Schwesterchroma-
tiden auf Tochter- und Mutterzelle (Cohen-Fix und Koshland, 1997). In der Telophase
dekondensieren die Chromosomen und die Zellkerne bilden sich neu aus. Aber erst mit
Ausbildung einer neuen Zellmembran und der vollstindigen Trennung beider Zellen in
der Zytokinese wird der Zellzyklus abgeschlossen. Die einzelnen Vorginge unterliegen
dabei prazisen Kontrollmechanismen, die sicherstellen, dass sowohl die DNA-
Replikation der Chromosomen, als auch die Verteilung der Schwesterchromatide fehler-
los und in der richtigen Reihenfolge ablaufen. Der zeitlich korrekte Ablauf und die Ge-
schwindigkeit von Zellteilungen in einem Organismus sind entscheidend fiir den norma-
len Verlauf der Entwicklung, ein Fehlverhalten fiihrt zum Absterben der Zelle oder zu

unkontrollierten Zellteilungen, wie es bei Krebszellen der Fall ist.

1.2 Zellteilungszyklen der Drosophila-Embryogenese

In der Entwicklung eines Drosophila-Embryos werden verschiedene Zellteilungszyklen
durchlaufen (Orr-Weaver, 1994; Vidwans und Su, 2001). In den ersten 13 Zellzyklen
finden nur Kernteilungen statt, die Zytokinese unterbleibt (Abb. 1.1 A). Dabei wird das
Genom im Zytoplasma des Embryos in der S-Phase verdoppelt und in einer anschlie-
Benden Mitose auf verschiedene Zellkerne aufgeteilt. Ein besonderes Merkmal ist das
Fehlen der G1- und G2-Phasen, weshalb jeder Zellzyklus nur 9-12 Minuten dauert. Auf-
grund der synchron ablaufenden Zellzyklen, wird es auch als synzytialer Zyklus be-
zeichnet und fiihrt zu einem exponentiellen Anstieg von Zellkernen innerhalb der synzy-
tialen Eizelle und zu einer extrem schnellen Vervielfachung des Genoms.

Fiir diese synzytialen Zyklen zu Beginn der Entwicklung sind zwei Cyclin-abhingige-
Kinasen (Cdks) Cdk1 und Cdk2, verschiedene Cycline, sowie die String (stg) Phosphata-
se verantwortlich, die wiahrend der Oogenese als RNA oder als Proteine von der Mutter
im Ei deponiert werden. String sorgt nach der S-Phase fiir die Aktivierung von Cdk1,
wodurch die Zelle direkt in die Mitose eintreten kann (Edgar, et al, 1994; O'Farrell, et
al., 1989). Nach der Mitose wiederum erméglicht der maternal vererbte, aktive CyclinE-

Cdk2-Komplex den direkten Eintritt in die S-Phase.
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Abbildung 1.1: Die verschiedenen Zellteilungszyklen in der Drosophila-Embryogenese

A) In den ersten 13 Zellzyklen finden nur Kernteilungen statt bei denen sich S- und M-Phase
abwechseln. Die Zytokinese unterbleibt.

B) Das Fehlen von String fuhrt bei gleichzeitig einsetzender Zellularisierung in den Zellzyklen 14-
16 erstmals zu einer G2-Phase.

C) Die Abschaltung der CyclinE-Transkription und die vollstandige Inhibierung von CyclinE-Cdk2
durch die Expression des CyclinE-Cdk2-Inhibitors Dacapo ermdglicht den Zellen nach Zellzyklus
16 den Eintritt in die G1-Phase.

Nach Mitose 13 sind die Vorrdate an maternal gespeichertem stg aufgebraucht und die
Expression von String unterliegt ab diesem Zeitpunkt einer zeitlich und o6rtlich exakt
differenzierten Transkriptionskontrolle (Edgar und Datar, 1996). Das Fehlen von String
fiihrt bei gleichzeitig einsetzender Zellularisierung erstmals zu einer G2-Phase und
somit zu einer entwicklungsabhdngigen Regulation des Eintritts in die Mitose
(Abb. 1.1 B). Der Eintritt in die S-Phase erfolgt jedoch weiterhin ohne erkennbare G1-
Phase, da maternales CyclinE-Cdk2 weiterhin in ausreichendem Mafde vorhanden ist
(Knoblich, et al., 1994).

Die meisten Zellen des Embryos teilen sich nach der Zellularisierung noch dreimal und
treten nach Mitose 16 zum ersten Mal in eine quieszente G1-Phase ein (Abb. 1.1 C). Der
Eintritt in die erste G1-Phase ist dabei von der Inaktivierung der CyclinE-Cdk2- und

CyclinA-Cdk1-Komplexe abhingig, da beide Komplexe die S-Phase induzieren kénnen.
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Dazu wird die zygotische Transkription von CyclinE abgeschaltet. Zusatzlich lauft die
maternale Kontribution an CyclinE-mRNA aus (Knoblich, et al.,, 1994). Fiir eine vollstin-
dige Inaktivierung von CyclinE sorgt die erstmalige Transkription des Cyclin-
abhdngigen Kinase Inhibitors (CKI) dacapo (dap). Dacapo ist ein zu den CIP/KIP-
Inhibitoren aus Vertebraten orthologes Protein, das an bereits vorhandene CyclinE-
Cdk2-Komplexe bindet und diese dadurch inhibiert. Die Abschaltung der CyclinE-
Transkription ermdoglicht der Zelle die Transkription von Fzr, einem Aktivator des Ana-
phase-Promoting-Komplexes (APC/C, Kapitel 1.5), der fiir den Abbau von CyclinA zu
Beginn der Mitose sorgt. Erst dadurch ist nach dem CyclinE-Cdk2-Komplex auch der
CyclinA-Cdk1-Komplex inaktiviert und die Zelle kann in die erste G1-Phase eintreten
(Sigrist, et al., 1995).

Am besten untersucht ist dieser molekulare Mechanismus in der embryonalen Epider-
mis, da sich die epidermalen Zellen relativ synchron teilen und nach Mitose 16 in der
G1-Phase verbleiben (Foe, 1989). Im Gegensatz dazu durchlaufen u.a. Zellen des Ner-
vensystems in der embryonalen Entwicklung von Drosophila weitere Zellteilungszyklen.
Um weitere Teilungen durchzufiihren, werden in diesen Zellen wieder CyclinE und
String exprimiert, wobei vor allem die CyclinE Expression essentiell ist (Knoblich, et al,
1994).

Eine weitere Art des Zellzyklus findet man vor allem im Larvenstadium, aber auch in der
spaten Embryogenese tritt dieser Zyklus auf. Bestimmte Zellgruppen beginnen in einem
definierten Muster zu endoreplizieren, angefangen mit der Speicheldriise, iiber den
anterioren und posterioren Darm, bis zum zentralen Mitteldarm (Smith und Orr-
Weaver, 1991). In diesen sogenannten Endoreplikationszyklen wird die DNA mehrfach
repliziert, ohne dass die Zellen eine Mitose durchlaufen oder eine Zellteilung erfolgt
(Edgar und Orr-Weaver, 2001). Fiir das Ausbleiben der M-Phasen wihrend der Endo-
replikation wird ein weiterer Regulationsmechanismus benétigt, der ebenfalls bei der
Abschaltung der mitotischen Regulatoren String, CyclinA und CyclinB eingreift (Sauer, et
al,, 1995) und die Expression von CyclinE fiir die S-Phasen der Endoreplikationszyklen
notwendig macht (Knoblich, et al., 1994).

Eine besondere Bedeutung in der Entwicklung von Drosophila kommt den Imaginalsch-
eiben zu, die wahrend der Entwicklung der Larve ausgebildet werden und aus denen
spater die adulte Fliege hervorgeht. Die Imaginalscheiben einer frisch geschliipften
Larve bestehen aus 10 bis 50 Zellen. Diese werden bis zur Verpuppung auf etwa 100000

Zellen vermehrt und differenzieren danach zu Geweben wie Fliigel oder Augen. Wah-
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rend der Vermehrung der imaginalen Zellen in den Larvalstadien nimmt neben der
Zellzahl auch die Zellmasse zu. Dieser Zuwachs an Masse wird in den imaginalen Zell-
zyklen durch eine G1-Phase vor der S-Phase und einer G2-Phase vor der Mitose erreicht.
Mit dem Verlauf G1-, S-, G2-, M-Phase entspricht dieser imaginale Zellzyklus dem ,klas-
sischen“ Zellzyklus. In diesem wird der Eintritt in S- und M-Phase durch die Expression
von CyclinE und String reguliert (Johnston und Edgar, 1998; Neufeld, et al, 1998;
Richardson, et al., 1995)

1.3 Cyclin-abhangige Kinasen regulieren den ZellzyKklus

Je nach Entwicklungsstadium kommen in Drosophila verschiedene Zellzyklen zum Ein-
satz. Die Koordination des Ablaufes und die Geschwindigkeit der Zellteilung werden
dabei von molekularen Kontrollsystemen an bestimmten Kontrollpunkten im Zellzyklus
gesteuert. Erst wenn bestimmte Voraussetzungen erfiillt sind, kann die Zelle den Kon-
trollpunkt tiberschreiten und in die nachste Zellzyklusphase eintreten.

Die als molekularer Taktgeber verantwortlichen Cyclin-abhingigen Kinasen (Cdk) wur-
den in genetischen Analysen in der Hefe Saccharomyces cerevisiae und in Schizosac-
charomyces pombe (Hartwell, et al., 1974; Nurse, et al., 1976) identifiziert. Dabei handelt
es sich um konservierte Serin/Threonin-Kinasen, deren Aktivititen im Verlauf des
Zellzyklus oszillieren und dadurch den Eintritt in die Mitose und den Eintritt in die S-
Phase regulieren. Entscheidend fiir die Aktivitit ist die Bildung eines Komplexes der
katalytischen Untereinheit Cdk mit der regulatorischen Untereinheit Cyclin (Murray,
2004). Die Cdk-Cyclin-Komplexe phosphorylieren Zielproteine und aktivieren oder
inhibieren auf diese Weise regulatorische Kaskaden. Ebenso wie ihre Substrate werden
auch die Cdk-Cyclin-Komplexe iiber Phosphorylierung aktiviert oder inaktiviert. Wah-
rend in Hefen nur eine Cdk fiir den Zellzyklus verantwortlich ist, sind in hoheren Orga-
nismen mehrere Cdks notwendig. In der Backerhefe assoziiert Cdk1 (Cdc28) mit neun
verschiedenen Cyclinen um den Zellzyklus zu regulieren. In der G1-Phase interagiert
Cdk1 mit CIn1-3 (Nasmyth, 1993), in der S-Phase mit den S-Phase Cyclinen Clb 5-6
(Murray, 2004) und fiir den Eintritt in die Mitose wird Cdk1 durch die Interaktion mit
den M-Phase Cyclinen Clb 1-4 (Andrews und Measday, 1998) aktiviert. In hoheren Or-
ganismen werden Cdk4 und Cdké6 in der G1-Phase mit D-Typ Cyclinen aktiviert und
Cdk2 sorgt mit A- und E-Typ Cyclinen fiir die Initiation der DNA-Replikation (Edgar und
Lehner, 1996). Fiir den Eintritt in die Mitose ist hauptsadchlich Cdk1 mit B-Typ Cyclinen

verantwortlich (Sigrist, et al., 1995). Zusatzlich zu der primdren Funktion im Zellzyklus



Einleitung |15

konnten den Cyclin-abhédngigen Kinasen in den letzten Jahren noch weitere Aufgaben in
der Zelle zugeordnet werden. Neben den bereits erwdhnten Cdks wurden noch weitere
identifiziert, deren Funktion nicht immer bei der Regulation des Zellzyklus zu finden ist
(Lim und Kaldis, 2013).

Wahrende die Cyclin-abhangigen Kinasen im Zellzyklus konstant vorhanden sind, fluk-
tuieren die Level ihrer aktivierenden Cycline (Murray, 2004; Murray, et al, 1989). Zu-
satzlich wird die Aktivitat der Cdks iiber sogenannte Cyclin-abhdngige Kinase Inhibito-
ren (CKI) kontrolliert, deren Expressionslevel ebenfalls stark variiert (Lane, et al.,
1996). Die Regulation der Cycline und der CKIs geschieht zum Teil auf Ebene der Tran-
skription, hauptsachlich werden sie jedoch im Ubiquitin-Proteasom-System abgebaut
(Lim und Kaldis, 2013; Morgan, 2007), wodurch dem Fortschreiten des Zellzyklus eine

unidirektionale Richtung vorgegeben wird.

1.4 Die Ubiquitin-abhdngige Proteolyse

Cycline und viele andere Zellzyklusregulatoren werden durch Anheften von mehreren
Ubiquitinen erkannt und durch das Proteasom abgebaut (Voges, et al, 1999). Ubiquitin
ist ein hoch konserviertes Protein, bestehend aus 76 Aminosauren, das in allen Eukaryo-
ten vorhanden ist. Der C-terminale Glycinrest G76 von Ubiquitin wird an ein Lysinrest
des abzubauenden Substrats geknlipft. Dies geschieht iiber eine Kaskade von drei ver-
schiedenen Enzymen: Ubiquitin-aktivierendes Enzym (E1), Ubiquitin-konjugierendes
Enzym (E2) und Ubiquitin-iibertragende Ligase (E3). In einem ersten Schritt wird eine
Thioesterbindung zwischen einem Cystein des E1-Enzyms und der C-terminalen Car-
boxygruppe des Ubiquitins geschaffen. Flir diese energieaufwendige , Aktivierung” des
Ubiquitins wird ein ATP in ein AMP hydrolysiert. Das aktivierte Ubiquitin wird in einem
zweiten Schritt durch Transesterifizierung vom E1-Enzym auf das katalytische Cystein
des E2-Enzyms iibertragen (Ciechanover und Schwartz, 1994) und von dort in dem
wohl am starksten regulierten, finalen Schritt von der E3-Ligase an das Zielprotein
gekniipft. Dabei katalysiert die E3-Ligase die Bildung einer Isopeptidbindung zwischen
dem C-Terminus des Ubiquitins und einem Lysin des Substrats.

Neben der Substratspezifitit der E3-Ligase bilden die E2-Enzyme aus der hochkonser-
vierten Proteinfamilie ,ubiquitin-conjugating enzyme“ (UBC) eine erste Moglichkeit der
Regulation (Matuschewski, et al, 1996). Im Gegensatz zum E1-Enzym, bei dem mit
Ausnahme von Pflanzen fiir den aktivierenden Schritt in der Regel nur ein einziges E1-

Enzym verantwortlich ist (Haas und Rose, 1982), gibt es viele E2-Enzyme, die teilweise
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sehr spezifische Funktionen haben und nur mit einer E3-Ligase interagieren konnen,
wahrend andere eher unspezifisch mit mehreren E3-Ligasen wechselwirken (Brzovic
und Klevit, 2006). In einer anderen Klassifizierung werden die E2-Enzyme auf die Art
der Ubiquitinylierung eingeteilt. Es gibt E2-Enzyme, die fiir die Monoubiquitinylierung
der Substrate zustindig sind, wahrend andere E2-Enzyme die Polyubiquitinylierung
tibernehmen. So sind in humanen Zellen UbcH5 und UbcH10 fiir die Monoubiquitinylie-
rung von Zellzyklus-spezifischen Substraten notwendig und Ube2S sorgt fiir die Ketten-
verlangerung und somit fiir den Abbau im Proteasom (Garnett, et al., 2009). Neben der
Polyubiquitinylierung von Proteinen fiir den proteasomalen Abbau, werden durch ein-
fache- oder mehrfache Monoubiquitinylierungen an verschiedenen Lysinresten des
Proteins andere Wege beschritten, die zum Beispiel Endozytose oder DNA-Reparatur
zur Folge haben (Mukhopadhyay und Riezman, 2007). Interessanterweise sind manche
E2-Enzyme in der Lage, bestimmten Substraten auch ohne E3-Ligase ein Ubiquitin zu
tibertragen (Hoeller, et al., 2007).

In der Regel wird fiir die Ubertragung des Ubiquitins auf das Substrat aber eine E3-
Ligase benotigt, die das Substrat direkt oder iiber ein Adapterprotein bindet. In einer
Zelle gibt es eine Vielzahl an E3-Ligasen, die insgesamt in vier Klassen eingeordnet
werden konnen: die U-Box E3-Ligasen, die PHD-Finger-E3-Ligasen, die HECT-E3-
Ligasen und die RING-Finger-E3-Ligasen (Nakayama und Nakayama, 2006). Zu letzteren
zdhlen der sogenannte SCF-Komplexe (,,Skp-Cullin-F-box-containing complex“) (Feldman,
et al, 1997; Skowyra, et al, 1997) und der APC/C-Komplex (,anaphase-promoting-
complex/cyclosome”) (Irniger, et al, 1995; King, et al, 1995; Sudakin, et al, 1995;
Tugendreich, et al, 1995). Bei beiden handelt es sich um Multiproteinkomplexe, die fiir
die Ubiquitinylierung von Zellzyklusregulatoren wichtig sind.

Obwohl es sich bei beiden Komplexen um RING-Finger-E3-Ligasen handelt und sie eine
Ahnlichkeit in ihrem Grundgeriist aufweisen, unterscheiden sie sich fundamental in der
Regulation des Zellzyklus. SCF-Komplexe sind konstitutiv iiber den gesamten Zellzyklus
aktiv und die Regulation erfolgt auf Ebene der Substrate. In der Regel miissen Proteine
erst phosphoryliert werden, bevor sie vom SCF-Komplex als Substrate erkannt werden
konnen. Im Gegensatz dazu, ist der APC/C-Komplex nur zu bestimmten Zellzykluspha-
sen aktiv und wird direkt iiber Phosphorylierung gesteuert. Erst am Ende der G2-Phase
wird der APC/C phosphoryliert und ein Aktivatorprotein kann binden, um den Komplex
zu aktivieren (Vodermaier, 2004). Nichtsdestotrotz findet auch beim APC/C eine Regu-

lation auf Ebene der Substrate statt, nur werden hier die Substrate iiber Phosphorylie-
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rung geschiitzt. Beispiele, in denen Substrate des APC/C erst in der richtigen Zellzyklus-
phase dephosphoryliert und dadurch vom APC/C erkannt werden, sind unter anderem
Pds1 in Hefe (Wang, et al., 2001) und die AuroraA Kinase (Littlepage und Ruderman,
2002).

1.5 Der APC/C-Komplex

Der APC/C ist eine grofde Cullin-RING-E3-Ligase von der bis heute 13 Untereinheiten in
S. cerevisiae und 12 Untereinheiten in humanen Zellen identifiziert werden konnten
(Peters, 2006). Die in diesem Kapitel vorgestellten Untereinheiten des APC/C-
Komplexes stammen aus H. sapiens. Essentielle Untereinheiten besitzen in anderen
Organismen oft andere Bezeichnungen oder konnten bis dato noch nicht identifiziert

werden.

1.5.1 Aufbau

Der APC/C-Komplex reguliert das Durchschreiten der verschiedenen mitotischen Pha-
sen sowie den Eintritt in die S-Phase (Barford, 2011; Peters, 2006; Pines, 2011). Den-
noch erscheint der komplizierte Aufbau des APC/C etwas iiberraschend, da viele andere
RING-Finger-E3-Ligasen aus einer einzigen oder aus wenigen Untereinheiten bestehen
und zeigen, dass die Ubiquitinylierungsreaktion an sich keinen Multienzymkomplex
benotigt (Passmore, 2004).

Aus seinen 12 Untereinheiten werden vier verschiedene Funktionsdomdnen gebildet
(Abb. 1.2). Die katalytische Domaéne, die fiir die Ubiquitinylierungsreaktion notwendig
ist, besteht aus der Untereinheit Apc11 mit der RING-Doméane und der Untereinheit
Apc2. In vitro Experimente konnten zeigen, dass Apc11 mit dem E2-Enzym UbcH5 aus-
reichen, um eine Polyubiquitinylierung eines Substrates herbeizufiihren (Gmach], et al.,
2000; Leverson, et al, 2000; Tang, et al., 2001). Wurde UbcH10 als E2-Enzym verwen-
det, war zusatzlich noch Apc2 noétig (Tang, et al, 2001). Die katalytische Doméane aus
Apc11 und Apc2 ist somit in vitro hinreichend fiir die Ubiquitinylierungsreaktion, wes-
halb anzunehmen ist, dass die restlichen Untereinheiten fiir die Regulation des APC/C-
Komplexes und fiir die Substrat-Spezifitit benotigt werden.

Hingegen wird der APC/C in vivo erst aktiv, wenn an die regulatorische Aktivatordoma-
ne ein Co-Aktivatorprotein bindet. Fiir diese Bindung bendétigt der Aktivator das IR-

Motiv und die C-Box. Das IR-Motiv besteht aus den beiden Aminosduren Ile-Arg (IR) am
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C-Terminus des Aktivators und interagiert mit der Untereinheit Apc3, die zu den
Jtetrico-peptide-repeat“-Proteinen gehort (TPR-Proteine). Die C-Box ist ein Motiv aus
acht Aminosduren und stellt eine Verbindung mit der Geriistdomane her (Matyskiela, et
al., 2009). Die beiden am besten verstandenen mitotischen APC/C-Aktivatoren sind
Cdc20 (Fzy in Drosophila) und Cdh1 (Fzr in Drosophila). Cdc20 aktiviert den APC/C in
der frithen Mitose und bewirkt den Ubergang von der Metaphase in die Anaphase, in-
dem Securin und die mitotischen Cycline ubiquitinyliert werden. Cdh1 assoziiert mit
dem APC/C in der spiten Mitose und wahrend der G1-Phase.

Die TPR-Domaine ist fiir Protein-Protein Wechselwirkungen bekannt und reguliert die
Interaktion mit den Aktivatoren (Kraft, et al, 2005; Matyskiela und Morgan, 2009;
Vodermaier, et al, 2003). Die Domane setzt sich aus den drei essentiellen Untereinhei-
ten Cdc27, Cdc16, Cdc23 zusammen, die teilweise mehr als einmal in einem Komplex

vorkommen (Dube, et al., 2005; Huang und Raff, 2002).

(a) ¢

platform

Abbildung aus Matyskiela et al., 2009 Abbildung aus Barford, 2011

Abbildung 1.2: Schematische Struktur des APC/C-Komplex

A) Der APC/C besteht aus mindestens 12 Untereinheiten und kann in mehrere Subkomplexe
untergliedert werden. Er besteht aus der katalytischen Domane (dunkelgriin) mit der Cullin-
Untereinheit Apc2, der Untereinheit Apc10 (Doc1) und der Ring-Doméane Apc11, die fir die Rek-
rutierung der E2-Enzyme notwendig ist. Ein anderer Subkomplex, die TPR-Domaéne (hellgriin),
enthalt die fefrico peptide repeats (TPR-Proteine) Cdc23, Cdc16 und Cdc27, die mit Protein-
Protein-Wechselwirkungen wahrscheinlich regulatorische Aufgaben tbernehmen. Apc4 und Apc5
stellen die Verkniipfung mit dem restlichen APC/C lber die Plattform Apc1 (griin) her. Uber die
TPR-Doméane koénnen die beiden Aktivatoren Cdh1 und Cdc20 (orange) an mindestens zwei
Stellen binden, dem lle-Arg (IR) Motiv und der C-Box. Mithilfe der WD40-Domane bildet der
Aktivator zusammen mit Doc1 eine Substrat-Bindestelle aus, so dass das E2-Enzym in der Lage
ist, das Ubiquitinmolekil an das Substrat zu Gbertragen.

B) Das ,Pseudo-Atom-Modell“ zeigt die Anordnung der einzelnen Untereinheiten zueinander.
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Erganzend binden Spezies-abhdngig einige weitere Untereinheiten, die entweder zur
Komplexstabilitdt beitragen (Passmore, et al, 2003; Schwickart, et al., 2004; Zachariae,
et al, 1998b), die regulatorische Variabilitdt durch zusatzliche Interaktionsstellen in der
TPR-Doméne erhéhen (Vodermaier, et al., 2003) oder moglicherweise auch Substraten
die Bindung ermoglichen (Hayes, et al., 2006).

Die TPR-Domdine und die katalytische Domdne werden tliber die Geriistdomane mitei-
nander verbunden. Die Doméne besteht aus den drei Untereinheiten Apcl, Apc4 und
Apc5, ihre Funktionen sind allerdings noch unklar. Vermutlich gewdhrleistet die Ge-

ristdoméne den notwendigen Abstand fiir eine katalytische Aktivitat als E3-Ligase.

1.5.2 APC/C-Erkennungssequenzen

Die meisten APC/C-Substrate, die in der frithen Mitose von APC/CFz/Cdc20 gder in der
spaten Mitose und in der G1-Phase von APC/CFz/Cdhl erkannt und ubiquitinyliert wer-
den, besitzen meistens eine ,destruction box“ bzw. D-Box (Erkennungssequenz R-X-X-L-
X-X-X-X-N/D/E, (Glotzer, et al, 1991; King, et al, 1996)) oder eine KEN-Box (Erken-
nungssequenz K-E-N-X-X-X-E/D/N, (Pfleger und Kirschner, 2000)). Die unterstrichenen
Aminosduren reichen dabei in den meisten Fillen bereits als Erkennungssequenz aus.
Die unterschiedliche Substratspezifitit der beiden Aktivatoren Fzy/Cdc20 und
Fzr/Cdh1 wird durch die Erkennungssequenzen ermoglicht, da Fzy/Cdc20 nur D-Box-
Substrate erkennt und die KEN-Box vermutlich spezifisch fiir Fzr/Cdh1-Substrate ist. In
einigen Fallen benoétigen APC/C-Substrate sowohl eine D-Box als auch eine KEN-Box
(Burton und Solomon, 2001; Hendrickson, et al., 2001; Jacobs, et al, 2001; Zur und
Brandeis, 2001). Neben diesen beiden prominentesten Degrons konnten fiir einige
Substrate weitere Degradationssignale identifiziert werden, so u.a. die A-Box (Littlepage
und Ruderman, 2002), das GXEN-Motiv (Castro, et al, 2003), die O-Box (Araki, et al.,
2005) und die CRY-Box, die erst nach einer Plk1-Phosphorylierung fiir eine APC/CF#-
Erkennung sorgt (Hyun, et al.,, 2013; Reis, et al., 2006).

Interessanterweise konnte in einigen Studien eine direkte Interaktion verschiedener
Substrate mit den Aktivatoren in vitro nachgewiesen werden (Vodermaier, 2001). Ver-
antwortlich fiir diese Interaktion ist die WD40-Domaéne, die dadurch als wichtiger D-
Box-Rezeptor identifiziert wurde (Kraft, et al, 2005). Substrate konnen auch ohne Akti-
vatoren an den APC/C binden. Dies geschieht allerdings mit einer stark reduzierten
Selektivitat und Affinitat (Eytan, et al, 2006). In Hefen konnte die APC/C-Untereinheit

Doc1 als ein weiterer Substrat-Rezeptor identifiziert werden, iiber den die Bindung der
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Substrate in Abwesenheit der Aktivatoren ermoglicht wird (Carroll, et al, 2005;
Passmore, et al, 2003). Durch die Deletion von Doc1 kann der APC/C keine Substrate
mehr binden, obwohl die Bindefahigkeit der Aktivatoren an den APC/C-Komplex nicht

eingeschrankt war (Passmore, et al., 2003).

1.5.3 Die Rolle des APC/C bei der Zellteilung in Drosophila

Weil ein Proteinabbau zu einem falschen Zeitpunkt folgenschwere Konsequenzen fiir
eine Zelle oder einen ganzen Organismus nach sich ziehen wiirde, wird die APC/C-
Aktivitat durch mehrere Regulationsmechanismen auf bestimmte Phasen im Zellzyklus
begrenzt (Peters, 2006). Erst zu Beginn der Mitose wird der APC/C aktiv und kehrt erst
am Ende der G1-Phase in seinen inaktiven Zustand zuriick. Auf diese Weise wird sicher-
gestellt, dass Substrate des APC/C in Phasen seiner Inaktivitit akkumulieren kénnen

und abgebaut werden, wenn sie ihre Funktion erfiillt haben.

1.5.3.1 Eintritt in die Mitose

Mit der Inaktivierung des APC/C-Komplexes beginnt die Zelle, die M-Phase Cycline A, B
und B3 in der S- und G2-Phase zu synthetisieren. Diese binden an Cdk1 und ermdoglichen
dadurch die Aktivierung der Kinase, sofern sie durch einen zweiten Regulationsmecha-
nismus den richtigen Phosphorylierungszustand erhalten haben. Cdk1l kann an ver-
schiedenen Positionen phosphoryliert werden. Wahrend die Phosphorylierung von
Threonin 161 zur Aktivierung fiihrt, inhibiert die Phosphorylierung am Threonin 14
oder Tyrosin 15 den Komplex. Welcher Phosphorylierungszustand vorliegt, hdngt von
der Balance der Kinasen Wee und Myt (Campbell, et al., 1995; Mueller, et al., 1995) und
der Phosphatase Cdc25 ab (Russell und Nurse, 1986).

Im aktiven Zustand phosphoryliert Cdk1 zusammen mit der ,polo like kinasel” (Plk1)
den APC/C-Komplex und tragt damit mafdgeblich zu seiner Aktivierung bei. Nur im
phosphorylierten Zustand kann der APC/C-Aktivator Fzy an den APC/C binden, was
dazu fiihrt, dass die Aktivitat des APC/CF% auf die Mitosephase begrenzt ist (Kramer, et
al.,, 2000). Im Gegensatz dazu wird Fzr durch Phosphorylierung inaktiv gehalten (Peters,
2006). In der Prometaphase erfiillt der APC/CF» hauptsachlich die Aufgabe CyclinA zu
ubiquitinylieren. CyclinA wird abgebaut und die Cdk-Aktivitdit nimmt ab. Da CyclinA-

Cdk1 den zweiten APC/C-Aktivator Fzr in einem phosphorylierten und damit inaktiven
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Zustand halt (den_Elzen und Pines, 2001), ermdéglicht die Inaktivierung von Cdk1 den
Phosphatasen die inhibitorische Phosphorylierung von Fzr wieder aufzuheben.

Zu Beginn der Mitose wird der APC/C-Komplex allerdings noch tiber den ,spindle as-
sembly checkpoint” (Spindelkontrollpunkt, kurz SAC) grofdtenteils inaktiv gehalten
(Amon, 1999). Zwar konnen bestimmte Substrate wie CyclinA und Nek2A vom APC/C
ubiquitinyliert werden, vollstandig aktiv wird der APC/CF# allerdings erst, wenn alle
Kinetochore mit dem Spindelapparat assoziiert sind. Erst dann wird die Aktivitat der
Cdk1 vollstindig heruntergefahren, da bis dahin die B-Typ-Cycline Cdkl noch aktiv
halten.

1.5.3.2 Austritt aus der Mitose

Die vollstandige Aktivierung des APC/CF% ermoglicht der Zelle den Abbau der B-Typ-
Cycline und von Securin (pimples in Drosophila). Infolge des Securin-Abbaus wird die
Separase aktiv und spaltet die Cohesin-Komplexe, die seit der S-Phase die Schwester-
chromatiden zusammenhalten (Peters, et al, 2008). Die Trennung der Schwesterchro-
matiden stellt eines der wichtigsten Ereignisse wahrend der Mitose dar und bedeutet
den Eintritt in die Anaphase (Manchado, et al., 2010; Shah und Cleveland, 2000).
Zusatzlich wird durch den Abbau der B-Typ-Cycline eine niedrige Cdk-Aktivitat erreicht,
wodurch Fzr im nun unphosphorylierten Zustand an den APC/C binden kann. Fzy disso-
ziiert vom APC/C (Kramer, et al, 2000) und wird zumindest in Sdugerzellen durch eine
Plk1-Phosphorylierung an der CRY-Box selbst zu einem Substrat des nun aktiven
APC/CFzr-Komplexes (Hyun, et al., 2013). In Hefen konnte ein zusatzlicher intramoleku-
larer Mechanismus identifiziert werden, in dem sich Cdc20F# autoubiquitinyliert und
somit fiir einen schnelleren Wechsel hin zum APC/CF? sorgt (Foe, et al., 2011).

Der APC/CF# bleibt von der spaten Mitose bis zum Ende der G1-Phase aktiv und sorgt
fiir eine niedrige Cdk1-Aktivitit, da mitotische Cycline und andere Cdk-Regulatoren
degradiert werden (Harper, et al., 2002; Manchado, et al., 2010).

Um aus der Mitose in die G1-Phase iiberzutreten, werden einige Substrate vom
APC/CFzr-Komplex ubiquitinyliert, deren Abbau fiir den Austritt aus der Mitose notwen-
dig ist. Zu diesen Substraten zdhlt neben der Plk1 unter anderem auch AuroraA. In der
G1-Phase wird zum Beispiel der Inhibitor der DNA-Replikation Geminin als APC/CF#-
Substrat erkannt und abgebaut. Geminin wird zellzyklusabhingig vom G1/S-Ubergang
bis zum Ende der Mitose exprimiert und verhindert die Aufnahme von Mcm2-7 Protei-

nen in prareplikative Komplexe (McGarry und Kirschner, 1998). Dabei bindet Geminin
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an das Protein Cdt1, das notwendig ist, um die Mcm2-7 Proteine an den ,origin of repli-
cation” (ori) zu rekrutieren. In der S-Phase bindet Geminin Cdt1 und wird ab dem Meta-
phase-Anaphase-Ubergang abgebaut, um eine erneute Replikation im nachfolgenden
Zellzyklus zuzulassen (Luo und Kessel, 2004).

Lange Zeit wurde angenommen, dass im Gegensatz zu Cdc20f%, Cdh1f# in Hefen nicht
abgebaut wird und wahrend des gesamten Zellzyklus vorhanden ist (Kramer, et al.,
1998). Neuere Studien zeigen aber, dass das phosphorylierte Cdh1F#" in der S-Phase
tiber den SCF-Komplex abgebaut wird (Benmaamar und Pagano, 2005; Yamaguchi, et al,
2000). Am G1/S-Phase Ubergang muss der APC/CCdhl/Fzr jedoch wieder inaktiviert wer-
den, damit APC/C-Substrate, die fiir die DNA-Replikation und den Eintritt in die Mitose
benotigt werden, wieder akkumulieren kénnen. Dies wird zum Teil tiber Phosphorylie-
rung erreicht. Am Ende der G1-Phase sorgt die Expression von CyclinE fiir ein aktives
CyclinE-Cdk2 und ein steigender CyclinA-Spiegel fiir aktives CyclinA-Cdk1 und CyclinA-
Cdk2. Die Phosphorylierung von Cdh1F# fiihrt zur Dissoziation vom APC/C-Komplex
(Jaspersen, et al, 1999; Rape und Kirschner, 2004; Zachariae, et al, 1998a). Wider-
sprichlich ist, dass CyclinA-Cdk1 nur in der G2-Phase und CyclinE-Cdk2 nur in der S-
Phase aktiv ist (Reber, et al, 2006). Fiir den humanen APC/CCdh1-Komplex konnte eine
weitere Ebene der Regulation identifiziert werden. E2-Enzyme arbeiten eng mit dem
APC/C-Komplex zusammen um Substrate zu ubiquitinylieren. Sobald in der G1-Phase
der Grofsteil an Substraten abgebaut worden ist, wendet sich der APC/C-Komplex gegen
seine eigenen E2-Enzyme UbcH10 und Ube2S. Der Abbau beider APC/C-spezifischen E2-
Enzyme fiihrt zwangsweise zur Inaktivierung der meisten APC/C¢h1-Komplexe am Ende
der G1-Phase (Rape und Kirschner, 2004).

Neben diesem Mechanismus und der inhibierenden Phosphorylierung durch CyclinA-
Cdk1 und CyclinE-Cdk2 gibt es einen zuséatzlichen Inhibitor, der den APC/CCdh1/Fzr gm
Ende der G1-Phase inaktiviert und damit die S-Phase einleitet. In Vertebraten bindet der
early mitotic inhibitor 1 (Emil) in der spiten G1-Phase bis zum G2-M-Phase-Ubergang
als Pseudosubstratinhibitor an den APC/CCdh1 (Hsu, et al.,, 2002), wahrend in Drosophila
das orthologe Protein regulator of cyclin A (Rcal) fiir die Inhibierung von APC/CF#

verantwortlich ist (Dong, et al, 1997; Grosskortenhaus und Sprenger, 2002).
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1.6 Der ZellzyKklusregulator Rcal

1.6.1 Entdeckung und Funktionsanalyse von Rcal

Zum ersten Mal in Erscheinung trat rcal in einem Screen fiir dominante Suppressoren
des roughex-Augenphianotyps (Dong, et al, 1997). Roughex ist ein CKI des CyclinA-Cdk1-
Komplexes. Ein Defekt in diesem Gen fiihrt in der Augenentwicklung zu einem rauen
Augenphanotyp, weil der CyclinA-Cdk1-Komplex nicht mehr inhibiert werden kann und
es dadurch zu ektopischen S-Phasen kommt (Dong, et al, 1997; Thomas, et al., 1997).

In diesem Screen wurde der raue Augenphanotyp durch eine Reduktion von Rcal oder
von CyclinE unterdriickt, wiahrend eine Uberexpression von Rcal und CyclinE ebenfalls
zu diesem Phéanotyp fiihrte. Wird bei der Uberexpression von Rcal gleichzeitig CyclinA
reduziert, kann der hervorgerufene Phianotyp wieder aufgehoben werden, wiahrend es
andersherum nicht moéglich war. Die Beobachtungen waren ein erster Hinweis darauf,
dass Rcal einen Einfluss auf die Aktivitat des CyclinA-Cdk1-Komplexes hat (Dong, et al.,
1997).

Den Namen ,regulator of cyclin A“ erhielt Rcal aufgrund seines Phanotyps, der bei ho-
mozygoten rcal-Mutanten dem Phanotyp von CyclinA-Mutanten dhnelte. Embryonen
von homozygoten rcal-Mutanten arretieren in der G2-Phase von Zellzyklus 16, was zu
einer Reduktion an epidermalen Zellen fiihrt (Dong, et al., 1997; Lehner und O'Farrell,
1989). Verantwortlich fiir diesen verfriithten Zellzyklusarrest ist eine verfriihte Aktivie-
rung des APC/CF# (Grosskortenhaus und Sprenger, 2002). Um zu zeigen, dass der G2-
Phase-Arrest auf einen verfrithten Abbau der mitotischen Cycline zuriickzufiihren ist,
wurde ein CyclinA-Nachweis durchgefiihrt. In Wildtyp-Embryonen, in denen sich viele
epidermale Zellen in der G2-Phase befinden und der APC/CF# inaktiviert vorliegt, ist
CyclinA mit einem spezifischen Antikorper nachweisbar, wahrend in rcal?-Embryonen
mit aktivem APC/CF?r kein CyclinA nachgewiesen werden kann (Radermacher, 2007).
Wird fzr in epidermalen Zellen deletiert, durchschreiten die Zellen einen weiteren Zell-
zyklus und arretieren erst in Zellzyklus 18 (Sigrist und Lehner, 1997). Dafiir verant-
wortlich ist eine Stabilisierung von CyclinA in der G1-Phase, was einen verfrithten G1/S-
Ubergang auslost, indem es die Funktion von CyclinE-Cdk2 {ibernimmt (Sprenger, et al.,
1997). Hingegen fiihrt eine Uberexpression von Fzr wiederum zu einem Arrest in der
G2-Phase, wie es bereits bei den rcal-Mutanten gesehen werden konnte (Sigrist und

Lehner, 1997).
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Sowohl eine gemeinsame Uberexpression von Rcal und Fzr, als auch eine gemeinsame
Deletion beider Gene konnen den Mutanten-Phanotyp wieder aufheben. In beiden Fail-
len zeigen die Embryonen verglichen mit Wildtyp-Embryonen eine normale Cyclin-
Akkumulierung in der G2-Phase und eine dhnliche Anzahl an Epidermiszellen. Neben
diesen Deletions- und Uberexpressionsstudien in Embryonen, konnte auch biochemisch
eine Interaktion zwischen Rcal und Fzr nachgewiesen werden (Grosskortenhaus und
Sprenger, 2002).

Anhand dieser Daten wurde Rcal als ein wichtiger Regulator fiir den Eintritt in die
Mitose identifiziert. Rcal inhibiert APC/CF#" in der G2-Phase, mitotische Cycline konnen
akkumulieren, wodurch die beiden CyclinA-Cdk1- und CyclinE-Cdk2-Komplexe aktiviert
werden und Fzr zusitzlich noch phosphorylieren (Dienemann und Sprenger, 2004;
Zielke, 2006). Damit bewirken beide Mechanismen, Cdk-Phosphorylierung und Inhibiti-
on durch Rcal eine vollstindige Inaktivierung des APC/C-Komplexes in S- und G2-

Phase, was letztendlich zum Eintritt in die Mitose fiihrt.

1.6.2 Die F-Box-Funktion von Rcal am G1/S-Phase-
Ubergang

Die Funktion von Rcal scheint jedoch nicht auf die Inhibition des APC/CF#r in der G2-
Phase und am G2-M-Ubergang begrenzt zu sein. Im zentralen Bereich besitzt Rcal eine
funktionelle F-Box-Domane, die womoglich als Adapterprotein in einem SCF-Komplex
fiir die Erkennung und somit fiir die Ubiquitinylierung und den proteasomalen Abbau
von spezifischen Substraten notwendig ist. Bisher ist iiber die F-Box-Funktion von Rcal
wenig bekannt. Erste Hinweise deuten eine Beteiligung von Rcal am G1/S-Ubergang an,
die F-Box-abhadngig vermittelt werden konnte.

Die Uberexpression von Rcal in Augenimaginalscheiben fiihrte in der Augenentwick-
lung zu ektopischen S-Phasen und zu einem ,raue Augen“-Phdnotyp, allerdings nur,
wenn ein Rcal mit intakter F-Box verwendet wurde. Zusétzlich fiihrte die Uberexpres-
sion von Rcal mit deletierter F-Box in rcal-Mutanten zu einem verspdteten S-Phase-
Ubergang (Zielke, 2006). Interessanterweise scheint die F-Box nicht nur eine Funktion
am G1/S-Ubergang zu besitzen, sondern kénnte auch am G2/M-Phase-Ubergang betei-
ligt sein, da eine nicht funktionale F-Box in der embryonalen Entwicklung zu einem G2-
Phase-Arrest in Zellzyklus 16 fiihrte (Kies, 2011). In Co-Immunprazipitationen konnte

eine F-Box-abhidngige Interaktion von Rcal mit SkpA nachgewiesen werden (Zielke,
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2006), wodurch frithere Ergebnisse eines genomweiten Yeast-two-hybrid-Screens besta-
tigt werden konnten (Giot, 2003).

Fasst man all diese Ergebnisse zusammen, ist ein Modell denkbar, in dem Rcal F-Box-
abhangig als Teil eines SCF-Komplexes fiir den Abbau eines APC/CF#-Inhibitors sorgen
konnte. Rcal ware dadurch sowohl fiir den Eintritt in die S-Phase, als auch fiir den Ein-
tritt in die Mitose mitverantwortlich. Ein potentielles SCFR<al-Zijelprotein ist der CyclinE-
Cdk2-Inhibitor Dacapo, da durch die Uberexpression von Rcal der Abbau von Dacapo zu
beobachten war (Bauer, 2011). Dass Rcal in der G1-Phase einen G1-S-Ubergang indu-
zieren kann, muss in weiteren Experimenten aber erst noch ndher untersucht werden.
Die bisher gesehenen Effekte von Rcal am G1/S-Phase-Ubergang basieren alle auf

Uberexpressionsstudien von Rcal und miissen daher erst noch bestitigt werden.

1.6.3 Das Rcal-Ortholog Emil

In Drosophila und in Vertebraten ist fiir die Etablierung und Aufrechterhaltung der G1-
Phase ein Abbau der mitotischen Cycline zwingend notwendig (Jacobs, et al, 2002;
Lukas, et al., 1999; Pimentel und Venkatesh, 2005). Diese Aufgabe iibernimmt APC/CFzr,
Um jedoch eine APC/C-Aktivitit wihrend der Mitose zu ermoglichen, miissen die Inhibi-
toren Rcal in Drosophila und Emi in Vertebraten inaktiviert bzw. abgebaut werden. In
Embryonen ist Rcal nicht mehr zu detektieren, wenn sich alle epidermalen Zellen in der
G1-Phase befinden. In fritheren Zellzyklen ohne G1-Phase ist hingegen kein Abbau von
Rcal zu beobachten (Grosskortenhaus und Sprenger, 2002).

Die molekularen Mechanismen, wie Rcal die Inhibition des APC/CF# in der S- und G2-
Phase bewerkstelligt und wie Rcal die Fahigkeit der Inhibition in der Mitose verliert,
sind ebenso wenig verstanden, wie die Frage nach seinem Abbau in der G1-Phase. Uber
die Funktionsweise des orthologen Proteins Emil der Vertebraten, ist inzwischen mehr

bekannt, weswegen ein Vergleich der beiden Proteine sinnvoll ist.

1.6.3.1 Die Rcal/Emil-Familie

Obwohl Rcal in einem direkten Sequenzvergleich nur eine 18%ige Identitit
und 27%ige Ahnlichkeit zu Emil nachgewiesen werden konnte (Grosskortenhaus und
Sprenger, 2002), sind sie in ihrer Grof3e und der Anordnung bzw. Ausbildung ihrer
funktionellen Domé&nen sehr dhnlich. Auffillig ist die identische Lokalisierung der F-

Box-Domidne im zentralen Bereich der Aminosduresequenz und der bipartite Zink-
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Binde-Region (ZBR) im C-terminalen Abschnitt beider Proteine. F-Box-Proteine binden
als Adapterproteine an den SCF-Komplex und dienen dort der Erkennung von phospho-
rylierten Substraten (Jackson, et al., 2000; Zachariae und Nasmyth, 1999). Die ZBR ist
haufig an Protein-Protein-Interaktionen beteiligt. Charakteristisch fiir diese Domane
sind vier konservierte Cysteine in einem bestimmten Abstand zueinander. Zwischen F-
Box und ZBR befinden sich in Rcal noch drei weitere konservierte Strukturelemente,
die auch in Emil vorhanden, aber an etwas anderer Stelle lokalisiert sind (Abb. 1.3).
Sowohl die KEN-Box, als auch die D-Box (1.5.2) sind haufig in Substraten des APC/C-
Komplexes zu finden (Pfleger und Kirschner, 2000). Allerdings handelt es sich bei der D-
Box in Rcal um keine hoch konservierte Domine, wie ein Sequenzvergleich mit ver-
schiedenen Drosophila-Spezies zeigen konnte. Im Gegensatz zu Rcal interagiert Emil
tiber die D-Box sowohl mit Cdc20 als auch mit Cdh1 (Miller, et al, 2006; Reimann, et al.,
2001) und héalt den APC/CCdc20/Fzy-Komplex in der frithen Mitose noch inaktiv (Moshe, et
al, 2011). Das dritte konservierte Strukturelement zwischen F-Box und ZBR von Rcal,
das ebenfalls in Emil zu finden ist, ist die Erkennungssequenz DSGxxS fiir die Glykogen-
Synthase-Kinase 3 (GSK3). Sie spielt zum Beispiel beim Abbau der inhibitorischen Un-
tereinheit Ik des Transkriptionsfaktors NFxf3 eine wichtige Rolle (Hattori, et al., 1999).
Zusatzlich enthalt der N-Terminus von Rcal eine bipartite Kernlokalisierungssequenz
(NLS) fir die Aufnahme in den Zellkern, wiahrend Emil zwei monopartite NLS-

Sequenzen, jeweils eine im N-Terminus und eine im C-Terminus, besitzt.

NLS F-Box KEN GSK-P-Stelle ZBR—ZBR

Rca1 * % **I* * I *.**

(regulator of CyclinA)

KEN NLS1 F-Box D-Box Linker ZBR—ZBR RL
S T [T
(early mitotic
: Stelle

* Cdk-P-Stellen

Abbildung 1.3: Struktureller Vergleich von Emi1 und Rca1

Schematische Darstellung der orthologen Proteine: Drosophila-Rca1 und Vertebraten-Emi1.
Beide Proteine besitzen ahnliche funktionelle Doméanen: NLS (Kernlokalisationssequenz), F-Box
(SCF-Interaktionsmotiv), D-Box (wichtige Erkennungssequenz fir APC/C-Substrate), KEN-Box
(wichtige Erkennuntrssequenz fiir APC/C™-Substrate), GSK-P-Stelle (bei Emi1 Erkennungsse-
quenz fur den SCF RCP_vermittelten Abbau), ZBR (Zinkbinderegion, APC/C-Inhibition) und *Cdk-
P-Stellen (mégliche Phosphorylierungsstellen der Cdk1)

In Emi1 sind des Weiteren vorhanden: Linker und RL-Tail (APC/C-Inhibition)
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Weitere Regulationsmoglichkeiten ergeben sich mit den CDK-Phosphorylierungsstellen
(S/T-P) in beiden Proteinen. Rcal enthidlt insgesamt zehn potentielle CDK-
Phosphorylierungsstellen, in Emil konnten acht identifiziert werden. Jeweils drei befin-
den sich in der Ndhe der ZBR und zumindest fiir Emil konnte eine Phosphorylierung an
dieser Stelle die Inhibierung beider APC/C-Komplexe wieder aufheben (Moshe, et al.,
2011). Als weitere notwendige Bereiche fiir die Inhibition des APC/CF# konnten in Emil
die Linker-Region und der RL-Tail ausfindig gemacht werden (Wang und Kirschner,

2013).

1.6.3.2 Die Regulation von Emil

Sowohl Rcal als auch Emil sind wahrend der S- und G2-Phase beides Inhibitoren des
APC/CCdhl/Fzr_Komplex und beiden konnte eine Funktion am G1/S-Phase-Ubergang
nachgewiesen werden (Hsu, et al, 2002). RNAi-Experimente haben gezeigt, dass der
Knock-down von Emil den Eintritt in die S-Phase verhindert, wahrend die Uberexpres-
sion von Emil eine Verkiirzung der G1-Phase zur Folge hat. Emil wird am G1/S-Phase-
Ubergang iiber den Transkriptionsfaktor E2F transkribiert, wodurch CyclinA akkumu-
lieren kann und der Zelle damit der Eintritt in die S-Phase ermoglicht wird (Hsu, et al.,
2002). In der G2-Phase bindet Emil mithilfe der D-Box als Pseudosubstrat an den D-
Box-Rezeptor des APC/C und blockiert so die Bindung anderer Substrate (Miller, et al.,
2006). In einem in vitro-Ubiquitinylierungsassay wurde Emil mit inaktiver ZBR selbst
als Substrat des APC/C abgebaut, weshalb die ZBR den APC/C inaktiv halt und seinen
eigenen Abbau verhindert (Miller, et al.,, 2006). Ein weiterer wichtiger Bereich konnte in
den letzten C-terminalen Aminosduren (C-Tail oder kurz RL fiir die verantwortlichen
Aminosduren Arginin (R) und Leucin (L)) ausgemacht werden. Der RL wird fiir die
Rekrutierung und die Positionierung von Emil an das katalytische Zentrum von APC/C
benotigt und sorgt damit fiir eine starkere Bindung an den D-Box Rezeptor (Wang und
Kirschner, 2013). Die Hauptfunktion des C-Tails ist die kompetitive Bindung an die
APC/C-Untereinheit APC2, wodurch die Bindung des E2-Enzyms Ube2S und somit die
Polyubiquitinylierung der Substrate verhindert wird (Wang und Kirschner, 2013). Eine
Monoubiquitinylierung durch UbcH10 wird hingegen nicht beeintrachtigt. In Struktur-
analysen konnte zudem eine Linkerregion zwischen F-Box und ZBR ausfindig gemacht
werden, die ebenfalls fiir eine richtige Positionierung notwendig ist (Frye, et al, 2013).

Die verschiedenen Domdnen in Emil wirken zusammen, um die beiden APC/C-
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Komplexe, in der G2-Phase den APC/CCdh1/Fzr ynd zu Beginn der Mitose den
APC/CCdc20/Fzy 7y inhibieren.

Die Inhibitionsfahigkeit verliert Emil erst durch eine Phosphorylierung an den C-
terminalen CDK-Phosphorylierungsstellen durch Plk1 und CyclinB-Cdk1 (Moshe, et al,
2011). Interessanterweise geschieht dies unabhdngig vom Abbau, da eine aktive aber
stabile Form von Emil die Inhibierung nicht aufrechterhalten konnte. Die Phosphorylie-
rung tritt spezifisch nur in der Mitose auf und wird in S- und G2-Phase wahrscheinlich
durch ein noch unbekanntes Protein geschiitzt oder durch eine Phosphatase revertiert

(Moshe, et al., 2011).

1.6.3.3 Der Abbau von Rcal unterscheidet sich von Emil

Wahrend der S- und G2-Phase wird der Abbau von Emil iiber den stabilisierenden
Faktor Evi5 verhindert. Das Evi5-Protein akkumuliert zu Beginn der G1-Phase und
bindet in der S-Phase direkt neben der GSK3-Phosphorylierungsstelle von Emil.
Dadurch blockiert Evi5 sowohl die Phosphorylierung des Degrons DSGxxS durch die
Polo-like Kinase 1, als auch die Bindestelle fiir die SCFFTRCP und verhindert die Ubiquiti-
nylierung durch den SCF-Komplex (Eldridge, et al., 2006). Der Abbau von Emil wird mit
der Phosphorylierung der konservierten CDK-Phosphorylierungsstellen im N-
terminalen Bereich durch CyclinB-Cdk1 eingeleitet. Evi5 dissoziiert ab und gibt dadurch
die Phosphorylierungsstelle fiir die Polo-like Kinase 1 frei. Die anschliefende Phospho-
rylierung des DSGxxS-Motivs erkennt der SCF-Komplex mithilfe des Adaptermolekiils
TRCP und markiert Emil fiir den proteasomalen Abbau (Guardavaccaro, et al., 2003;
Hansen, et al.,, 2004; Margottin-Goguet, et al., 2003).

Der Abbau von Rcal scheint einem anderen Weg zu folgen. Da weder CDK-
Phosphorylierungsstellen noch die GSK3-Phosphorylierungsstelle einen Einfluss auf die
Stabilitat besitzt (Radermacher, 2007), scheidet der SCF vermittelte Abbau von Rcal
tiber 3-TRCP aus. In einem in vitro-Ubiquitinylierungsassay konnte Emil durch eine
Punktmutation in der ZBR von einem Inhibitor zu einem Substrat des APC/C-Komplexes
verwandelt werden (Miller, et al, 2006). Ein solcher Weg ist auch fiir Rcal denkbar. Da
Rcal in Drosophila-Embryonen erst in der frithen G1-Phase abgebaut wird, konnte Rcal
liber eine Modifikation zuerst die inhibitorische Wirkung auf den APC/CF# verlieren und
in der friithen G1-Phase durch die KEN-Box selbst zu einem Substrat des APC/CF# wer-

den.
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1.6.4 Identifizierung der Abbausequenz in Rcal

Rcal wird zu Beginn der G1-Phase abgebaut und ist in epidermalen Zellen, die zum
ersten Mal in die G1-Phase des Zellzyklus 17 eintreten, nicht mehr detektierbar
(Grosskortenhaus und Sprenger, 2002). Fiir die Identifizierung der Abbausequenz wur-
den verschiedene Rcal-Deletionen und Rcal-Punktmutationen auf ihre Stabilitdt in der
G1-Phase in den epidermalen Zellen von Embryonen untersucht. Neben der Mutation
der zehn CDK-Phosphorylierungsstellen fithrte auch eine Punktmutation in der GSK3-
Phosphorylierungsstelle zu keiner Stabilisierung von Rcal in der G1-Phase. Somit wird
Rcal aller Wahrscheinlichkeit nach liber einen anderen Mechanismus abgebaut als
Emil (Zielke, 2006). Um die Abbausequenz einzuschranken, wurden N-terminale Dele-
tionen vorgenommen. Wahrend die ersten 203 Aminosduren keinen Einfluss auf den
Abbau besitzen, fiihrt eine Deletion der ersten 255 Aminosduren zu einer Stabilisierung
in der G1-Phase (Zielke, 2006). In dem Bereich zwischen Aminosdure 203-255 liegt
neben der GSK3-Phosphorylierungsstelle, die nur fiir Emil wichtig ist (Hansen, et al.,
2004; Moshe, et al, 2004), auch die KEN-Box, die als generelle Erkennungssequenz fiir
den APC/CFz gilt (Pfleger und Kirschner, 2000). Aber auch die Mutation der KEN-Box in
Rcal, sowie in dem um 203 Aminosduren verkiirzten Rcal (Rcal_Del-1-203), fithrte zu
keiner ersichtlichen Stabilisierung. Weitere N-terminale Verkilirzungen ergaben eine
Stabilisierung bei Rcal_Del-1-234. In diesem Bereich sind mehrere Aminosduren, die
posttranslational modifiziert werden konnen und so einen Abbau von Rcal einleiten

koénnen (Radermacher, 2007).

1.7 Zielsetzung der Arbeit

Die Aktivierung des APC/C-Komplexes durch die Bindung von Fzy leitet die Mitose ein.
Fiir die Etablierung der G1-Phase wird in der spaten Mitose Fzy durch Fzr ersetzt. In
vorherigen Arbeiten konnte Rcal als ein Inhibitor des APC/CF# identifiziert werden. Mit
Aktivierung des APC/C verliert Rcal allerdings seine inhibitorische Wirkung was im
spateren Verlauf den Eintritt in die G1-Phase erst ermdglicht. Ein Sequenzvergleich mit
dem APC/C-Inhibitor Emil aus Vertebraten zeigt mehrere Doménen, die beide Inhibito-
ren gemeinsam besitzen. Aber wihrend Emil {iber zwei dieser Domanen durch den
SCFPRTRCP.yermittelten Abbau degradiert wird, konnten Struktur- und Funktionsanalysen
einen Abbau von Rcal iiber SCFBTRCP nicht bestitigen. Bis jetzt konnten weder der Me-

chanismus, noch die Abbau-vermittelnden Elemente identifiziert werden.



30|Einleitung

In fritheren Arbeiten wurde die Stabilitdt der Rcal-Derivate mittels Antikorperfarbung
in Drosophila-Embryonen untersucht. Im Rahmen dieser Arbeit sollte ein Zellkultursys-
tem etabliert werden, mit dem die Kinetik des Rcal-Abbaus mithilfe des ,live-cell-
imaging“ unter dem Mikroskop direkt verfolgt und in sogenannten Abbaukurven festge-
halten werden konnte. Anhand dieser Quantifizierung sollte der Abbau von Rcal mit
anderen Proteinen, die ebenfalls in der G1-Phase abgebaut werden, verglichen werden.
Ziel war es, liber den direkten Vergleich der Abbaukinetiken Hinweise iiber den Ab-
baumechanismus von Rcal zu erhalten. Neben live-cell-imaging sollte mit der Durch-
flusszytometrie eine zweite Methode etabliert werden, um die erhaltenen Stabilitats-
werte der untersuchten Rcal-Derivate zu bestdtigen und die verantwortlichen Ab-
bausequenzen weiter einzugrenzen. Da die fiir den Abbau von Emil verantwortlichen
Domanen fiir den Abbau von Rcal nicht relevant sind, sollte anhand von N- und C-
terminalen Deletionen ein kleinstes abbaubares Rcal-Fragment identifiziert werden. In
diesem kurzen Rcal-Fragment sollten weitere Studien zur Identifizierung der Region
fiihren, die fiir den Abbau verantwortlich sind.

Nachdem in einem in vitro-Ubiquitinylierungsassay Emil durch eine Punktmutation in
der ZBR von einem Inhibitor zu einem Substrat des APC/C-Komplexes verwandelt wer-
den konnte (Miller, et al., 2006), ist auch fiir Rcal eine Umwandlung zu einem Substrat
des APC/CFzr denkbar. Dieser mogliche Abbaumechanismus sollte in diversen Funk-
tionsanalysen untersucht werden, um weitere Hinweise zu sammeln, dass es sich bei
Rcal um ein Substrat des APC/C-Komplexes handelt.

Eine wichtige Methode, um Rcal letztendlich als Substrat des APC/C-Komplexes zu
identifizieren, ist ein Drosophila-spezifischer in vitro-Ubiquitinylierungsassay, der in
dieser Arbeit entwickelt werden sollte. Neben der Identifizierung von Rcal als Substrat
des APC/C-Komplexes konnte der Assay auch dazu verwendet werden, die inhibitori-
sche Domiane von Rcal ausfindig zu machen. Ebenso hilfreich ware der Assay fiir die

Aufklarung der Abbausequenz.
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2 Ergebnisse

2.1 Der Abbau von Rcal erfolgt in der G1-Phase

Wihrend der Embryogenese von Drosophila beginnt der Abbau von Rcal beim Uber-
gang der Mitose 16 zur G1-Phase von Zellzyklus 17. In dieser Phase der embryonalen
Entwicklung befinden sich alle epidermalen Zellen in der ersten G1-Phase und HA-Rcal,
das mithilfe der ubiquitdren armadillo-Gal4 (arm-Gal4) Treiberlinie in Embryonen
exprimiert ist, ist nicht mehr zu detektieren (Grosskortenhaus und Sprenger, 2002). In
fritheren embryonalen Zellzyklen ist in Abwesenheit einer G1-Phase kein Abbau von
HA-Rcal zu beobachten. Bis jetzt war unklar, zu welchem Zeitpunkt der Abbau von Rcal
eingeleitet wird, da HA-Rcal in Embryonen nicht live verfolgt werden kann, sondern
durch eine Antikérperfarbung gegen das HA-Epitop nur eine Momentaufnahme moglich

war (Radermacher, 2007).

2.1.1 Der Abbau von Rcal in Embryonen

Um den Zeitpunkt des Rcal-Abbaus ndher zu untersuchen wurde ein Fliegenstamm
hergestellt, der Rcal-GFP mithilfe der ubiquitdaren armadillo-Gal4 (arm-Gal4) Treiberli-
nie in Embryonen exprimiert. Die schematische Darstellung des Fluoreszenzproteins
Rcal-GFP ist in Abb. 2.1 A gezeigt. Zugleich exprimierte diese Treiberlinie ein RFP-
epitopmarkiertes Histon, welches zellzyklusunabhingig in konstanter Menge im Zell-
kern vorhanden ist und als Kontrollprotein Verwendung fand. Fiir die Lebendzellbe-
obachtung - zukiinftig auch als ,live-cell-imaging“ bezeichnet - wurden 6-12 h alte
Embryonen vorbereitet und Z-Stapel aufgenommen. Von diesen Bildern wurde eine
Maximalprojektion durchgefiihrt und als Film gespeichert (Film 1 und 2 in beiliegender
CD).

Da wahrend der Gastrulation der embryonalen Entwicklung der Embryo in Bewegung
ist und die Zellen aus der Ebene wandern, ist es schwierig eine Einzelzelle zu verfolgen,
zumal das Signal von Rcal-GFP mit der Zeit verschwindet. Mithilfe des im Zellkern
lokalisierten und unabhangig vom Zellzyklus konstitutiv exprimierten, stabilen Histon-
RFP wird eine zeitliche Verfolgung einer einzelnen Zelle jedoch moéglich und Mitosesta-

dien konnen gut erkannt werden (Abb. 2.1).
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Abbildung 2.1: Rca1-GFP wird in der G1-Phase des Zellzyklus 17 in Embryonen abge-
baut

A: Schematische Darstellung des exprimierten Fluoreszenz-markierten GFP-Fusionsproteins
B: Fur die Analyse des Abbaus von Rca1-GFP wurden von einem Embryo, der sowohl das
dargestellte Protein als auch ein mit RFP-epitopmarkiertes Histon (His-RFP) exprimiert, in
einem Abstand von 10 Minuten lebend Aufnahmen gemacht.

Dargestellt ist der zeitliche Verlauf der Fluoreszenz, sowie die farblich markierte Uberlagerung
der beiden Kanale GFP (grin) und RFP (rot). Zu Beginn der Aufnahme befindet sich die Zelle
in der Interphase (0 min). Gut erkennbar ist die Auflésung der Kernhlle (40 min), die Zytoki-
nese (50 min) und die Neubildung der Kernhille in den beiden neu entstandenen Zellen (50-
60 min). Rca1-GFP wird in den Zellkern aufgenommen und dort im Verlauf der G1-Phase
abgebaut (60-120 min), wahrend das Fluoreszenzsignal von Histon-RFP konstant bleibt (10-
120 min).

In jedem Zeitabschnitt ist neben dem GFP- und dem RFP-Kanal in Grauton auch die
Uberlagerung beider Kanile farblich abgebildet. Dabei wurde Rcal-GFP in griin und
Histon-RFP in rot dargestellt (Abb. 2.1 B). Zu Beginn der Aufnahme befindet sich die
Zelle in der Interphase und Rcal-GFP ist aufgrund der enthaltenden NLS-Sequenz im

Zellkern lokalisiert (t=0 min). Nach Auflésung der Kernmembran in der Mitose ist Rcal

gleichmafdig in der Zelle verteilt und wird nach Vollendung der Zytokinese wieder in
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den Zellkern aufgenommen (t=60 min). Der Abbau von Rcal beginnt im Verlauf der G1-
Phase (t=60-120 min). Das Fluoreszenzsignal von Histon-RFP bleibt hingegen tliber den
gesamten Verlauf der Aufnahmen konstant.

Diese Daten zeigen, dass Rcal-GFP genauso wie HA-Rcal wahrend der ersten G1-Phase

in der Embryonalentwicklung abgebaut wird.

2.1.2 Der Abbau von Rcal in Schneiderzellen

Ein Teil dieser Arbeit befasst sich mit der Identifizierung bzw. der Eingrenzung der
Aminosduresequenzen in Rcal, die fiir dessen Abbau notwendig sind. Dafiir wurden
verschiedene Rcal-Mutanten und Rcal-Deletionen erstellt und auf ihre Stabilitdt in der
G1-Phase untersucht. Anstatt die Rcal-Derivate aufwendig in Drosophila-Embryonen zu
untersuchen, steht in der Zellkultur eine schnelle und einfache Methode zur Verfiigung,
den Abbau zu verfolgen.

Zu Beginn wurde der Frage nachgegangen, ob der Abbau von Rcal in Schneiderzellen
mit dem Abbau in Drosophila-Embryonen vergleichbar ist. Weil der Abbau von Rcal-
GFP in Embryonen bereits gezeigt werden konnte (Abb. 2.1), wurde mit der Untersu-
chung von Rcal-GFP in Schneiderzellen begonnen. Generell wurden Zellkulturzellen
liber transiente Transfektionen mit verschiedenen Fluoreszenz-epitopmarkierten Rcal-
Derivaten transfiziert und der Abbau am Mikroskop live verfolgt. Die Aufnahmen er-
streckten sich iiber bis zu 48 Stunden, in denen kein signifikanter Bleicheffekt festzu-
stellen war (Film 3 in beiliegender CD). Neben einem GFP-markierten Rcal-Derivat
wurde haufig Rcal-3xCherry als eine Referenz fiir den Abbau eines Rcal voller Lange
verwendet (Abb. 2.2 A).

Von den transient transfizierten Zellen wurden Z-Stapel aufgenommen und die Sum-
menprojektionen erstellt. In Abbildung 2.2 B ist eine Zelle exemplarisch dargestellt.

Zu Beginn der Aufnahme befindet sich die Zelle in der Interphase (t=0 min) und durch-
lauft in den dargestellten Zeitabschnitten eine Zellteilung. In der Mitose kommt es zur
Auflosung der Kernhiille und die beiden starken Signale verteilen sich liber die gesamte
Zelle (t=20 min). Mit der Zytokinese (t=60 min) wird die Zellteilung vollendet und die
neuen Kernhiillen bilden sich aus (t=80 min). Sowohl Rcal-GFP als auch Rcal-3xCherry
werden anschlieféend in den Zellkern transportiert. Ab diesem Zeitpunkt wird sowohl
Rcal-GFP als auch Rcal-3xCherry im weiteren Verlauf abgebaut. Dies geschieht zu

einem Zeitpunkt, in dem sich die Zelle in der G1-Phase befindet.
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Der Abbau von Rcal-GFP in Schneiderzellen dhnelt dabei dem Abbau von Rcal-GFP in
Embryonen. In beiden Fillen reakkumuliert Rcal-GFP zuerst in den sich neu formieren-
den Zellkernen, bevor die Fluoreszenzintensitidt des GFP-Signals in Embryonen und in
Schneiderzellen im Laufe der G1-Phase abnimmt (Film 4 in beiliegender CD). Der Zeit-
punkt des Abbaus stimmt iiberein, weshalb Studien iiber Rcal in Schneiderzellen

durchgefiihrt werden kénnen.
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Abbildung 2.2: Rca1 wird in Schneiderzellen in der G1-Phase abgebaut

A: Schematische Darstellung der exprimierten Fluoreszenz-markierten Rca1-Proteine Rca1-
GFP und Rca1-3xCherry

B: Nach Auflésung der Kernmembran kommt es zur Verteilung beider Rca1-Fusionsproteine
in der gesamten Zelle. Nach der Mitose akkumulieren beide Proteine wieder im Kern (80-100
min). Danach wird das Fluoreszenzsignal kontinuierlich schwéacher. Da benachbarte Zellen
(auBerhalb des gezeigten, aber beleuchteten Ausschnittes) weiterhin stark fluoreszieren, ist
die Abnahme des Fluoreszenzsignals auf den Abbau der Proteine zuriickzufiihren. Far die
Analyse des Abbaus von Rca1-GFP in Schneiderzellen wurde sowohl Rca1-GFP, als auch
ein C-terminales 3xCherry-epitopmarkiertes Rca1-Kontrollprotein, Rca1-3xCherry, exprimiert
und in einem Abstand von 10 Minuten lebend Aufnahmen gemacht.
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2.2 Rcal - ein Substrat des Anaphase-Promoting-Komplex

Rcal ist ein Inhibitor des APC/CF> Komplex (Grosskortenhaus und Sprenger, 2002) und
fiihrt wiahrend der G2-Phase zu dessen Inaktivierung. In der G1-Phase wird jedoch die
Aktivitat von APC/CF# benotigt. Dies steht auch in zeitlicher Ndahe zum Abbau von Rcal,
was bedeuten konnte, dass in der G1-Phase Rcal selbst zum Substrat des APC/CFz wird.
Um diese These zu verfolgen, soll zundchst der Rcal-Abbau mit dem Abbau anderer

APC/CFzr-Substrate in der G1-Phase verglichen werden.

2.2.1 Die quantitative Analyse des Rcal-Abbaus durch Ab-

baukurven

Um den Abbau von Rcal und APC/CFzr-Substraten quantitativ vergleichen zu konnen,
wurden Schneiderzellen mit Plasmiden transient transfiziert, von denen die entspre-
chenden Proteine Fluoreszenz-markiert exprimiert wurden. Durch live-cell-imaging
wurden Zellen liber mehrere Zellteilungszyklen verfolgt und die Fluoreszenzsignale
anschlieféend quantitativ ausgewertet. Von diesen Werten konnten schliefdlich soge-

nannte ,Abbaukurven” erstellt werden.

2.2.1.1 Erstellung einer Abbaukurve am Beispiel HA-NLS-GFP-Rcal

In Abbaukurven wird der Verlauf der Fluoreszenzintensitit von GFP- oder Cherry-
markierten Proteinen in einer Zelle iiber einen Zeitraum dargestellt. Um verschiedene
Zellen miteinander vergleichen zu kénnen, wurde der Beginn der Anaphase, wenn sich
die Zellform von kugelig nach ellipsoid verdndert, als Zeitpunkt t=0 bestimmt. Dieser
Zeitpunkt wurde weiterhin als 100%-Wert der Signalintensitit definiert. In Abbildung
2.3 sind fiir fiinf Zellen, die HA-NLS-GFP-Rcal exprimieren, die individuellen Abbaukur-
ven dargestellt.

Oft ist zu beobachten, dass kurz vor Beginn der Anaphase die Signalstiarke abnimmt und
kurz darauf wieder ansteigt. Dieses Verhalten ist auf die Auflésung und Neubildung der
Kernmembran zuriickzufiihren. Das im Kern konzentrierte Fluoreszenzprotein verteilt
sich bei der Auflosung der Kernmembran auf die komplette Zelle. Durch diese Vertei-
lung des Fluoreszenzsignals auf ein Vielfaches des urspriinglichen Volumens fallen
eventuell einige Signale unter den Schwellenwert, der flir die Quantifizierung benutzt

wurde, so dass die Gesamtfluoreszenzintensitit scheinbar abnimmt. Dieser Effekt ist
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jedoch in den meisten Fillen sehr transient, vor allem wenn kernlokalisierte Proteine
verfolgt werden.

Die Expressionsstiarke bei der transienten Expression zeigt hohe Variabilitit, da ver-
schiedene Mengen an Plasmid von einer Zelle aufgenommen werden. Wird das Fluores-
zenzsignal aufderhalb einer Zelle (Hintergrundsignal) bestimmt, kann die Expressions-
stirke zweier Zellen miteinander vergleichen werden. Das Verhaltnis GFP- zu Hinter-
grundsignal in Abbildung 2.3 zeigt, dass selbst bei Signalen, die fiinffach iiber dem Hin-
tergrundsignal liegen, keine signifikante Verdnderung in der Abbaukurve erkennbar ist.
Aus den fiinf Einzelkurven wurden zu jedem Zeitwert die Mittelwerte und die Stan-
dardabweichung berechnet und so eine sogenannte ,Abbaukurve“ generiert. In Abbil-
dung 2.4 ist die Abbaukurve fiir HA-NLS-GFP-Rcal abgebildet. Die rote Linie markiert
den Zeitwert, an dem die Signalintensitit um die Halfte gefallen ist (t=75 min). Die
griine Linie entspricht dem Endwert, der in diesem Fall nach 150 Minuten erreicht

worden ist. Nach diesem Zeitpunkt konnte kein weiterer signifikanter Abbau mehr

festgestellt werden.
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Abbildung 2.3: Abbaukurven von finf Einzelzellen, die HA-NLS-GFP-Rca1 exprimieren

Der Zeitpunkt t=0 min wurde dem ersten Anzeichen der Teilungsfurche zugeordnet und diesem die
Signalintensitadt von 100% zugewiesen (Pfeil). Die Zahlen der Legende verdeutlichen die Signal-
starke jeder Zelle im Verhaltnis zwischen GFP- und Hintergrundsignal, um die Varianz der Signal-
intensitat darzustellen.
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Abbildung 2.4: Abbaukurve von HA-NLS-GFP-Rca1, generiert aus fiinf Einzelkurven

Aus der Quantifizierung der Fluoreszenzintensitat der funf einzelnen Zellen (Abb 2.3) wurden
Mittelwerte und Standardabweichungen errechnet und so die Abbaukurve fir HA-NLS-GFP-
Rca1 generiert. Die Zeitpunkte, bei denen die Signalintensitat auf 50% bzw. auf den minimalen
Endwert (in dem Fall 20%) gefallen sind, sind in rot bzw. grin markiert.

2.2.1.2 Abbaukurven verschiedener Epitopmarkierungen

Die Fusion eines recht grofden Epitops an das C- bzw. N-terminale Ende eines Proteins
hat haufig Auswirkungen auf die Funktionalitdt oder die Stabilitat, da wichtige regulato-
rische Regionen oder Bindedominen des Proteins blockiert sein konnen. Auch die kor-
rekte Faltung bei der Entstehung des Proteins kann durch das Epitop negativ beeinflusst
sein, was haufig zu einer Destabilisierung fiihrt. So zeigte sich in friitheren Studien, dass
eine C-terminale Fusion des APC/C-Substrates CyclinB_Del-286-530 mit einem einfa-
chen Cherry-Epitop gut abgebaut werden konnte, ein C-terminales Dreifachepitop den
Abbau deutlich verlangsamte und eine N-terminale Fusion mit 3xCherry sogar zu einer
kompletten Stabilisierung fiihrte (Kawall, 2010).

In dieser Arbeit wurden deshalb verschiedene Fluoreszenz-Epitopmarkierungen an
Rcal getestet und anhand von Abbaukurven deren Einfluss auf die Stabilitdt von Rcal
untersucht. Dazu wurden Schneiderzellen mit den entsprechenden Plasmiden transient
transfiziert, induziert und aus den live-cell-imaging-Aufnahmen 10 Zellen fiir die Erstel-
lung der Abbaukurven verwendet.

Der Abbau der verschiedenen epitopmarkierten Rcal-Proteine setzt zeitgleich etwa
40 Minuten nach Beginn der Anaphase ein. Aber im Vergleich zu den C-terminal mar-

kierten Rcal-GFP/3xCherry geschieht der Abbau des N-terminal markierten HA-NLS-
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GFP-Rcal deutlich schneller. Nach 80 Minuten hat es die Halfte der Signalintensitit
verloren und nach 150 Minuten bereits den minimalen Endwert erreicht, ab dem kein
weiterer signifikanter Abbau mehr erfolgt. Zu diesem Zeitpunkt erreichte der Abbau von
Rcal-GFP und von Rcal-3xCherry hingegen nur 50%. Genauso wie HA-NLS-GFP-Rcal
erreicht auch das C-terminal markierte Rcal den gleichen minimalen Endwert von 20%,
allerdings erst nach 300 Minuten (Abb. 2.5).

C-terminale Fluorochrome fiihren zu einem inaktiven Rcal (Grosskortenhaus und
Sprenger, 2002) und verlangsamen den Abbau von Rcal. Werden die Abbaukurven von
Rcal-GFP und Rcal-3xCherry miteinander verglichen, fillt auf, dass der Abbau mit
nahezu identischer Kinetik verlauft und diese Proteine deutlich langsamer abgebaut
werden als HA-NLS-GFP-Rcal.

Ein N-terminales GFP-Epitop beeinflusst dagegen die Aktivitit von Rcal nicht
(2.3.1.3.1). Deshalb wurde in den spateren Experimenten das N-terminale HA-NLS-GFP
verwendet. Um den Abbau von Rcal mit anderen Substraten des APC/CF#r zu verglei-
chen, wurde dagegen das im Abbau etwas verlangsamte Rcal-3xCherry eingesetzt, da

die anderen Substrate mit GFP markiert waren.
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Abbildung 2.5: Abbaukurven von Rca1 mit verschiedenen Epitopmarkierungen

Aus den live-cell-imaging-Aufnahmen von HA-NLS-GFP-Rca1, Rca1-GFP und Rca1-3xCherry
wurden jeweils die Fluoreszenzintensitaten von 10 Zellen quantifiziert und die Abbaukurven
generiert. Die Zeitpunkte, bei denen die Signalintensitat auf 50% gefallen ist, wurden markiert.
HA-NLS-GFP-Rca1 erreicht diesen Wert nach 80 min, die C-terminal epitopmarkierten Rca1-
GFP und Rca1-3xCherry erst nach 150 min. Zu diesem Zeitpunkt hat HA-NLS-GFP-Rca1
bereits den minimalen Endwert (in dem Fall 20%) erreicht. Rca1-3xCherry und Rca1-GFP
gelingt dies erst nach ca. 300 min.
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2.2.2 Abbau von Rcal zeitgleich mit anderen Substraten

des APC/C

Die bisherigen Daten zeigen, dass der Abbau von Rcal am Ende der Mitose bzw. in der
frithen G1-Phase beginnt (Abb. 2.1 und 2.2, Kapitel 2.1.1 und 2.1.2) und iiber einen
bisher unbekannten Abbauweg vermittelt wird, da eine SCF&TRCP-yermittelte Degradati-
on wie sie fiir das humane Ortholog Emil bekannt ist, sehr unwahrscheinlich ist
(1.6.3.3). Der Zeitpunkt des Abbaus iliberschneidet sich dabei mit der Aktivierung von
APC/CFzr, Um der Vermutung nachzugehen, dass es sich bei Rcal um ein Substrat des
APC/CFz handeln konnte, wurden bekannte APC/C-Substrate zusammen mit Rcal-
3xCherry in Schneiderzellen co-exprimiert und Abbaukurven generiert. Die schemati-
schen Skizzen der verwendeten Substrate CyclinB_Del-286-530-2xGFP, HA-NLS-GFP-
Geminin_Del-102-192, sowie dem mdglichen APC/C-Substrat HA-NLS-GFP-Fzy, sind in
Abb. 2.6 A dargestellt. Bei CyclinB handelt es sich nicht um ein reines APC/CF?*-Substrat,
sondern es wird bereits mit dem Aktivator Fzy vom APC/C erkannt und fiir den Abbau
markiert. Da in Hefen Cdc20/Fzy liber einen intramolekularen Mechanismus sich selbst
ubiquitinyliert (Foe, et al.,, 2011), gilt Geminin als das einzige, ausschlief3liche APC/CF#-
Substrat. Geminin wird zudem in Embryonen nicht wiahrend der Mitose abgebaut, son-
dern wie Rcal erst in der G1-Phase (Sprenger, personliche Mitteilung).

In Abbildung 2.6 B ist zunachst die zeitliche Abfolge des DIC-, Cherry- und GFP-Kanals
einer mit CyclinB_Del-286-530-2xGFP und Rcal-3xCherry transfizierten Zelle darge-
stellt. Zu Beginn der Aufnahme befindet sich die Zelle in der Interphase und durch-
schreitet in den folgenden Zeitabschnitten eine Mitose. Mit der Zytokinese wird die
Zellteilung vollendet und CyclinB_Del-286-530-2xGFP wird sehr schnell in die sich neu
ausbildenden Zellkerne aufgenommen und dort abgebaut (t=50 min). Die Aufnahme von
Rcal-3xCherry in den Kern verlduft etwas verlangsamt. Nach t=100 min, wenn der
Abbau von Rcal-3xCherry erst beginnt, ist das Signal von CyclinB_Del-286-530-2xGFP
bereits fast vollstandig verschwunden (Abb. 2.6 B).

Weiterhin wurde der Abbau von HA-NLS-GFP-Fzy und HA-NLS-Geminin_Del-102-192-
GFP analysiert (Abb. 2.6 und Abbaukurven in Abb. 2.9).

Werden die Abbaukurven der unter A dargestellten Substrate des APC/CF# mit der
Abbaukurve von HA-NLS-GFP-Rcal libereinandergelegt, wird deutlich, dass der Abbau
von Rcal in zeitlicher Ndhe zu den Substraten des APC/CF# beginnt. Dabei dhnelt die
Abbaukinetik der von HA-NLS-GFP-Fzy, wahrend HA-NLS-CyclinB_Del-286-530-2xGFP
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schneller und HA-NLS-Geminin_Del-102-192-GFP langsamer abgebaut werden. Auch ist
der Abbau von HA-NLS-CyclinB_Del-286-530-2xGFP letztendlich effektiver, da hier das

Signal vollstiandig verschwindet, wahrend die Signalintensitiaten von HA-NLS-GFP-Rcal

und HA-NLS-GFP-Fzy sich bei einem minimalen Endwert zwischen 10-20% einpendeln.

Das in diesen Experimenten gleichzeitig exprimierte Rcal-3xCherry wurde, wie vorher

beobachtet, im

Vergleich zu HA-NLS-GFP-Rcal verlangsamt abgebaut (Abb. 2.6 C).

Ein direkter visueller Vergleich der verschiedenen Substrat-Abbaukinetiken ist in Ab-

bildung 2.7 dargestellt. Das Ergebnis der Abbaukurven wird dabei widergespiegelt,

obwohl die Darstellung von jeweils nur einer Zelle geringe Abweichungen mit sich zieht.
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Abbildung 2.6: Vergleich
Substraten des APC/C™

A: Schematische Darstellung der getesteten und
unter C dargestellten Fluoreszenz-markierten
APC/C™-Substrate: a) HA-NLS-CyclinB_Del-
286-530-2xGFP, b) HA-NLS-GFP-Fzy, c) HA-
NLS- Geminin_Del-102-192-GFP, d) HA-NLS-
GFP-Rca1

B: Fur die Analyse des Abbaus wurde neben
HA-NLS-GFP-CyclinB_Del-286-530-2xGFP  als
Kontrolle auch Rca1-3xCherry in Schneiderzel-
len exprimiert und in einem Abstand von 10
Minuten Aufnahmen gemacht.

C: Abbaukurven der unter A dargestellten
APC/C™-Substrate. Aus der Quantifizierung der
Fluoreszenzintensitaten von jeweils zehn einzel-
nen Zellen wurden die Abbaukurven erstellt und
zusammen mit dem co-transfizierten Rca1l-
3xCherry in einem Graphen dargestellt.

von Rca1l-
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Abbildung 2.7: Direkter Vergleich des Abbaus verschiedener APC/C-Substrate

Dem Abbau der Rca1-3xCherry-Kontrolle und dem HA-NLS-CyclinB_Del-286-530-2xGFP aus
Abb. 2.6 B ist der Abbau von HA-NLS-GFP-Fzy, HA-NLS-GFP-Geminin_Del-102-192 und von
HA-NLS-GFP-Rca1 gegenubergestellt. Die einzelnen Zeitabschnitte stimmen miteinander
Uberein. Dargestellt ist der Signalabbau von jeweils einer einzelnen Zelle.

Zusammenfassend zeigen die Daten, dass der Abbau von HA-NLS-GFP-Rcal dem Abbau
von HA-NLS-GFP-Fzy am dhnlichsten ist. Der schnellere Abbau von HA-NLS-
CyclinB_Del-286-530-2xGFP konnte an der gleichzeitigen Erkennung durch die beiden
APC/C-Aktivatoren Fzy und Fzr liegen. HA-NLS-Geminin_Del-102-192-GFP wird dage-
gen dhnlich wie das inaktive Rcal-3xCherry abgebaut.

Der Abbau von Rcal verlauft in der G1-Phase mit dhnlicher Kinetik wie der Abbau der

anderen APC/C-Substrate.
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2.2.3 Der Abbau von N- und C-terminalem Rcal in G1

Fiir eine erste Eingrenzung der Region in Rcal, die fiir den Abbau verantwortlich ist,
wurden zuerst die N- und C-terminalen Halften untersucht. Dazu wurde der C-terminale
Teil von Rcal hinter das Fluorochrom HA-NLS-GFP kloniert. Zuséatzlich wurde in der
Zinkbinderegion mit der Mutation des Cysteins 351 zu Serin eine Punktmutation, C351S,

eingefiihrt, die bewirkt, dass das liberexprimierte Rcal seine inhibierende Wirkung auf
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Abbildung 2.8: Abbau von N- u. C-term. Rca1 entspricht dem von Geminin_Del-102-192
A: Schematische Darstellung der unter C) verglichenen GFP-Kontrolle HA-NLS-GFP, HA-
NLS-GFP-Rca1 sowie der N- und C-terminalen Rca1-Deletionen: a) HA-NLS-GFP-Rca1_Del-
204-411 und b) HA-NLS-GFP-Rca1_Del-1-203_C351S

B: Fir die Analyse des Abbaus der Rca1-Deletionen wurden N-terminales Rca1 (a) und C-
terminales Rca1 (b) in Abbaukurven mit dem co-exprimierten HA-NLS-Geminin_Del-102-192-
3xCherry verglichen. Die Halbwertszeiten (50%) und die minimalen Endwerte (20%) sind
eingezeichnet und unter D zusammengefasst.

C: Abbaukurven der unter A dargestellten HA-NLS-GFP Kontrolle, HA-NLS-GFP-Rca1 und N-
bzw. C-terminalem Rca1 sowie Halbwertszeit und minimaler Endwert von HA-NLS-GFP-Rca1.
D: Ubersichtstabelle der Halbwertszeiten und der minimalen Endwerte der unter A schema-
tisch dargestellten Rca1-Derivate sowie von HA-NLS-Geminin_Del-102-192-3xCherry.
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den APC/C verliert und eine Einflussnahme auf den Zellzyklus verhindert wird.

Der C-terminale Teil von Rcal, HA-NLS-GFP-Rcal_Del-1-203_C351S (Abb. 2.8 Ab), und
das N-terminale Fragment von Rcal, HA-NLS-GFP-Rcal_Del-204-411 (Abb. 2.8 Aa),
wurden jeweils mit HA-NLS-Geminin_Del-102-192-3xCherry in Schneiderzellen co-
transfiziert und von den live-cell-imaging-Aufnahmen Abbaukurven erstellt (Abb. 2.8 B).
Dabei zeigte sich, dass sowohl N- als auch C-terminales Fragment von Rcal hinreichend
sind, um in der G1-Phase abgebaut zu werden. Dieser Abbau dhnelt sehr stark dem
Abbau des APC/CF#-Substrats HA-NLS-Geminin_Del-102-192-3xCherry (Kawall, 2010).
In Abbildung 2.8 B wird dies an den Abbaukurven fiir HA-NLS-GFP-Rcal_Del-1-
203 _C351S und fur HA-NLS-GFP-Rcal_Del-204-411 verdeutlicht.

Im direkten Vergleich der Abbaukurven der C- und N-terminalen Rcal-Deletionen mit
der Abbaukurve des gesamten HA-NLS-GFP-Rcal in Abbildung 2.8 C zeigt sich ein Un-
terschied in der Abbaukinetik. Scheinbar besitzt sowohl das C- als auch das N-terminale
Fragment von Rcal eine eigenstindige Abbausequenz, die zusammenwirken und zu
einer deutlich schnelleren Degradation von Rcal fiihren. Die Kontrolle HA-NLS-GFP
weist in der G1-Phase keinen Signalverlust auf, was nochmals zeigt, dass Bleicheffekte
keine wesentliche Rolle spielen (Abb. 2.8 C). In einer Ubersichtstabelle der Halbwerts-
zeiten sind die minimalen Endwerte der Rcal-Derivate sowie von HA-NLS-Geminin_Del-
102-192-3xCherry dargestellt (Abb. 2.8 D). HA-NLS-GFP-Rcal wird doppelt so schnell
abgebaut wie die beiden C- und N-terminalen Rcal-Deletionen, deren Abbau dem von
HA-NLS-Geminin_Del-102-192-3xCherry gleicht. Der minimale Endwert, definiert als
der Wert an dem kein weiterer signifikanter Abbau feststellbar ist, liegt einheitlich bei
ca. 20%. Jedoch wird dieser Wert von HA-NLS-GFP-Rcal bereits nach 150 Minuten
erreicht, etwa doppelt so schnell wie bei den N- und C-terminalen Rcal-Deletionen und
von HA-NLS-Geminin_Del-102-192-3xCherry.

Ein direkter visueller Vergleich des Abbaus von N- und C-terminalem Rcal mit HA-NLS-
Geminin_Del-102-192-3xCherry ist in Abbildung 2.9 dargestellt. Das Ergebnis der Ab-
baukurven wird dabei widergespiegelt, obwohl die Darstellung von jeweils nur einer
Zelle nicht exakt den Werten aus den Abbaukurven entspricht.

Aus den Abbaukurven wird ersichtlich, dass der Abbau des APC/CF#-Substrates Gemi-
nin (Abb. 2.8 B) sowie anderer Substrate (Abb. 2.6 C, Kapitel 2.2.2) nahezu zeitgleich mit
dem Abbau von Rcal einsetzt. Der Beginn des Abbaus beschrankt sich auf ein relativ
kurzes Zeitfenster. Sobald sich nach der Zellteilung die beiden Nuklei neu ausbilden,

beginnt der Abbau der Substrate bzw. von Rcal sofort nach Aufnahme in den Zellkern
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(Abb. 2.6 B bzw. Abb. 2.7, Kapitel 2.2.2). Ob dieser Abbau iliber Fzr geregelt wird, soll in
weiteren Experimenten geklirt werden, bei denen durch eine Uberexpression von Fzr

der Abbau der APC/CFz-Substrate in einer anderen Phase des Zellzyklus eingeleitet

werden kann.
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Abbildung 2.9: Abbau von N- u. C-term. Rca1 entspricht dem von Geminin_Del-102-
192

A: Schematische Darstellungen: a) HA-NLS-GFP-Rca1_Del-204-411 und b) HA-NLS-GFP-
Rca1_Del-1-203_C351S sowie dem co-transfizierten HA-NLS-Geminin_Del-102-192-Cherry
B: Zeitliche Abfolge einer Zellteilung mit Abbau des N-terminalen Rca1 (a) und des C-
terminalen Rca1 (b) mit dem co-exprimierten HA-NLS-Geminin_Del-102-192-Cherry. Zur
leichteren Verfolgung wurden die Zellen mit einem Pfeil bzw. mit Klammern markiert. Die
einzelnen Zeitabschnitte stimmen miteinander Uberein. Dargestellt ist der Signalabbau von
jeweils einer einzelnen Zelle, weshalb es visuell zu leichten Abweichungen im Vergleich zu
den Daten der Abbaukurven aus Abb. 2.8 C kommen kann.
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2.2.4 Uberexpression von Fzr aktiviert den APC/C in G2

Eine Uberexpression von Fzr fiihrt zu einem vorzeitigen Abbau der APC/C-Substrate
Cyclin A und Cyclin B in der G2-Phase des Zellzyklus 16 (Grosskortenhaus, 2001). Diese
verfrithte Aktivierung des APC/C durch Fzr verhindert eine Akkumulierung der Cycline
in der G2-Phase, wodurch die Zellen nicht mehr in die Mitose 16 eintreten konnen. Im
weiteren Verlauf konnen diese Zellen weitere S-Phasen durchlaufen und zeigen einen
hoheren DNA-Gehalt (Grosskortenhaus und Sprenger, 2002; Reber, et al., 2006)

Um zu iiberpriifen, ob eine Aktivierung des APC/C in G2 durch Uberexpression von Fzr
auch in Schneiderzellen moglich ist, wurden Zellen mit 4xFLAG-Fzr transfiziert und das
Zellzyklusprofil im Durchflusszytometer analysiert.

Dazu wurden die transfizierten Zellen geerntet und die DNA der Zellen mit dem Fluo-
reszenzfarbstoff Hoechst 33342 angefirbt. Die Emission des DNA-interkalierenden
Farbstoffs wurde im FL2 Kanal (bezeichnet als Hoechst) aufgenommen und dadurch das
DNA-Profil bestimmt (Abb. 2.10). In lebenden S2R+-Zellen kénnen zwei Peaks erkannt
werden, die mit 1C (einfacher Chromosomensatz) und 2C (doppelter Chromosomen-
satz) benannt wurden. Unter 1C fallen alle Zellen in der G1-Phase, 2C-Zellen befinden
sich in der G2- und M-Phase. S-Phase Zellen konnen unter diesen Umstanden nicht
aufgetrennt werden und befinden sich zwischen den beiden Peaks. M-Phase Zellen
werden anhand des DNA-Gehaltes den G2-Zellen zugeordnet, aufgrund ihrer geringen
Haufigkeit fallen sie jedoch nicht weiter ins Gewicht. Uberreplizierende Zellen mit ei-
nem hoheren Anteil an DNA als G2-Phase Zellen erfahren auf der x-Achse eine Verschie-
bung nach rechts. Eine zusatzliche Selektion ist durch Setzen von ,Gates“ moglich, so
wurde im vorliegenden Beispiel ausschlief3lich auf das DNA-Profil GFP-positiver Zellen
selektiert (Abb. 2.10) und im Diagramm gegen die Anzahl an Zellen (counts) aufgetra-
gen.

Das Zellzyklusprofil von untransfizierten Zellen weist einen grofderen Anteil an G1-
Phase-Zellen auf (Abb 2.10). Eine Expression von NLS-3xGFP in S2R+-Zellen verandert
das DNA-Profil der GFP-positiven Zellen kaum. Wird neben NLS-3xGFP als Transfekti-
onskontrolle zuséatzlich 4xFLAG transient in Schneiderzellen {iberexprimiert, kommt es
zu einer Zellzyklusverschiebung der GFP-positiven Zellen in Richtung G2-Phase. Dabei
dienen die GFP-positiven Zellen zum einen als Transfektionskontrolle und zum anderen
als indirekter Nachweis fiir die Uberexpression von 4xFLAG-Fzr, da davon ausgegangen
werden kann, dass GFP-positive Zellen auch das co-transfizierte Plasmid fiir 4XxFLAG-Fzr

aufnehmen. Neben der Zellzyklusverschiebung bewirkt die 4xFLAG-Fzr-Uberexpression
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Abbildung 2.10: Fzr-Uberexpression in Schneiderzellen fiihrt zum G2-Arrest
Schneiderzellen wurden entweder untransfiziert im Durchflusszytometer gemessen oder
transient mit NLS-3xGFP bzw. zusatzlich noch mit 4xFLAG-Fzr transfiziert.

Die untransfizierten Zellen zeigen ein typisches Zellzyklusprofil mit einem grofieren Zellanteil
in der G1-Phase. Auch NLS-3xGFP transfizierte Zellen zeigen dieses Profil. Wird 4xFLAG-Fzr
Uberexprimiert, akkumulieren die GFP-positiven Zellen in der G2-Phase und ein gréRerer
Anteil Uberreplizierender Zellen ist festzustellen.

einen erhohten Anteil an iiberreplizierenden Zellen mit einem mehrfachen Chromoso-
mensatz.

Eine Uberexpression des funktionalen 4xFLAG-Fzr fithrt in Schneiderzellen zu einer
Verschiebung in Richtung hoheren DNA-Gehalt. Diese Verschiebung wird vermutlich
durch eine verfriihte Aktivierung des APC/C-Komplexes hervorgerufen, wodurch Cyc-
line nicht mehr akkumulieren kénnen und die Zellen dadurch in der G2-Phase arretie-

ren.

2.2.4.1 Abbau von Rca1-GFP in G2 nach Fzr-Uberexpression

In einem nachsten Schritt wurde untersucht, ob der durch Uberexpression von 4xFLAG-
Fzr aktivierte APC/CF# in der G2-Phase einen verfriithten Abbau von Rcal initiieren
kann. Fiir eine direkte Vergleichbarkeit wurden Schneiderzellen zur Kontrolle transient
mit Rcal-GFP und als Zellzyklus unabhdngige Kontrolle mit NLS-3xCherry transfiziert
(Abb. 2.11 A) und unter dem Mikroskop live verfolgt (Abb. 2.11 B links).

Wie bereits bei HA-NLS-GFP-Rcal und Rcal-3xCherry zu sehen war (2.2.2), geht die
Zelle in eine neue Zellteilung, Rcal reakkumuliert in den sich neu ausbildenden Zellker-
nen der Mutter- und Tochterzelle und wird in der G1-Phase abgebaut. Das co-
transfizierte NLS-3xCherry hingegen ist keiner Degradation unterworfen und bleibt in
jeder Zellzyklusphase in der Zelle konstant. Wird in diesem Ansatz zusatzlich noch
4XFLAG-Fzr co-exprimiert (Abb. 2.11 B rechts), wird der APC/CF?r vorzeitig in der G2-

Phase aktiviert und die Zelle kann nicht mehr in die Mitose eintreten. Dabei zeigt sich,
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dass ab einem unbestimmten Zeitpunkt die Zelle mit dem Abbau von Rcal-GFP beginnt,
ohne zuvor eine Zellteilung zu durchschreiten. Die co-transfizierte Kontrolle NLS-
3xCherry ist von diesem Abbau nicht betroffen. Wird in einer Zelle neben Rcal-GFP das
APC/CFzr-Substrat HA-NLS-Geminin_Del-102-192-3xCherry co-exprimiert (Abb. 2.12 A)
und mit 4XFLAG-Fzr der APC/CF#r in G2 aktiviert, so kommt es zu einem einheitlichen
Abbau beider Proteine in der G2-Phase (Abb. 2.12 B rechts). Ohne die Uberexpression
von 4XFLAG-Fzr gehen die Zellen wieder normal in die Zellteilung und beide Signale

werden einheitlich in der G1-Phase abgebaut (Abb. 2.12 B links).
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Abbildung 2.11: Abbau von Rca1-GFP in G1 und nach APC/C-Aktivierung durch Fzr in G2
A: Schematische Darstellung der in Schneiderzellen co-exprimierten Plasmide von Rca1-GFP
und HA-NLS-3xCherry

B: Vergleich des Abbaus von Rca1-GFP in der G1-Phase (links, ohne Fzr) mit dem Abbau in der
G2-Phase nach Fzr-Uberexpression (rechts, mit Fzr).

Links dargestellt ist der Abbau von Rca1-GFP in der G1-Phase. Dabei teilt sich die Zelle und
nimmt Rca1-GFP zuerst wieder aktiv in den Zellkern auf, bevor der Abbau beginnt. Das Signal
der co-exprimierten NLS-3xCherry-Kontrolle bleibt dabei konstant.

Die Zelle auf der rechten Seite co-exprimiert zusatzlich 4xFLAG-Fzr. Dies flhrt dazu, dass die
Zelle nicht in die Mitose eintreten kann. Obwohl keine Zellteilung erkennbar ist (Pfeile markieren
die Zelle), wird Rca1-GFP in Folge der Aktivierung des APC/C durch Fzr in der G2-Phase abge-
baut. Das Signal des Kontrollproteins NLS-3xCherry bleibt dabei konstant.
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Die zeitgleiche Terminierung des Abbaus von Rcal-GFP und von HA-NLS-Geminin_Del-
102-192-3xCherry sowohl in der G1-Phase, als auch in der G2-Phase nach Aktivierung
des APC/CFz-Komplexes durch die Uberexpression von 4xFLAG-Fzr sind weitere Hin-
weise, dass es sich bei Rcal um ein Substrat des APC/CF#" handeln konnte. Um diesen
gewonnenen Eindruck mit mehreren Beispielen hinterlegen zu kénnen, sollte im Fol-

genden der Rcal-Abbau mit anderen Substraten des APC/C-Komplexes verglichen

werden.
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Abbildung 2.12: Rca1- und Geminin-Abbau nach APC/C-Aktivierung in G2 nahezu iden-
tisch

A: Schematische Darstellung der in Schneiderzellen co-exprimierten Plasmide von Rca1-GFP
und HA-NLS-Geminin_Del-102-192-Cherry.

B: Vergleich des Abbaus von Rca1-GFP und von HA-NLS-Geminin_Del-102-192-3xCherry in
der G1-Phase (links, ohne Fzr) mit dem Abbau nach Fzr-Uberexpression in der G2-Phase
(rechts, mit Fzr).

Links dargestellt ist die zeitliche Abfolge einer Zellteilung mit dem Abbau von Rca1-GFP und
HA-NLS-Geminin_Del-102-192-3xCherry in der G1-Phase. Dabei teilt sich die Zelle bevor der
Abbau beginnt.

Die Zelle auf der rechten Seite co-exprimiert zusatzlich 4xFLAG-Fzr. Obwohl keine Zellteilung
erkennbar ist (Pfeile markieren die Zelle), werden Rca1-GFP und HA-NLS-Geminin_Del-102-
192-3xCherry in Folge der Aktivierung des APC/C durch Fzr in der G2-Phase abgebaut.
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2.2.4.2 Der verfriithte Rcal-Abbau verglichen mit APC/C-Substraten

Bisher wurde ein GFP-markiertes Rcal fiir den Vergleich mit Geminin verwendet. In
diesem Experiment kam Rcal wieder mit einem C-terminalen 3xCherry zum Einsatz.
Der direkte Vergleich des Abbaus der APC/C-Substrate mit Rcal-3xCherry in der G1-
Phase wurde bereits in Kapitel 2.2.1.3 behandelt (Abb. 2.6 B). Eine Uberexpression von
4XFLAG-Fzr fiihrte auch in der G2-Phase zu einem einheitlichen Abbau von Rcal-
3xCherry  und  HA-NLS-CyclinB_Del-286-530-2xGFP  sowie = HA-NLS-GFP-Fzy
(Abb. 2.13 B).
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Abbildung 2.13: Rca1-Abbau in G2 identisch mit Substraten des APC/C™

A: Schematische Darstellung der in Schneiderzellen mit Rca1-3xCherry co-exprimierten
Plasmide: a) HA-NLS-CyclinB_Del-286-530-2xGFP und b) HA-NLS-GFP-Fzy

B: Vergleich des Abbaus von Rca1-3xCherry mit a) HA-NLS-CyclinB_Del-286-530-2xGFP und
mit b) HA-NLS-GFP-Fzy nach 4xFLAG-Fzr-Uberexpression in der G2-Phase.

Obwohl keine Zellteilung erkennbar ist (Pfeile markieren die Zellen), wird Rca1-3xCherry
genauso wie HA-NLS-CyclinB_Del-286-530-2xGFP und HA-NLS-GFP-Fzy vermutlich in Folge
der Aktivierung des APC/C durch Fzr in der G2-Phase abgebaut.
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2.2.4.3 Der Abbau von N- und C-terminalem Rcal in G2

Sowohl der N- als auch der C-terminale Teil von Rcal sind hinreichend fiir einen Abbau
in der G1-Phase (2.2.1.4, Abb. 2.8 und 2.9). Es konnte gezeigt werden, dass der Abbau in
G1 sehr stark dem Abbau des APC/CFzr-Substrats HA-NLS-Geminin_Del-102-192-
3xCherry dhnelt.

Im Folgenden sollte nun auch der Abbau in der G2-Phase nach Fzr-Uberexpression
genauer untersucht werden. Dazu wurden die in Abbildung 2.14 A abgebildeten Protei-
ne zusammen mit HA-NLS-Geminin_Del-102-192-3xCherry und 4xFLAG-Fzr co-

exprimiert und der Abbau der Proteine miteinander verglichen (Abb. 2.14 B).
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Abbildung 2.14: Der Abbau von N- und C-terminalem Rca1 in G2

A: Schematische Darstellung der in Schneiderzellen mit HA-NLS-Geminin_Del-102-192-
3xCherry co-exprimierten Plasmide: a) HA-NLS-GFP-Rca1_Del-204-411 und b) HA-NLS-
GFP-Rca1_Del-1-203_C351S.

B: Vergleich des Abbaus von a) HA-NLS-GFP-Rca1_Del-204-411 und b) HA-NLS-GFP-
Rca1_Del-1-203_C351S mit HA-NLS-Geminin_Del-102-192-3xCherry nach 4xFLAG-Fzr-
Uberexpression in der G2-Phase.

Obwohl keine Zellteilung erkennbar ist (Pfeile markieren die Zellen), werden die beiden C- und
N-terminalen Rca1-Fragmente zusammen mit dem Substrat des APC/C™ HA-NLS-

Geminin_Del-102-192-3xCherry in Folge der Aktivierung des APC/C durch 4xFLAG-Fzr in der
G2-Phase abgebaut.
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Dabei stellte sich heraus, dass auch bei einer verfriihten Aktivierung des APC/CF# in der
G2-Phase der Abbau des N- und C-terminalen Rcal vergleichbar mit dem Abbau von HA-
NLS-Geminin_Del-102-192-3xCherry ist.

Die Ergebnisse lassen die Interpretation zu, dass eine vorzeitige Aktivierung des APC/C
in der Interphase durch die Uberexpression von 4xFLAG-Fzr zu einem vorzeitigen Ab-
bau der APC/C-Substrate und auch zu einem vorzeitigen Abbau von inaktivem Rcal
fiihrt. In einem nachsten Schritt sollte nun getestet werden, inwieweit die Uberexpressi-
on eines aktiven Rcal als Inhibitor des APC/CF#-Komplexes den Effekt der Uberexpres-

sion von 4xFLAG-Fzr zu unterdriicken vermag.

2.2.5 Der Abbau von Rcal ist abhangig von der eigenen
Aktivitat

In Embryonen konnte bereits gezeigt werden, dass die Uberexpression von HA-Rcal
den Effekt der Uberexpression von Fzr aufheben kann (Grosskortenhaus, 2001). Dabei
wurde in Embryonen HA-Rcal zusammen mit Fzr unter der Kontrolle des prd-Gal4
Promotors iiberexprimiert. Im Gegensatz zu Embryonen, in denen nur Fzr iiberexpri-
miert wurde, konnten diese Embryonen die Mitose 16 durchschreiten, da es zu keiner
verfrithten Aktivierung des APC/CF?" und somit zu keinem vorzeitigen Abbau mitoti-
scher Cycline kam (Grosskortenhaus und Sprenger, 2002).

Im Folgenden sollte auch in Schneiderzellen geprift werden, ob eine verfriihte Aktivie-
rung des APC/CFz, hervorgerufen durch eine Uberexpression von 4xFLAG-Fzr, durch
eine Uberexpression von aktivem 4xFLAG-Rcal vollstindig inhibiert werden kann.

Um zu zeigen, dass die inhibitorische Wirkung von Rcal einen direkten Einfluss auf die
eigene Stabilitat besitzt, wurden in diesem Experiment Schneiderzellen entweder mit
einem aktiven 4xFLAG-Rcal oder mit einem inaktiven 4xFLAG-Rcal _C351S transfiziert.
Die Mutation des Cysteins 351 in der Zinkbinderegion in ein Serin fithrte dabei zu einem
nahezu vollstindigen Verlust der APC/C-Inhibierungsfahigkeit (2.3.3.1). Co-exprimiert
wurden diese Zellen entweder mit dem aktiven 4xFLAG-Fzr oder aber, um im Transfek-
tionsansatz eine gleiche Menge an Plasmid-DNA gewdahrleisten zu kénnen, mit einem
Bluescript-Leervektor. Zusitzlich wurde neben einem Ansatz mit untransfizierten Zel-
len (Abb.2.15A Spur1) noch eine Transfektion mit Bluescript-Leervektor-DNA
(Abb. 2.15 A Spur 2) bzw. mit 4XFLAG-Fzr (Abb. 2.15 A Spur 3) als weitere Kontrollen

mitgefiihrt. Die Zellzahl der einzelnen Proben wurde mit einem Teil der Zellen im
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Abbildung 2.15 Der Abbau von Rca1 ist abhangig von der eigenen Aktivitat

A: Schneiderzellen wurden entweder mit einem inaktiven 4xFLAG-Rca1_C351S (Spur 4, 5)
oder einem aktiven 4xFLAG-Rca1 (Spur 6, 7) transient transfiziert und mit Hinblick auf die
Stabilitat nach 4xFLAG-Fzr-Uberexpression auf einem Westernblot verglichen. Neben un-
transfizierten Zellen (1) dienten als Kontrolle mit einem Bluescript-Leervektor transfizierte
S2R+ Zellen (2) und Zellen transfiziert mit 4xFLAG-Fzr (3). Die eingesetzte Gesamt-
Plasmidmenge wurde bei allen Ansatzen mit einem Bluescript-Leervektor auf 375 ng aufge-
fullt.

B: Normiertes Diagramm, um die Abhangigkeit des Abbaus von der eigenen Aktivitat darzu-
stellen. Die Antikérperkreuzreaktionsbande aus A diente der Anpassung der Beladungsunter-
schiede. 4xFLAG-Rca1_C351S und 4xFLAG-Rca1 ohne 4xFLAG-Fzr-Uberexpression wurden
zusatzlich auf den Wert 1 normiert.

Durchflusszytometer bestimmt und 55.000 Zellen fiir eine Westernblotanalyse auf eine
SDS-PAGE aufgetragen.

Nach Co-Transfektion mit 4xFLAG-Fzr ist die Abnahme von inaktivem 4xFLAG-
Rcal_C351S deutlich starker (vgl. Abb.2.15A Spur 4 zu 5) als bei einem aktiven
4xFLAG-Rcal (vgl. Abb.2.15 A 6 zu 7). Fiir eine genauere Auswertung des Einflusses
von 4xFLAG-Fzr auf aktives bzw. inaktives Rcal wurde die Antikérperkreuzreaktions-
bande aus A fiir die Normierung von 4xFLAG-Rcal_C351S mit und ohne 4xXFLAG-Fzr
(Abb. 2.15 A Spur 4, 5) sowie fiir die Normierung von 4xFLAG-Rcal mit und ohne
4xFLAG-Fzr (Abb.2.15A Spur 6, 7) verwendet. Die Normierung wurde anhand der
Signalintensititen in Image] vorgenommen. Zusatzlich wurden die Werte von aktivem
und inaktivem Rcal ohne Fzr-Uberexpression auf den Wert 1 normiert, so dass ein
direkter Vergleich moglich wurde (Abb. 2.15 B).

Aus dem Diagramm geht hervor, dass ein aktives 4xFLAG-Rcal der Uberexpression von
4xFLAG-Fzr entgegenwirken und seinen eigenen Abbau verhindern kann. Bei der Wes-
ternblotanalyse zeigte sich, dass ein Rcal Konstrukt mit geringer APC/C-
Inhibitionsfahigkeit bei aktivem APC/CF? in der G2-Phase abgebaut wird. Im Falle von
4xFLAG-Rcal_C351S ist bei gleichzeitiger Uberexpression mit 4xFLAG-Fzr eine um den
Faktor 2 geringere Proteinmenge als bei dem APC/C-inhibitionsfahigen 4xFLAG-Rcal
nachweisbar (Abb. 2.15 B).
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2.2.6 Steigende Fzr-Konzentrationen verbessern die Rcal-

Degradation

In vorhergehenden Experimenten konnte gezeigt werden, dass sowohl die N- als auch
die C- terminale Region von Rcal fiir einen Abbau in der G2-Phase hinreichend sind
(2.2.4.3). Aber nicht nur die Abbausequenz scheint hierbei eine Rolle zu spielen, auch
die inhibitorische Funktion von Rcal auf den APC/CF# scheint darin involviert zu sein
(2.2.5). Inwieweit der Abbau von Rcal von der Fzr-Konzentration abhdngt, sollte in
einer Transfektion von Schneiderzellen mit steigender Menge an Fzr-Plasmid geklart
werden. In einer anschlieffenden Analyse wurde die Proteinmenge an Rcal im Wes-
ternblot und im Durchflusszytometer bestimmt.

Dazu wurden transient transfizierte Zellen auf eine SDS-PAGE aufgetragen, die neben
der Transfektionskontrolle HA-NES-3xCherry entweder mit HA-NLS-GFP-Rcal_Del-1-
203 _C351S, HA-NLS-GFP-Rcal Del-204-411 oder einem HA-NLS-GFP als Kontrolle
transfiziert waren (Abb. 2.16 B). In diesen Ansatzen wurde zusatzlich noch das aktive
4xFLAG-Fzr in steigender Konzentration co-exprimiert. Um die Transfektion immer mit
der vergleichbaren Gesamtmenge an Plasmid-DNA durchzufiihren, wurde die Differenz,
die durch die unterschiedliche Menge an eingesetzter Plasmid-DNA fiir 4xFLAG-Fzr
entstand, mit einem Bluescript-Leervektor ausgeglichen. Im Durchflusszytometer wur-
de ein Teil der Zellen gezihlt und der prozentuale Anteil an GFP- und Cherry-positiven
Zellen in jeder Probe bestimmt. Jeweils 55.000 Zellen wurden auf eine SDS-PAGE aufge-
tragen und im anschlieffenden Westernblot sowohl Fzr als auch die Rcal-Derivate mit
einer 1:1 HA/FLAG-Antikorpermischung nachgewiesen (Abb. 2.16 A). Dabei ist deutlich
erkennbar, dass die Proteinmengen des C-terminalen HA-NLS-GFP-Rcal_Del-1-
203_C351S (a), als auch des N-terminalen HA-NLS-GFP-Rcal_Del-204-411 (b) bei stei-
gender 4XFLAG-Fzr-Konzentration abnehmen. Anders verhalt es sich bei der Kontrolle
HA-NLS-GFP (c). Eine steigende Fzr-Konzentration hat keinen Einfluss auf das Expressi-
onsniveau von HA-NLS-GFP. Die aufgetragene Menge an Zellen war mit Ausnahme der
jeweils hochsten Konzentration an 4xFLAG-Fzr gleichmafiig, wie anhand der Transfek-
tionskontrolle HA-NES-3xCherry auf den drei Blots zu erkennen ist. Die Abweichungen
der Zellmengen bei jeweils der hochsten Fzr-Konzentration wird anhand von Uberex-
pressionsexperimenten mit 4XFLAG-Fzr in Schneiderzellen erklarbar. Dort fiihrte eine
zu hohe Fzr-Konzentration zu einem vermehrten Absterben der Zellen bzw. zu einem

schlechten Zellwachstum (Daten nicht gezeigt).



Ergebnisse |55

Insgesamt legen die Blots den Schluss nahe, dass die Uberexpression von 4xFLAG-Fzr
fiir den Abbau von Rcal direkt verantwortlich ist. Bekraftigt wird dies durch die Aus-
wertung der Durchflusszytometriedaten. Das Diagramm in Abbildung 2.16 C zeigt die
Auftragung der zuvor bestimmten Verhiltnisse von GFP- zu Cherry-positiven Zellen
gegen die steigende Fzr-Konzentration. Wahrend bei der Kontrolle HA-NLS-GFP das
Verhaltnis von GFP- zu Cherry-positiven Zellen konstant blieb, konnten bei steigender
Fzr-Konzentration immer weniger GFP-positive Zellen bei HA-NLS-GFP-Rcal_Del-1-
203_C351S (a) und bei HA-NLS-GFP-Rcal_Del-204-411 (b) detektiert werden. Dabei
zeigte sich sowohl im Blot als auch im Diagramm, dass 4xFLAG-Fzr den Abbau des C-
terminalen Rcal (a) effizienter initiieren kann als den Abbau des N-terminalen Rcal (b).
Nachdem in Fzr-Uberexpressionsexperimenten ein verfrithter Abbau von APC/CF#-
Substraten und auch von Rcal in der G2-Phase gesehen werden konnte, sollte in einem
weiteren Experiment getestet werden, ob durch eine Reduzierung der Fzr-Menge in

Schneiderzellen eine Stabilisierung von Rcal in der G1-Phase erreicht werden kann.
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Abbildung 2.16: Der Abbau von Rcal nimmt mit steigender Fzr-Menge zu

A: In Schneiderzellen wurden neben der Transfektions- und Beladungskontrolle HA-NES-
3xCherry entweder das C-terminale Fragment von Rca1l (a), das N-terminale Fragment von
Rca1 (b) oder eine stabile Kontrolle (c) exprimiert. Zusatzlich wurden die S2R+ Zellen mit einer
steigenden Konzentration an Plasmid-DNA kodierend fir 4xFLAG-Fzr transfiziert. Nach der
Zahlung eines Teiles der Zellen im Durchflusszytometer wurden 55.000 Zellen auf eine SDS-
PAGE aufgetragen und im Westernblot mit einer 1:1 FLAG/HA-Antikérpermischung analysiert.
B: Schematische Darstellung der analysierten Rca1-Derivate: a) HA-NLS-GFP-Rca1_Del-1-
203_C351S, b) HA-NLS-GFP-Rca1_Del-204-411 und c) HA-NLS-GFP

C: Anhand der Durchflusszytometerdaten wurde das Verhaltnis aus GFP- zu Cherry-positiven
Zellen ermittelt und gegen die eingesetzte 4xFLAG-Fzr-Plasmidkonzentration in ein Diagramm
eingezeichnet. HA-NES-3xCherry unterliegt keinem Abbau, wodurch es zusatzlich die Aufgabe
einer Transfektionskontrolle tGbernimmt. Das fallende Verhaltnis zwischen GFP- zu Cherry-
positiven Zellen zeigt indirekt den mit steigender 4xFLAG-Fzr-Konzentration schneller werden-
den Abbau des N- und C-terminalen Rca1 an.
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2.2.7 Knock-down von Fzr fithrt zu Verlust der G1-Phase

Es ist bekannt, dass fiir eine Etablierung der G1-Phase Fzr zwingend notwendig ist
(Sigrist und Lehner, 1997). Deshalb sollte in einem RNAi-Experiment versucht werden,
die Aktivitat des APC/CF~-Komplexes so weit herab zu setzen, dass die Zellen zwar noch
in die G1-Phase gelangen kénnen, dort aber nicht mehr in der Lage sind, die spezifischen
Substrate effektiv abzubauen.

Fiir die Etablierung eines solchen Systems wurde zuerst in einem allgemeinen Kontroll-
experiment die Effizienz der doppelstrangigen RNAi an einem Knock-down von NES-
3xCherry iiberpriift. Dafiir wurden in Schneiderzellen NES-3xCherry und HA-NLS-GFP
tiberexprimiert und durch Zugabe von zuvor hergestellter, doppelstrangiger Cherry-
RNAi der Effekt im Durchflusszytometer analysiert. Als Referenz dienten transfizierte
Zellen ohne zugegebener Cherry-RNAi (Abb.2.17). Dabei zeigte sich eine deutliche
Reduzierung bei den Cherry-positiven Zellen, wihrend die GFP-positiven Zellen unver-

andert blieben.
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Abbildung 2.17: Kontrollexperiment fiir
den Knock-down von NLS-3xCherry
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A: Als Negativkontrolle wurden untransfi-
zierte Schneiderzellen im Durchflusszyto-
meter gemessen und die Gates (Recht-
ecke) fur Cherry- bzw. GFP-positive Zellen
so gesetzt, dass weniger als 0,25% der
Zellen im Inneren lagen.

B: Transfektion der S2R+ Zellen mit HA-
NLS-3xCherry und HA-NLS-GFP als
Positivkontrolle. Die Cherry- bzw. GFP-
positiven Zellen befinden sich innerhalb
der Gates.

C: Zusatzliche Zugabe von doppelstrangi-
ger Cherry-RNAi auf die transfizierten
Zellen
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In einem weiteren Etablierungsschritt wurde doppeltstrangige Fzr-RNAi hergestellt und
auf Schneiderzellen gegeben, die neben einer HA-NLS-GFP Kontrolle auch das APC/CF#-
Substrat CyclinB_Del-286-530-Cherry exprimierten (Abb. 2.18). Fiir diese erste Experi-
mentreihe ist die hergestellte Fzr-RNAi auf einem Agarosegel liberpriift worden, die
genaue Konzentration wurde aber nicht bestimmt, weshalb auch keine Konzentrations-
angabe moglich ist. Es wurde vielmehr eine Titrationsreihe durchgefiihrt und von An-
satz zu Ansatz die Menge an Fzr-RNAi jeweils halbiert.

Abbildung 2.18 A zeigt die Zellzyklusprofile ohne Fzr-RNAi-Zugabe. Wahrend das Profil
der GFP-positiven Zellen dem Profil der untransfizierten Zellen dhnelt und demnach HA-
NLS-GFP zellzyklusunabhdngig exprimiert wird, weisen die Cherry-positiven Zellen
einen reduzierten Gehalt an G1-Zellen auf, der durch den APC/CF# bedingten Abbau von
CyclinB_Del-286-530-Cherry in der G1-Phase hervorgerufen wird. Wird auf die Zellen
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Abbildung 2.18: Knock-down von Fzr fiihrt zu Verlust der G1-Phase in Schneiderzellen
In Schneiderzellen wurde neben dem Kontrollprotein HA-NLS-GFP das verkirzte APC/CF#-
Substrat CyclinB_Del-286-550-Cherry exprimiert und die Fluoreszenzsignale im Durchflusszy-
tometer gemessen. Dargestellt sind die Zellzyklusprofile der untransfizierten Zellen (links),
sowie der Cherry-positiven Zellen (Mitte) und der GFP-positiven Zellen (rechts).

A: Zellzyklusprofile ohne Fzr-RNAi: Die untransfizierten Zellen zeigen ein normales Zellzyk-
lusprofil. CyclinB_Del-286-530-Cherry wird als Substrat des APC/C"* in der G1-Phase abge-
baut, wahrend HA-NLS-GFP gleichmaRig exprimiert vorliegt und dem Zellzyklusprofil der
untransfizierten Zellen ahnelt.

B: Zellzyklusprofile mit hoher Konzentration an Fzr-RNAi: Durch den vermutlich vollstandigen
Knock-down von Fzr kénnen die Zellen keine G1-Phase mehr etablieren und der 1C-Peak ist
vollstandig verschwunden.

C: Zellzyklusprofile mit geringer Konzentration an Fzr-RNAI: Die untransfizierten Zellen zeigen
wieder annahernd ein normales Zellzyklusprofil. Ebenso die Kontrolle der GFP-positiven
Zellen. CyclinB_Del-286-530-Cherry wird trotz der Reduzierung von Fzr als Substrat des
APC/C™ erkannt und in der G1-Phase wieder abgebaut.
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zusatzlich eine hohe Konzentration an doppelstrangiger Fzr-RNAi gegeben, kommt es zu
einem vollstdndigen Knock-down von Fzr-RNA in der Zelle, mit dem Resultat, dass die
Zellen nicht mehr in der Lage sind, eine G1-Phase zu etablieren. Dabei scheinen alle
Zellen die doppelstriangige RNA aufgenommen zu haben (Abb 2.18 B).

Wurde in dem Experiment eine geringere Menge an Fzr-RNAi hinzugegeben, waren die
Zellen wieder in der Lage eine ausreichende Anzahl an APC/CFz-Komplexen zu aktivie-
ren und die Zellen konnten in die G1-Phase eintreten. Sowohl die untransfizierten Zellen
als auch die GFP-positiven Zellen zeigten wieder anndhernd ein normales Zellzykluspro-
fil mit einem grofderen Anteil an G1- als G2-Zellen. Der erzielte Knock-down von Fzr
reichte aber nicht aus, um die notwendige Etablierung der G1-Phase von der Aktivitit
des APC/CF=-Komplexes mit dem Abbau der Substrate zu entkoppeln (Abb. 2.18 B). In
einem abschlieffenden Experiment wurde die HA-NLS-GFP-Kontrolle durch das inaktive
HA-NLS-GFP-Rcal_Del-1-203_C351S ersetzt und der Versuch wie zuvor beschrieben
durchgefiihrt (Abb. 2.19).
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Abbildung 2.19: Knock-down von Fzr fiihrt zu Verlust der G1-Phase in Schneiderzellen
In Schneiderzellen wurde neben dem Substrat CyclinB_Del-286-550-Cherry auch das C-
terminale, inaktive HA-NLS-GFP-Rca1_Del-1-203_C351S exprimiert und im Durchflusszyto-
meter gemessen. Dargestellt sind die Zellzyklusprofile der untransfizierten Zellen (links),
sowie der Cherry-positiven Zellen (Mitte) und der GFP-positiven Zellen (rechts).

A: Zellzyklusprofile ohne Fzr-RNAi: Die untransfizierten Zellen zeigen ein normales Zellzyk-
lusprofil. Sowohl CyclinB_Del-286-530-Cherry als Substrat des APC/C™, als auch HA-NLS-
GFP-Rca1_Del-1-203_C351S werden in der G1-Phase abgebaut.

B: Zellzyklusprofile mit hoher Konzentration an Fzr-RNAi: Durch den vermutlich vollstandigen
Knock-down von Fzr kénnen die Zellen keine G1-Phase mehr etablieren und der 1C-Peak ist
vollstandig verschwunden.

C: Zellzyklusprofile mit geringer Konzentration an Fzr-RNAi: Wenigen der untransfizierten
Zellen gelingt es, die G1-Phase zu etablieren. Dennoch wird keine Stabilisierung von Cyc-
linB_Del-286-530-Cherry und von HA-NLS-GFP-Rca1_Del-1-203_C351S in der G1-Phase
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Dabei zeigte sich bei der Kontrollmessung ohne Fzr-RNAi, dass sowohl CyclinB_Del-286-
530-Cherry als Substrat des APC/CF#, als auch HA-NLS-GFP-Rcal_Del-1-203_C351S in
der G1-Phase abgebaut wurden (Abb. 2.19 A). Auch hier ergab sich durch die Zugabe
einer hohen Dosis an Fzr-RNAi eine Zellzyklusverschiebung in Richtung G2-Zellen, da
keine G1-Phase mehr etabliert werden konnte (Abb. 2.19 B). Wurde die Menge an Fzr-
RNAi so weit reduziert, dass bei den untransfizierten Zellen wieder ein kleiner G1-
Phase-Peak zu erkennen war, war dennoch keine Entkopplung von G1-Etablierung und
reduzierter APC/C-Aktivitit moglich. Sowohl CyclinB_Del-286-530-Cherry als auch HA-
NLS-GFP-Rcal_Del-1-203_C351S zeigten keine Stabilisierung in der G1-Phase (Abb.
2.19 C). Nachdem auch CyclinB_Del-286-530-Cherry als bekanntes Substrat des APC/C
nicht stabilisiert werden konnte, ist es mit diesem Versuchsaufbau nicht moglich, die
APC/CFzr-Aktivitat in der G1-Phase so weit zu inaktivieren, dass die Substrate stabilisiert
werden, aber zugleich die Progression in G1 erhalten bleibt. Scheinbar ist bereits eine
geringe Anzahl aktivierter APC/C-Komplexe ausreichend, um einen effektiven Abbau
der Substrate herbeizufiihren.

Dennoch kann aus den einheitlichen DNA-Profilen zwischen dem APC/C-Substrat Cyc-
linB_Del-286-530-Cherry und HA-NLS-GFP-Rcal_Del-1-203_C351S der Schluss gezogen

werden, dass sich Rcal wie ein APC/C-Substrat verhalt.

2.2.8 Dacapo-Uberexpression fiihrt zu stabilem Rcal in G1

Dacapo ist ein Cyclin-Kinase-Inhibitor (CKI), der liber eine Bindedomadne an CyclinE und
Cdk2 bindet und dadurch CyclinE/Cdk2 in der G1-Phase inaktiv halt (de Nooij, et al,
1996; Lane, et al., 1996). Da die CyclinE/Cdk2-Aktivitit wichtig fiir den G1/S-Ubergang
ist (Knoblich, et al., 1994), wird durch die Inhibierung der Eintritt in die S-Phase verzo-
gert.

Durch Uberexpression von Dacapo kann in Drosophila-Embryonen eine vollstindige
Inhibierung von CyclinE/Cdk2 und ein vollstandiger G1-Arrest erzielt werden (de Nooij,
et al., 2000). Auch in Schneiderzellen konnte bei Uberexpression von GFP-Dacapo ein
Arrest des Zellzyklus in G1 beobachtet werden (Bauer, 2011).

Bei einer gleichzeitigen Uberexpression mit dem APC/CF#-Substrat CyclinB_Del-286-
530-Cherry wurde dieses nicht wie gewohnt abgebaut, sondern lag in der G1-Phase
stabil vor. Aus einem noch ungeklirten Grund wird der APC/C-Komplex durch die Uber-

expression von Dacapo in der G1-Phase inaktiviert (Bauer, 2011). Wenn durch dieses
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Abbildung 2.20: Uberexpression von GFP-Dacapo fiihrt zu einem G1-Phase-Arrest
Uberexpression des Kontrollproteins NLS-3xCherry mit NLS-3xGFP (A) oder GFP-Dacapo (B)
in Schneiderzellen. Dargestellt sind die Zellzyklusprofile der untransfizierten Zellen (links),
sowie der Cherry-positiven Zellen (Mitte) und der GFP-positiven Zellen (rechts).

A: Die NLS-3xCherry und NLS-3xGFP transfizierten Zellen zeigen ein normales Zellzyk-
lusprofil ahnlich den untransfizierten Zellen mit einem gréReren Anteil an G1-Zellen.

B: Uberexpression von GFP-Dacapo: G1-Phase-Arrest, der sowohl im Zellzyklusprofil der
GFP-positiven Zellen, aber auch der Cherry-positiven Zellen zu sehen ist.

Phanomen CyclinB_Del-286-530-Cherry in der G1-Phase stabilisiert wird, miisste auch
Rcal stabilisiert werden, sofern es ein Substrat des APC/CF# ist.

Um dies zu testen, wurden Schneiderzellen mit NLS-3xCherry und NLS-3xGFP trans-
fiziert und das Zellzyklusprofil mit Zellen verglichen, in denen NLS-3xGFP mit GFP-
Dacapo ersetzt worden ist. Die Uberexpression von Dacapo fiihrte zu einem G1-Phase

Arrest der Zellen, der auch im Zellzyklusprofil der Cherry-positiven Zellen zu sehen war
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Abbildung 2.21: Uberexpression von GFP-Dacapo stabilisiert CyclinB_Del-286-530 in G1
A: Das Zellzyklusprofil von CyclinB_Del-286-530-Cherry zeigt durch seinen Abbau als Sub-
strat des APC/C™ einen verringerten G1-Peak im Vergleich zur NLS-3xGFP Kontrolle, die
dem DNA-Profil der untransfizierten Zellen gleicht.

B: Uberexpression von GFP-Dacapo: Zellen arretieren in der G1-Phase und CyclinB_Del-286-
530-Cherry kann in der G1-Phase akkumulieren.
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(Abb. 2.20). Wird anstelle von NLS-3xCherry das APC/CF#-Substrat CyclinB_Del-286-
530-Cherry mit NLS-3xGFP co-transfiziert, kann im Zellzyklusprofil der Cherry-
positiven Zellen der spezifische Abbau von CyclinB_Del-286-530-Cherry durch den
APC/CFzr anhand der Abnahme des 1C-Peaks verfolgt werden. Bei einer gleichzeitigen
Co-Expression mit GFP-Dacapo arretieren die Zellen wieder in der G1-Phase und Cyc-
linB_Del-286-530-Cherry kann in der G1-Phase akkumulieren. Die Uberexpression von
Dacapo scheint sich inhibitorisch auf den APC/CF?r auszuwirken (Abb. 2.21).

In einem letzten Schritt wurde das bekannte APC/C-Substrat CyclinB_Del-286-530-
Cherry durch Cherry-Rcal_Del-1-203_C351S ersetzt (Abb. 2.22). Dabei zeigte sich auch
hier nach Uberexpression von GFP-Dacapo eine Stabilisierung in der G1-Phase, wihrend
es ohne Dacapo in der G1-Phase noch abgebaut werden konnte.

Durch die Uberexpression von Dacapo sind die Zellen nicht mehr in der Lage, die G1-
Phase zu verlassen. Zusétzlich inaktiviert die Uberexpression von Dacapo iiber einen
unbekannten Mechanismus den APC/CF~-Komplex in G1, was zu einer Stabilisierung
des APC/C-Substrates CyclinB_Del-286-530-Cherry in G1 fiihrt. Dieselbe Stabilisierung
konnte auch fiir Cherry-Rcal_Del-1-203-C351S in G1 gezeigt werden. Diese und vorher-
gehenden Experimente lassen den Schluss zu, dass Rcal ein Substrat des APC/CF?r sein

konnte.
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Abbildung 2.22: Uberexpression von GFP-Dacapo stabilisiert Rca1_Del-1-203_C351S in
G1

A: Das Zellzyklusprofil von Cherry-Rca1_Del-1-203_C351S zeigt durch seinen Abbau in der
G1-Phase einen verringerten G1-Peak im Vergleich zur NLS-3xGFP-Kontrolle, welche dem
DNA-Profil der untransfizierten Zellen gleicht.

B: Uberexpression von GFP-Dacapo: Zellen arretieren in der G1-Phase und Cherry-Rca1_Del-
1-203_C351S kann in der G1-Phase akkumulieren.
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2.2.9 Rcal interagiert mit der APC/C-Untereinheit Cdc23

In vorherigen Studien konnte eine Interaktion zwischen Rcal und Fzr festgestellt wer-
den (Grosskortenhaus, 2001). Neben der Interaktion mit den beiden APC/C-
Komponenten konnte auch eine physikalische Interaktion von Rcal - sowohl in einer
Co-Immunprazipitation (Zielke, 2006), als auch in einem Hefe-Zwei-Hybrid Experiment
(Giot, et al.,, 2003) - mit einer Komponente des SCF-Komplexes nachgewiesen werden.
Dabei zeigte Rcal im Hefe-Zwei-Hybrid-System eine starke Interaktion mit der SCF-
Untereinheit SkpA.

In einem genomweiten Screen mit einer Drosophila-Genbank wurde von der Firma ,Y2H
service Hybigenics“ aus Paris nach Interaktionspartnern von Rcal gesucht. Neben dem
bereits bekannten SkpA konnte auch Cdc23 als ein moderater Interaktionspartner
identifiziert werden. In einer anschliefenden Immunpréazipitation mit FLAG-Cdc23 und
HA-Rcal konnte Cdc23 als ein Interaktionspartner von Rcal bestitigt werden
(Querings, 2006).

Um die Interaktion noch einmal genauer zu verifizieren, wurde in dieser Arbeit ein
eigenes Hefe-Zwei-Hybrid-Experiment und eine neue Co-Immunprazipitation aus

Schneiderzellen durchgefiihrt.

2.2.9.1 Nachweis im Hefe-Zwei-Hybrid-System

Mit dem Hefe-Zwei-Hybrid-System (Yeast-Two-Hybrid, kurz: Y2H) kann die direkte
Interaktion zweier Proteine getestet werden. Die Gensequenzen der zu untersuchenden
Proteine werden entweder an die DNA-Bindedomane (BD) des Transkriptionsfaktors
oder an die Transkriptionsaktivatordoméne (AD) gekoppelt. Nur wenn beide Proteine
miteinander in Kontakt treten, kann der Transkriptionsfaktor das unter seiner Kontrolle
stehende Gen aktivieren, was entweder zur Blaufarbung der Kolonien (X-Gal-Farbassay)
oder zum Wachstum der Zellen (Wachstumsassay) fiihrt.

Dazu wurden die Allele von Rcal und von Cdc23 so in beide Expressionsvektoren
pGBKT7 und pADT7 umkloniert, dass N-terminale Fusionen mit der Aktivierungs- bzw.
der Bindedomine entstanden. Zur Uberpriifung der Expressionslevel wurde zwischen
Aktivatordomidne und dem Gen ein einfach bzw. vierfach HA-Epitop zwischengeschaltet.
Auferdem kam nach der Bindedoméane ein einfaches MYC-Epitop zum Einsatz. Die Hefe
Sacccharomyses cerevisiae wurde mit beiden Plasmiden transformiert und einzelne, auf

Selektionsplatten gewachsene Kolonien entsprechend der Bezifferung von Abbildung
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2.23 auf den Selektionsplatten fiir den X-Gal-Farbassay (Abb. 2.23 A) bzw. auf Selekti-
onsplatten fiir den Wachstumstest (Abb. 2.23 B) ausgestrichen.

Als Positivkontrollen wurden zum einen die im Matchmakersystem mitgelieferten Kon-
trollen AD-HA-Rec und BD-MYC-p53 verwendet, zum anderen wurde die bereits be-
kannte Interaktion von AD-4x-HA-Rcal mit MYC-SkpA als direkte Kontrolle fiir eine
Interaktion von Rcal genutzt (Abb. 2.23 A, B, C Nummer 1 und 6). Beide Positivkontrol-
len zeigten dabei eine starke Interaktion in Form einer intensiven Blaufarbung. Interes-
santerweise erbrachte die umgekehrte Orientierung AD-HA-SkpA - MYC-Rcal ein ande-
res Ergebnis, denn es konnte nur beim sensitiveren Wachstumsassay ein geringes
Wachstum und somit eine geringe Interaktion nachgewiesen werden (Abb. 2.23 A, B, C

Nummer 7).
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C: Ubersichtstabelle der getesteten Interaktionspartner und der Richtung, in der getestet
wurde. Die Skala von — bis +++ spiegelt die Starke der Interaktion wieder (von keiner Interak-
tion: - bis zu starker Interaktion +++). In rot dargestellt ist der Interaktionstest von Rca1 mit
Cdc23. n.d.: nicht durchgeflhrt
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Der Farbassay war nicht zu unterscheiden von der mitgelieferten Negativkontrolle HA-
Rec - MYC-Lam und ist somit negativ zu bewerten (Abb. 2.23 B, C Nummer 2). Wird die
Interaktion zwischen Rcal und Cdc23 betrachtet, kann auch hier nur im Wachtumsas-
say zwischen 4xHA-Cdc23 - MYC-Rcal eine schwache Interaktion festgestellt werden, in
der anderen Orientierung 4xHA-Rcal - MYC-Cdc23 fiel der Interaktionsnachweis nega-
tiv aus (Abb. 2.23 A, B, C Nummer 8 und 9).

Zudem wurde eine mogliche Dimerisierung untersucht. Diese fiel jedoch im Farbassay
sowohl bei Rcal als auch mit Cdc23 und SkpA negativ aus (Abb. 2.23 A, C Nummer
3,4, 5). Ein Ergebnis mit dem sensitiveren Wachstumsassay liegt nicht vor, weshalb eine
endgliltige Aussage iiber eine Dimerisierung nicht getroffen werden kann.

Von jedem Interaktionspartner wurde zusitzlich eine mdgliche Autoaktivierung im
Farbassay tiberpriift. Eine Autoaktivierung liegt dann vor, wenn ein Interaktionspartner
alleine in der Lage ist, den Tanskriptionsfaktor zu aktivieren. Dazu wurden die ver-
schiedenen Interaktionspartner, die entweder an die Bindedomdne oder die Akti-
vatordomadne fusioniert waren, mit dem entsprechenden Leervektor der anderen Do-
mane getestet. Im Farbassay konnte keine Autoaktivierung festgestellt werden (Daten
nicht gezeigt), aber um eine endgiiltige Autoaktivierung ausschlieflen zu koénnen, ist
auch hier der sensitivere Wachstumsassay notwendig.

Von den einzelnen Hefestdimmen wurden Proteinlysate gemacht und die Proteinmengen
auf einem Westernblot analysiert (Daten nicht gezeigt). Es stellte sich heraus, dass die
Proteinmengen von Stamm zu Stamm durchaus Unterschiede aufwiesen, es konnten
aber Uberall die Proteine nachgewiesen werden. Einen Einfluss auf die Stiarke der Inter-
aktion hatten die unterschiedlichen Expressionsstiarken nicht.

Anhand dieser Interaktionsanalyse konnten frithere Ergebnisse bestitigt werden, in
denen Rcal im Hefe-Zwei-Hybrid-System mit SkpA interagiert (Giot, et al, 2003). Die
Interaktion funktioniert allerdings nur in eine Richtung. Insgesamt konnte das Ergebnis
aus dem Hefescreen wiederholt werden, der Beitrag der Autoaktivierung ist jedoch
ungewiss, weshalb auch in einer Co-Immunprazipitation dieses Ergebnis noch einmal

verifiziert werden sollte.

2.2.9.2 Co-Immunprazipitation von Rcal mit Cdc23

Basierend auf den Daten vom Hefe-Zwei-Hybrid-Experiment ist Cdc23 zwar ein mode-
rater, aber direkter Interaktionspartner von Rcal. Um das Ergebnis zu bestitigen, wur-

de eine Wiederholung der Co-Immunprézipitation in Schneiderzellen durchgefiihrt.
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Dazu wurde Cdc23 mit einem N-terminalen 4xFLAG-Epitop und Rcal mit einem N-
terminalen 1xHA-Epitop versehen, um die Proteine mit den entsprechenden Antikor-
pern detektieren zu kénnen. 4XFLAG-Cdc23 und HA-Rcal wurden in S2R+ Zellen co-
exprimiert und beide Proteine mithilfe des FLAG- bzw. des HA-Antikorpers aus den
Zelllysaten immunprazipitiert. Im Anschluss wurden die Zelllysate (Input) zusammen
mit den Prazipitaten auf eine SDS-PAGE aufgetragen und die Westernblots mit einem
FLAG- oder HA-Antikoérper analysiert.

Abildung 2.24 A zeigt das Ergebnis der Co-Immunprazipitation mit dem FLAG-
Antikorper. HA-Rcal konnte aus den Zelllysaten prazipitiert werden. Die Prazipitation
mittels HA-Antikorper ist nicht dargestellt.

Der FLAG-Antikorper detektiert zwei spezifische Banden, die im Input ohne 4xFLAG-
Cdc23 nicht zu sehen sind, wobei die stirkere Bande der erwarteten Bandengrofie von
4xFLAG-Cdc23 bei ca. 78 kDa entspricht. Bei der kleineren Bande kénnte es sich eben-
falls um Cdc23 mit moglicherweise nur einem FLAG-Epitop handeln (Abb. 2.24 Spur 1
und 2 FLAG-Blot). Wird 4xFLAG-Cdc23 mit dem FLAG-Antikérper prazipitiert, lassen
sich ebenfalls wieder die beiden Banden nachweisen (Spur 4). Auf dem HA-Blot ist bei
der erwarteten Bandengrofie von ca. 47 kDa eine schwache Bande erkennbar. Dabei
miisste es sich um das co-prazipitierte HA-Rcal handeln, da es in der Kontrollspur ohne
tiberexprimiertem 4xFLAG-Cdc23 nicht zu detektieren war (Abb. 2.24 A, Spur 3 und 4).
Aufgrund der Daten aus dem Hefe-Zwei-Hybrid-Experiment, die eine direkte Interaktion
zwischen Cdc23 und Rcal zeigen konnten, wurden 4xXFLAG-Cdc23 und HA-Rcal in
direktem Kontakt zueinander gezeichnet (Abb. 2.24 B). Es ist jedoch nach wie vor nicht

auszuschliefden, dass Cdc23 und Rcal nur indirekt miteinander interagieren.

A B

Input |IP:FLAG
4xFLAG-Cdc23 | - + | - +
HA-Rcal |+ + |+ + APC/ C
Cdc 23
100 kD— 4XFLAG
WB:FLAG 75— b e - 4xFLAG-Cdc23
9 Rca1
. 50— -— e
WB:HA L - HA-Rca1 e
Spur 1 2 3 4

Abbildung 2.24: Biochemische Interaktion von Rca1 und Cdc23

A: S2R+-Zellen wurden mit Plasmiden fur 4xFLAG-Cdc23 und HA-Rca1 transient transfiziert
und deren Proteinexpression induziert. Die Zelllysate von 4xFLAG-Cdc23 und HA-Rca1 (Input)
sowie die Immunprazipitate (IP) wurden auf eine SDS-PAGE aufgetragen und die Proteine im
Westernblot mit FLAG-Antikérper (oberer Blot) und HA-Antikdrper (unterer Blot) nachgewie-
sen.

B: Graphische Darstellung einer méglichen Interaktion von HA-Rca1 mit 4xFLAG-Cdc23
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Dieses und vorhergehende Experimente lassen den Schluss zu, dass mit Rcal ein weite-
res Substrat des APC/CF7r gefunden worden sein konnte. Um einen naheren Einblick auf
den APC/C-vermittelten Abbau in der G1-Phase zu bekommen, ist es von Bedeutung, die
notwendige Abbausequenz in Rcal zu ermitteln.

Insgesamt zeigen diese Ergebnisse, dass Rcal mit APC/C-Komponenten interagiert.
Diese Interaktion spiegelt die Fahigkeit von Rcal wider, je nach Zellzyklusphase entwe-
der als Inhibitor oder als Substrat an den APC/C zu binden. Um diese beiden Méglichkei-
ten zu unterscheiden, miissten die Aminosdure-Sequenzen in Rcal identifiziert werden,
die fiir die Bindung von Rcal an den APC/C als Inhibitor und als Substrat verantwortlich

sind. Im besten Fall miissten beide Funktionen einzeln untersucht werden.

2.3 Der Abbau von Rcal in Schneiderzellen

Fiir eine genauere Quantifizierung des Abbaus der verschiedenen Rcal-Deletionen in
der G1-Phase wurde, neben den bereits dargestellten Abbaukurven, eine Methode etab-
liert, um die Quantifizierung am Durchflusszytometer durchzufiihren. Wahrend die
Abbaukurven den Mittelwert des Abbaus aus zehn Einzelzellen tiber die Zeit darstellen,
bringt die Durchflusszytometrie den Vorteil mit sich, durch einen grofien Durchsatz an

Zellen eine grof3ere Anzahl an Zellen zu analysieren.

2.3.1 Faktoren, die den Abbau von Rcal beeinflussen

Um mittels Durchflusszytometrie an verladssliche Daten iiber den Abbau von Rcal zu
gelangen, mussten zu Beginn eine Vielzahl an beeinflussenden Faktoren ausgeschlossen
werden. Generell wurden die Messungen an wachsenden Zellen durchgefiihrt, da sich
bei stationdren Zellen das Zellzyklusprofil in Richtung G2-Phase verschiebt und dies
einen Einfluss auf die Auswertung hat.

Im Folgenden wird auf die Berechnung der Stabilititswerte der verschiedenen Rcal-

Derivate eingegangen und die Einfluss nehmenden Faktoren ndher erlautert.

2.3.1.1 Ermittlung der Stabilititswerte verschiedener Rcal-
Derivate

Fiir die Berechnung der Stabilititswerte wurde in Schneiderzellen neben dem Rcal-
Derivat immer ein Kontrollprotein co-exprimiert. Handelte es sich um ein Cherry-

epitopmarkiertes Rcal, wurde als Kontrollprotein HA-NLS-3xGFP verwendet, bei einem
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GFP-epitopmarkiertem Rcal kam HA-NES-3xCherry zum Einsatz. Den Kontrollprotei-
nen kommt bei der Berechnung der relativen G1-Stabilitit eine entscheidende Rolle zu,

was im Folgenden an ein paar Beispielen erldutert wird.

2.3.1.1.1 Kontrolle HA-NLS-GFP und HA-NES-3xCherry

Als Beispiel fiir ein G1-Phase stabiles Protein wurde HA-NLS-GFP verwendet und HA-
NES-3xCherry als Kontrollprotein co-exprimiert (Abb. 2.25 A).

Die Zellzyklusprofile wurden im Durchflusszytometer bestimmt und sind in Abbil-
dung 2.25 B in einer Grafik zusammengestellt. Fiir eine direkte Vergleichbarkeit der
einzelnen Profile wurden die Zellen auf das Maximum im G2-Peak der untransfizierten
Zellen normiert. Wie zu erkennen ist, sind die Profile der GFP- (griin) und der Cherry-
positiven Zellen (rot) identisch und dhneln stark dem Profil der untransfizierten Zellen
(grau). Einzig der Anteil an G1-Zellen ist reduziert. Die Ursache konnte an der Methode
der Expression durch Plasmid-Transfektion liegen. Die Zellen nehmen die Plasmide bei
der Transfektion ins Zytoplasma auf, die Herstellung der Proteine beginnt aber erst
nach Aufnahme in den Zellkern nach der ersten Zellteilung. Deshalb kénnte es sich hier
um den Anteil an Zellen handeln, die sich seit der Transfektion nicht geteilt haben. Die-
ser Unterschied spielt in der Berechnung keine Rolle, da die Verhaltnisse der GFP- und
Cherry-positiven Zellen verwendet wurden und die untransfizierten Zellen in die Be-
rechnung nicht mit einflossen. Um den Fehler mdéglichst gering zu halten und alle S-
Phase-Zellen auszuschlieffen, wurden nur die erste Halfte des 1C-Peaks und die zweite
Halfte des 2C-Peaks in der Formel verwendet. In einer Seitenaufsicht auf die drei tiber-
lagerten Zellzyklusprofile wird dies ersichtlich (Abb. 2.25 C).

Die Formel zur Bestimmung der relativen G1-Stabilitdt ist in Abbildung 2.25 D darge-
stellt. Flir die Berechnung wird das Verhaltnis der Cherry- zu den GFP-positiven Zellen
in G2 durch das Verhaltnis der Cherry- und GFP-positiven Zellen in G1 geteilt.

Werden die aus der Durchflusszytometrie erhaltenen Werte fiir HA-NLS-GFP und HA-
NES-3xCherry in diese Formel eingesetzt, ergibt sich ein Wert von 1,00. Dieser Refe-
renzwert entspricht dem Wert eines stabilen Proteins in der G1-Phase, das keinem
Abbau unterworfen ist. Die Berechnungen wurden mithilfe eines Makros in Microsoft

Excel durchgefiihrt.
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Abbildung 2.25: Ermittlung der Stabilitatswerte der Kontrolle HA-NLS-GFP

A: Schematische Darstellung der in Schneiderzellen co-exprimierten Kontrollplasmide HA-
NLS-GFP und HA-NES-3xCherry

B: Die Zellzyklusprofile der untransfizierten Zellen (grau), der Cherry-positiven (rot) sowie der
GFP-positiven (grtin) Zellen sind in einer Grafik dargestellt. Dabei wurden GFP- und Cherry-
positive Zellen auf den maximalen G2-Wert der untransfizierten Zellen normiert.

C: Seitenaufsicht auf die drei Ubereinandergelagerten Zellzyklusprofile. In die Berechnung flr
die Ermittlung der Stabilitdtswerte (D) ging jeweils nur die erste Halfte des 1C-Peaks sowie die
zweite Halfte des 2C-Peaks ein, um die vorhandenen S-Phase-Zellen in der Berechnung
auszuschlief3en.

D: Formel fiir die Berechnung der Stabilitdtswerte in G1. Dabei wird das Verhaltnis der Cher-
ry- zu den GFP-positiven Zellen in G2 durch das Verhaltnis der Cherry- und GFP-positiven
Zellen in G1 geteilt. Das Ergebnis entspricht der relativen G1-Stabilitat des untersuchten GFP-
Fusionsproteins.

E: Fir HA-NLS-GFP als Kontrollprotein ergibt sich ein Wert von 1,00. Dieser Referenzwert
sagt aus, dass HA-NLS-GFP in der G1-Phase stabil vorliegt und keinem Abbau unterworfen
ist. Das Verhaltnis von Kontrollprotein HA-NES-3xCherry zu HA-NLS-GFP liegt in der G1-
Phase bei dem Wert 1.

2.3.1.1.2 Rcal-GFP

Fiir die Berechnung der relativen G1-Stabilitdt von Rcal-GFP wurde als Kontrollprotein
HA-NES-3xCherry verwendet (Abb. 2.26 A). Aus den libereinandergelagerten Zellzyk-
lusprofilen wird ersichtlich, dass sich die Zellzyklusprofile von Rcal-GFP und HA-NES-
3xCherry in der Auspragung eines G1-Peaks unterscheiden. Rcal-GFP wird aufgrund
seiner Instabilitit in der G1-Phase abgebaut (Abb. 2.26 B und C). Wird die relative G1-
Stabilitat ermittelt, ergibt sich ein Wert von 0,35 (Abb. 2,26 D). Je effizienter und schnel-
ler der Abbau in der G1-Phase ist, desto geringer ist der Anteil an GFP-positiven Zellen
im Zellzyklusprofil und umso kleiner fillt der Wert fiir die relative G1-Stabilitat aus. Von
Rcal-GFP ist durch die erstellten Abbaukurven bereits bekannt, dass die C-terminale
GFP-Epitopmarkierung einen negativen Einfluss auf den Abbau in der G1-Phase ausiibt
und Rcal dadurch stabilisiert wird. Im Vergleich zu HA-NLS-GFP-Rcal wird Rcal-GFP
deutlich langsamer degradiert (2.2.1.2, Abb. 2.5).
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Abbildung 2.26: Ermittlung der relativen G1-Stabilitat von Rca1-GFP

A: Schematische Darstellung des in Schneiderzellen co-exprimierten Rca1-GFP und des
Kontrollplasmids HA-NES-3xCherry

B: Die Zellzyklusprofile der untransfizierten Zellen (grau), von HA-NES-3xCherry (rot) sowie
von Rca1-GFP (grin) sind in einer Grafik dargestellt. Dabei wurden GFP- und Cherry-
positive Zellen auf den maximalen G2-Wert der untransfizierten Zellen normiert.

C: Seitenaufsicht auf die drei Ubereinandergelagerten Zellzyklusprofile. In die Berechnung fur
die Ermittlung der Stabilitdtswerte ging jeweils nur die erste Halfte des 1C-Peaks sowie die
zweite Halfte des 2C-Peaks ein, um die vorhandenen S-Phase-Zellen in der Berechnung
auszuschlief3en.

D: Die Ermittlung der relativen G1-Stabilitat ergab flir Rca1-GFP einen Wert von 0,35. Dieser
Wert sagt aus, dass Rca1-GFP verglichen mit dem stabilen Kontrollprotein HA-NES-
3xCherry in der G1-Phase in einem Verhaltnis von 0,35/1,00 vorliegt. Je geringer dieser Wert
ist, desto schneller wird das untersuchte Protein in der G1-Phase abgebaut und umso weni-
ger liegt es in der G1-Phase vor. Ein Wert von 1 ist dabei der maximale Wert und entspricht
einem in der G1-Phase stabilen Protein.

2.3.1.1.3 HA-NLS-CyclinB_Del-286-530-2xGFP

Wie effektiv ein Abbau in der G1-Phase sein kann, wird am Beispiel von HA-NLS-
CyclinB_Del-286-530-2xGFP deutlich. Als ein bekanntes Substrat des APC/C hat HA-
NLS-CyclinB_Del-286-530-2xGFP in Abbaukurven die schnellste Abbaukinetik gezeigt
(2.2.2, Abb. 2.6 B). Aus diesem Grund wurde HA-NLS-CyclinB_Del-286-530-2xGFP als
Referenzwert fiir den minimalen Endwert einer relativen G1-Stabilititsmessung heran-
gezogen (Abb. 2.27 A).

Das Zellzyklusprofil der GFP-positiven Zellen zeigt einen stark reduzierten Anteil an 1C-
Zellen (Abb. 2.27 B und C). Dementsprechend fiel der Wert der relativen G1-Stabilitat
mit 0,14 deutlich geringer aus als bei Rcal-GFP (Abb. 2.27 D). Dies entspricht auch den
Beobachtungen aus den Abbaukurven bzw. den live-cell-imaging-Aufnahmen, in denen

HA-NLS-CyclinB_Del-286-530-2xGFP deutlich schneller abgebaut wurde als Rcal-GFP.
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Mit dieser Messmethode wurde ein Weg gefunden, die Ergebnisse der Durchflusszyto-
metrie miteinander zu vergleichen. Dadurch wird es nun maéglich, die verschiedenen
Rcal-Derivate auf ihre G1-Stabilitdt hin zu untersuchen. Ein grofler Vorteil der Durch-
flusszytometrie liegt im hohen Zelldurchsatz begriindet; dadurch kann eine viel grofiere
Anzahl an Zellen analysiert werden und die Ergebnisse werden so statistisch signifikan-
ter. Leider gibt es jedoch auch Probleme bei der Auswertung, wenn durch die Aktivitat
von Rcal gleichzeitig das Zellzyklusprofil verandert wird oder durch generelle (Zellzyk-

lus-unabhéngige) Instabilitdt die Anzahl an messbaren Zellen sinkt (siehe weiter unten).
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Abbildung 2.27: Relative G1-Stabilitat von HA-NLS-CyclinB_Del-286-530-2xGFP

A: Schematische Darstellung des in Schneiderzellen co-exprimierten HA-NLS-CyclinB_Del-
286-530-2xGFP und des Kontrollplasmids HA-NES-3xCherry

B: Die Zellzyklusprofile der untransfizierten Zellen (grau), von HA-NES-3xCherry (rot) sowie
von HA-NLS-CyclinB_Del-286-530-2xGFP (griin) sind in einer Grafik dargestellt. Dabei wur-
den GFP- und Cherry-positive Zellen auf den maximalen G2-Wert der untransfizierten Zellen
normiert.

C: Seitenaufsicht auf die drei ubereinandergelagerten Zellzyklusprofile. In die Berechnung fiur
die Ermittlung der Stabilitdtswerte ging jeweils nur die erste Halfte des 1C-Peaks sowie die
zweite Halfte des 2C-Peaks ein, um die vorhandenen S-Phase-Zellen in der Berechnung
auszuschlieBRen.

D: Die Ermittlung der relativen G1-Stabilitat ergab fir HA-NLS-CyclinB_Del-286-530-2xGFP
einen Wert von 0,14. Dieser Wert sagt aus, dass HA-NLS-CyclinB_Del-286-530-2xGFP
verglichen mit dem stabilen Kontrollprotein HA-NES-3xCherry in der G1-Phase in einem
Verhaltnis von 0,14/1,00 vorliegt. Je geringer dieser Wert ist, desto schneller wird das unter-
suchte Protein in der G1-Phase abgebaut und umso weniger liegt es in der G1-Phase vor. Ein
Wert von 1 ist dabei der maximale Wert und entspricht einem in der G1-Phase stabilen Pro-
tein.
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2.3.1.2 Die Aktivitit der Rcal-Derivate

In fritheren Studien konnte in Drosophila gezeigt werden, dass eine Uberexpression von
Rcal einen G1-S-Ubergang induzieren kann, wodurch wihrend der Augenentwicklung
ein ,rauer Augenphinotyp” entsteht (Dong et al., 1997). Wie sich herausstellte, ist dieser
Effekt F-Box abhdngig und fiihrt zu einer verkiirzten G1-Phase (Zielke, 2006). Diese
Zellzyklusverschiebung in Richtung G2-Phase wurde in weiteren Experimenten in
Schneiderzellen ndher untersucht. Dabei wurden verschiedene epitopmarkierte Rcal-
Derivate auf ihre Aktivitdt hin liberpriift, die S-Phase zu induzieren. Um die Verweildau-
er der Zellen in der G1-Phase bestimmen zu konnen, wurde das Rcal-Derivat in den
Zellen zusammen mit einem Zellzyklusmarker co-exprimiert, der mit Beginn der S-
Phase abgebaut wird. In diesen Experimenten konnte bestitigt werden, dass die Uber-
expression eines aktiven Rcal zu einer Verkiirzung der G1-Phase fiihrt (unveroéffentlich-
te Daten Martina Frank).

Diese Verkiirzung der G1-Phase verursacht eine Zellzyklusverschiebung in Richtung G2-
Phase. Dadurch verdndert sich die Berechnungsgrundlage fiir aktive Rcal-Derivate, was
zu deutlich héheren relativen Stabilititswerten fiihrt. Wie grofd dieser Einfluss sein
kann, wird am Beispiel von HA-NLS-GFP-Rcal deutlich. Der Wert fiir die relative Stabili-
tat liegt bei 0,66. HA-NLS-GFP-Rcal wird in Abbaukurven jedoch deutlich effektiver
abgebaut als Rcal-GFP (2.2.1.2, Abb. 2.5), dessen relativer Stabilititswert auf 0,35 be-
rechnet wurde (2.3.1.1.2, Abb. 2.26 D).

Es wurde keine Moglichkeit gefunden, diesen Faktor in die Formel fiir die relative G1-
Stabilitat mit einzubeziehen, deshalb wurde in einer zweiten Formel kontrolliert, ob das
zu untersuchende Rcal-Derivat noch in der Lage ist, die S-Phase zu induzieren und den
Zellzyklus zu verschieben. Wurde eine Aktivitat festgestellt, konnte der relative Stabili-
tatswert nicht verwendet werden und die Stabilitit wurde tber eine Abbaukurve be-
stimmt. Im Folgenden soll anhand eines Beispiels die zweite Formel zur Bestimmung
der relativen Rcal-Funktionalitdat naher erlautert werden.

In Schneiderzellen wurde das Kontrollprotein HA-NES-3xCherry entweder mit dem
stabilen Kontrollprotein HA-NLS-GFP, mit dem inaktiven Rcal-GFP oder einem aktiven
HA-NLS-GFP-Rcal co-exprimiert (Abb. 2.28 A). Handelt es sich bei dem Rcal-Derivat
um ein aktives Rcal, ist die Zellzyklusverschiebung auch im Zellzyklusprofil des Kon-
trollproteins zu sehen, weil die Zellen bei der Transfektion ein Plasmidgemisch aufneh-
men (Abb. 2.28 C). Im Gegensatz zu Rcal ist das Kontrollplasmid keinem Abbau unter-

worfen und liegt in jeder Zellphase stabil vor, weshalb sich aus dem Verhéltnis zu den
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untransfizierten Zellen ein Messwert fiir die Rcal-Funktionalitat berechnen lasst. Fiir
die Bestimmung der relativen Rcal-Funktionalitit musste zuerst das relative G2/G1-
Verhaltnis berechnet werden. In diese Berechnung flossen die erste Halfte des 1C-Peaks
und die zweite Halfte des 2C-Peaks aus dem Zellzyklusprofil der untransfizierten Zellen
sowie des Kontrollproteins HA-NES-3xCherry bzw. HA-NLS-3xGFP mit ein (Abb. 2.28 D).
In der Grafik sind deshalb nur die beiden fiir die Auswertung notwendigen Zellzyk-
lusprofile der untransfizierten Zellen (grau) und von HA-NES-3xCherry (rot) dargestellt.
Dabei wurden die Cherry-positiven Zellen auf den maximalen 2C-Wert der untrans-
fizierten Zellen normiert (Abb. 2.28 B-D). Die co-exprimierten und zu untersuchenden
GFP-Fluoreszenzproteine sind mit angegeben.

Nach Anwendung der Formel ergibt sich fiir das stabile Kontrollprotein HA-NLS-GFP als
minimalen Endwert ein relatives G2/G1-Verhéaltnis von 1,55. Es sind also mehr Cherry-
positive Zellen in der G2-Phase zu detektieren (Abb. 2.28 F). Erwarten wiirde man einen
Wert von 1,00. Eine Erklarung ist in der Transfektion zu finden. Jede transfizierte Zelle
muss zuerst einen vollstandigen Zellzyklus durchlaufen, um die beiden Plasmide in den
neuen Kern aufzunehmen und mit der Transkription der Proteine zu beginnen. Nach-
dem noch nicht jede Zelle einen vollstindigen Zellzyklus durchlaufen hat, befinden sich
mehr Cherry-positive Zellen in der G2-Phase. Als aktivstes Rcal-Derivat wurde fiir HA-
NLS-GFP-Rcal ein Wert von 4,31 gemessen (Abb. 2.28 F). Im Verhaltnis zu den untrans-
fizierten Zellen befinden sich also 4,31-mal so viele Zellen in der G2-Phase. Das Rcal-
GFP besitzt zwar mit 2,14 einen etwas hoheren Wert als das Kontrollprotein, kann aber
aufgrund der Grafik noch als inaktives Rcal bezeichnet werden (Abb. 2.28 B-D).

Fiir eine allgemeine Vergleichbarkeit wurden in dieser Beispielrechnung alle Rcal-
Derivate fir die relative Rcal-Funktionalitit mit 4,31 auf das aktivste Rcal normiert. So
wurde HA-NLS-GFP-Rcal der Wert 1 zugeordnet, das inaktive HA-NLS-GFP erhielt den
Wert 0,40 und das inaktive Rcal-GFP den Wert 0,50 (Abb. 2.28 G).
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Abbildung 2.28: Relative Rca1-Funktionalitiat beeinflusst den Abbau von Rca1l in G1

A: Schematische Skizze der verwendeten Proteine fir die Darstellung der relativen Rca1-
Funktionalitat

B-D: Ein funktionelles Rca1 fihrt zu einer Verschiebung des Zellzyklusprofils in Richtung G2
(C). Nachdem die Zellen bei der Transfektion ein Plasmidgemisch aus beiden aufnehmen,
ist die Verschiebung auch im Zellzyklusprofil des Kontrollproteins zu sehen, mit dem Unter-
schied, dass das Kontrollplasmid in G1 stabil vorliegt und sich aus dem Verhaltnis zu den
untransfizierten Zellen ein Messwert fur die Rca1-Funktionalitdt berechnen lasst. Fir die
Bestimmung der relativen Rca1-Funktionalitat musste zuerst das relative G2/G1-Verhaltnis
berechnet werden. In diese Berechnung flossen die erste Halfte des 1C-Peaks und die
zweite Halfte des 2C-Peaks aus dem Zellzyklusprofil der untransfizierten Zellen sowie des
Kontrollproteins mit ein. In diesem Fall von den Cherry-positiven Zellen. In der Grafik sind
deshalb nur die beiden fir die Auswertung notwendigen Zellzyklusprofile der untransfizierten
Zellen (grau) und von HA-NES-3xCherry (rot) dargestellt. Dabei wurden die Cherry-positiven
Zellen auf den maximalen 2C-Wert der untransfizierten Zellen normiert. Die ebenfalls co-
exprimierten und zu untersuchenden GFP-Fluoreszenzproteine sind mit angegeben.

B: HA-NLS-GFP besitzt keinen Einfluss auf den Zellzyklus. Das Zellzyklusprofil von HA-
NES-3xCherry zeigt ein ahnliches Profil zu den untransfizierten Zellen.

C: HA-NLS-GFP-Rca1 ist aktiv und verschiebt auch das Zellzyklusprofil der Cherry-positiven
Zellen in Richtung G2-Phase. Dadurch verandert sich das G2/G1-Verhaltnis.

D: Rca1-GFP besitzt keinen Einfluss auf den Zellzyklus. Das Zellzyklusprofil von HA-NES-
3xCherry zeigt ein ahnliches Profil zu den untransfizierten Zellen.

E: Formel zur Berechnung des relativen G2/G1-Verhaltnisses

F: Ergebnisse der drei Berechnungen in Diagrammform: je grofRer der Einfluss des Rca1-
Derivats auf den Zellzyklus ist, desto grofer wird der Wert.

G: Die relative Rca1-Funktionalitat ergibt sich aus der Normierung durch das aktivste Rca1,
HA-NLS-GFP-Rca1. Je geringer der Wert ist, desto weniger aktiv ist das zu untersuchende
Rca1-Derivat. Ein Wert von 0,40 entspricht einem vollstandig inaktiven Protein.
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Fiir eine statistisch aussagekraftige Auswertung wurden alle Messungen in dieser Arbeit
mindestens dreimal durchgefiihrt, fiir die Normierung wurde der Mittelwert aus n=7
unabhingigen Messungen verwendet und weicht mit 4,20 etwas von dem Wert aus der
Beispielrechnung ab. Somit ergibt sich fiir die Berechnung folgende Formel:

Relative Rcal-Funktionalitit = (relatives G2/G1-Verhaltnis)/ 4,2 = Rcal-Derivat/4,2.

2.3.1.3 Epitopmarkierungen

Epitopmarkierungen konnen einen negativen Einfluss auf die Aktivitdt oder den Abbau
des zu untersuchenden Proteins nehmen. Oft sind Epitope grofde Fluorochrome, die an
das N- oder C-terminale Ende des entsprechenden Zielproteins fusioniert werden und
unter Anregung eines Lasers einer bestimmten Wellenldnge sichtbar gemacht werden
konnen. Dabei kann die Fusion eines Epitops das Zielprotein in seiner Funktion oder
seiner Regulation beeinflussen. So konnte zum Beispiel in Abbaukurven gezeigt werden,
dass eine N-terminale Fusion von einem oder mehreren Cherry- oder GFP-
Fluorochrom/en an das in Kapitel 2.2.2 bereits verwendete Geminin_Del-102-192 zu
einer vollstandigen Stabilisierung fithrte (Kawall, 2010).

Aufgrund der Unvorhersagbarkeit des Einflusses von GFP- und Cherry-Fusionen auf die
Funktion und Regulation von Rcal, wurden verschiedene Fusionen an Rcal im Durch-
flusszytometer bestimmt und mit der Formel fiir die relative G1-Stabilitidt und fiir die
relative Rcal-Funktionalitit die Auswirkungen auf Stabilitit und Funktion auch unter

Zuhilfenahme von Abbaukurven analysiert.

2.3.1.3.1 GFP-Epitopmarkierungen

Zur Analyse der GFP-Epitopmarkierungen wurde Rcal C- bzw. N-terminal mit einem
GFP-Fluorochrom fusioniert und in Schneiderzellen mit der Transfektionskontrolle HA-
NES-3xCherry co-exprimiert (Abb. 2.29 A). Die Messung erfolgte im Durchflusszytome-
ter. Aus den ermittelten Daten wurde liber die Formel aus Kapitel 2.3.1.1 die relative
G1-Stabilitat (Abb.2.29 B) und aus Kapitel 2.3.1.2 die relative Rcal-Funktionalitit
(Abb 2.29 C) errechnet. Die Zahlen innerhalb der Balken geben die Anzahl unabhéangiger
Messungen an, dargestellt sind ebenfalls die Standardabweichungen der einzelnen
Messungen. Das Kontrollprotein HA-NLS-GFP wies mit einem Wert von 0,99 eine voll-
stiandige Stabilitat auf und hatte auch keinen Einfluss auf den Zellzyklus. Je kleiner der
Wert unter 1 wird, desto instabiler ist das entsprechende Protein in der G1-Phase ver-

glichen mit dem Kontrollprotein. Am instabilsten war das Rcal mit der C-terminalen
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GFP-Fusion, Rcal-GFP, mit 0,35. Dieses erwies sich auch als nahezu inaktiv und erreich-
te mit 0,51 anndherungsweise den minimalen Wert des inaktiven Kontrollproteins HA-
NLS-GFP von 0,40. Ein Wert von 1 entspricht dabei einem Rcal mit voller Aktivitat.
Anders verhielt es sich mit der N-terminalen GFP-Fusion von Rcal. Das Ergebnis fiir die
relative G1-Stabilitit deutet mit 0,66 ein stabilisiertes Protein an, allerdings wurde das

Ergebnis durch die Uberpriifung der Rcal-Funktionalitit relativiert (2.3.1.2).

A B C

HANLS

0 02040608 1 1,2

-
a Ml GFP | 099 0,40 |43 T~
HANLS NLS __F-Box KEN DSGxxS 28R | ‘
GFP I W 11T W] oes 1007 H
NLS F-Box KEN DSGxxS ZBR ‘
c | | I | ) GFP ] 035 0,51 \4| ol
0 02040608 1 12 002040608 1 1.2
D 150
a HA-NLS-GFP
1 —— b HA-NLS-GFP-Rcat E F
=X, 120 \/\W ¢ Real-GFP Durchfluss- life-cell
110 - zytometer  imagin
| 100 TS - a 09 Y g9
Z gg I al 099 0,99
S 70 I
g I = b 02 b 0,66 0,22
E 50 1 [ 0,35 0,37
40 I
= 30 i C 037
0 20 , :
10 i
1
(=]
e

200
-170
140
110

0O 0000 0O QO 9
W N - F~O OO
T - - -

Zeit [min]

Abbildung 2.29: GFP-Epitope und ihr Einfluss auf Abbau und Funktionalitat von Rca1
A: Schematische Darstellung der exprimierten GFP-Fusionsproteine:

a) HA-NLS-GFP b) HA-NLS-GFP-Rca1 c) Rca1-GFP. Fur die Analysen B und C wurden die
dargestellten Proteine zusammen mit dem Kontrollprotein HA-NES-3xCherry exprimiert, fir
die Analysen von D und E wurde das Kontrollprotein Rca1-3xCherry verwendet.

B: Durchflusszytometrie-Analyse-1: relative G1-Stabilitat

Verhaltnis der GFP-positiven Zellen mit einfachem DNA-Gehalt (,1C*) zu Zellen mit doppel-
tem DNA-Gehalt (,2C%), relativ zum 1C/2C-Verhéltnis der Zellen, die positiv fur das co-
exprimierte Fluorochrom sind. Werte < 1 bedeuten, dass das entsprechende Protein in der
G1-Phase instabiler als das Kontrollprotein ist. Die Zahlen innerhalb der Balken geben die
Anzahl unabhangiger Messungen an, dargestellt sind ebenfalls die Standardabweichungen
der einzelnen Messungen.

C: Durchflusszytometrie-Analyse-2: relative Rca1-Funktionalitit gemessen am Grad der
Zellzyklusverschiebung. Verhaltnis der Cherry-positiven 1C- und 2C-Zellen relativ zum Ver-
haltnis von 1C- zu 2C-Zellen, die keine Expression von GFP und Cherry zeigen. Die Werte
wurden mit dem Faktor 4,2 dividiert, da die Expression von Rca1 die Anzahl der 1C-Zellen um
das ca. 4,2-fache reduzieren kann. Rca1-Derivate, die zu Zellzyklusveranderungen mit signifi-
kant héheren Werten als das Kontrollprotein HA-NLS-GFP fiihren, lassen Ruckschlisse auf
die Aktivitat des exprimierten Rca1-Proteins zu.

D: Abbaukurven der verschiedenen Proteine (Mittelwerte von 10 Zellen). Der Zeitpunkt t=200
min nach Beginn der Anaphase wurde als Referenzpunkt gewahlt. Zu dieser Zeit ist der
Abbau von Rca1 nahezu abgeschlossen und die meisten Zellen sollten sich noch in der G1-
Phase befinden.

E: Relative Fluoreszenzwerte der Abbaukurven von D zum Zeitpunkt t=200 min

F: Direkter Vergleich der ermittelten Werte flr die Stabilitat der Rca1-Derivate in G1 zwischen
Durchflusszytometer (B) und den Abbaukurven (D+E)



76 |Ergebnisse

HA-NLS-GFP-Rcal besitzt mit 1,00 volle Aktivitit, was dazu fithrt, dass die G1-
Stabilitatswerte aufgrund der Zellzyklusverschiebung nicht verwertbar sind (2.3.1.2).
Die Auswertung von live-cell-imaging-Aufnahmen in Form von Abbaukurven stellt ein
anderes Bild dar. Fiir die Ermittlung der G1-Stabilitdt wurde der Zeitpunkt 200 Minuten
nach Beginn der Anaphase als Referenzpunkt gewahlt. Zu dieser Zeit ist der Abbau von
Rcal nahezu abgeschlossen und die meisten Zellen sollten sich noch in der G1-Phase
befinden. Eine gemeinsame Darstellung der Abbaukurven der drei GFP-Fusionen zeigt,
dass HA-NLS-GFP-Rcal deutlich instabiler in G1 ist als Rcal-GFP (Abb. 2.29 D und E).
Bei einem direkten Vergleich der beiden Messmethoden Durchflusszytometrie und live-
cell-imaging zeigt sich, dass die Ergebnisse durchaus miteinander verglichen werden
konnen, solange es sich um ein inaktives Rcal handelt (Abb. 2.29 F). Fiir eine Bestim-
mung der G1-Stabilitit von aktivem Rcal eignet sich hingegen nur die Ermittlung iiber
Abbaukurven.

Anhand der Daten koénnen nun Aussagen iiber den Einfluss der C- und N-terminalen
GFP-Epitopmarkierungen getroffen werden. Eine C-terminale GFP-Fusion zeigt einen
negativen Einfluss sowohl auf die Aktivitdt als auch auf die Stabilitdt von Rcal. Es ist
denkbar, dass das relativ grofe GFP-Fluorochrom die Zink-Binde-Region im C-
terminalen Bereich von Rcal blockiert und Rcal dadurch vollstandig inaktiviert wird.
Auch die Abbausequenz scheint davon betroffen zu sein, da es im Vergleich zu einem N-
terminal fusionierten Rcal deutlich langsamer abgebaut wird. Es ist durchaus denkbar,
dass eine N-terminale GFP-Fusion keinen negativen Einfluss auf die Aktivitit und die
Stabilitat von Rcal besitzt, letztendlich kann dariiber nur spekuliert werden, da ent-

sprechende Vergleichswerte fehlen.

2.3.1.3.2 Cherry-Epitopmarkierungen

Fiir die Analyse der Cherry-Epitopmarkierungen wurde Rcal C- bzw. N-terminal mit
einem einfachen oder dreifachen Cherry-Fluorochrom fusioniert und in Schneiderzellen
mit der Transfektionskontrolle HA-NLS-GFP co-exprimiert (Abb. 2.30 A). Ein HA-NLS-
3xCherry diente als Kontrolle. Aus den ermittelten Daten der Durchflusszytometrie
wurde die relative G1-Stabilitit und die relative Rcal-Funktionalitit berechnet
(Abb. 2.30 B und C) und anhand von live-cell-imaging-Aufnahmen aus jeweils 10 Einzel-

zellen die zugehorigen Abbaukurven erstellt (Abb. 2.30 D und E).
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Abbildung 2.30: Cherry-Epitope und ihr Einfluss auf Abbau und Funktionalitat von Rca1
A: Schematische Darstellung der exprimierten Cherry-Fusionsproteine:

a) HA-NLS-3xCherry b) 3xCherry-Rca1 c) Rca1-3xCherry d) HA-NLS-Cherry-Rca1 e) Rca1-
Cherry Fir die Analysen B und C wurden die dargestellten Proteine zusammen mit dem Kon-
trollprotein HA-NLS-GFP exprimiert, fir die Analysen von D und E wurde das Kontrollprotein
Rca1-GFP verwendet.

B: Durchflusszytometrie-Analyse-1: relative G1-Stabilitat

Verhaltnis der Cherry-positiven Zellen 1C/2C. Werte <1 bedeuten, dass das entsprechende
Protein in der G1-Phase instabiler als das Kontrollprotein ist. Die Zahlen innerhalb der Balken
geben die Anzahl unabhangiger Messungen an, dargestellt sind ebenfalls die Standardabwei-
chungen der einzelnen Messungen.

C: Durchflusszytometrie-Analyse-2: relative Rca1-Funktionalitdt gemessen am Grad der Zell-
zyklusverschiebung. Verhaltnis der GFP-positiven 1C- und 2C-Zellen relativ zum Verhaltnis von
1C- zu 2C-Zellen, die keine Expression von GFP und Cherry zeigen. Die Werte wurden mit
dem Faktor 4,2 dividiert, da die Expression von Rca1 die Anzahl der 1C-Zellen um das ca. 4,2-
fache reduzieren kann. Rca1-Derivate die zu Zellzyklusveranderungen mit signifikant héheren
Werten als das Kontrollprotein HA-NLS-3xCherry fuhren, lassen Rickschlisse auf die Aktivitat
des exprimierten Rca1-Proteins zu.

D: Abbaukurven der verschiedenen Proteine (Mittelwerte von 10 Zellen). Der Zeitpunkt t=200
min nach Beginn der Anaphase wurde als Referenzpunkt gewahlt. Zu dieser Zeit ist der Abbau
von Rca1 nahezu abgeschlossen und die meisten Zellen sollten sich noch in der G1-Phase
befinden.

E: Relative Fluoreszenzwerte der Abbaukurven von D zum Zeitpunkt t=200 min

F: Direkter Vergleich der ermittelten Werte fir die Stabilitdt der Rca1-Derivate in G1 zwischen
Durchflusszytometer (B) und den Abbaukurven (D+E)
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Fiir die C-terminalen einfach und dreifach Cherry-Epitopmarkierungen zeigt sich ein
einheitliches Bild. Mit Werten von 0,19 und 0,26 liegen sie bei der relativen G1-Stabilitat
innerhalb der Standardabweichung (Abb. 2.30 B) und haben nach 200 Minuten in den
Abbaukurven Werte von 0,20 und 0,17 erreicht (Abb. 2.30 D und E). Die Epitope schei-
nen keinen Einfluss auf die Stabilitdt auszuiiben, jedoch verursachen sie eine vollstandi-
ge Inaktivitdat und blockieren wahrscheinlich die Zink-Binde-Region. Die relative Rcal-
Funktionalitdt ist mit 0,41 und 0,49 vergleichbar mit dem inaktiven Kontrollprotein HA-
NLS-3xCherry, das einen Wert von 0,39 aufweist (Abb. 2.30 C).

Im Gegensatz zu den C-terminalen Cherry-Epitopen besitzt Rcal mit einer N-terminalen
Fusion eines einfachen Cherry-Epitops volle Aktivitdt und liegt mit 1,05 innerhalb der
Standardabweichung sogar leicht iiber dem angegebenen Maximum. Auch zeigt das
Cherry-Epitop keinen negativen Einfluss auf die Stabilitit und die Werte aus der relati-
ven G1-Stabilitdit und der Abbaukurve sind mit 0,18 und 0,20 kongruent zueinander. Ein
anderes Verhalten ergibt sich bei einer dreifachen Cherry-Epitopmarkierung im N-
Terminus. Das dreifache Epitop scheint durch seine Grofie einen negativen Einfluss auf
die Aktivitdt zu besitzen und auch auf die Stabilitit hat es einen negativen Effekt. In
Abbaukurven zeigt sich eine deutlich langsamere Abbaukinetik, was sich auch im Wert
von 0,43 nach 200 Minuten widerspiegelt.

Anhand der Daten sind Aussagen iiber den Einfluss der C- und N-terminalen Cherry-
Epitopmarkierungen mdoglich. Eine C-terminale Cherry-Fusion zeigt einen negativen
Einfluss auf die Aktivitat. Wahrscheinlich blockiert das 1x oder 3xCherry-Epitop im C-
terminalen Bereich von Rcal die Zink-Binde-Region. Rcal wird dadurch vollstindig
inaktiviert, wahrend eine einfache N-terminale Cherry-Fusion keinen Einfluss auf die

Aktivitat gezeigt hat.

2.3.1.4 Linker zwischen GFP und Rcal fiihrt zu Instabilitit

Oft wird zwischen Fluorochrom und dem fusionierten Zielprotein eine kurze Basense-
quenz - oft auch als Linker bezeichnet - dazwischen gesetzt, um dem Fluorochrom in
seiner Struktur etwas mehr Beweglichkeit zu verschaffen. Damit soll erreicht werden,
dass das Fluorochrom keine notwendige Domane blockiert und das zu untersuchende
Protein dadurch nicht in seiner Aktivitit bzw. der Regulation eingeschrankt wird.

Auch in dieser Arbeit wurde zu Beginn mit einem Linker gearbeitet, weshalb in Folgen-

dem naher darauf eingegangen wird.



Ergebnisse |79

2.3.1.4.1 Herkunft und Beschaffenheit des Linkers

Eine Nukleotidanalyse in der verwendeten Plasmiddatenbank Vector NTI hat ergeben,
dass der Linker in fritheren Arbeiten bereits Verwendung fand. Wahrend der N-
terminale Teil des Linkers bei der Sequenzanalyse mit dem Blast-Algorithmus keinen
Treffer ergab und es sich hierbei um ein Relikt aus verschiedenen Klonierungen handelt,
konnten die 30 C-terminalen Basenpaare als Fragment des 3’ -UTR der Alkoholdehydro-
genase von Drosophila melanogaster identifiziert werden, das auf dem linken Arm des
zweiten Chromosoms lokalisiert ist. Der Linker besteht aus 63 Basenpaaren, die transla-
tierten Aminosduren zeigen keine besondere Aufilligkeit beziiglich der Zusammenset-

zung auf basische-, saure oder aromatische Aminosduren (Abb. 2.31).

TCC GGA CTC AGA TCT CGA CCT GCA GGC ATG CAA GCT ATT CGATGC ACACTCACATTCTTCTCC
s 6 L R S R P A G MOQA Il R C T L TF F S

Abbildung 2.31: Aminosduresequenz des Linkers:
Basische Aminosauren

Saure Aminosauren

Aromatische Aminosauren

2.3.1.4.2 Einfluss des Linkers auf HA-NLS-GFP

Die Anspriche fiir ein GFP-Fluorochrom, um es an ein Protein fusionieren zu kénnen,
sind zum einen, dass es in jeder Phase des Zellzyklus in der Zelle stabil vorliegt und
keinem Abbau unterworfen ist, und zum anderen, dass seine Uberexpression in der
Zelle keinen Einfluss auf den Zellzyklus nimmt. Auf diese zwei Bedingungen wurde das
Linker-Fusionsprotein in Schneiderzellen getestet. Dazu wurden neben der Transfekti-
onskontrolle HA-NES-3xCherry entweder HA-NLS-GFP mit dem Linker oder nur HA-
NLS-GFP in S2R+-Zellen co-exprimiert. Die Messung erfolgte am Durchflusszytometer.
Wie sich herausstellte, fiihrt die Linkerregion zu einer Zellzyklus-unspezifischen Insta-
bilitait von HA-NLS-GFP. Ersichtlich wird das bei einem Vergleich des Kontrollproteins
HA-NLS-GFP mit Linker bzw. ohne Linker. Bei HA-NLS-GFP-Linker sind bei gleichzeitig
guter Cherry-Transfektionsrate kaum GFP-positive Zellen im Gate (Rechteck) zu detek-
tieren (Abb. 2.32 Aa). Auch in der Uberlagerung der beiden Zellzyklusprofile der GFP-
und der Cherry-positiven Zellen wird der grofle Unterschied sichtbar (Abb. 2.32 Ab).
Dabei stellt sich die Instabilitdt von HA-NLS-GFP-Linker Zellzyklus-unabhingig dar.
Ganz anders verhalt es sich bei HA-NLS-GFP. Im Durchflusszytometer konnten GFP-
positve Zellen detektiert werden und bei der Uberlagerung der Zellzyklusprofile von

GFP- und Cherry-positiven Zellen zeigten beide ein sehr dhnliches Profil mit einer nahe-
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zu identischen Anzahl an Zellen (Abb. 2.32 Ba und Bb). Bei HA-NLS-GFP handelt es sich
um ein Protein, das den Zellzyklus nicht beeinflusst und in jeder Phase des Zellzyklus
stabil vorliegt.

Aus den Daten der Durchflusszytometrie wurde anhand der Formel die relative G1-
Stabilitat beider Fluorochrome berechnet (Abb. 2.32 C) Wahrend HA-NLS-GFP mit 0,99
als stabil gelten kann, erscheint HA-NLS-GFP-Linker mit dem Wert von 0,32 als ein
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Abbildung 2.32: Linker nach GFP fiuihrt zu Instabilitat

A und B: Vergleich der Stabilitdt von A) HA-NLS-GFP-Linker mit B) HA-NLS-GFP, gemessen
im Durchflusszytometer. Links in den beiden Diagrammen befinden sich innerhalb der Gates
(Rechtecke) die Cherry- bzw. GFP-positiven Zellen, rechts ist die Uberlagerung der GFP- und
Cherry-positiven Zellzyklusprofile abgebildet.

A: Mit dem Linkerprotein transfizierte Zellen zeigen Zellzyklus-unabhangig im Verhaltnis zu
den Cherry-positiven Zellen einen sehr geringen Anteil an GFP-positiven. Dies zeigt sich
sowohl im Diagramm links deutlich, in dem innerhalb des Gates kaum GFP-positive Zellen zu
finden sind, aber auch in der Uberlagerung der Zellzyklusprofile wird das ungleiche Verhéltnis
von GFP- zu Cherry-positiven Zellen deutlich.

B: HA-NLS-GFP ohne die Linkerregion zeigt eine vergleichbare Expressionsrate wie NES-
3xCherry. Die Uberlagerung der beiden Profile ist nahezu identisch.

C: Ermittelte relative G1-Stabilitat. Das Kontrollprotein HA-NLS-GFP erweist sich als stabil,
HA-NLS-GFP-Linker zeigt aufgrund der geringen Signalstarke eine G1-Instabilitat an.

D: Aminosduresequenz der Linkerregion im Drei- und Einbuchstabencode. Der Linker enthalt
ein RxxL D-Box-Motiv (rot dargestellt).
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instabiles Protein. Bei genauerer Betrachtung der Linker-Aminosiduresequenz kann mit
der kurzen Sequenz RxxL der elementare Teil des bekannten D-Box-Motivs gefunden
werden (Abb. 2.32 D). Diese sogenannte ,destruction-box“ dient sehr haufig als APC/C-
Erkennungssequenz fiir Substrate, die abgebaut werden sollen. Dies kénnte auch in
diesem Fall zu einem spezifischen Abbau in der Mitose und der G1-Phase fiihren, wenn
der APC/C-Komplex aktiv vorliegt. Die G1-Instabilitdt kann jedoch nicht alleine fiir die
geringe Zahl an GFP-positiven Zellen verantwortlich sein. Der Linker verursacht zusatz-

lich eine generelle Instabilitit iiber den ganzen Zellzyklus hinweg.

2.3.1.4.3 Einfluss des Linkers auf die Rcal-Stabilitit

Die Linkerregion ist ein Relikt aus verschiedenen Umklonierungen und fand bereits in
fritheren Arbeiten Verwendung. Die ersten Rcal-Derivate, die mit einem GFP-
Fluorochrom versehen im live-cell-imaging untersucht wurden, enthielten diese Lin-
kersequenz. Zundchst fiel die Zellzyklus-unabhingige Instabilitdt, die durch den Linker
verursacht wurde, nicht auf, da der Effekt bei Rcal-Derivaten mit voller Lange geringer
ausfiel. Der Einfluss der Instabilitdt scheint aber mit steigender Verkiirzung der Rcal-
Derivate zuzunehmen (Daten nicht gezeigt).

Eine plausible Erklarung hierfiir kann nicht gegeben werden, aber das vergleichende
Beispiel von Rcal_Del-1-203_Del-258-411, das entweder mit oder ohne Linkerregion
mit HA-NLS-GFP fusioniert wurde, offenbart den grofien Anteil des Linkers an der In-
stabilitat (Abb. 2.33). Die Berechnungen der relativen G1-Stabilitdt aus den Daten der
Durchflusszytometrie ergaben fiir das Rcal-Derivat mit der Linkerregion einen Wert
von 0,26, was gleichzusetzen ist mit dem Abbau von Rcal-3xCherry. Fehlt die Linkerre-
gion, fithrt dies bei einem Wert von 0,74 zu einer Stabilisierung von HA-NLS-GFP-
Rcal_Del-1-203_Del-258-411 (Abb. 2.33 A). Ein direkter Vergleich des Rcal-Derivates
mit bzw. ohne Linkerregion in live-cell-imaging-Aufnahmen verdeutlicht diesen Effekt
des Linkers. Das Signal von HA-NLS-GFP-Linker-Rcal_Del-1-203_Del-258-411 nimmt
dhnlich ab wie die Transfektionskontrolle Rcal-3xCherry (Abb. 2.33 B; links), wiahrend
HA-NLS-GFP-Rcal_Del-1-203_Del-258-411 stabilisiert vorliegt (Abb. 2.33 B; rechts).

Auf welche Weise der Linker die Instabilitdt von Rcal hervorruft ist unklar. Es besteht
die Moglichkeit, dass das D-Box-Motiv im Linker dazu beitrdagt, allerdings konnte
dadurch nur die Instabilitit in Phasen mit aktivem APC/C-Komplex erklart werden. Die
Instabilitit in der S-Phase und der G2-Phase, in denen der APC/C inaktiv vorliegt, muss

durch etwas anderes verursacht werden.
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2.3.1.5 Lokalisierung Zytoplasma - Zellkern

Rcal ist ein nukleares Protein und besitzt eine Kernlokalisierungssequenz (NLS) im N-
terminalen Bereich (Grosskortenhaus und Sprenger, 2002). Mithilfe dieser Sequenz
wird Rcal nach der Zellteilung wieder in den sich neu formierenden Zellkern transpor-
tiert. Nach der Aufnahme beginnt im Zellkern der Abbau von Rcal zu Beginn der G1-
Phase (2.1.2, Abb. 2.2).

Um herauszufinden, welche Bedeutung die Kernlokalisierung fiir den Abbau von Rcal
hat, wurden zwei Rcal-Deletions-Derivate mit fehlender NLS-Sequenz auf die relative
G1-Stabilitdat hin untersucht und mit den Pendants mit N-terminaler HA-NLS-Sequenz
verglichen. Bei der ersten Rcal-Deletion wurde zusatzlich untersucht, ob die Linker-
basierende Instabilitdat von Rcal auf den Zellkern beschrankt ist oder ob sich der Effekt
unabhingig von der Lokalisation auch im Zytoplasma wiederfinden lasst. Dazu wurde
die relative G1-Stabilitdit von HA-NLS-GFP-Linker-Rcal_Del-1-203_Del-257-411 (2.3.1.4,
Abb. 2.33 A) mit der relativen G1-Stabilitit ohne fusionierter HA-NLS-Sequenz mitei-
nander verglichen (Abb. 2.34 A). Als zweites Rcal-Deletions-Derivat wurden die relati-
ven G1-Stabilititen von (HA-NLS-)GFP-Rcal_Del-1-203_Del-299-411 untersucht. Mit
einem Wert von 0,86 im Vergleich zu 0,56 wird es im Zytoplasma stabilisiert. In beiden
Fillen ist eine Stabilisierung des Rcal-Derivates im Zytoplasma erkennbar, doch wah-
rend GFP-Rcal_Del-1-203_Del-299-411 mit dem Wert von 0,86 im Zytoplasma nahezu
vollstiandig stabil vorliegt, scheint die Linker-Region auch im Zytoplasma eine Destabili-
sierung von GFP-Linker-Rcal_Del-1-203_Del-257-411 zu verursachen (Abb. 2.34 B).

Bei den beiden untersuchten Rcal-Derivaten konnte eine deutliche Stabilisierung fest-
gestellt werden, wenn keine NLS-Sequenz vorhanden ist. Fiir einen effektiven Abbau
von Rcal ist demnach dessen Kernlokalisierung notwendig. Zusatzlich konnte gezeigt
werden, dass die Linkerregion eine generelle destabilisierende Wirkung besitzt.
Zusammen mit den Ergebnissen aus den GFP- und Cherry-Epitopmarkierungen wurde
der Entschluss gefasst, fiir die Eingrenzung der Abbausequenz von Rcal die zu untersu-
chenden Rcal-Derivate einheitlich mit einem N-terminalen HA-NLS-GFP zu versehen.
Auflerdem wurde auf die Verwendung eines Linkers verzichtet. Falls das Rcal-Derivat
mit einem Cherry-Epitop untersucht werden sollte, wurde eine N-terminale 1x Cherry-

Fusion verwendet.



Ergebnisse |83

Linker KEN DSGxxS 1
A1-203 A258-4
a [ 1 026
1 204 257 an
KEN DSGxxS
b * A1-203 DI:E A258-411 0,74 -
1 204 257 an

HANLS
00 02 04 06 08 10 12

*entspricht

B HA-NLS-GFP- HA-NLS-GFP-
Rcal-(Aa) Rcal-(Ab)
Rca1-3xCherry  (mit Linker)

-

Cherry . T Cherry

Abbildung 2.33: Linker nach HA-NLS-GFP fihrt zu Instabilitat

A: Schematische Darstellung des untersuchten Proteins Rca1_Del-1-203_Del-258-411 a) mit
N-terminalem HA-NLS-GFP-Linker und b) mit N-terminalem HA-NLS-GFP

Das Diagramm rechts zeigt die relative G1-Stabilitat.

B: Fir die Analyse der Einflussnahme des Linkers auf die G1-Stabilitdt von Rca1 wurde
Rca1_Del-1-203_Del-258-411 einmal mit dem Linker (links) und einmal ohne Linker (rechts)
zusammen mit Rca1-3xCherry in Schneiderzellen co-exprimiert. Mittels live-cell-imaging
wurden in einem Abstand von 10 Minuten Aufnahmen gemacht und der Abbau in G1 ber die
Zeit verfolgt.

Dargestellt ist die zeitliche Abfolge des Abbaus in den beiden Kanalen GFP und Cherry, sowie
die Aufnahme der Zelle im Durchlichtkanal (DIC). In beiden Aufnahmen wird die Kontrolle
Rca1-3xCherry im Verlauf der G1-Phase abgebaut. Das Signal fir die Rca1-Deletion mit dem
N-terminalen Linker nimmt in G1 ebenfalls ab, ohne Linker bleibt das Signal des Rca1-
Derivats nahezu unverandert.
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Abbildung 2.34: Einfluss der Kernlokalisierung auf die relative G1-Stabilitat
Schematische Darstellung der beiden untersuchten Rca1-Derivate (A und B), jeweils mit bzw.
ohne N-terminaler Kernlokalisierungssequenz, zusammen mit den zugehdrigen relativen G1-
Stabilitaten.

A: Rca1-Derivat mit Linker-Sequenz: schematische Darstellung des aus Abb. 2.33 Aa be-
kannten HA-NLS-GFP-Linker-Rca1_Del-1-203_Del-257-411 und ohne der HA-NLS-Sequenz
GFP-Linker-Rca1_Del-1-203_Del-257-411

B: Rca1l-Derivat ohne Linker-Sequenz: schematische Darstellung von HA-NLS-GFP-
Rca1_Del-1-203_Del-299-411 und GFP-Rca1_Del-1-203_Del-299-411

2.3.2 Rcal - Eingrenzung der Abbausequenz

In fritheren Arbeiten wurden mithilfe der ubiquitiren armadillo-Gal4 (arm-Gal4) Trei-
berlinie verschiedene N-terminale Deletionen von Rcal auf ihre G1-Stabilitdt in Embry-
onen untersucht (Radermacher, 2007; Zielke, 2006). Dabei waren die Rcal-Derivate mit
einem N-terminalen HA-Epitop versehen und der Abbau wurde beim Ubergang von der
Mitose 16 zur G1-Phase des Zellzyklus 17 iiber eine Antikorperfarbung iiberpriift. Die
Embryonen mussten dazu fixiert werden, weshalb eine Verfolgung des Abbaus nicht
moglich war. Um dies im lebenden Organismus zu erméglichen, wurden die Rcal-
Derivate hinter ein N-terminales HA-NLS-GFP kloniert und in Schneiderzellen entweder
zusammen mit einer Transfektionskontrolle HA-NES-3xCherry fiir die Bestimmung der
relativen G1-Stabilitit im Durchflusszytometer oder einer Abbaukontrolle Rcal-

3xCherry fiir die Erstellung von Abbaukurven im live-cell-imaging transfiziert.

2.3.2.1 Die Deletion der funktionalen Domanen

Das Rcal-Protein besitzt mehrere Domanen, die fir einen Abbau verantwortlich sein
konnen. Im N-terminalen Bereich ist eine F-Box lokalisiert, die vermutlich als Erken-
nungssequenz fiir den SCF-Komplex dient. Es wird vermutet, dass Rcal im G1-S-
Ubergang als Aktivatorprotein an den SCF-Komplex bindet und dort phosphorylierte
Substrate zum Abbau markiert. Im mittleren Bereich der Rcal-Sequenz ist eine konser-

vierte KEN-Box zu finden, die den Abbau von Rcal vermitteln konnte. Sie ist haufig bei
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Substraten des APC/CFzr/Cdhl.Komplexes zu finden und dient als Erkennungssequenz
(Pfleger und Kirschner, 2000) Im C-terminalen Bereich von Rcal befindet sich eine
Zink-Binde-Region, die vermutlich fiir die inhibitorische Wirkung auf den APC/CF#-
Komplex verantwortlich ist. Rcal besitzt genauso wie das Vertebraten-Ortholog Emil
eine GSK3-Phosphorylierungsstelle. Bei Emil wird der Abbau tliber eine Phosphorylie-
rung dieser GSK3-Stelle eingeleitet (Guardavaccaro, et al, 2003; Hansen, et al., 2004;
Margottin-Goguet, et al, 2003; Moshe, et al, 2004). Auch Cdk1l-Phosphorylierungs-
stellen werden dafiir benotigt, die sowohl in Emil wie auch in Rcal hoch konserviert
vorliegen. In Drosophila-Embryonen zeigte die Mutation der GSK3-Phosphorylierungs-
stelle oder der Cdk1-Phosphorylierungsstellen allerdings keine Stabilisierung von Rcal
(Zielke, 2006).

In dieser Arbeit wurden die funktionellen Dominen in Schneiderzellen untersucht, um
zum einen die vorhandenen Daten aus Embryonen zu bestitigen, aber vor allem auch,
um geringfligige Stabilisierungseffekte der Mutationen und Deletionen der Rcal-
Derivate liber die Abbaukinetik in Abbaukurven bzw. iiber die Veranderung der Stabili-
sierung im Durchflusszytometer festzustellen.

Dazu wurden die entsprechenden Plasmide in Schneiderzellen exprimiert und die rela-
tiven G1-Stabilititen sowie auch die Rcal-Funktionalititen bestimmt (Abb.2.35A
und B). Handelte es sich bei einem untersuchten Rcal-Derivat um ein aktives Protein,
welches einen schnelleren G1/S-Ubergang vermittelt, konnten die Werte der relativen
G1-Stabilitat nicht verwendet werden. In diesem Fall wurden Abbaukurven erstellt und
der Zeitwert t=200 Minuten als Referenzwert genommen, da zu diesem Zeitpunkt der
Abbau von Rcal nahezu abgeschlossen sein sollte und sich die Zellen noch in der G1-
Phase befinden (Abb. 2.35 C und D).

Bei den Durchflusszytometrie-Messungen zeigte sich, dass die folgenden Rcal-Derivate
ein niedriges G1/G2-Verhiltnis aufweisen und damit in der G1-Phase instabil sind: Rcal
mit Mutationen der Cdk1-P-Stellen (b), Deletion der F-Box (c), Mutationen in der KEN-
Box (d) und Mutation in der ZBR (f). Die Expression dieser Derivate konnte das Zellzyk-
lusprofil nicht signifikant verschieben, d.h. diese Derivate haben eine verminderte Akti-
vitit, den G1-S-Ubergang zu induzieren. Hingegen zeigten HA-NLS-GFP-Rcal (a) und
Mutationen in der GSK3 (e) eine starke Verschiebung des Zellzyklusprofils, so dass die
Stabilitatsdaten aus der Zytometermessung nicht verwendbar sind. In den Abbaukurven
(Abb. 2.35. C) zeigten alle getesteten Rcal-Derivate einen dhnlichen Verlauf, der darauf

hinweist, dass alle hier getesteten Rcal-Derivate in der G1-Phase instabil sind.
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Das bedeutet, dass keine der konservierten Domanen alleine fir den Abbau von Rcal
verantwortlich ist, weshalb im Folgenden iiber N-terminale Deletionen nach der Ab-

bausequenz gesucht wurde.
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Abbildung 2.35: Einfluss der funktionalen Doméanen auf die relative G1-Stabilitat

A: Schematische Darstellung der untersuchten Rca1-Derivate

a) HA-NLS-GFP-Rca1, b) HA-NLS-GFP-Rca1_dCdk1-P, c) HA-NLS-GFP-Rca1_dF-Box, d)
HA-NLS-GFP-Rca1_KEN-KAA, e) HA-NLS-GFP-Rca1_dGSK, f) HA-NLS-GFP-Rca1_C351S
B: Bestimmung der relativen G1-Stabilitdt (roter Balken). Verhaltnis der Cherry-positiven
Zellen 1C/2C. Werte <1 bedeuten, dass das entsprechende Protein in der G1-Phase instabi-
ler als das Kontrollprotein HA-NES-3xCherry ist. Die Zahlen innerhalb der Balken geben die
Anzahl unabhangiger Messungen an, dargestellt sind ebenfalls die Standardabweichungen
der einzelnen Messungen. Relative Rca1-Funktionalitat (grauer Balken): Verhaltnis der GFP-
positiven 1C- und 2C-Zellen relativ zum Verhaltnis von 1C- zu 2C-Zellen, die keine Expres-
sion von GFP und Cherry zeigen. Ein Wert >0,4 bedeuten, dass das entsprechende Protein
eine Aktivitat besitzt und in der Lage ist, die G1-Phase zu verkirzen. Die Stabilitdt solcher
Rca1-Derivate wurde Uber Abbaukurven bestimmt.

C: Abbaukurven der verschiedenen Proteine (Mittelwerte von zehn Zellen). Der Zeitpunkt
t=200 min nach Beginn der Anaphase wurde als Referenzpunkt gewahlt. Zu dieser Zeit ist
der Abbau von Rca1 nahezu abgeschlossen und die meisten Zellen sollten sich noch in der
G1-Phase befinden.

D: Relative Fluoreszenzwerte der Abbaukurven von C zum Zeitpunkt t=200 min

E: Direkter Vergleich der ermittelten Werte fur die Stabilitdt der Rca1-Derivate in G1 zwi-
schen Durchflusszytometer (B) und den Abbaukurven (C+D)
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2.3.2.2 N-terminale Rcal-Deletionen

In Embryonen wurden bereits verschiedene N-terminale Deletionskonstrukte auf ihre
G1-Stabilitat untersucht (Zielke, 2006). Dabei zeigte sich, dass ein Rcal-Derivat, dem die
ersten 203 Aminosduren fehlen, noch abgebaut wird, wahrend ein Rcal, mit einer Dele-
tion der ersten 255 Aminosduren in der G1-Phase stabilisiert vorliegt.

Fiir die Untersuchung der C-terminalen Region wurden Rcal-Derivate verschiedener
Lange erstellt und hinter HA-NLS-GFP kloniert (Abb. 2.36 A). Bei den ermittelten Durch-
flusszytometrie-Messungen wurde die relative G1-Stabilitit bestimmt und die Rcal-
Funktionalitdt liberpriift. Dabei konnten die Ergebnisse aus Embryonen reproduziert
werden. Die relative Rcal-Funktionalitit wies HA-NLS-GFP-Rcal_Del-1-203 (b) und HA-
NLS-GFP-Rcal_Del-1-220 (c) mit Werten von 0,78 und 0,61 als aktive Rcal-Derivate aus
(Abb. 2.36 Aktivitatswerte im grauen Balken), weshalb die Stabilitaten {iber Abbaukur-
ven bestimmt wurden. Hier zeigten beide einen deutlich langsameren Abbau in der G1-
Phase als HA-NLS-GFP-Rcal (Abb. 2.36 C a-c). Weitere Verkiirzungen fiihrten zu einem
vollstandigen Aktivitdtsverlust der Rcal-Derivate und gleichzeitig zu einer steigenden
Stabilisierung in G1. Bereits HA-NLS-GFP-Rcal_Del-1-234 (d) kann als ein stabiles Rcal-
Derivat bezeichnet werden, da es sowohl aus den Daten der Durchflusszytometrie als
auch in Abbaukurven als stabiles Protein hervorgeht (Abb. 2.36 C-E).

In dieser Messreihe wurde ebenfalls die Stabilitit eines HA-NLS-GFP-Rcal_Del-1-255
(e) bestimmt. Es konnte gezeigt werden, dass die Deletion der ersten 255 Aminosduren
nicht nur in Embryonen, sondern auch in Schneiderzellen zu einem stabilen Rcal fiihrt
(Abb. 2.36 B, D, E).

Wahrend HA-NLS-GFP-Rcal_Del-1-220 (c) mit einem Wert von 0,51 noch relativ gut
abgebaut wurde, war die Rcal-Deletion HA-NLS-GFP-Rcal_Del-1-234 (d) mit einem
Wert von 0,95 bereits stabil. Zu demselben Ergebnis fithrten Untersuchungen von HA-
Rcal-Derivaten in Drosophila-Embryonen (Radermacher, 2007). Aus diesen Daten
wurde geschlossen, dass in der Aminosduresequenz zwischen aa220-234 die Abbause-
quenz zu finden ist. Dieser Bereich scheint auch in Schneiderzellen eine wichtige Rolle

fiir den Abbau zu haben.
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Abbildung 2.36: Einfluss der N-terminalen Rca1-Deletionen auf die relative G1-Stabilitat
A: Schematische Darstellung der untersuchten Rca1-Derivate:

a) HA-NLS-GFP-Rca1, b) HA-NLS-GFP-Rca1_Del-1-203, c) HA-NLS-GFP-Rca1_Del-1-220,
d) HA-NLS-GFP-Rca1_Del-1-234, e) HA-NLS-GFP-Rca1_Del-1-255,

f) HA-NLS-GFP-Rca1_Del-1-298

B: Bestimmung der relativen G1-Stabilitat (roter Balken). Verhaltnis der Cherry-positiven Zellen
1C/2C. Werte <1 bedeuten, dass das entsprechende Protein in der G1-Phase instabiler als das
Kontrollprotein HA-NES-3xCherry ist. Die Zahlen innerhalb der Balken geben die Anzahl
unabhangiger Messungen an, dargestellt sind ebenfalls die Standardabweichungen der einzel-
nen Messungen. Relative Rca1-Funktionalitdt (grauer Balken): Verhaltnis der GFP-positiven
1C- und 2C-Zellen relativ zum Verhaltnis von 1C- zu 2C-Zellen, die keine Expression von GFP
und Cherry zeigen. Ein Wert signifikant >0,4 bedeutet, dass das entsprechende Protein eine
Aktivitat besitzt und in der Lage ist, die G1-Phase zu verklrzen. Die Stabilitdt solcher Rca1-
Derivate wurde Uber Abbaukurven bestimmt.

C: Abbaukurven der verschiedenen Proteine (Mittelwerte von 10 Zellen). Der Zeitpunkt t=200
min nach Beginn der Anaphase wurde als Referenzpunkt gewahlt. Zu dieser Zeit ist der Abbau
von Rca1l nahezu abgeschlossen und die meisten Zellen sollten sich noch in der G1-Phase
befinden.

D: Relative Fluoreszenzwerte der Abbaukurven von C zum Zeitpunkt t=200 min

E: Direkter Vergleich der ermittelten Werte fur die Stabilitdt der Rca1-Derivate in G1 zwischen
Durchflusszytometer (B) und den Abbaukurven (C+D)
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2.3.2.3 N-terminale Rcal-Deletionen ohne postulierte Abbause-
quenz

Die Verlangerung der N-terminalen Rcal-Deletion von 220 auf 234 Aminosduren fiihrte
in Abbaukurven zu einem sprunghaften Anstieg der Stabilitit. Die relativen Fluores-
zenzwerte der Abbaukurven wiesen zum Zeitpunkt t=200 min Werte von 0,51 zu 0,95
auf (Abb. 2.37 A, D; vgl. a, b). Aufgrund dieser Stabilisierung konnte es sich bei der kur-
zen Aminosduresequenz von aa221-234 um eine mogliche Abbausequenz von Rcal
handeln. Die 14 Aminosduren umfassende Region enthalt auf den ersten Blick keine
erkennbare Abbausequenz, es sind aber modifizierbare Aminosauren zu finden, die den
Abbau einleiten konnten. Neben zwei Lysinen ist auch ein Serin und ein Threonin zu
finden (Abb. 2.37 F).

Die Deletion dieses kurzen Bereiches ist aktiv, weshalb die Stabilitat von HA-NLS-GFP-
Rcal_Del-221-234 (c) in Abbaukurven bestimmt wurde. Der erhaltene Wert von 0,30
verdeutlicht, dass die kurze Aminosduresequenz zumindest nicht als einzige Abbause-
quenz von Rcal in Frage kommen kann (Abb. 2.37 A-D, c). Eine zusatzliche Deletion des
N-Terminus fiihrt zu einer Stabilisierung. HA-NLS-GFP-Rcal_Del-1-203_Del-221-234 (d)
ist sowohl im Durchflusszytometer, als auch in Abbaukurven mit Werten von 0,86 und
0,81 als nahezu stabil einzuordnen und deutet eine weitere Abbausequenz im N-
Terminus an.

Um die fiir den Abbau verantwortlichen Aminosauren in dieser kurzen Aminosaurese-
quenz weiter einzugrenzen, wurden Doppel-Punktmutanten erstellt und untersucht
(Abb 2.37 f, g). Dabei ergab sich keine zusatzliche Stabilisierung. Sowohl HA-NLS-GFP-
Rcal_Del-1-203_S224A_V233L (f) als auch HA-NLS-GFP-Rcal_Del-1-203_K228R_T232V
(g) zeigten mit den Werten der Abbaukurven von 0,36 und 0,40 keinen signifikanten
Unterschied zu dem Wert von HA-NLS-GFP-Rcal_Del-1-203 (e) mit 0,44.

Aus den Untersuchungen der Rcal-Derivate kann der Schluss gezogen werden, dass es
vermutlich mindestens zwei Abbausequenzen in Rcal gibt. Eine Abbausequenz ist in der
N-terminalen Region lokalisiert, bei der anderen konnte es sich um den Bereich um
aa221-234 handeln. Fiir den Abbau verantwortliche, einzelne Aminosduren konnten
nicht identifiziert werden.

Nachdem jedoch nicht auszuschliefien ist, dass die Abbausequenz an anderer Stelle in
der C-terminalen Region von Rcal lokalisiert ist, wurde iiber C-terminale Deletionen an

HA-NLS-GFP-Rcal_Del-1-203 die Abbausequenz weiter eingegrenzt.



90|Ergebnisse

A B D

DSGxxS ZBR
P N S H a 0,51
a 1 221 an 0180 4 _
b 0,95
A1-234 DSGxxS ZBR
* : (]
b 1 235 N 0,61 7 —_ [} 0,30
A221-234
NLS F-Box KEN DSGxxS ZBR d 0,81
c T T ) o7 [—
A221-234 € 0’44
A%208 KEN DSGxxS ZBR
s—=2—{[H[ W ] oge
d 1 204220235 21 %) .- f 0,36
AM-208 KEN_DSGxxS ZBR A_' g 0’40
e »— = — [ T W ] os5 % Ll
' o o 0 02040608 1 12
KEN| [DSGxxS ZBR ﬁ‘ ‘
f * A1-203 0131
1 204 an 3 . E :
I Durchfluss-  live-cell
KEN [Dsexxs Z8R | zytometer imaging
g * —— 0,35 0,80 0,51
1 204 rr R 3 H a 2 2
I b 0,91 0,95
*onts _m”ANLS 0 02 04 06 08 1 12 c 0,79 0,30
d 0,86 0,81
C e 0,55 0,44
180 ——a HA-NLS-GFP-Rcal_Del-1-220 fl 031 0,36
170 ——c HA-NLS-GFP-Rca1_Del-221-234 g 0,35 0,40

160 ——d HA-NLS-GFP-Rca1_Del-1-203_Del-221-234
150 e HA-NLS-GFP-Rca1_Del-1-203
140 ——f HA-NLS-GFP-Rca1_Del-1-203_S224A_V233L

I
120 [N F

IKKRCSIHV PKANH[TVP|

Signalintensitét in [%]
}'g
¥
1/
}/
o
/1

gg AN = 221 224 228 232 234
N\

. N

30 N N

20 —

10

o Lo

O 0000000000000 0 Q9

O~ 0 LN N~NOMOOOANWUL O

R o ST - - AaNAaA
Zeit in [min]

Abbildung 2.37: Einfluss der postulierten Abbausequenz aa220-234 auf die Stabilitét
A: Schematische Darstellung der untersuchten Rca1-Derivate:

a) HA-NLS-GFP-Rca1_Del-1-220, b) HA-NLS-GFP-Rca1_Del-1-234, c¢) HA-NLS-GFP-
Rca1_Del-221-234, d) HA-NLS-GFP-Rca1_Del-1-203_Del-221-234, e) HA-NLS-GFP-
Rca1_Del-1-203, f) HA-NLS-GFP-Rca1_Del-1-203_S224A_V233L, g) HA-NLS-GFP-
Rca1_Del-1-203_K228R_T232V

B: Bestimmung der relativen G1-Stabilitéat (roter Balken). Verhaltnis der Cherry-positiven
Zellen 1C/2C. Werte <1 bedeuten, dass das entsprechende Protein in der G1-Phase instabi-
ler als das Kontrollprotein HA-NES-3xCherry ist. Die Zahlen innerhalb der Balken geben die
Anzahl unabhangiger Messungen an, dargestellt sind ebenfalls die Standardabweichungen
der einzelnen Messungen. Relative Rca1-Funktionalitat (grauer Balken). Verhaltnis der GFP-
positiven 1C- und 2C-Zellen relativ zum Verhaltnis von 1C- zu 2C-Zellen, die keine Expressi-
on von GFP und Cherry zeigen. Ein Wert signifikant >0,4 bedeutet, dass das entsprechende
Protein eine Aktivitat besitzt und in der Lage ist, die G1-Phase zu verkirzen. Die Stabilitat
solcher Rca1-Derivate wurde Uber Abbaukurven bestimmt.

C: Abbaukurven der verschiedenen Proteine (Mittelwerte von 10 Zellen). Der Zeitpunkt
t=200 min nach Beginn der Anaphase wurde als Referenzpunkt gewahlt. Zu dieser Zeit ist
der Abbau von Rcal nahezu abgeschlossen und die meisten Zellen sollten sich noch in der
G1-Phase befinden.

D: Relative Fluoreszenzwerte der Abbaukurven von C zum Zeitpunkt t=200 min

E: Direkter Vergleich der ermittelten Werte fur die Stabilitdt der Rca1-Derivate in G1 zwi-
schen Durchflusszytometer (B) und den Abbaukurven (C+D).

F: Aminosauresequenz der postulierten Abbausequenz aa221-234. Die roten Rechtecke
markieren die Aminosauren, die am Abbau von Rca1 beteiligt sein kdnnten. Man findet zwei
Lysine (K) sowie ein Serin (S) und ein Threonin (T).
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2.3.2.4 C-terminale Rcal-Deletionen

Es wurden mehrere C-terminale Deletionen an HA-NLS-GFP-Rcal_Del-1-203 erstellt
und im Durchflusszytometer die G1-Stabilitit und die Rcal-Funktionalitit bestimmt
(Abb. 2.38 A). Von HA-NLS_GFP-Rcal_Del-1-203 (a) ist bereits bekannt, dass es noch
Aktivitat aufweist und in Abbaukurven einen Stabilititswert von 0,44 besitzt. Werden
vom C-terminalen Ende aus Verkiirzungen vorgenommen, fiihrt das bereits bei einer
Verkiirzung um sieben Aminosduren zu einem vollstindigen Aktivitatsverlust, die Stabi-
litdt ist davon aber nicht betroffen. Die C-terminalen Rcal-Deletionen HA-NLS-GFP-
Rcal_Del-1-203_Del-405-411 (b), HA-NLS-GFP-Rcal_Del-1-203_Del-387-411 (c), HA-
NLS-GFP-Rcal_Del-1-203_Del-367-411 (d), HA-NLS-GFP-Rcal_Del-1-203_Del-344-411
(e) und HA-NLS-GFP-Rcal_Del-1-203_Del-299-411 (f) zeigen mit Werten zwischen 0,40
und 0,56 in der G1-Phase aus Messungen der Durchflusszytometrie einen nahezu

gleichbleibenden Abbau (Abb. 2.38 A, B).
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Abbildung 2.38: Eingrenzung der C-terminalen Abbausequenz

A: Schematische Darstellung der untersuchten Rca1-Derivate:

a) HA-NLS-GFP-Rca1_Del-1-203, b) HA-NLS-GFP-Rca1_Del-1-203_Del-405-411 c) HA-NLS-
GFP-Rca1_Del-1-203_Del-387-411, d) HA-NLS-GFP-Rca1_Del-1-203_Del-367-411, e) HA-
NLS-GFP-Rca1_Del-1-203_Del-344-411, f) HA-NLS-GFP-Rca1_Del-1-203_Del-299-411,

g) HA-NLS-GFP-Rca1_Del-1-203_Del-268-411

B: Bestimmung der relativen G1-Stabilitat.Verhaltnis der Cherry-positiven Zellen 1C/2C.
Werte <1 bedeuten, dass das entsprechende Protein in der G1-Phase instabiler als das
Kontrollprotein HA-NES-3xCherry ist. Die Zahlen innerhalb der Balken geben die Anzahl
unabhangiger Messungen an, dargestellt sind ebenfalls die Standardabweichungen der
einzelnen Messungen.

Die Berechnung der relativen Rca1-Funktionalitat ergab fir jede C-terminale Rca1-Deletion
einen Wert fir ein inaktives Rca1-Derivat. Die erhaltenen Werte der Durchflusszytometrie
entsprechen den Werten aus den Abbaukurven (nicht gezeigt).
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Erst bei einer weiteren Verkiirzung auf 143 Aminosduren bei HA-NLS-GFP-Rcal_Del-1-
203_Del-268-411 (g) kommt es zu einer signifikanten Stabilisierung.

Nachdem die Aktivitit der Rcal-Derivate unabhingig von der Liange der C-terminalen
Deletion verloren ging, scheint das C-terminale Ende entweder fiir die Ausbildung der
Zink-Binde-Region notwendig zu sein, oder aber die C-terminale Region unabhéingig von
der ZBR-Domane fiir die Aktivitdt von Rcal benoétigt zu werden. Fiir den Abbau spielt

die Region aber augenscheinlich keine Rolle.

2.3.2.5 Das kleinste abbaubare Fragment (KAF)

Aus den C-terminalen Rcal-Deletionen wurde HA-NLS-GFP-Rcal Del-1-203 Del-299-
411 als das kleinste, noch abbaubare Rcal-Fragment ausgemacht (Abb. 2.39). Eine
weitere Verkiirzung des C-Terminus hat eine deutliche Stabilisierung zur Folge. Mit
einem Wert von 0,84 liegt HA-NLS-GFP-Rcal_Del-1-203_Del-268-411 in der G1-Phase
nahezu stabil vor. Auch eine weitere Verkiirzung von der N-terminalen Seite fiihrt zu
einem stabilen Rcal-Derivat (Abb. 2.39 c). HA-NLS-GFP-Rcal_Del-1-220_Del-299-411
ist mit einem Wert von 0,95 aus den Berechnungen der Durchflusszytometrie-Daten
annahernd so stabil wie die Kontrolle HA-NLS-GFP.

Mit HA-NLS-GFP-Rcal_Del-1-203_Del-299-411 konnte das kleinste abbaubare Fragment

(KAF) von Rcal gefunden werden. Eine weitere Verkiirzung sowohl vom N-Terminus als
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Abbildung 2.39: Die relative G1-Stabilitat des kleinsten-abbaubaren-Fragments

A: Schematische Darstellung der untersuchten Rca1-Derivate:

a) HA-NLS-GFP-Rca1_Del-1-203_Del-299-411, b) HA-NLS-GFP-Rca1_Del-1-203_Del-268-
411, c) HA-NLS-GFP-Rca1_Del-1-221_Del-299-411

B: Bestimmung der relativen G1-Stabilitat. Verhaltnis der Cherry-positiven Zellen 1C/2C. Werte
<1 bedeuten, dass das entsprechende Protein in der G1-Phase instabiler als das Kontrollpro-
tein HA-NES-3xCherry ist. Die Zahlen innerhalb der Balken geben die Anzahl unabhangiger
Messungen an, dargestellt sind ebenfalls die Standardabweichungen der einzelnen Messun-
gen.

Die Berechnung der relativen Rca1-Funktionalitat ergab fir jede Rca1-Deletion einen Wert fiir
ein inaktives Rca1-Derivat. Die erhaltenen Werte der Durchflusszytometrie stimmen mit den
Werten aus den Abbaukurven Uberein (nicht gezeigt).
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auch vom C-Terminus fiihrte zu einer deutlichen Stabilisierung in der G1-Phase.

Zwar konnte eine Abbausequenz weiter eingegrenzt werden, aber es ist weiterhin un-
klar, wo die Abbausequenz in diesem verkiirzten Rcal-Fragment lokalisiert ist. Es konn-
te sich hier um zwei Abbausequenzen handeln die synergistisch wirken, ebenso denkbar
ist es, dass es sich hier um eine Abbausequenz handelt, die iiber Faltung erst in rdumli-

che Ndhe gebracht wird.

2.3.2.5.1 Die kleinsten Rcal-Fragmente

Um der Frage nachzugehen, welcher der beiden Bereiche eine grofdere Bedeutung fiir
den Abbau tragt, wurden weitere Deletionen erstellt und auf G1-Stabilitit hin liberpriift.
Dazu wurde ausgehend vom kleinsten abbaubaren Fragment HA-NLS-GFP-Rcal_Del-1-
203_Del-299-411 (a) und von dem C-terminal verkiirzten Rcal-Fragment HA-NLS-GFP-
Rcal_Del-1-203_Del-268-411 (d) jeweils zwei weitere N-terminale Deletionen um 220

und 234 Aminosauren erstellt.
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Abbildung 2.40: Relative G1-Stabilitat der kleinsten Rca1-Fragmente

A: Schematische Darstellung der untersuchten Rca1-Derivate:

a) HA-NLS-GFP-Rca1_Del-1-203_Del-299-411, b) HA-NLS-GFP-Rca1_Del-1-220_Del-299-
411, c) HA-NLS-GFP-Rca1_Del-1-234_Del-299-411, d) HA-NLS-GFP-Rca1_Del-1-203_Del-
267-411, e) HA-NLS-GFP-Rca1_Del-1-220_Del-267-411, f) HA-NLS-GFP-Rca1_Del-1-
234_Del-267-411

B: Bestimmung der relativen G1-Stabilitat

Die Berechnung der relativen Rca1-Funktionalitdt ergab fiir jede C-terminale Rca1-Deletion
einen Wert fir ein inaktives Rca1-Derivat. Die erhaltenen Werte der Durchflusszytometrie
stimmen mit den Werten aus den Abbaukurven Uberein (nicht gezeigt).
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In beiden Fillen kommt es zu einer Stabilisierung, sobald zusatzlich der N-terminale
Bereich deletiert wird (Abb. 2.40 b, c und e, f). In diesem Bereich ist die konservierte
KEN-Box lokalisiert, die oftmals als Erkennungssequenz von APC/C-Substraten dient.
Eine Deletion in der C-terminalen Region fiihrt trotz intakter KEN-Box zu einer deutli-
chen Stabilisierung (Abb. 2.40 d), was einen Hinweis darauf gibt, dass die KEN-Box fiir
den Abbau zwar notwendig ist, aber durch die Region im C-terminalen Teil unterstiitzt

wird. Erst die Deletion der KEN-Box fithrt zu einer vollstindigen Stabilisierung

(Abb. 2.40 ¢, f).

2.3.2.5.2 Punktmutationen im kleinsten-abbaubaren-Fragment

Ein Sequenzvergleich des kleinsten, noch abbaubaren Rcal-Fragmentes Rcal_Del-1-
203_Del-299-411 (Abb.2.41 A) in verschiedenen Drosophila-Spezies lieferte im N-
terminalen Bereich eine hohe Konservierung bis einschliefdlich zur KEN-Box. Interes-
santerweise befindet sich auch im C-Terminus zwischen den Aminosauren 264-288 ein
Bereich mit einer auffallend hohen Konservierung (Abb. 2.41 B-D). Im humanen Rcal-
Ortholog Emil konnte eine sogenannte Linkerregion identifiziert werden, die als Unter-
stiitzung fiir die schwache D-Box-Domane fiir eine korrekte Platzierung von Emil am
APC/C-Komplex sorgt (Frye, et al, 2013). Der konservierte Bereich der Linkerregion
liegt bei Emil zwischen D-Box und ZBR-Domane. Wird die Lage dieser Linkerregion mit
der konservierten Region in Rcal zwischen den Aminosduren 264-288 verglichen,
konnen Analogien gefunden werden. So befindet sich der konservierte Bereich in Rcal
zwischen KEN-Box und ZBR. Aufgrund der dhnlichen Funktion zu Emil kénnte es sich
bei Rcal ebenfalls um eine Linkerregion handeln, die fiir eine stabile Anlagerung und
vor allem richtige Positionierung von Rcal an den APC/CF# notwendig ist, damit die
ZBR den APC/C-Komplex inhibieren kann. In dieser Region wurden eine Reihe von
Punktmutationen eingefiigt, die zu einem Austausch von geladenen und polaren Amino-
sduren zu Alanin fiihren.

Uber die Funktion dieses konservierten Bereiches in Rcal ist noch nichts bekannt. Auf-
grund der dhnlichen Funktion zu Emil koénnte es sich bei Rcal ebenfalls um eine Lin-
kerregion handeln, die fiir eine stabile Anlagerung und vor allem richtige Positionierung
von Rcal an den APC/CF# notwendig ist, damit die ZBR den APC/C-Komplex inhibieren
kann. Ebenso gut konnte diese Region eine zusitzliche Abbausequenz fiir Rcal darstel-

len, die mit anderen Abbausequenzen unterstiitzend auf den Abbau wirkt.
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Abbildung 2.41: Einfluss der Punktmutationen auf die relative G1-Stabilitat

A: Schematische Darstellung der untersuchten Region der Punktmutanten

B: Sequenzvergleich von Rca1_Del-1-203_Del-299-411 mit anderen Drosophila-Spezies
Dargestellt ist der Sequenzvergleich des kleinsten, noch abbaubaren Rca1-Fragments
Rca1_Del-1-203_Del-299-411 aus Drosophila melanogaster (oberste Reihe) mit verschiede-
nen Drosophila-Spezies. Die Region der Punktmutanten von Aminosaure 264 bis 288 ist
schwarz eingerahmt. Die Pfeile unterhalb des Sequenzvergleiches markieren die untersuchten
Punktmutanten.
C: Gattung- und Art der Drosophila-Spezies in der Sequenzanalyse

D: Stammbaum fiir den Verwandschaftsgrad der verschiedenen Drosophila-Spezies

E: Bestimmung der relativen G1-Stabilitdt der Punktmutanten

Die Berechnung der relativen Rca1-Funktionalitat ergab fir alle Punktmutanten einen Wert fiir
ein inaktives Rca1-Derivat. Die erhaltenen Werte der Durchflusszytometrie stimmen im Rah-
men der Standardabweichung mit den Werten aus den Abbaukurven uberein (nicht gezeigt).
*KAF: kleinstes abbaubares Fragment (HA-NLS-GFP-Rca1_Del-1-203_Del-299-411; siehe A)
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Die relativen G1-Stabilititen der Punktmutanten im Vergleich zum kleinsten, noch ab-
baubaren Fragment (KAF) sind in Abbildung 2.41 E dargestellt. Im Vergleich zur G1-
Stabilitdt von HA-NLS-GFP-Rcal_Del-1-203_Del-299-411 (G1-Stabilitaitswert von 0,56),
fiihren Punktmutationen in der Linkerregion in den meisten Fallen zu einer Destabili-
sierung. Eine Ausnahme stellt die Doppelmutante R275A_K277A dar, die zu einer Stabi-
lisierung des kleinsten abbaubaren Fragmentes fiihrt (G1-Stabilitatswert von 0,70).
Werden die beiden Punktmutationen einzeln betrachtet, kann fiir beide eine Stabilisie-
rung nachgewiesen werden, die in beiden Fallen mit 0,68 bzw. 0,71 sehr dhnlich ausfallt
(Abb. 2.42 c, d). Dies bedeutet, dass beide positiv geladenen Aminosduren zusammen fiir
einen effizienten Abbau notwendig sind.

Interessanterweise kann die Stabilisierung durch die KEN-Box-Mutation KEN-KAA mit
der Punktmutation K277A nicht weiter stabilisiert werden (Abb. 2.42 d, e, f).
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Abbildung 2.42: Einfluss der Punktmutation K277A auf die relative G1-Stabilitat

A: Schematische Darstellung der untersuchten Rca1-Punktmutanten:

a) HA-NLS-GFP-Rca1_Del-1-203_Del-299-411, b) HA-NLS-GFP-Rca1_Del-1-203_Del-299-
411_R275A_K277A, c) HA-NLS-GFP-Rca1_Del-1-203_Del-299-411_R275A, d) HA-NLS-
GFP-Rca1_Del-1-203_Del-299-411_K277A, e) HA-NLS-GFP-Rca1_Del-1-203_Del-299-
411_KEN-KAA, f) HA-NLS-GFP-Rca1_Del-1-203_Del-299-411_KEN-KAA_K277A,

B: Bestimmung der relativen G1-Stabilitat

Die Berechnung der relativen Rca1-Funktionalitdt ergab fir jede Rca1-Mutante einen Wert fur
ein inaktives Rca1-Derivat. Die erhaltenen Werte der Durchflusszytometrie stimmen mit den
Werten aus den Abbaukurven Uberein (nicht gezeigt).
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2.3.2.5.3 Destabilisierung durch Argininmutation

Die Punktmutation R280A fiihrte den Berechnungen der G1-Stabilitdt zufolge zu einer
starkeren Destabilisierung (Abb. 2.43 b). Dieser Effekt konnte mit der starken Verande-
rung der positiv geladenen Guanidingruppe bei Arginin zu einer kurzen, hydrophoben
Seitenkette bei Alanin zusammenhéangen. Die Verdnderung der Ladung und der Grofie
kann einen Einfluss auf die benachbarten Aminosiduren besitzen, weshalb in einem
weiteren Austausch in die Arginin-dhnliche Aminosdure Lysin die G1-Stabilitdt erneut
liberpriift werden sollte.

Wie sich herausstellte, zeigte die Punktmutation R280K einen geringeren Destabilisie-
rungseffekt als die Punktmutation R280A. Mit dem Wert von 0,28 weist die Punktmu-
tante aber weiterhin eine deutliche Destabilisierung auf. In der Sequenzanalyse aus
Abbildung 2.41 liegt das mutierte Arginin genau in dem Bereich der hochsten Konser-
vierung, weshalb dem Arginin moglicherweise eine wichtige Funktion in der Linkerre-
gion zuteil wird.

Mit den bisherigen Untersuchungen konnte die Abbausequenz auf ein kleines Rcal-
Fragment der Aminosduren 203-299 eingegrenzt werden. In dieser Region konnten
zwei Doménen identifiziert werden, die mit dem Abbau in Verbindung stehen. Zum
einen fiihrt die Mutation der KEN-Box zu einer Stabilisierung des kurzen Fragments,
zum anderen spielt dabei die Linkerregion eine Rolle, da die Punktmutanten R275A und
K277A genauso wie die KEN-Box-Mutation in der Lage sind, das kurze Fragment zu
stabilisieren. Punktmutationen an anderer Stelle der Linkerregion ermdoglichten eine
Destabilisierung, besonders deutlich war dieser Effekt bei der Punktmutante R280A zu

sehen.
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Abbildung 2.43: Einfluss der Arginin-Punktmutanten auf die relative G1-Stabilitat

A: Schematische Darstellung der untersuchten Rca1-Punktmutanten:

a) HA-NLS-GFP-Rca1_Del-1-203_Del-299-411, b) HA-NLS-GFP-Rca1_Del-1-203_Del-299-
411_R280A, c) HA-NLS-GFP-Rca1_Del-1-203_Del-299-411_R280K

B: Bestimmung der relativen G1-Stabilitat

Die Berechnung der relativen Rca1-Funktionalitat ergab fir jede Rca1-Mutante einen Wert fiir
ein inaktives Rca1-Derivat. Die erhaltenen Werte der Durchflusszytometrie stimmen mit den
Werten aus den Abbaukurven Uberein (nicht gezeigt).



98| Ergebnisse

Bisher lag der Fokus auf dem C-terminalen Rcal. Die Rolle der N-terminalen Abbause-

quenz von Rcal sollte im Folgenden naher charakterisiert werden.

2.3.2.6 N- und C-terminales Rcal

Die Abbausequenz im C-terminalen Rcal wurde entdeckt, als von Rcal zwei Deletionen
erstellt wurden, die das Rcal in zwei Halften spaltete (Abb. 2.44 A). Von beiden wurde
die relative G1-Stabilitdt bestimmt und die Rcal-Funktionalitat iiberpriift. Dabei stellte
sich heraus, dass beide Teile von Rcal eine eigene Abbausequenz enthalten, da sowohl
der C-Terminus HA-NLS-GFP-Rcal_Del-1-203 (b), als auch der N-Terminus HA-NLS-
GFP-Rcal_Del-204-411 (c) in nahezu gleicher Weise abgebaut werden. Die relative
Rcal-Funktionalitit weist nur das C-terminale Fragment von Rcal mit der intakten ZBR
als aktiv aus, dennoch wurde von beiden Halften die Abbaukurven erstellt, um sie direkt
miteinander vergleichen zu kénnen. Die N- und C-terminalen Rcal-Fragmente zeigen
einen sehr dhnlichen Abbau und erreichen in den Abbaukurven nach 200 Minuten Wer-
te von 0,40 und 0,44. Damit unterscheiden sie sich jedoch deutlich in der Abbaukinetik
von HA-NLS-GFP-Rcal, das nach viel kiirzerer Zeit (t=150 min) bereits den Wert von
0,22 erreicht (Abb. 2.44 C-E). Es ist wahrscheinlich, dass fiir einen effektiven Abbau
beide Abbausequenzen zusammenwirken miissen.

Fiir die Suche nach der Abbausequenz im N-terminalen Teil von Rcal wurden deshalb

N-terminale Deletionen erstellt.

2.3.2.7 N-terminales Rcal mit N-terminalen Verkiirzungen

Die Suche nach der Abbausequenz im N-terminalen Rcal erfolgte durch N-terminale
Deletionen ausgehend von HA-NLS-GFP-Rcal_Del-204-411 (Abb. 2.45 a). Dabei wurden
bis zur NLS-Sequenz die Deletionen in 25er Aminosaureschritten erstellt: HA-NLS-GFP-
Rcal_Del-1-25_Del-204-411 (b), HA-NLS-GFP-Rcal_Del-1-50_Del-204-411 (c), HA-NLS-
GFP-Rcal_Del-1-75_Del-204-411 (d) und HA-NLS-GFP-Rcal_Del-1-100_Del-204-411 (e).
Weitere Deletionen wurden direkt vor der NLS-Sequenz HA-NLS-GFP-Rcal_Del-1-
115_Del-204-411 (f) und direkt nach der NLS-Sequenz HA-NLS-GFP-Rcal_Del-1-
133_Del-204-411 (g) durchgefiihrt. Das kiirzeste N-terminale Fragment beinhaltete nur
die F-Box-Domdne HA-NLS-GFP-Rcal_Del-1-154_Del-204-411 (h). Da der N-terminale
Bereich von Rcal keine ZBR mehr besitzt, handelt es sich bei den untersuchten N-
terminalen Deletionen um inaktive Rcal-Derivate, die keine Rcal-Funktionalititen

mehr aufweisen. Die Bestimmung der G1-Stabilititen ergab ein uneinheitliches Bild
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Abbildung 2.44: Relative G1-Stabilitit von N- und C-terminalem Rca1

A: Schematische Darstellung der untersuchten Rca1-Deletionen

a) HA-NLS-GFP-Rca1, b) HA-NLS-GFP-Rca1_Del-1-203, c) HA-NLS-GFP-Rca1_Del-204-
411

B: Bestimmung der relativen G1-Stabilitat

Die Zahlen innerhalb der Balken geben die Anzahl unabhéngiger Messungen an, dargestellt
sind ebenfalls die Standardabweichungen der einzelnen Messungen.

C: Abbaukurven der verschiedenen Proteine (Mittelwerte von 10 Zellen). Der Zeitpunkt
t=200 min nach Beginn der Anaphase wurde als Referenzpunkt gewahlt. Zu dieser Zeit ist
der Abbau von Rca1 nahezu abgeschlossen und die meisten Zellen sollten sich noch in der
G1-Phase befinden.

D: Relative Fluoreszenzwerte der Abbaukurven von C zum Zeitpunkt t=200 min
E: Direkter Vergleich der ermittelten Werte fir die Stabilitdt der Rca1-Derivate in G1 zwi-
schen Durchflusszytometer (B) und den Abbaukurven (C+D)

(Abb. 2.45 B). Wahrend die Deletion von 25 und 50 Aminosduren keine Auswirkung auf
die Stabilitit besitzt, liegt HA-NLS-GFP-Rcal_Del-1-75_Del-204-411 (d) mit dem Wert
von 0,94 in der G1-Phase stabil vor. Weitere Verkiirzungen fiithrten jedoch wieder zu
einer Destabilisierung (HA-NLS-GFP-Rcal_Del-1-100_Del-204-411 (e) und HA-NLS-GFP-
Rcal_Del-1-115_Del-204-411 (f) wdhrend HA-NLS-GFP-Rcal_Del-1-133_Del-204-411
wiederum sehr stabil erscheint.

Auffallig war, dass im Durchflusszytometer bei den N-terminalen Derivaten signifikant
weniger GFP-positive Zellen detektiert werden konnten. Dies deutet darauf hin, dass
eine generelle Zellzyklus-unabhingige Instabilitiat vorliegt. Damit kénnen die Werte aus

der Durchflusszytometrie nur mit Vorsicht interpretiert werden.
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Abbildung 2.45: Die relative G1-Stabilitdt N-terminaler Rca1-Deletionen

A: Schematische Darstellung der untersuchten N-terminalen Rca1-Deletionen:

a) HA-NLS-GFP-Rca1_Del-204-411, b) HA-NLS-GFP-Rca1_Del-1-25_Del-204-411, c) HA-
NLS-GFP-Rca1_Del-1-50_Del-204-411, d) HA-NLS-GFP-Rca1_Del-1-75_Del-204-411 e) HA-
NLS-GFP-Rca1_Del-1-100_Del-204-411, f) HA-NLS-GFP-Rca1_Del-1-115_Del-204-411, Q)
HA-NLS-GFP-Rca1_Del-1-133_Del-204-411, h) HA-NLS-GFP-Rca1_Del-1-154_Del-204-411
B: Bestimmung der relativen G1-Stabilitat

Die Zahlen innerhalb der Balken geben die Anzahl unabhangiger Messungen an, dargestellt
sind ebenfalls die Standardabweichungen der einzelnen Messungen.

C: Relative Fluoreszenzwerte der Abbaukurven zum Zeitpunkt =200 min

** b) der Wert der Abbaukurve zeigt ein stabilisiertes Protein an, was allerdings ein etwas
verzerrtes Bild darstellt. Der minimale Wert der 10 Einzelkurven von HA-NLS-GFP-Rca1_Del-
1-25_Del-204-411 liegt zum Zeitpunkt t=400 min bei 0,25. Dies zeigt, dass es durchaus noch
abgebaut werden kann.

D: Direkter Vergleich der ermittelten Werte fir die Stabilitat der Rca1-Derivate in G1 zwischen
Durchflusszytometer (B) und den Abbaukurven (C)

Auch im live-cell-imaging kam es bei diesen Derivaten zu Unregelmafdigkeiten. So zeigte
der t=200 Wert bei HA-NLS-GFP-Rcal_Del-1-25_Del-204-411 (b) eine Stabilisierung an,
obwohl dieses Protein noch gut abgebaut wird, da der t=400 Wert bei 0,25 lag. Weiter-
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hin wurde bei HA-NLS-GFP-Rcal_Del-1-115_Del-204-411 (f) ein Wert iiber 1,0 gemes-
sen. Schlief3lich fallen in beiden Messungen (Durchflusszytometer und live-cell-imaging)
die Werte vom Derivat, das nur noch die F-Box Domane besitzt (h) heraus. In beiden
Fillen wird das Derivat noch relativ gut abgebaut. Die Griinde fiir diese Variabilitit
konnten nicht klar bestimmt werden, generelle Instabilitit spielt hier sicher eine wich-
tige Rolle.

Aufgrund dieser Ergebnisse lasst sich keine eindeutige Aussage iliber die Lokalisierung
der Abbausequenz treffen. Eine deutliche Stabilisierung sowohl in der Durchflusszyto-
metrie als auch in Abbaukurven konnte bei der Deletion der ersten 75 Aminosduren
beobachtet werden, wahrend die Deletion von 50 Aminosduren noch gut abgebaut
wurde (c und d). Um zu iliberpriifen, ob in dem Bereich zwischen den Aminosduren 50
und 75 eine mogliche Abbausequenz liegt, wurden weitere N-terminale Rcal-Deletionen

erstellt.

2.3.2.8 N-terminale Rcal-Fragmente

Da die Bestimmung liber das Durchflusszytometer bei Rcal-Derivaten mit N-terminalen
Deletionen nicht zuverldssig durchgefiihrt werden konnte, wurden hier nur die Daten
aus dem live-cell-imaging verwendet.

Dabei zeigt sich, dass HA-NLS-GFP-Rcal_Del-76-411 noch eine recht gute G1-Instabilitit
aufweist (Abb. 2.46 b). Dies deutet darauf hin, dass in den ersten 75 Aminosduren eine

Region ist, die fiir die Instabilitdt verantwortlich ist.
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Abbildung 2.46: Die relative G1-Stabilitat der N-terminalen Rca1-Fragmente

A: Schematische Darstellung der untersuchten N-terminalen Rca1-Deletionen:

a) HA-NLS-GFP-Rca1_Del-151-411, b) HA-NLS-GFP-Rca1_Del-76-411, c) HA-NLS-GFP-
Rca1_Del-1-75_Del-151-411, d) HA-NLS-GFP-Rca1_Del-1-60_Del-121-411 e) HA-NLS-
GFP-Rca1_Del-1-100_Del-204-411

B: Relative Fluoreszenzwerte der Abbaukurven zum Zeitpunkt t=200 min



102 |Ergebnisse

2.3.3 Fiir die Aktivitit relevante Regionen in Rcal

Aus den bisherigen Ergebnissen der Rcal-Funktionalitit konnten einige Bereiche identi-

fiziert werden, die fiir die Aktivitdt von Rcal notwendig sind.

2.3.3.1 Vergleich der APC/C-Inhibition ausgewihlter Rcal-Derivate

Der Verlust der Aktivitat beruht auf zwei verschiedenen Funktionen von Rcal, die es zu
unterscheiden gilt. Neben der Inhibierung des APC/CF#-Komplexes in der G2-Phase und
am G2/M-Phase-Ubergang (Grosskortenhaus und Sprenger, 2002) konnte auch eine
Interaktion mit Komponenten des SCF-Komplexes nachgewiesen werden (Zielke, et al.,
2006). Rcal vermittelt vermutlich die Substraterkennung des SCF-Komplexes und
konnte einen negativen Regulator des G1/S-Phase-Ubergangs darstellen, indem es
Substrate fiir den Abbau markiert. Eine Uberexpression von Rcal wihrend der Augen-
entwicklung in Drosophila kann S-Phasen induzieren und die Fliegen entwickeln einen
rauen Augen-Phanotyp. Dieser Effekt ist F-box abhidngig (Zielke, et al., 2006). Wird Rcal
in Schneiderzellen liberexprimiert, verkiirzt sich die G1-Phase, da Rcal friihzeitig die S-
Phase induzieren kann (personliche Mitteilung von Martina Frank). Diese verkiirzte G1-
Phase spiegelt sich auch in den Daten der Durchflusszytometrie wider, wenn HA-NLS-
GFP-Rcal in Schneiderzellen iiberexprimiert wird. Das Verhaltnis von G1- zu G2-Phase-
Zellen der GFP-positiven Zellen verschiebt sich in Richtung G2, was in den Werten der

Rcal-Funktionalitdt gut zu erkennen ist (Abb. 2.47 A). Wird die F-Box deletiert, verliert
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Abbildung 2.47: Rca1-Derivate, die keine Aktivitat besitzen

A: Schematische Darstellung der untersuchten Rca1-Derivate:

a) HA-NLS-GFP-Rca1, b) HA-NLS-GFP-Rca1_Del-155-203 (AF-Box), c) HA-NLS-GFP-
Rcal_E215A_N216A (KEN-KAA), d) HA-NLS-GFP-Rca1_C351S (ZBR) e) HA-NLS-GFP-
Rca1_Del-405-411 (RL-Tail)

B: Bestimmung der relativen G1-Stabilitat und Rca1-Funktionalitat

Die Zahlen innerhalb der Balken geben die Anzahl unabhangiger Messungen an, dargestellt
sind ebenfalls die Standardabweichungen der einzelnen Messungen.
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Rcal die Interaktion mit dem SCF-Komplex (Y2H Analyse Martina Frank) und kann bei
Uberexpression die S-Phase nicht mehr frithzeitig induzieren. Der Wert der Rcal-
Funktionalitdt von 0,42 verdeutlicht die verlorengegangene Funktionalitit (Abb. 2.47 b).
Die Mutationen der KEN-Box, der ZBR und die Deletion des RL-Tails verursachen eben-
falls einen vollstindigen Funktionsverlust von Rcal (Abb. 2.47 c-e). Fiir das humane
Ortholog Emil konnte gezeigt werden, dass die APC/C-Inhibition tiber einen Mechanis-
mus abliuft, in dem neben der D-Box als Erkennungssequenz des APC/CCdc20 quch die
ZBR fiir die Blockierung der Substrat-Bindestelle als Pseudosubstratinhibitor notwendig
ist. Der RL-Tail von Emil blockiert die Bindestelle fiir UBE2S, eine E2-Ubiquitin-Ligase,
die fiir die Polyubiquitinylierung von APC/C-Substraten an den APC/C-Komplex binden
muss (Frye, et al, 2013). Werden diese Erkenntnisse auf Rcal iibertragen, ist bei diesen
Rcal-Mutanten die APC/C-Inhibitionsfahigkeit betroffen, mit dem Unterschied, dass
Rcal durch die KEN-Box an APC/CF# bindet und inhibiert.

A B

NLS _F-Box KEN DSGxxS ZBR 066 ‘
a * . . .
@ ’ 7 L E—
1

NLS  F-Box KEN DSGxxS ZBR_A405-411

404

zzzzzzzzz

5

NLS  FBox ] DSGuoS ZBR_A405-411 017 -
c W T 017
5

1

zzzzzzz 6a

NLS F-Box ]| DSGxxS A405-411
d «C T T Wt 017

404

1
KEN DSGxxS ZBR ——
A1-203 0.55
e »—=— [ W W |
204 il ’ 5 T
1
KEN DSGxxS ZBR_A405-411
f * A1-203 DEH.:.:' 0,36
204 404 4
1
zzzzzzzzzz
KENSKAA
DSGxxS ZBR_A405-411 [
g == i@} 056
204 404 3
1
E215AN216A
KEN->KAA casts
DSGXS A405-411
h * A1-203 0,45
204 404 3

' I I
0 02 04 06 08 1 12

Abbildung 2.48: Rca1-Derivate, die keine Aktivitit besitzen

A: Schematische Darstellung der untersuchten Rca1-Derivate:

a) HA-NLS-GFP-Rca1, b) HA-NLS-GFP-Rca1_Del-405-411 (RL-Tail), c) HA-NLS-GFP-
Rca1_E215A_N216A_Del-405-411 (KEN-KAA + RL-Tail), d) HA-NLS-GFP-Rca1_E215A-
N216A_C351S_Del-405-411 (KEN-KAA + ZBR + RL-Tail)

e) HA-NLS-GFP-Rca1_Del-1-203 (A203), f) HA-NLS-GFP-Rca1_Del-1-203_Del-405-411
(A203 + RL-Tail), g) HA-NLS-GFP-Rca1_Del-1-203_E215A_N216A_Del-405-411 (A203 +
KEN-KAA + RL-Tail), h) HA-NLS-GFP-Rca1_Del-1-203_E215A-N216A_C351S_Del-405-
411 (A203 + KEN-KAA + ZBR + RL-Tail)

B: Bestimmung der relativen G1-Stabilitdt und Rca1-Funktionalitat

Die Zahlen innerhalb der Balken geben die Anzahl unabhangiger Messungen an, dargestellt
sind ebenfalls die Standardabweichungen der einzelnen Messungen.
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Unabhiangig von der Rcal-Funktionalitit zeigt sich der Abbau von Rcal. Die Deletion
der F-Box und des RL-Tails haben keine Stabilisierung von Rcal zur Folge. Es scheint
sogar, als ob die Deletion des RL-Tails zu einem schnelleren Abbau fiihrt (Abb. 2.47 e).
Die Mutationen in der KEN-Box-Doméane oder der ZBR bewirken in Schneiderzellen
ebenfalls keine Stabilisierung von Rcal in G1, die C351S-Mutation kénnte eher einen
destabilisierenden Einfluss auf die G1-Stabilitat besitzen (Abb. 2.47 d).

In einer weiteren Stabilitdats- und Aktivititsanalyse wurden die KEN-Box-Mutante, die
ZBR-Mutante und die RL-Tail-Deletion miteinander kombiniert und im Durchflusszyto-
meter untersucht (Abb. 2.48). Es zeigte sich, dass die verschiedenen Kombinationen
keinen Einfluss auf Aktivitdt oder Stabilitiat besitzen, solange Rcal im N-Terminus nicht
deletiert ist (Abb. 2.28 a-d). Sobald die ersten 203 Aminosauren fehlen, wirkt sich die
Kombination von RL-Tail-Deletion und KEN-Box-Mutation stabilisierend aus
(Abb. 2.48 f und g). Diese Stabilisierung kann durch die zusatzliche Kombination mit der
C351S-Mutation zum Teil riickgangig gemacht werden (Abb. 2.48 h).

Die Untersuchung der Rcal-Derivate hat vier Bereiche identifizieren konnen, die fiir die
Rcal-Funktionalitit verantwortlich sind. Die F-Box dient in anderer Funktion als Er-
kennungssequenz fiir den SCF-Komplex, in dem Rcal vermutlich am G1-S-Ubergang
notwendig ist. KEN-Box, ZBR und RL-Tail sind notwendig fiir die Inhibition des
APC/CFzr-Komplexes, wobei die Veranderung von einer Region bereits fiir einen voll-
stindigen Verlust der Rcal-Funktionalitat ausreichend ist. Aber selbst die Kombination
der drei Domdnen hat keinen Einfluss auf die G1-Stabilitit. Erst mit der Deletion des N-
terminalen Bereiches von Rcal stabilisiert die KEN-Box-Mutation Rcal in der G1-Phase.

Die zusatzliche Punktmutation in der ZBR kann den Effekt allerdings wieder aufheben.

2.3.3.2 Die C351S-Mutation fiihrt zu einer Destabilisierung

Die Mutation des Cysteins 351 in der Zinkbinderegion fiihrt zu einem vollstindigen
Verlust der APC/C-Inhibition und zeigte in Verbindung mit der Deletion des N-
Terminus, der KEN-Box-Mutation und der Deletion des RL-Tails von Rcal in Abbil-
dung 2.48 einen destabilisierenden Effekt. Der Unterschied in der G1-Stabilitdt zwischen
den beiden Rcal-Deletions-Derivaten ist mit der Differenz aus beiden Werten von 0,11
nicht sehr groff und liegt noch innerhalb der mdglichen Standardabweichung
(Abb. 2.48 g und h). Um diesen Effekt ndher zu charakterisieren, wurden in Abbil-
dung 2.49 verschiedene Rcal-Deletionen mit dem Pendant mit der C351S-Mutation

miteinander verglichen. Dargestellt sind dabei die zugehorigen G1-Stabilititen. Es ist zu
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erkennen, dass die Einfithrung einer zusatzlichen C351S-Mutation in der Zinkbinderegi-

on in allen Fallen zu einer Destabilisierung des Rcal-Derivates fiihrt (Abb. 2.49).
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Abbildung 2.49: Einfluss der C351S-Mutation auf die relative G1-Stabilitat

A: Schematische Darstellung der untersuchten Rca1-Derivate, mit bzw. ohne C351S

a) HA-NLS-GFP-Rca1_Del-1-203, b) HA-NLS-GFP-Rca1_Del-1-203_Del-387-411, c) HA-
NLS-GFP-Rca1_Del-1-203_Del-367-411, d) HA-NLS-GFP-Rca1_Del_1-255, e) HA-NLS-
GFP-Rca1_Del-1-298, f) HA-NLS-GFP-Rca1_Del-1-203_Del-221-234

B: Vergleich der relativen G1-Stabilitatswerte

Die Zahlen innerhalb der Balken geben die Anzahl unabhéngiger Messungen an, darge-
stellt sind ebenfalls die Standardabweichungen der einzelnen Messungen.
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2.4 Die Etablierung eines Drosophila-spezifischen in vitro-
Ubiquitinylierungsassays

Einen wichtigen Mechanismus der Zellregulation stellt der zeitgenau terminierte Abbau
von Proteinen iiber das Proteasom dar. Dazu werden Proteine von verschiedenen
Ubiquitinligasen mit Ubiquitinmolekiilen fiir den Abbau markiert. Die Ubiquitinylierung
von Zellzyklus-spezifischen Substraten wird in der Zelle z.B. durch den APC/C-Komplex
durchgefiihrt. Fiir einen zellfreien Ubiquitinylierungsassay (APC/C-Assay oder in vitro-
Assay) miissen alle notwendigen Komponenten in einem Ansatz vereinigt werden, mit
denen eine Ubiquitinylierung von Substraten auch aufderhalb des zelluliren Milieus
erfolgen kann. Zu den notwendigen Komponenten gehoren die Enzyme E1, E2 und E3
(APC/C), der Aktivator des APC/C Fzr, Ubiquitin, ATP und das zu untersuchende Sub-
strat (Miller, et al.,, 2006).

Ziel dieser Arbeit war es, einen biochemischen Ubiquitinylierungsassay mit Drosophila-
spezifischen Komponenten zu etablieren, um zum einen die Inhibitionsfahigkeit von
Rcal auf den Drosophila-APC/CF-Komplex in vitro nachweisen zu konnen, und zum
anderen, um Rcal als mogliches Substrat des APC/C zu identifizieren. Wenn das Sub-
strat ubiquitinyliert wird, sind nach dem Westernblot entsprechende Ubiqiuitinylie-
rungsbanden auf der Membran zu detektieren (Summers und Jackson, 2009). In ihrer
Diplomarbeit konnte Sungatiah Hofer eine Ubiquitinylierung an Geminin feststellen.
Allerdings war dieses Geminin im Retikulozytenlysat in vitro hergestellt und die Kom-
ponenten des Ubiquitinylierungsassays aus dem humanen System.

Deshalb wurden zuerst die einzelnen Drosophila-spezifischen Komponenten in E. coli
liberexprimiert und iliber HisTag-Sdulen aufgereinigt bzw. der APC/C-Komplex aus
Embryonen oder adulten Fliegen extrahiert. In weiteren Schritten wurden die Kompo-

nenten zur Etablierung eines Ubiquitinylierungsassays eingesetzt.

2.4.1 Herstellung der benotigten Komponenten

Zur Herstellung der benotigten Komponenten wurden E. coli BL21(DE3)-Zellen mit dem
entsprechenden pET-Vektor transformiert (5.10.6) und in LB-Medium mit dem benotig-

ten Antibiotikum die Genexpression durch IPTG induziert.
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2.4.1.1 Ubiquitin (6xHis-Ubiquitin)

Die Uberexpression von 6xHis-Ubiquitin erfolgte iiber Nacht bei 37 °C in einem Volu-
men von 2x 11. Am Morgen wurden die Zellen geerntet, aufgeschlossen und fiir den
Aufreinigungsschritt vorbereitet. Die eigentliche Aufreinigung wurde mithilfe einer 5 ml
HisTrap-Sadule durchgefiihrt, an die das Ubiquitin mit dem 6xHis-Epitop bindet. Mit
steigender Imidazolkonzentration im Elutionspuffer wurde das Eluat in 2 ml Fraktionen
gesammelt.

Abbildung 2.50 zeigt den Verlauf der Reinigung von Ubiquitin iiber eine HisTrap-Saule.
Rekombinantes 6xHis-Ubiquitin fand sich in deutlich grofderem Anteil in der 16slichen
Fraktion des Zellextrakts (U) (Abb. 2.50 B).

Mit dem in der loslichen Fraktion vorhandenen Protein wurde eine Metallchelat-
Affinitaitschromatographie durchgefiihrt (Abb. 2.50 A). Fraktionen, die das Protein in
reiner Form enthielten (Abb. 2.50 B) wurden vereinigt und mittels Dialyse das Imidazol
entfernt. Zur langerfristigen Aufbewahrung wurde das Protein in fliissigen Stickstoff

eingetropft und bei -80 °C gelagert.
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Abbildung 2.50: Reinigung von 6xHis-Ubiquitin aus E. coli BL21(DE3)

A: Elutionsprofil der HisTrap-Metallchelat-Affinitadtschromatographie

Dargestellt ist die Absorbtionsmessung bei 280 nm (blau) und 260 nm (rot). Mit steigender Imida-
zolkonzentration (griin) wird das gebundene Protein von der Saule gewaschen und in 2 ml Frakti-
onen gesammelt. Das schwarze Kastchen markiert das eluierende 6xHis-Ubiquitin.

B: Verlauf der Reinigung, verfolgt iber SDS-PAGE (14%) mit anschlieRender Coomassiefarbung
Auftragung von links nach rechts: (M) Low Molecular weight marker; (P) Pellet, unlésliche Frakti-
on des Zellextrakts; (U) Uberstand, Idsliche Fraktion des Zellextrakts; (DI1) Durchlauf, nicht mit
der Saule interagierendes Protein; (A7-B5) Elutionsfraktionen

Die gezeigten Elutionsfraktionen A7-B5 sind in A mit einem schwarzen Rechteck markiert. Je
Fraktion wurden 4 pl aufgetragen. Rekombinantes 6xHis-Ubiqutin besitzt eine GroRRe von 8,5 kDa
(blauer Stern).

Spatere Elutionsfraktionen zeigen eine geringere Verunreinigung mit anderen Proteinen. Die
Elutionsfraktionen, die vereinigt und eingefroren wurden, sind mit dem schwarzen Rechteck in B
markiert.
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Neben dem selbst hergestellten 6xHis-Ubiquitin wurde in den Ubiquitinylierungsassays
auch gekauftes, nicht epitopmarkiertes Ubiquitin (Enzo) bzw. FLAG-Ubiquitin (Biomol)

verwendet.

2.4.1.2 Substrat Geminin* (Geminin_Del-102-192-10xHA-6xHis)

In friheren Arbeiten wurde das verkiirzte Geminin_Del-102-192-10xHA tuber in vitro-
Translation in Retikulozytenlysat hergestellt und direkt in die Ubiquitinylierungsreakti-
on eingesetzt (Hofer, 2011). In diesem Retikulozytenlysat herrscht ein Milieu vor, das
sich nicht nur fiir die Transkription und Translation eignet, sondern auch fiir die
Ubiquitinylierungsreaktion optimale Bedingungen bereitstellt. Flir den Drosophila-
Ubiquitinylierungsassay sollte das Substrat Geminin* in E. coli hergestellt werden. Dazu
wurde es mit einem C-terminalen 6xHis-Epitop versehen, in E. coli liberexprimiert und
tiber eine 5 ml HisTag-Saule aufgereinigt.

Testexpressionen bei Temperaturen von 18 °C, 20 °C, 25 °C, 30 °C und 37 °C zeigten,
dass am meisten Protein nach dem Zellaufschluss bei 18 °C im Uberstand zu finden ist.
Die Uberexpression von Geminin* erfolgte deshalb {iber Nacht bei 18 °C in einem Volu-
men von 2x 11. Mit dem in der loslichen Fraktion vorhandenen Protein wurde eine
Metallchelat-Affinitatschromatographie durchgefiihrt. Abbildung 2.51 zeigt den Verlauf
der Reinigung von Geminin_Del-102-192-10xHA-6xHis iiber eine 5 ml HisTrap-Saule.
Die Fraktionen B11-C1 wurden vereinigt und mittels Dialyse das Imidazol entfernt
(Abb. 2.51 B). Zur langerfristigen Aufbewahrung wurde das Protein in fliissigen Stick-
stoff eingetropft und bei -80 °C gelagert.
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Abbildung 2.51: Reinigung von Geminin_Del-102-192-10xHA-6xHis aus E. coli

A: Elutionsprofil der HisTrap-Metallchelat-Affinitdtschromatographie

Dargestellt ist die Absorbtionsmessung bei 280 nm (blau) und 260 nm (rot). Mit steigender Imida-
zolkonzentration (griin) wird das gebundene Protein von der Saule gewaschen und in 2 ml Frakti-
onen gesammelt. Das schwarze Kastchen markiert das eluierende Substrat.

B: Verlauf der Reinigung, verfolgt iber SDS-PAGE (10%) mit anschlieBender Coomassiefarbung
Auftragung von links nach rechts: (M) Low Molecular weight marker; (P) Pellet, unldsliche Frakti-
on des Zellextrakts; (U) Uberstand, 16sliche Fraktion des Zellextrakts; (DI1+DI2) Durchlauf, nicht
mit der Saule interagierendes Protein; (B4-C1) Elutionsfraktionen.

Die gezeigten Elutionsfraktionen B4-C1 sind in A mit einem schwarzen Rechteck markiert. Je
Fraktion wurden 4 pl aufgetragen. Rekombinantes Geminin_Del-102-192-10xHA-6xHis besitzt
eine GrofRe von 24,8 kDa (blauer Stern), l1auft aber auf der SDS-PAGE bei ca. 40 kDa.

Die aufgereinigte Menge an Substrat ist mit der Coomassiefarbung kaum detektierbar, weshalb in
einem Westernblot mit Antikdrper gegen das HA-Epitop der Nachweis durchgefihrt wurde (unte-
rer Blot).

2.4.1.3 E1: Ubiquitin-aktivierendes Enzym Uba1l (6xHis-Ubal)

Fiir einen Drosophila-spezifischen Assay wurde das E1-Enzym Dmel/Ubal aus Droso-
phila aufgereinigt. Dabei handelt es sich um das einzig bekannte Ubiquitin-aktivierende-
Enzym in Drosophila melanogaster (Lee, et al, 2008). Die Uberexpression von 6xHis-
Ubal erfolgte liber Nacht bei 37 °C in einem Volumen von 2x 11. Nach Aufschluss der
Zellen lag das Protein groftenteils geldst im Uberstand vor und wurde in einer Metall-
chelat-Affinitdts-chromatographie iiber eine 5ml HisTrap-Saule aufgereinigt
(Abb. 2.52). Rekombinantes 6xHis-Ubal befand sich in deutlich grofderem Anteil in der
16slichen Fraktion des Zellextrakts (U) (Abb. 2.52 B).
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Abbildung 2.52: Reinigung von 6xHis-Uba1 aus E. coli

A: Elutionsprofil der HisTrap-Metallchelat-Affinitadtschromatographie

Dargestellt ist die Absorbtionsmessung bei 280 nm (blau) und 260 nm (rot). Mit steigender
Imidazolkonzentration (griin) wird das gebundene Protein von der Saule gewaschen und in
2 ml Fraktionen gesammelt. Das schwarze Kastchen markiert das eluierende Substrat.

B: Verlauf der Reinigung, verfolgt Uber SDS-PAGE (10%) mit anschlieRender Coomassiefar-
bung

Auftragung von links nach rechts: (M) Low Molecular weight marker; (P) Pellet, unlésliche
Fraktion des Zellextrakts; (U) Uberstand, 16sliche Fraktion des Zellextrakts; (A3-B1) Elutions-
fraktionen.

Die gezeigten Elutionsfraktionen A3-B1 sind in A mit einem schwarzen Rechteck markiert. Je
Fraktion wurden 4 pl aufgetragen. Rekombinantes 6xHis-Uba1 besitzt eine Grofle von
133 kDa (blauer Stern).

Die Elutionsfraktionen zeigen eine relativ groBe Verunreinigung mit niedermolekulareren
Proteinen. Daher wurden die Fraktionen A5-A12 (Box 1, schwarz umrahmt) vereinigt und in
einer zusatzlichen Gelfiltration kleinere Partikel entfernt.

Die Fraktionen A5-A12 enthielten die grofite Menge an aufgereinigtem Protein und
wurden vereinigt (1). Da es sich bei 6xHis-Ubal um ein sehr grofdes Protein mit 133 kDa
handelt und der Grofiteil der Verunreinigungen im niedermolekularen Bereich des Gels
zu finden sind, wurde an die Affinitats-Chromatographie noch zusatzlich eine Gelfiltrati-
ons-Aufreinigung angeschlossen, um 6xHis-Uba1l in gereinigter Form in den Ubiquitiny-
lierungsassay einsetzen zu konnen. Mittels der Gelfiltration werden niedermolekulare
Substanzen durch das pordse Sdulenmaterial aufgehalten, wahrend grofiere Molekiile
im Ausschlussvolumen des Materials in den ersten Fraktionen eluieren. Die aufgefange-
nen Fraktionen wurden gesammelt und auf einem SDS-Gel analysiert (Abb. 2.53). Wah-
rend das Ausschlussvolumen noch kein Protein enthielt (Elutionsfraktion 20), konnten
in spateren Fraktionen zwei unterschiedlich grofle 6xHis-Ubal-Konformationen aufge-
fangen werden. Vermutlich handelt es sich bei dem 6xHis-Ubal von Box 2 (Elutionsfrak-
tionen 26-28) um ein dimeres Protein, das schneller durch das Gel wandern konnte als
das monomere 6xHis-Ubal von Box 3, welches erst deutlich spater von der Sdule gewa-
schen wurde (Elutionsfraktionen 33-35). Die Fraktionen der beiden Konformationen

wurden jeweils vereinigt und getrennt voneinander in fliissigem Stickstoff gelagert.



Ergebnisse |111

Coomassie
150 KD— 20 3 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38
| — — -I-—l- _—
=es e e
100—fo, & - — | =
75— .. o
: - .. e
iy | ;
50 r 2 > . 3
M = Elutionsfraktionen >

Abbildung 2.53: 2. Reinigungsschritt von 6xHis-Uba1 aus E. coli

Verlauf der Gelfiltration, verfolgt iber SDS-PAGE (7%) mit anschlieRender Coomassiefarbung
Auftragung von links nach rechts: (M) Low Molecular weight marker; (20) Elutionsfraktion vor der
Elution von 6xHis-Uba1; (26-36) Elutionsfraktionen von 6xHis-Uba1

Je Fraktion wurden 4 pyl aufgetragen. Rekombinantes 6xHis-Uba1 besitzt eine GréRe von
133 kDa.

6xHis-Uba1 wurde vermutlich in zwei unterschiedlichen Konformationen eluiert. Das Dimer von
6xHis-Uba1 (Box 2, schwarz umrahmt) in den Elutionsfraktionen 26-28 und das Monomer 6xHis-
Uba1 (Box 3, schwarz umrahmt) in den Elutionsfraktionen 33-35. Die eingerahmten Fraktionen
wurden jeweils vereinigt und in flissigem Stickstoff schockgefroren.

2.4.1.4 E2-Enzyme UbcH5b, Vihar und Effete

Fiir die Ubertragung der aktivierten Ubiquitinmolekiile auf die APC/C-Substrate sind die
sogenannten E2-Enzyme verantwortlich. In Saccharomyces cerevisiae sind zwei E2-
Enzyme bekannt, die fiir eine Polyubiquitin-Kettenbildung sorgen. Ubc4 katalysiert die
schnelle Monoubiquitinylierung von multiplen Lysinen der APC/C-Substrate und Ubc1l
kniipft weitere Ubiquitinmolekiile tiber eine Lys48-Verlinkung an das Monoubiquitin.
Im humanen System ist UbcH5 bzw. UbcH10 fiir die Monoubiquitinylierung zustdndig
und das E2-Enzym Ube2S reguliert die Kettenverldngerung (Barford, 2011). Auch in
Drosophila sind verschiedene E2-Enzyme fiir die Mono- bzw. Polyubiquitinylierung
zustiandig. Dabei regulieren Ube2S und UbcH10/Vihar gemeinsam den Abbau von
APC/C-Substraten (Williamson, et al, 2009). Neben diesen beiden konnte noch ein
weiteres E2-Enzym Effete in Drosophila identifiziert werden, das in Keimbahnzellen fiir

den Abbau von Cyclin A notwendig ist (Chen, et al., 2009).

2.4.1.4.1 Humanes UbcH5b (UbcH5b-6xHis)

Die Uberexpression von UbcH5b-6xHis erfolgte {iber Nacht bei 37 °C in einem Volumen
von 2x 11. Mit dem in der l6slichen Fraktion vorhandenen Protein wurde eine Metall-
chelat-Affinitdtschromatographie durchgefiihrt. Abbildung 2.54 zeigt den Verlauf der
Reinigung tiber eine 5 ml HisTrap-Sdule. Rekombinantes UbcH5b-6xHis fand sich in

deutlich gréfRerem Anteil in der 16slichen Fraktion des Zellextrakts (U).
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Abbildung 2.54: Reinigung von UbcH5b-6xHis aus E. coli BL21(DE3)

A: Elutionsprofil der HisTrap-Metallchelat-Affinitadtschromatographie

Dargestellt ist die Absorbtionsmessung bei 280 nm (blau) und 260 nm (rot). Mit steigender Imida-
zolkonzentration (griin) wird das gebundene Protein von der Saule gewaschen und in 2 ml Frakti-
onen gesammelt. Das schwarze Kastchen markiert das eluierende UbcH5b-6xHis.

B: Verlauf der Reinigung, verfolgt iber SDS-PAGE (14%) mit anschlieRender Coomassiefarbung
Auftragung von links nach rechts: (M) Low Molecular weight marker; (P) Pellet, unlésliche Frakti-
on des Zellextrakts; (U) Uberstand, I6sliche Fraktion des Zellextrakts; (DI) Durchlauf, nicht mit der
Saule interagierendes Protein; (A3-B1) Elutionsfraktionen.

Je Fraktion wurden 4 yl aufgetragen. Rekombinantes UbcHS5b-6xHis besitzt eine Grofe von
16 kDa (blauer Stern). Die Elutionsfraktionen, die vereinigt und eingefroren wurden, sind mit dem
schwarzen Rechteck in B markiert.

Mit dem in der ldslichen Fraktion vorhandenen Protein wurde eine Metallchelat-
Affinitaitschromatographie durchgefiihrt (Abb. 2.54 A). Fraktionen, die das Protein in
reiner Form enthielten (Abb. 2.54 B) wurden vereinigt und mittels Dialyse das Imidazol
entfernt. Zur langerfristigen Aufbewahrung wurde das Protein in fllissigen Stickstoff
eingetropft und bei -80 °C gelagert.

Neben dem selbst hergestellten UbcH5b-6xHis wurde in den Ubiquitinylierungsassays
auch gekauftes UbcH5b (Enzo) ohne Epitop verwendet. Fiir einen Drosophila-

spezifischen Assay wurden zusatzlich die E2-Enzyme aus Drosophila aufgereinigt.

2.4.1.4.2 Drosophila Vihar (Vihar-6xHis)

Die Uberexpression von Vihar-6xHis erfolgte {iber Nacht bei 37 °C in einem Volumen
von 2x 11. Rekombinantes Vihar-6xHis fand sich in deutlich grofRerem Anteil in der
16slichen Fraktion des Zellextrakts (U) und wurde iiber eine 5 ml HisTrap-Saule in einer
Metallchelat-Affinitatschromatographie aufgereinigt. Abbildung 2.55 zeigt den Verlauf
der Reinigung.

Die Fraktionen B5-B8 enthielten die grofdte Menge an aufgereinigtem Protein und wur-
den fiir einen weiteren Reinigungsschritt iiber die Gelfiltrationssadule vereinigt. Vihar-

6xHis ist mit 20,9 kDa ein kleines Protein und zeigte im hoher molekularen Bereich des
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Gels eine im Vergleich zu UbcH5b-6xHis vergleichsweise starke Verunreinigung mit
unspezifischen Proteinen. Um Vihar-6xHis in gereinigter Form in den Ubiquitinylie-
rungsassay einsetzen zu konnen, wurde an die Affinitats-Chromatographie noch zusatz-
lich eine Gelfiltrations-Aufreinigung angeschlossen (Abb. 2.56).

Wahrend das Ausschlussvolumen noch kein Protein enthielt (Elutionsfraktionen 22-23),
konnten in spateren Fraktionen zwei unterschiedlich grofle Vihar-6xHis Konformatio-
nen gesammelt werden. Vermutlich handelt es sich bei den Elutionsfraktionen 24-30 um
ein multimeres Protein, das schneller durch das Gel wandern kann als das monomere
Vihar-6xHis, welches erst deutlich spater von der Sdule gewaschen wird (Elutionsfrakti-
onen 48-55).

Da die Multimerisierung von Vihar-6xHis vermutlich ein Effekt der Uberexpression ist
und Vihar-6xHis in Zellen keine Dimere bildet, wurden nur die Monomere vereinigt

(Elutionsfraktionen 50-52) und in fliissigem Stickstoff schockgefroren.
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Abbildung 2.55: Reinigung von Vihar-6xHis aus E. coli BL21(DE3)

A: Elutionsprofil der HisTrap-Metallchelat-Affinitadtschromatographie

Dargestellt ist die Absorbtionsmessung bei 280 nm (blau) und 260 nm (rot). Mit steigender Imida-
zolkonzentration (griin) wird das gebundene Protein von der Saule gewaschen und in 2 ml Frakti-
onen gesammelt. Das schwarze Kastchen markiert das eluierende Vihar-6xHis.

B: Verlauf der Reinigung, verfolgt iber SDS-PAGE (14%) mit anschlieRender Coomassiefarbung
Auftragung von links nach rechts: (M) Low Molecular weight marker; (P) Pellet, unlésliche Frakti-
on des Zellextrakts; (U) Uberstand, Idsliche Fraktion des Zellextrakts; (DI1) Durchlauf, nicht mit
der Saule interagierendes Protein; (B3-B12) Elutionsfraktionen.

Je Fraktion wurden 4 ul aufgetragen. Rekombinantes Vihar-6xHis besitzt eine GréRe von
20,9 kDa (blauer Stern). Die Elutionsfraktionen (B5-B8, markiert mit schwarzem Rechteck) wur-
den vereinigt und in einer angeschlossenen Gelfiltration weiter aufgereinigt.
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Abbildung 2.56: Zweiter Reinigungs- ss2 —| .
schritt von Vihar-6xHis aus E. coli

A: Elutionsprofil der Gelfiltration
Dargestellt ist die Absorbtionsmessung
bei 280 nm. GroRere Fragmente wandern ,
schneller durch die Saule und eluieren 2
friher. Das Eluat wurde in 2 ml Fraktio- 184 —| - T - b e ey e
nen gesammelt.

B-C: Verlauf der Gelfiltration, verfolgt A

Uber SDS-PAGE (10%) mit anschlielen- Vereinigung
der Coomassiefarbung M <€———o— Flutionsfraktionen —— 3
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Auftragung von links nach rechts: (M) Low Molecular weight marker; (22-23) Elutions-fraktion
vor der Elution von Vihar-6xHis; (24-30) Elutionsfraktionen von multimerem Vihar-6xHis; (48-
55) Elutionsfraktionen von monomerem Vihar-6xHis. Je Fraktion wurden 4 ul aufgetragen.
Rekombinantes Vihar-6xHis besitzt eine Gré3e von 20,9 kDa. Die Fraktionen 50-52 wurden
vereinigt und in flissigem Stickstoff schockgefroren.

2.4.1.4.3 Drosophila Effete (Effete-6xHis)

Eine Testexpression von Effete-6xHis bei verschiedenen Temperaturen ergab keinen
Unterschied in der Loslichkeit, weshalb die Uberexpression uber Nacht bei 37 °C in
einem Volumen von 2x 11 erfolgte. Rekombinantes Effete-6xHis fand sich zu gleichen
Teilen im Zellpellet (P) und in der 16slichen Fraktion des Zellextrakts (U). Mit dem Uber-
stand wurde eine Metallchelat-Affinititschromatographie durchgefiihrt. Abbildung
2.57 A zeigt den Verlauf der Reinigung liber eine 5 ml HisTrap-Saule.

Die Elutionsfraktionen A8-A12, die das Protein in reiner Form enthielten (Abb. 2.57 B),
wurden vereinigt, dialysiert und in fliissigem Stickstoff schockgefroren.

Um einen ersten Anhaltspunkt zu bekommen, ob es sich bei den aufgereinigten Protei-

nen um aktive Enzyme handelt, wurde ein Ubiquitin-E2-Aktivitatsassay durchgefiihrt.
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Abbildung 2.57: Reinigung von Effete-6xHis aus E. coli BL21(DE3)

A: Elutionsprofil der HisTrap-Metallchelat-Affinitdtschromatographie

Dargestellt ist die Absorbtionsmessung bei 280 nm (blau) und 260 nm (rot). Mit steigender Imida-
zolkonzentration (griin) wird das gebundene Protein von der Saule gewaschen und in 2 ml Frakti-
onen gesammelt. Das schwarze Kastchen markiert das eluierende Effete-6xHis.

B: Verlauf der Reinigung, verfolgt iber SDS-PAGE (14%) mit anschlieRender Coomassiefarbung
Auftragung von links nach rechts: (M) Low Molecular weight marker; (P) Pellet, unldsliche Frakti-
on des Zellextrakts; (U) Uberstand, I6sliche Fraktion des Zellextrakts; (DI) Durchlauf, nicht mit der
Saule interagierendes Protein; (A6-B4) Elutionsfraktionen.

Je Fraktion wurden 4 ul aufgetragen. Rekombinantes Effete-6xHis besitzt eine Gréfe von
17,7 kDa (blauer Stern). Die Elutionsfraktionen im schwarzen Rechteck wurden vereinigt und in
flissigem Stickstoff schockgefroren.

2.4.1.5 Ubiquitin-E2-Aktivititsassay

In diesem Assay wird Uberpriift, ob das E1-Enzym FLAG-Ubiquitin aktivieren kann und
in der Lage ist, es auf das E2-Enzym zu iibertragen. Durch Zugabe von DTT werden die
gekniipften Thioesterbindungen zwischen FLAG-Ubiquitin und E1 bzw. E2 wieder auf-
gebrochen, so dass ein Signalverlust auf dem Westernblot einen spezifischen Binde-
nachweis zwischen FLAG-Ubiquitin und E1- bzw. E2-Enzym darstellt (4.6.3).

In einem ersten Experiment wurden die aufgereinigten Drosophila-spezifischen Protei-
ne 6xHis-Ubal aus der Affinititschromatographie-Aufreinigung (Abb.2.52, Vereini-
gung 1) und Effete-6xHis eingesetzt und liberpriift, ob die beiden Enzyme eine Thio-
esterbindung mit FLAG-Ubiquitin knilipfen konnen (Abb. 2.58). Eine gebildete Thioster-
bindung konnte in einer Westernblot-Analyse mit FLAG-Antikoper festgestellt werden,
da erst durch die Verkniipfung mit FLAG-Ubiquitin eine Bande auf Hohe des E1- bzw.
E2-Enzyms sichtbar wird. In einer Positivkontrolle wurde neben FLAG-Ubiquitin (Bio-
mol) auch das humane 6xHis-E1-Enzym (Enzo) und E2-Enzym UbcH5b (Enzo) einge-
setzt. Auf dem FLAG-Blot kann sowohl auf Hohe von UbcH5b, als auch auf Hohe des E1-
Enzyms eine Bande gesehen werden (1). Die Behandlung mit DTT fiihrte zur Reduktion
dieser Verbindung (7), weshalb von einer spezifischen Thioesterbindung ausgegangen

werden kann. Wird anstelle des humanen E1-Enzyms das aufgereinigte 6xHis-Ubal
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verwendet, kann keine Bande detektiert werden (3) und kein Unterschied zur Negativ-
kontrolle mit Wasser ist erkennbar (2). Wird das E2-Enzym UbcH5 durch das aufgerei-
nigte Effete-6xHis ersetzt, ist mit dem humanen E1-Enzym eine Aktivitat feststellbar,
jedoch nicht mit 6xHis-Ubal (4-6). Die Reduktion der Thioesterbindung ist bei Effete-
6xHis effektiver als bei UbcH5b (8), allerdings kann keine Angabe zur eingesetzten
Menge an Effete-6xHis gemacht werden. UbcH5b besitzt kein His-Epitop, weshalb im
His-Blot keine spezifische Bande auf Hohe des E2-Enzyms sichtbar ist. Dies steht im
Gegensatz zu 6xHis-Ubal, bei dem entweder eine zu geringe Menge unterhalb der De-

tektionsgrenze oder gar kein Protein eingesetzt wurde.

Mastermix + + + + + + + +
E1 + - - + - - + +
E1 Ubat (1) - - + - - + - -
5 - + - - + - - -
E2 UbcH5b + + + - - + -
E2 Effete - - - + + + - +
1MDTT - - - - + +
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Abbildung 2.58: Ubiquitin-E2-Aktivitatstest zur Uberpriifung von Effete und Uba1

Die Bindung von FLAG-Ubiquitin an das E1-Enzym bzw. die Ubertragung des FLAG-Ubiquitin an
das E2-Enzym wurde im Westernblot mit einem FLAG-Antikérper sichtbar gemacht (oberes Gel).
Der Westernblot mit His-Antikdrper (unteres Gel) diente dem Nachweis der E1- bzw. E2-Enzyme,
die einen 6xHisTag besitzen.

(Spur 1-3): Nachweis von gekauftem UbcH5b nur Gber FLAG-Blot durch die Bindung von FLAG-
Ubiquitin méglich. (1) Das humane E1-Enzym bindet FLAG-Ubiquitin und Ubertragt es auf
UbcH5b; (3) 6xHis-Uba1 ist nicht nachweisbar und kann auch kein FLAG-Ubiquitin auf UbcH5b
Ubertragen.

(Spur 4-6): Nachweis von Effete-6xHis im His-Blot und im FLAG-Blot durch die Bindung von
FLAG-Ubiquitin. (4) Das humane E1-Enzym ubertragt FLAG-Ubiquitin auf Effete-6xHis. Kein
Nachweis von 6xHis-Uba1 im Westernblot (6).

(Spur 7 und 8): Die Inkubation der Proben mit 1M DTT fiihrt zur Reduktion der Thioesterbindun-
gen zwischen E1-Enzym bzw. E2-Enzym und FLAG-Ubiquitin.

(Spur 2 und 5): Negativkontrollen von UbcH5b (2) und Effete-6xHis (5) ohne E1-Enzym

Zusammensetzung des Mastermixes pro Ansatz: 6,5 ug FLAG-Ubiquitin (2 pl), Thioesterpuffer
(2 pl), H20 (13,5 pl); hinzugegeben wurde humanes E1 oder 6xHis-Uba1 (1,5 pl) und UbcH5b
oder Effete-6xHis (1 pl).

Es wurden jeweils 15 pl auf ein 12%iges SDS-Gel aufgetragen und mittels SDS-PAGE aufge-
trennt.
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Zusammenfassend erwies sich Effete-6xHis als ein aktives E2-Enzym, 6xHis-Ubal hin-
gegen war weder nachweisbar, noch konnte es FLAG-Ubiquitin auf Effete-6xHis liber-
tragen. Die Affinitdtschromatographie-Aufreinigung von 6xHis-Ubal (Box 1, Abb. 2.52)
zeigte einen recht hohen Verunreinigungsgrad mit unspezifischen Proteinen, weshalb in
einer angeschlossenen Gelfiltration eine weitere Aufreinigung durchgefiihrt wurde. In
dieser Aufreinigung eluierten vermutlich zwei verschiedene 6xHis-Ubal Konformere,
zuerst das Dimer (Box 2; Abb. 2.53) und in spateren Fraktionen das Monomer von
6xHis-Ubal (Box 3; Abb.2.53). Diese Konformere wurden in den Ubiquitin-
Aktivitatstest eingesetzt und iiberpriift, ob eine zusitzliche Aufreinigung zu einem akti-

ven E1-Enzym fihrt (Abb. 2.59).
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Abbildung 2.59: Die verschiedenen Uba1 Aufreinigungen im Ubiquitin-E2-Aktivitatstest

Die Bindung von FLAG-Ubiquitin an das E1-Enzym 6xHis-Uba1 bzw. die Ubertragung des FLAG-
Ubiquitin an das E2-Enzym Effete-6xHis wurde im Westernblot mit einem FLAG-Antikdrper sicht-
bar gemacht (oberes Gel). Der Westernblot mit His-Antikdrper (unteres Gel) dient dem Nachweis
des humanen E1 bzw. dem Drosophila E1-Enzym 6xHis-Uba1 und dem E2-Enzym Effete-6xHis.
(Spur 1-2): Positivkontrollen der Reaktion mit dem humanen E1-Enzym und Effete-6xHis mit zwei
verschiedenen Mengen an E1-Enzym

(Spur 3-5): Verwendung der verschiedenen 6xHis-Uba1-Aufreinigungen: (3) friihe Elutionsfraktio-
nen von 6xHis-Uba1 nach der Gelfiltration (Box 2, Abb. 2.53); (4) spatere Elutionsfraktionen von
6xHis-Uba1 nach der Gelfiltration (Box 3, Abb. 2.53); (5) 6xHis-Uba1 nach Affinitdtschromatogra-
phie (Box 1, Abb. 2.52)

Zusammensetzung des Mastermixes pro Ansatz: 6,5 ug FLAG-Ubiquitin (2 pl), Thioesterpuffer
(2 pl), Effete-6xHis (1 pl), HO (13,5 pl); hinzugegeben wurde humanes E1 (1,5 yl oder 0,5 pl +
1 pl H,0) bzw.6xHis-Uba1 (1,5 pl). Es wurden jeweils 15 pl auf ein 10%iges SDS-Gel aufgetragen
und mittels SDS-PAGE aufgetrennt.
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Dabei stellte sich heraus, dass das spat eluierende 6xHis-Ubal aus der Gelfiltration
Aktivitat besitzt und Effete-6xHis mit FLAG-Ubiquitin beladen kann (4), wahrend 6xHis-
Ubal aus der Affinitaitschromatographie (5), sowie die frithe Elution in der Gelfiltration
(3), zu keiner Beladung von Effete-6xHis in der Lage war. Aus der Kontrollreaktion mit
zwei verschiedenen Konzentrationen an humanem E1-Enzym (1-2) ldsst sich mutma-
en, dass eine geringe, im Westernblot nicht detektierbare Menge an 6xHis-Ubal aus-
reichen konnte, um Effete-6xHis mit FLAG-Ubiquitin zu beladen. Um 6xHis-Ubal im
Westernblot sichtbar zu machen, wurde die aktive Fraktion von 6xHis-Ubal 10x auf-

konzentriert und in einem weiteren Aktivitatstest eingesetzt (Abb. 2.60).
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Abbildung 2.60: Aufkonzentriertes Uba1 im Ubiquitin-E2-Aktivitatstest

Vergleich der Bindung von FLAG-Ubiquitin an das humane E1-Enzym und an das Drosophila-
spezifische 6xHis-Uba1. Die Ubertragung des FLAG-Ubiquitin an das E2-Enzym Effete-6xHis
wurde im Westernblot mit einem FLAG-Antikérper sichtbar gemacht (oberes Gel). Der Western-
blot mit His-Antikérper (unteres Gel) dient dem Nachweis des humanen E1- bzw. des Drosophila
E1-Enzyms 6xHis-Uba1 und des E2-Enzyms Effete-6xHis.

(Spur 1): Positivkontrolle der Reaktion mit dem humanen E1-Enzym und Effete-6xHis

(Spur 2): Negativkontrolle mit H,0 anstelle eines E1-Enzyms

(Spur 3): Verwendung des 10x aufkonzentrierten 6xHis-Uba1 aus der Gelfiltration (Box 3,
Abb. 2.53)

Zusammensetzung des Mastermixes pro Ansatz: 6,5 ug FLAG-Ubiquitin (2 pl), Thioesterpuffer
(2 pl), Effete-6xHis (1 pl), H,O (13,5 pl); hinzugegeben wurde 0,5 ug humanes E1 (1,5 pl) bzw.
10x aufkonzentriertes 6xHis-Uba1 (1,5 ul). Es wurden jeweils 15 pl auf ein 10%iges SDS-Gel
aufgetragen und mittels SDS-PAGE aufgetrennt.
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Durch die Aufkonzentrierung konnte 6xHis-Ubal sowohl im FLAG-Blot als auch im His-
Blot detektiert werden. Das FLAG-Ubiquitin kann an 6xHis-Ubal binden und an Effete-
6xHis weitergegeben werden (3), so wie es auch beim humanen E1 der Fall ist (1).
Anhand der Negativkontrolle mit Wasser kdnnen die beiden Signale eindeutig den bei-
den E1-Enzymen zugeordnet werden (2). Dabei scheint die Beladung von Effete-6xHis
auch ohne E1-Enzym zu funktionieren, wird aber durch das E1-Enzym beschleunigt.
Somit konnte in diesen Aktivititstests nachgewiesen werden, dass neben den gekauften
humanen Komponenten E1-Enzym, E2-UbcH5b und FLAG-Ubiquitin auch die aufgerei-
nigten Komponenten des Ubiquitinylierungsweges Effete-6xHis sowie 6xHis-Ubal aktiv
sind.

In einem weiteren Schritt galt es nun ein Drosophila-spezifisches Ubiquitinylierungs-
System zu etablieren, in dem die humanen Komponenten Stiick fiir Stiick durch die

Drosophila-spezifischen Komponenten ersetzt wurden.

2.4.1.6 E3-Ligasen-Aktivitat im Retikulozytenlysat

In einer vorhergehenden Arbeit wurde Retikulozytenlysat verwendet, um ein APC/C-
Substrat zu translatieren. Durch Zugabe von Komponenten des Ubiquitinylierungsweges
konnte anschlieffend im Milieu des Retikulozytenlysates eine Ubiquitinylierung des
APC/C-Substrates erreicht werden (Hofer, 2011). Allerdings war die gesehene Ubiquiti-
nylierung nicht auf den APC/C-Komplex zuriickzufiihren. Vermutlich handelte es sich
um eine Ubiquitinylierungsreaktion durch verschiedene E3-Ligasen, da Retikulozyten-
lysate ubiquitinylierende Enzyme enthalten (Hershko, 1988).

Fiir die Etablierung eines Drosophila-spezifischen Ubiquitinylierungsassays wurden die
gekauften Komponenten stufenweise durch die hergestellten und aktiven Komponenten
aus Drosophila ausgetauscht. Fiir einen ersten in vitro-Ubiquitinylierungsassay wurde
im Retikulozytenlysat das um die Cdt1-Bindestelle verkiirzte und somit Zellzyklus inak-
tive APC/C-Substrat Geminin_Del-102-192-10xHA in vitro translatiert. Das E1-Enzym
war bereits im Retik-Lysat enthalten, die restlichen Komponenten (humanes E2-UbcH5,
humanes Ubiquitin und ATP) wurden beigefiigt und der Gesamtansatz fiir 60 Minuten
bei 30 °C inkubiert. In dieser Zeit fand die Ubiquitinylierung statt, bis die Reaktion durch
Zugabe von 4xLSB-Puffer gestoppt wurde. Zur vollstindigen Denaturierung wurden die
Proben aufgekocht, zur Analyse auf ein SDS-Gel aufgetragen, aufgetrennt und geblottet.

Der Nachweis erfolgte mithilfe der Westernblotanalyse tiber HA-Antikorper.
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Auf dem Westernblot in Abbildung 2.61 sind insgesamt drei Spuren zu erkennen. Als
Translationskontrolle wurde Retik-Lysat mit dem in vitro translatierten (IVT) Gemi-
nin_Del-102-192-10xHA aufgetragen. Dabei ist keine Ubiquitinylierung zu erkennen (1).
In den beiden verbleibenden Ansidtzen wurde der Mastermix mit allen notwendigen
Ubiquitinylierungskomponenten zugesetzt und die Reaktion bei der Nullkontrolle sofort
mit 4xLSB gestoppt (2). Bei dem dritten Ansatz wurde die Reaktion erst nach einer 60-
miniitigen Inkubationszeit beendet (3). In diesen 60 Minuten wird das Substrat ubiqui-
tinyliert, wodurch es zu einer deutlichen Zunahme an Polyubiquitinylierungsbanden
kommt. Gleichzeitig nimmt die Menge an eingesetztem Geminin_Del-102-192-10xHA ab
(3).

Dieses Experiment zeigt, dass im Milieu des Retikulozytenlysat eine Ubiquitinylierung
des in vitro translatierten Drosophila-spezifischen Geminin_Del-102-192-10xHA moglich
ist. Allerdings wurden in diesem Versuch noch auf humane Komponenten der Ubiquiti-

nylierung zuriickgegriffen.
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Abbildung 2.61: Aktivitdt im Retikulozytenlysat — Ubiquitinylierung von IVT Geminin
Geminin_Del-102-192-10xHA wurde im Retikulozytenlysat translatiert und in 8 pl Portionen auf
drei PCR-Cups verteilt. (1) wurde mit 1,75 pl H,O versetzt, (2) mit 1,75 yl Mastermix versetzt und
bei beiden 8 yl 4xLSB zugegeben. (3) wurde mit 1,75 pl Mastermix versetzt und fir 60 Minuten
auf 30 °C inkubiert. Erst danach wurde 8 ul 4xLSB zugegeben. Die drei Proben wurden aufge-
kocht und 8 pl auf ein 10%iges SDS-Gel aufgetragen und mittels SDS-PAGE aufgetrennt.

Die Ubiquitinylierung des Substrates Geminin_Del-102-192-10xHA wurde im Westernblot mit
einem HA-Antikorper sichtbar gemacht. In der Negativkontrolle ohne Ubiquitinylierungskompo-
nenten (1) und in der Nullkontrolle mit allen Komponenten zum Zeitpunkt t=0 min (2), sind keine
Polyubiquitinylierungsbanden zu erkennen. Erst nach 60 Minuten hat die Substratmenge abge-
nommen und Polyubiquitinylierungsbanden sind entstanden (3).

Zusammensetzung des Mastermixes pro Ansatz: 55,5 mM UbcHS5b (1,35 pul), 100 mM ATP
(0,3 ul), Ubiquitin (0,1 pl). Nicht enthalten war ein E1-Enzym. Es wurden jeweils 8 pl auf ein
10%iges SDS-Gel aufgetragen und mittels SDS-PAGE aufgetrennt.
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2.4.2 Test der einzelnen Komponenten auf AKktivitat im

Retikulozytenlysat

Fiir eine Untersuchung der einzelnen Komponenten des Drosophila-spezifischen
Ubiquitinylierungsassays ist das Retikulozytenlysat gut geeignet. Es enthalt bereits viele
notwendige Komponenten und stellt ein ideales Milieu bereit. Aber mit den unspezifi-
schen E3-Ligasen im Retikulozytenlysat ldsst sich keine Aussage treffen, ob das zu un-

tersuchenden Substrat wirklich vom APC/C ubiquitinyliert worden ist.

2.4.2.1 Substrat Geminin_Del-102-192-10xHA-6xHis (E. coli)

Um langfristig nicht mehr von der Translation im Retikulozytenlysat abhingig zu sein,
soll das E. coli aufgereinigte Geminin_Del-102-192-10xHA-6xHis als Substrat Verwen-
dung finden. Ein direkter Vergleich mit dem in vitro translatierten Geminin_Del-102-
192-10xHA sollte Aufschluss dariiber geben, ob rekombinantes, in E. coli hergestelltes
Geminin_Del-102-192-10xHA-6xHis (Geminin*) als Substrat ubiquitinyliert werden
kann.

In Abbildung 2.62 sind die Ergebnisse dargestellt. Die Ubiquitinylierung des IVT Gemi-
nin_Del-102-192-10xHA ist auf dem Westernblot nicht zu erkennen (1-4), wahrend das
aufgereinigte E. coli Geminin* im Vergleich zur Nullkontrolle nach t=0 Minuten (5) eine
starke Ubiquitinylierung aufweist (6). Die Verwendung von FLAG-Ubiquitin ermdéglicht
es zusatzlich, in einem Westernblot mit FLAG-Antikérper die unspezifische Ubiquitiny-
lierung von Proteinen durch E3-Ligasen sichtbar zu machen. Damit stellt es eine gute
Kontrolle dar, um eine Aktivitdt im Retikulozytenlysat nachzuweisen. Wurde anstelle
eines unmarkierten Ubiquitins ein FLAG-Ubiquitin in die Reaktion eingesetzt, ist eine
etwas starkere Polyubiquitinylierung im hochmolekularen Bereich des Westernblots zu
erkennen (7). Die Polyubiquitinylierung nimmt bei einer Mischung aus Ubiquitin und
FLAG-Ubiquitin sogar noch weiter zu (8). Im Hinblick auf die Ubiquitinylierung von in
vitro translatiertem Geminin_Del-102-192-10xHA ist das eingesetzte Retikulozytenlysat
dhnlich aktiv wie bei Geminin_Del-102-192-10xHA-6xHis (3, 4 und 7, 8). Eine Ubiquiti-
nylierung des Substrates konnte aber auch bei hoherer Laserintensitdt im HA-Blot nicht

nachgewiesen werden (Blot nicht gezeigt).
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Abbildung 2.62: Vergleich des aufgereinigten Geminin aus E. coli mit IVT Geminin

Die spezifische Ubiquitinylierung des Substrates Geminin_Del-102-192-10xHA wurde im Wes-
ternblot mit einem HA-Antikérper sichtbar gemacht (oberer Blot). Die unspezifische Ubiquitinylie-
rung von Proteinen durch E3-Ligasen im Retikulozytenlysat kann durch die Zugabe von FLAG-
Ubiquitin im Westernblot mit einem FLAG-Antikérper detektiert werden (unterer Blot).

(Spur 1-4) Ubiquitinylierung von IVT Geminin_Del-102-192-10xHA:

(1) Nullkontrolle; (2-4) Ubiquitinylierungsreaktionen nach 60 Minuten mit verschiedenen Ubiquitin-
zusammensetzungen

(Spur 5-8) Ubiquitinylierung des aus E. coli aufgereinigten Geminin*:

(5) Nullkontrolle; (6-8) Ubiquitinylierungsreaktionen nach 60 Minuten mit verschiedenen Ubiquitin-
zusammensetzungen

Zusammensetzung des Mastermixes pro Ansatz:

55,5 mM UbcH5b (1 pl), 100 mM ATP (0,3 ul), Uba1 (0,5 pl),

Ubiquitin (0,2 ul + 1,8 pl H,0O); FLAG-Ubiquitin (2 ul); FLAG-Ubiquitin/Ubiquitin (1 pl + 0,1 pl +
0,9 pl H,0)

(1-4): Vom IVT Geminin_Del-102-192-10xHA wurde 8 pl eingesetzt,

(5-8): Vom E. coli Geminin* wurde 1 pl + 7 yl Retik-Lysat eingesetzt.

Reaktionen wurden mit 10 yl 4xLSB gestoppt, aufgekocht und jeweils 6 pl auf zwei 10% SDS-
Gele aufgetragen und mittels SDS-PAGE aufgetrennt. Geminin*: Geminin_Del-102-192-10xHA-
6xHis

Insgesamt hat das Experiment gezeigt, dass auch in E. coli hergestelltes Geminin* fir
einen in vitro-Ubiquitinylierungsassay geeignet ist. Fiir die Reaktion kann neben
Ubiquitin auch FLAG-Ubiquitin verwendet werden, wodurch die unspezifische Aktivitit

von E3-Ligasen im Retikulozytenlysat iiberpriift werden kann.



Ergebnisse |123

2.4.2.2 E2-Enzyme

Im Ubiquitin-Aktivititstest konnte bereits die Fahigkeit von Ubal gezeigt werden, ein
FLAG-Ubiquitin zu aktivieren und es auf ein E2-Enzym zu iibertragen (Abb. 2.60). Als
E2-Enzyme kamen bei diesem Test neben dem humanen UbcH5b (Enzo) auch das Dro-
sophila Effete-6xHis zur Anwendung. Beide waren in der Lage, FLAG-Ubiquitin zu bin-
den.

Ob und mit welcher Effizienz die E2-Enzyme UbcH5b-6xHis, Effete-6xHis und Vihar-
6xHis das Ubiquitin mithilfe der E3-Ligase an das Substrat Geminin* iibertragen kénnen,
sollte in diesem Assay beantwortet werden. Die E2-Enzyme sowie 6xHis-Ubal wurden
in die entsprechenden PCR-Cups vorgelegt und die Reaktion mit Zugabe des Mastermi-
xes gestartet. Am schnellsten arbeitete das gekaufte UbcH5b (Abb. 2.63). Nach
60 Minuten konnten nur noch 16% der Ausgangsmenge des Substrats *Geminin nach-
gewiesen werden und hochmolekulare Banden zeigten eine Polyubiquitinylierung an
(4). Nach 180 Minuten waren nur noch 5% des Substrats detektierbar und der Rest
polyubiquitinyliert bzw. bereits iiber das Proteasom abgebaut (5). Im Vergleich dazu
setzte das aus E. coli aufgereinigte UbcH5b-6xHis Geminin* langsamer um (2 und 3).
Wird zusatzlich noch 6xHis-Ubal hinzugefiigt, lauft die Reaktion mit UbcH5b-6xHis
nicht schneller ab (vgl. 2 zu 6). Das Retikulozytenlysat enthdlt vermutlich bereits ausrei-
chende Mengen an E1-Enzym. Die Daten deuten sogar an, dass die Reaktion durch den
Uberschuss an E1-Enzym etwas gehemmt sein kénnte. Werden anstatt UbcH5b-6xHis
die beiden Drosophila E2-Enzyme Effete-6xHis und Vihar-6xHis eingesetzt, zeigt sich bei
Effete-6xHis eine dhnliche Ubiquitinylierungsreaktion wie zuvor bei UbcH5b-6xHis (6
und 7). Vihar-6xHis hingegen besitzt nur eine geringe Aktivitat (8), weshalb an dieser
Stelle beschlossen wurde, mit Effete-6xHis weiter zu arbeiten. Nichtsdestotrotz sollte
noch ein Ubiquitin-Aktivitatstest mit Vihar-6xHis durchgefithrt werden, um dessen
Fahigkeit zu liberpriifen, ein FLAG-Ubiquitin von 6xHis-Ubal zu empfangen.

In den Ubiquitin-Aktivitdtstests und in den Ubiquitinylierungsassays konnte gezeigt
werden, dass die in E. coli aufgereinigten Drosophila-spezifischen Komponenten 6xHis-
Ubal, Effete-6xHis und Geminin* funktional sind und anstelle der humanen Komponen-
ten E1 und UbcH5b in einem Ubiquitinylierungsassay eingesetzt werden kénnen. Keine
Aktivitat konnte hingegen bei Vihar-6xHis nachgewiesen werden und auch das aufge-

reinigte Ubiquitin zeigte in diesen Assays keine Aktivitdt (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 2.63: Vergleich der Drosophila E2-Enzyme Effete und Vihar mit humanem
UbcH5b

Die spezifische Ubiquitinylierung des Substrates Geminin_Del-102-192-10xHA-6xHis wurde im

Westernblot mit einem HA-Antikérper sichtbar gemacht. Die Prozentangaben unterhalb des Blots

geben die verbliebene Menge an Substrat nach erfolgter Reaktion an. Die Ausgangsmenge

entsprach dabei den 100% der Nullkontrolle zum Zeitpunkt t=0 (1).

(2-3) Ubiquitinylierungsreaktionen nach 60 Minuten (2) bzw. 180 Minuten mit aufgereinigtem

UbcH5b-6xHis aus E. coli

(4-5) Ubiquitinylierungsreaktionen nach 60 Minuten (2) bzw. 180 Minuten mit gekauftem UbcH5b

(Enzo)

(6-8): Ubiquitinylierungsreaktionen mit unterschiedlichen E2-Enzymen unter Zugabe von zusatzli-

chem 6xHis-Uba1: (6) Ubiquitinylierung mit UbcH5b-6xHis; (7) Ubiquitinylierung mit Effete-6xHis;

(8) Ubiquitinylierung mit Vihar-6xHis zum Zeitpunkt t=60 min

Zusammensetzung des Mastermixes pro Ansatz:

Geminin* (2 yl), Ubiquitin (0,15 pl), 100 mM ATP (0,3 pl), Retik-Lysat (8 pl).

(1-8): E2-Enzyme gemal Angabe (1 pl); (6-8): 6xHis-Uba1 (0,5 pl)

Reaktionen wurden mit 10 yl 4xLSB gestoppt, aufgekocht und jeweils 10 ul auf ein 8%iges SDS-
Gel aufgetragen und mittels SDS-PAGE aufgetrennt. Geminin*: Geminin_Del-102-192-10xHA-
6xHis

2.4.3 Ubiquitinylierungsassays

2.4.3.1 Inaktivierung des Retikulozytenlysats durch NEM

Retikulozytenlysat wird haufig fiir die Translation von Proteinen verwendet. In dieser
Arbeit wurde bereits Geminin_Del-102-192-10xHA in vitro hergestellt, letztendlich aber
durch aus E. coli aufgereinigtes Geminin_Del-102-192-10xHA-6xHis ersetzt. Eine bakte-
rielle Aufreinigung ist aber nicht in allen Fillen moglich. Der APC/C-Aktivator Fzr beno-
tigt zum Beispiel fiir eine richtige Faltung CCT-Chaperone (Bandura, et al., 2013). Dieser
Reifungsprozess ist nur im eukaryotischen Zellsystem maoglich, weshalb Fzr nicht in
E. coli hergestellt werden kann. Um den stérenden Einfluss der unspezifischen E3-

Ubiquitin-Ligasen im Retikulozytenlysat zu beseitigen, wurde deshalb in einem ersten
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Experiment das Retik-Lysat durch Zugabe von 10 mM N-Ethylmaleinimid (NEM) behan-
delt (Enquist-Newman, et al, 2008). NEM geht eine chemische Reaktion mit Cysteinen
ein, wodurch aktive S-H-Bindungen reduziert und somit inaktiviert werden. Durch
Zugabe von Dithiothreitol (DTT) soll der Uberschuss an NEM beseitigt werden, so dass
der APC/C-Komplex durch Zugabe von 6xHis-Ubal und einem entsprechenden E2-
Enzym wieder aktiviert werden kann, andere Ubiquitin-Ligasen jedoch weiterhin inak-
tiviert bleiben.

Ob NEM in der Lage ist, die E3-Ligasen im Retikulozytenlysat vollstindig zu inaktivie-
ren, zeigt Abbildung 2.64. Ein Teil des Retik-Lysates wurde mit NEM und DTT vorbe-
handelt und mit aktivem sowie inaktiviertem Retikulozytenlysat ein Ubiquitinylie-
rungsassay mit allen notwendigen Komponenten im Mastermix angesetzt. Um die Akti-
vitit der E3-Ligasen detektieren zu koénnen, wurde ein 1:1 Gemisch von Ubiqui-
tin/FLAG-Ubiquitin verwendet. Bei beiden Ansatzen zeigte die Nullkontrolle im FLAG-
Blot keine Polyubiquitinylierungsbanden (1 und 3). Die Behandlung mit NEM und DTT
fiihrte zu einer nahezu vollstandigen Inaktivierung der E3-Ligasen, da vor allem auf dem
FLAG-Blot nur noch eine schwache Polyubiquitinylierung zu sehen ist (4).

Das unbehandelte Retikulozytenlysat hingegen zeigt als Positivkontrolle in der Reaktion
deutliche Polyubiquitinylierungsbanden im hochmolekularen Bereich an, die sowohl im
FLAG-BIot fiir unspezifische Proteine als auch fiir das APC/C-Substrat Geminin* gut zu
erkennen sind (2).

Durch eine zusatzliche Zugabe von 6xHis-Ubal und dem im Mastermix vorhandenen
humanen UbcH5b sollte der APC/C-Komplex wieder reaktiviert werden und speziell das
Geminin* ubiquitinyliert werden. Zwar wurden keine anderen E3-Ligasen reaktiviert,
eine Polyubiquitinylierung von Geminin* im HA-Blot ist allerdings auch nicht zu erken-
nen (5).

Anhand dieses Experiments ldsst sich die Aussage treffen, dass NEM die E1-, E2-, und
E3-Enzyme im Retikulozytenlysat nahezu vollstdndig inhibieren kann. Eine Reaktivie-
rung durch Zugabe von DTT, humanem UbcH5b und 6xHis-Ubal konnte nicht beobach-
tet werden. Es ist wahrscheinlich, dass nach NEM-Inaktivierung samtlicher E3-Ligasen
fiir eine Reaktivierung der Ubiquitinylierungsreaktion neben dem E1- und dem E2-

Enzym auch ein aktiver APC/CF#-Komplex wieder hinzugegeben werden muss.
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Abbildung 2.64: Inaktivierung der E3-Ligasen im Retikulozytenlysat durch NEM

Die spezifische Ubiquitinylierung des Substrates Geminin_Del-102-192-10xHA-6xHis wurde im
Westernblot mit einem HA-Antikdrper sichtbar gemacht (oberer Blot). Die unspezifische Ubiquiti-
nylierung von Proteinen durch E3-Ligasen im Retikulozytenlysat kann durch die Zugabe von
FLAG-Ubiquitin im Westernblot mit einem FLAG-Antikdrper detektiert werden (unterer Blot).

(1-2): Ubiquitinylierungsassays mit aktivem Retik-Lysat zum Zeitpunkt t=0 min (Nullkontrolle) und
t=60 min (Positivkontrolle)

(3-4): Ubiquitinylierungsassays mit inaktiviertem Retik-Lysat zum Zeitpunkt t=0 min (Nullkontrolle)
und t=60 min. Das Retik-Lysat wurde mit 10 mM N-Ethylmaleinimid (NEM) vorbehandelt, wodurch
unter anderem die Cysteine der Ubiquitin-Ubertragenden Enzyme reduziert und damit inaktiviert
wurden. DTT inaktiviert den Uberschuss an NEM.

(5) Ubiquitinylierungsreaktion des inaktiven Retik-Lysates mit zusatzlichem 6xHis-Uba1 nach
t=60 min

Zusammensetzung des Mastermixes pro Ansatz:

Geminin* (1 pl), Ubiquitin (0,1 pl), FLAG-Ubiquitin (0,2 pl), 100 mM ATP (0,3 ul), MG132 (0,5 pl),
UbcHS5b (1 pl), aktives oder inaktiviertes Retik-Lysat (8 pl); Ansatz 5: 6xHis-Uba1 (0,5 pl)

Die Reaktionen wurden mit 10 yl 4xLSB gestoppt, aufgekocht und jeweils 10 pl auf ein 9%iges
SDS-Gel aufgetragen und mittels SDS-PAGE aufgetrennt. Geminin*: Geminin_Del-102-192-
10xHA-6xHis

2.4.3.1.1 Fehlende Drosophila-Komponenten APC/C und Fzr

Bisher wurden die Ubiquitinylierungsreaktionen im Retikulozytenlysat wahrscheinlich
von verschiedenen E3-Ligasen ausgefiihrt. Humane- bzw. Drosophila-spezifische Kom-
ponenten wurden hinzugegeben, um die Stimulierung einer unbekannten E3-Ligase
durch das E2-Enyzm herbeizufiihren.

In einem weiteren Etablierungsschritt zum Drosophila-spezifischen Ubiquitinylierungs-
assay sollte nun der APC/C-Komplex als einzige E3-Ligase aufgereinigt werden. In Sac-

charomyces cerevisiae konnte der gesamte APC/C-Komplex unter anderem iiber MYC-
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Cdc16 und Cdc16-Tap gewonnen werden (Carroll, et al, 2005; Passmore, et al.,, 2005)
und auch aus humanen HeLa-Zellen war eine Aufreinigung moglich (Sugimoto, et al.,
2008).

Aus Drosophila sollte der APC/C-Komplex durch Immunprazipitation aus adulten Flie-
gen, oder aus Drosophila-Embryonen gewonnen werden. Dazu standen transgene Flie-
gen zur Verfligung, die entweder GFP-Cdc16 oder GFP-Cdc27 exprimieren und freundli-
cherweise von Dr. Huang (University Newcastle) zur Verfiigung gestellt wurden. In
Experimenten konnte gezeigt werden, dass die Fusionsproteine in den endogenen
APC/C inkorporieren und iiber das Fusionsprotein mehrere Untereinheiten des APC/C
prazipitiert werden konnen (Raff, et al, 2002). Fiir die Isolation des APC/C-Komplexes
wurden adulte Fliegen homogenisiert, die GFP-Cdc16 exprimieren. Mit diesem Homo-
genisat wurde eine GFP-Immunpréazipitation durchgefiihrt. Das Prazipitdt konnte in
einem Westernblot mit dem gleichen GFP-Antikérper nachgewiesen werden (Abb. 2.65
A). Wahrend GFP-Cdc16 bei der vorhergesagten Grofde von 106 kDa sichtbar ist, konnte
GFP-Cdc27 nach identischen Immunpréazipitationsbedingungen nicht detektiert werden
(Daten nicht gezeigt).

Um den APC/C-Komplex aus Drosophila in einem Ubiquitinylierungsassay aktivieren zu
konnen, wird einer der beiden Aktivatoren Fzy oder Fzr benotigt. Beide Aktivatoren
benotigen fiir ihre posttranslationale Faltung Chaperone (Camasses, et al, 2003), wes-
halb eine bakterielle Aufreinigung nicht méglich ist. Die schnellste Moglichkeit den
epitopmarkierten Aktivator 4xFLAG-Fzr herzustellen, ist die in vitro-Translation im
Retikulozyenlysat. Abbildung 2.65 B zeigt die Effizienz der Translation.

Mit der Immunprazipitation von GFP-Cdc16 und der in vitro-Translation von 4xFLAG-
Fzr konnten zwei weitere wichtige Komponenten fiir den Ubiquitinylierungsassay be-
reitgestellt werden. Es ist jedoch noch unklar, ob iiber GFP-Cdc16 ein aktiver APC/C-
Komplex co-prazipitiert werden kann und ob das Retik-Lysat vom in vitro translatierten

4xFLAG-Fzr aufgrund der enthaltenen E3-Ligasen nicht storend wirkt.
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Abbildung 2.65: Gewinnung der fehlenden Drosophila-Komponenten APC/C und 4xFLAG-
Fzr

A: Co-Immunprazipitation des APC/C-Komplexes Uber die Untereinheit GFP-Cdc16:

Die APC/C-Untereinheit GFP-Cdc16 wurde mithilfe des GFP-Epitops aus dem adulten Fliegen-

stamm 430 prazipitiert und im Westernblot mit einem GFP-Antikérper sichtbar gemacht. GFP-

Cdc16 hat eine GroRe von 107 kDa. Die Prazipitation aus Wildtyp-Fliegen diente als Negativkon-

trolle. Jeweils 15 pl der Prazipitate wurden aufgekocht und auf ein 14%iges SDS-Gel aufgetragen

und mittels SDS-PAGE aufgetrennt.

B: In vitro-Translation des APC/C-Aktivators 4xFLAG-Fzr:

Der APC/C-Aktivator 4xFLAG-Fzr wurde in vitro im Retikulozytenlysat translatiert und konnte im

Westernblot mit einem FLAG-Antikérper nachgewiesen werden. 4xFLAG-Fzr hat eine Gré3e von

57,8 kDa.

10 pl des Translationsansatzes wurde auf ein 10%iges SDS-Gel aufgetragen und mittels SDS-

PAGE aufgetrennt.

2.4.3.1.2 Ubiquitinylierungsassay mit immunprazipitiertem APC/C

In Hefen konnte der gesamte APC/C-Komplex iiber die epitopmarkierte Untereinheit
Cdc16 co-prazipitiert werden, weshalb auch in Drosophila die Moglichkeit besteht, einen
aktiven APC/C-Komplex tiber GFP-Cdc16 prazipitieren zu kénnen und eine Ubiquitiny-
lierung mit reinen Drosophila-Komponenten erzeugen zu konnen. Dazu wurde vor je-
dem Experiment GFP-Cdc16 frisch aus den transgenen Fliegen immunprazipitiert und
die Beads mit dem gebundenen GFP-Cdc16 in einem 1xThioesterpuffer aufgenommen
und in die entsprechenden PCR-Cups vorgelegt.

Da der Aktivator eine entscheidende Rolle bei der Aktivitit des APC/C-Komplexes spielt
und nicht bekannt ist, ob Fzr bei der Immunpréazipitation mit dem APC/C aufgereinigt
wird, wurde ein in vitro translatiertes 4xFLAG-Fzr verwendet.

Um Ubiquitinylierungsbanden als solche zu erkennen, wurde in einem als Nullkontrolle
bezeichneten Ansatz Geminin* ohne eine andere Komponente des Ubiqitinylierungs-
Systems ausschliefdlich mit Wasser fiir 60 Minuten bei 30 °C inkubiert (Abb 2.66
Spur 5). In einer Negativkontrolle wurde NEM-inaktiviertes Retikulozytenlysat mit IVT

4xFLAG-Fzr mit allen notwendigen Komponenten vereinigt, allerdings noch ohne das
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prazipitierte GFP-Cdc16 (1). Im Vergleich zur Nullkontrolle konnte die Aktivitat der E3-
Ligasen im Retik-Lysat nicht vollstindig durch NEM inaktiviert werden, die Po-
lyubiquitinylierungsbanden im hochmolekularen Bereich waren jedoch deutlich redu-

zierter als im gleichen Ansatz mit aktivem Retik-Lysat (2).

Mastermix + + + + - + + +
Geminin* + + + + + + + +

HO0 - - - - "
GFP-Cdc16 - - + + - + + +
Retik-Lysat (R.L.) - + - - - - - -
R.L.NEM +DTT + - + + - + -
E1Ubal - - - + - - -
E1(Enzo) + + + - + +
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Abbildung 2.66: Ubiquitinylierungsassay mit immunprazipitiertem GFP-Cdc16 und
4xFLAG-Fzr

Die spezifische Ubiquitinylierung des Substrates Geminin_Del-102-192-10xHA-6xHis wurde im

Westernblot mit einem HA-Antikérper sichtbar gemacht (oberer Blot). Der Nachweis des frisch

hergestellten Prazipitats GFP-Cdc16 aus transgenen Fliegen erfolgte im Westernblot uber GFP-

Antikorper (mittlerer Blot) und 4xFLAG-Fzr wurde im Westernblot mit einem FLAG-Antikérper

detektiert (unterer Blot).Bei den unteren beiden Blots handelt es sich um relevante Ausschnitte.

Das Retik-Lysat mit dem IVT 4xFLAG-Fzr wurde mit 10 mM N-Ethylmaleinimid (NEM) vorbehan-

delt, und mit DTT der Uberschuss an NEM entfernt.

(1): Negativkontrolle mit inaktiviertem Retikulozytenlysat nach t=60 min

(2): Positivkontrolle mit aktivem Retikulozytenlysat nach t=60 min

(3, 4, 6): Ubiquitinylierungsassays mit inaktiviertem Retik-Lysat und unter Verwendung von GFP-

Cdc16 zum Zeitpunkt t=60 min. Eingesetzt wurden humanes E1-Enzym (3) und Uba1-6xHis (4),

bzw. kein E1-Enzym (6).

(5) Nullkontrolle: reines Substrat Geminin* nach t=60 min

(7-8): Drosophila Ubiquitinylierungsassay, mit dem APC/C als einzige E3-Ligase, ohne Retik-

Lysat aber auch ohne Aktivator Fzr. Nullkontrolle nach t=60 min (7) und nach t=60 min

Zusammensetzung des Mastermixes pro Ansatz:

Geminin* (2 yl), Effete-6xHis (1 ul), Ubiquitin (0,1 pl), FLAG-Ubiquitin (0,2 ul), 100 mM ATP
(0,3 ul)

Separat zugegeben: aktives oder NEM-inaktiviertes Retik-Lysat mit IVT 4xFLAG-Fzr (8 pl); hu-
manes E1-Enzym bzw. 6xHis-Uba1 (1 pl), GFP-Cdc16 Prazipitat (8 ul); Ansatz 5, 7 und 8: Thio-
esterpuffer (8 pl)

Die Reaktionen wurden mit 10 yl 4xLSB gestoppt, aufgekocht und jeweils 10 pl auf ein 9%iges
SDS-Gel aufgetragen und mittels SDS-PAGE aufgetrennt. Geminin*: Geminin_Del-102-192-
10xHA-6xHis
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In einem weiteren Schritt wurde zum inaktivierten Retikulozytenlysat das prazipitierte
GFP-Cdc16 gegeben, wodurch die Polyubiquitinylierung von Geminin* zunahm (3).
Dieses Ergebnis lasst die Moglichkeit offen, dass durch GFP-Cdc16 der vollstindige
APC/C-Komplex prazipitiert werden konnte. Allerdings zeigte sich kein Unterschied, ob
das humane E1-Enzym verwendet wurde (3), das Drosophila 6xHis-Ubal eingesetzt
wurde (4) oder kein E1-Enzym hinzugegeben wurde (6).

Nachdem die E3-Ligasen im Retikulozytenlysat keine klare Aussage beziiglich der Po-
lyubiquitinylierung von Geminin* durch den APC/C-Komplex zulassen, wurde eine
Reaktion ohne Retik-Lysat angesetzt. Dazu wurde das GFP-Cdc16-Prazipitat mit allen
Komponenten des Ubiquitinylierungs-Systems versetzt und mit 1xThioesterpuffer auf
das urspriingliche Volumen aufgefiillt. In diesem Ansatz fehlte der Aktivator Fzr, was
eine Erklarung dafiir sein kénnte, warum nach 60 Minuten Inkubation kein Unterschied
zur Nullkontrolle in der Polyubiquitinylierung von Geminin* zu erkennen ist (7 und 8).
In diesem Experiment konnte mit dem Prazipitat von GFP-Cdc16 eine Polyubiquitinylie-
rung von Geminin* nachgewiesen werden. Allerdings waren in diesem Ansatz auch die
E3-Ligasen des Retikulozytenlysates enthalten, weshalb in Frage gestellt werden muss,
ob fiir die Reaktion der Aktivator 4xFLAG-Fzr im Retik-Lysat oder das Retik-Lysat selber

verantwortlich ist.

2.4.3.2 Ubiquitinylierungsassay im Drosophila-Extrakt

Anstatt der aufwandigen Immunprazipitation des APC/C-Komplexes aus adulten Fliegen
wiirde die Verwendung von Embryonen die Isolierung des APC/C-Komplexes deutlich
vereinfachen. Die APC/C-Aktivitit in Embryonen ist jedoch abhdngig vom Entwick-
lungsstadium, da der APC/CFzr erst im Zellzyklus 16 zum ersten Mal aktiv wird, wenn die
Zelle sich auf die erste G1-Phase vorbereitet. In Embryonen fritherer Entwicklungssta-
dien wird kein Fzr exprimiert, so dass der APC/C aus solchen Lysaten vermutlich keine
APC/CFzr-Substrate abbauen kann und fiir den Ubiquitinylierungsassay ungeeignet
ware. Der Arbeitsgruppe um Dr. Medenbach an der Universitit Regensburg gelang es,
aus 0-8h alten Drosophila-Embryonen einen Extrakt (D.m.-Extrakt) herzustellen, der fiir
die zeitgleiche Transkription und Translation geeignet ist, und stellte ihn freundlicher-
weise zur Verfligung. Fiir die Aufrechterhaltung des benotigten Energielevels sorgt das
zugefligte Energieregenerationssystem von Creatinphosphat und Creatinkinase

(Medenbach, et al, 2011).
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In einem ersten Experiment wurde das Substrat Geminin*, Effete-6xHis und alle ande-
ren notwendigen Komponenten des Ubiquitinylierungsassays zum Drosophila-Extrakt
gegeben und der Ansatz fiir 60 Minuten bei 30 °C inkubiert (Abb. 2.67). In diesem An-
satz ist im FLAG-Blot im Vergleich zur Nullkontrolle (1) eine generelle Ubiquitinylierung
zu erkennen (2). Diese fillt aber auf dem HA-Blot fiir Geminin* deutlich geringer aus.
Wird das E2-Enzym Effete-6xHis durch das humane UbcH5b ausgetauscht, nimmt so-
wohl die allgemeine Ubiquitinylierung unspezifischer Proteine zu, als auch die Ubiquiti-
nylierung von Geminin* (3).

Die beiden Reaktionen zeigen, dass mit dem Drosophila-Extrakt Ubiquitinylierungsreak-
tionen moglich sind. Dem Alter der Embryonen konnte hier eine entscheidende Bedeu-

tung zukommen, da in zu jungen Embryonen kein Fzr vorhanden ist.
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Abbildung 2.67: Ubiquitinylierungsassay mit Drosophila-Extrakt aus 0-8h alten Embryonen
Die spezifische Ubiquitinylierung des Substrates Geminin_Del-102-192-10xHA-6xHis wurde im
Westernblot mit einem HA-Antikdrper sichtbar gemacht (oberer Blot). Der Nachweis einer allge-
meinen Aktivitdt im Extrakt durch die Polyubiquitinylierung unspezifischer Proteine erfolgte im
Westernblot mit einem FLAG-Antikérper (unterer Blot).

(1-2): Nullkontrolle nach t=0 min (1) und Ubiquitinylierungsassay nach t=60 min (2) mit Drosophi-
la-Extrakt aus 0-8h alten Embryonen und Effete-6xHis als E2-Enzym

(3): Ubiquitinylierungsassay mit Drosophila-Extrakt aus 0-8h alten Embryonen und dem E2-
UbcH5b

(4): Nullkontrolle: reines Substrat Geminin* nach t=60 min

Zusammensetzung des Mastermixes pro Ansatz:

D.m. Extrakt 0-8h (4 ul), 1 M Hepes (0,24 ul), 4 M KOAc (0,225 pl), 100 mM MgOAc (0,06 ul),
200 mM CreatinP (1 pl), 10 pug/ul Creatinekinase (0,08 pl), Geminin* (1 pl), 6xHis-Uba1 (0,5 pl),
Ubiquitin (0,15 pl), FLAG-Ubiquitin (0,15 ul), MG132 (0,5 pl), H,O (1,2 pl)

Separat zugegeben: humanes UbcH5b (1 pl) bzw. Effete-6xHis (1 pl)

Die Reaktionen wurden mit 10 yl 4xLSB gestoppt, aufgekocht und jeweils 6 pl auf ein 9%iges
SDS-Gel aufgetragen und mittels SDS-PAGE aufgetrennt. Geminin*: Geminin_Del-102-192-
10xHA-6xHis
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2.4.3.3 Die Aufreinigung von Rcal im Baculo-System

Eine weitere Moglichkeit den APC/C-Komplex aus Embryonen zu aktivieren stellt die
Zugabe von aktivem, aufgereinigtem Fzr zum Drosophila-Extrakt dar.

Bisher wurde der APC/C-Aktivator Fzr in Retikulozytenlysat {iber in vitro-Translation
hergestellt, da Fzr im Reifeprozess eine posttranslationelle Faltung durch Chaperone
erfahren muss (Camasses, et al.,, 2003) und eine Aufreinigung liber E. coli deshalb nicht
moglich ist. Das Retikulozytenlysat stellte sich allerdings als problematisch heraus, da
zum einen die enthaltenen E3-Ligasen nicht vollstindig durch NEM inhibiert werden
konnten und zum anderen der APC/C-Komplex aus Kaninchen stammt und dem Droso-
phila-Ubiquitinylierungsassay hinderlich ist. Auch Rcal bedarf einer posttranslationel-
len Faltung und eine Uberexpression in E. coli ist nicht méglich.

Aus diesem Grund wurden die Gene von fzr und rcal hinter eine N-terminale 6xHis-
FLAG-Epitopmarkierung in die Baculovirus-DNA integriert, um das Protein nach erfolg-
ter Uberexpression bei Bedarf iiber eine HisTag-Siule oder eine FLAG-Saule aufreinigen
zu konnen. Wahrend das 6xHis-Epitop iiber einen enzymatischen Verdau abgespalten
werden kann, soll das FLAG-Epitope nach dem Ubiquitinylierungsassay der Detektion
im Westerblot dienen. Fiir einen ersten Test wurden SF21-Insektenzellen mit dem
Bacmid des integrierten 6xHis-FLAG-Rcal infiziert. 24-48 h nach der Infektion stellen
die SF21-Zellen die Zellteilung ein, was auch als ,day of proliferation arrest” (dpa) be-
zeichnet wird. Ab diesem Zeitpunkt beginnen die Zellen anstatt eigener Proteine, Kom-
ponenten das Baculovirus herzustellen, unter anderem auch das FLAG-Rcal. Die euka-
ryotische Kompartimentierung der SF21-Zellen wird dabei fiir die posttranslationale
Faltung des FLAG-Rcal genutzt.

Ab dem dpa beginnt in den SF21-Zellen die Produktion von FLAG-Rcal. Alle 24 Stunden
wurden Proben entnommen und das Level der FLAG-Rcal Uberexpression im Uber-
stand und im Zellpellet im Westernblot liberpriift (Abb. 2.68 A). Die maximale Menge an
FLAG-Rcal wurde im Uberstand nach 48 Stunden erreicht, wobei ein Grofiteil des Pro-
teins im Zellpellet zu finden war. Der Zellliberstand 48 Stunden nach dpa wurde iiber
eine FLAG-S4dule aufgereinigt, um unspezifische Proteine zu entfernen (Abb. 2.68 B). Es
stellte sich heraus, dass FLAG-Rcal kaum an die Sdule bindet und somit grofiteils im
Durchlauf zu finden war. Nur ein kleiner Anteil konnte im Eluat nachgewiesen werden.
Die weitaus grofiere Menge an FLAG-Rcal befand sich in den Zellkernen, die auch iiber

Sonifikation nicht aufgeschlossen werden konnten. Aus Zeitgriinden konnte an dieser
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Stelle die Aufreinigung von FLAG-Rcal nicht mehr fortgefiihrt werden und auch FLAG-
Fzr wurde noch nicht fiir eine Uberexpression in SF21-Zellen verwendet.

Bei der Aufreinigung von FLAG-Rcal im Baculo-System konnte zwar eine gute Uberex-
pression erzielt werden, die Ausbeute des aufgereinigten Proteins war jedoch gering, da
das Protein zum einen grofdtenteils im Zellpellet - und somit vermutlich in den Zellker-
nen angereichert vorliegt, zum anderen konnte FLAG-Rcal aus dem Uberstand nicht

tiber das FLAG-Epitop an die Sdule binden.

A 0 +24 +48 +72 Stunden nach dpa
“— wm| Zelllberstand
WB: FLAG
- | Zellpellet

P U D W E

WB: FLAG I_k? — -

Abbildung 2.68: Uberexpression und Aufreinigung von FLAG-Rca1 aus SF21-infizierten
Zellen

Der Nachweis von FLAG-Rca1 erfolgte im Westernblot mit FLAG-Antikérpern.

A: Die Uberexpression von FLAG-Rca1 beginnt erst nach dem ,day of proliferation arrest*

Ab dem dpa wurde Uber einen Zeitraum von drei Tagen alle 24 h die gleiche Menge an Zellen

geerntet, aufgeschlossen und das Level der FLAG-Rca1 Uberexpression im Uberstand und im

Zellpellet im Westernblot tberpruft.

B: Die Aufreinigung von FLAG-Rca1 aus dem Uberstand 48 h nach dpa

Auftragung von links nach rechts: (P) Pellet, unlésliche Fraktion des Zellextrakts; (U) Uberstand,

I6sliche Fraktion des Zellextrakts; (DI) Durchlauffraktion; (W) Fraktion des Waschschrittes; (E)

Eluat, aufgereinigtes FLAG-Rca1

Aus den geernteten Zellen 48 h nach dpa befand sich der gré3te Anteil an FLAG-Rca1 im Zellpel-

let. Der Uberstand wurde Uber eine FLAG-Saule weiter aufgereinigt, eluierte aber gréRtenteils im

Durchlauf.

Jeweils 6 ul vom Pellet und Uberstand sowie den einzelnen Fraktionen wurden auf ein 10%iges

SDS-Gel aufgetragen und mittels SDS-PAGE aufgetrennt.
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3 Diskussion

3.1 Rcal - vom Inhibitor zum Substrat des APCFzr

Aus fritheren Arbeiten ist bekannt, dass Rcal zum ersten Mal in der Embryogenese von
Drosophila in der G2-Phase von Zellzyklus 16 benotigt wird. In dieser Phase bindet Rcal
als Inhibitor an den APC/CF?" und ermoglicht im Zusammenwirken mit CyclinA-Cdk1
und CyclinE-Cdk2 die vollstindige Inaktivierung des APC/CF~-Komplexes
(Grosskortenhaus und Sprenger, 2002). Mitotische Cycline kénnen akkumulieren und
die Zelle tritt in die Mitose ein, in der der APC/C-Komplex aktiviert wird und die Prozes-
se der Zellteilung steuert. Uber einen noch unbekannten Mechanismus verliert Rcal im
Laufe der Mitose die Fahigkeit, den APC/C-Komplex inaktiv zu halten und fallt in der
frithen G1-Phase selbst dem proteasomalen Abbau zum Opfer. Erste Vermutungen, dass
Rcal wie sein Ortholog Emil aus Vertebraten iiber einen SCF-Komplex abgebaut wird,
bestatigten sich nicht (Margottin-Goguet, et al, 2003; Radermacher, 2007; Zielke, 2006).
Auf der Suche nach dem Abbaumechanismus fillt die zentral gelegene KEN-Box auf, die
in vielen Substraten als Erkennungssequenz des APC/CF=-Komplexes zu finden ist.
Unterstiitzt wird diese Vermutung durch ein in vitro-Ubiquitinylierungsassay, in dem
Emil durch eine Punktmutation in der inhibierenden ZBR von einem Inhibitor zu einem
Substrat des APC/C-Komplexes verwandelt werden konnte (Miller, et al, 2006). Ein
solcher Weg ist auch fiir Rcal denkbar. So miisste Rcal liber eine Modifikation zuerst
die inhibitorische Wirkung auf den APC/CF# verlieren und wiirde im Verlauf der Mitose
durch die KEN-Box selbst zu einem Substrat des APC/CF# werden.

Um diese Theorie zu belegen wurde in einem ersten Schritt der Abbau von Rcal-GFP in
Embryonen live verfolgt (2.1.1, Abb. 2.1). Der Zeitpunkt des Rcal-Abbaus beginnt in der
frithen G1-Phase, wenn Rcal-GFP nach Vollendung der Zytokinese wieder in den Zell-
kern aufgenommen worden ist. Es ist jedoch unklar, ob die Kinetik, mit der Rcal abge-
baut wird, dem Abbau des ,realen“ Rcal in der Zelle entspricht. Durch die Uberexpres-
sion von Rcal-GFP ist in der Zelle deutlich mehr Rcal vorhanden, was zum einen die
Abbaukinetik negativ beeinflussen kénnte, zum anderen ist aus Uberexpressionsstudien
bekannt, dass ein aktives Rcal einen Einfluss auf den G1/S-Phase Ubergang besitzt und
auch der Abbau davon betroffen sein konnte. Zwar konnte in Drosophila-

Zellkulturexperimenten gezeigt werden, dass eine C-terminale GFP-Epitopmarkierung
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eine Inaktivierung von Rcal zur Folge hatte (2.3.1.3.1, Abb. 2.29), ein genereller Einfluss
auf den Abbau kann dennoch nicht ausgeschlossen werden. Ein weiteres Problem stellt
der Bleichungseffekt in Langzeitaufnahmen dar, der in den Zeitrafferaufnahmen als
Abbau interpretiert werden konnte. Es kann jedoch davon ausgegangen werden, dass
der Bleicheffekt kaum eine Rolle spielt, da bei direkt benachbarten Zellen, deren Zelltei-
lung erst zu einem spateren Zeitpunkt eingeleitet wurde, kein Bleichen festzustellen war
(siehe dazu auch Movie 1 Bleicheffekt).

Ein Grofdteil dieser Arbeit wurde in Drosophila-Zellkulturzellen (Schneiderzellen)
durchgefiihrt. In einem ersten Versuch stand die Frage der Vergleichbarkeit des Rcal-
Abbaus in Embryonen und in Schneiderzellen im Vordergrund. Dabei konnte gezeigt
werden, dass der Abbau von Rcal-GFP und Rcal-3xCherry in transient transfizierten
Schneiderzellen in einem dhnlichen Muster erfolgt wie in Drosophila-Embryonen (2.1.2,
Abb. 2.2). Etwas unterschiedlich ist der Zeitrahmen, in dem der Abbau von Rcal-GFP in
Schneiderzellen stattfindet. Nach 140 Minuten ist in Schneiderzellen noch ein Signal fiir
Rcal-GFP zu erkennen, wiahrend in Embryonen nach 120 Minuten kein Signal mehr
detektiert werden konnte. Da in den transient transfizierten Schneiderzellen noch mehr
Protein vorliegt als in den transgenen Fliegen, kann noch etwas spater Protein detek-
tiert werden.

Eine Moglichkeit, eine direkte Verbindung zwischen dem Rcal-Abbau und der Aktivitit
des APC/CF-Komplexes zu kniipfen, besteht in einem direkten Vergleich der verschie-
denen Abbaukurven von Rcal und verschiedener APC/C-Substrate (2.2.1.3, Abb. 2.6). In
diesem Experiment kam fiir Rcal ein N-terminales GFP-Epitop zum Einsatz, da das C-
terminale GFP-Epitop den Abbau negativ beeinflusst (2.3.1.3.1, Abb. 2.29). Der Vergleich
der Abbaukurven ergibt fiir HA-NLS-GFP-Rcal eine Abbaukinetik, die mehr der Abbau-
kurve von HA-NLS-CyclinB_Del-286-530-2xGFP und HA-NLS-GFP-Fzy entspricht und
deutlich schneller verlauft, als beim reinen APC/CF?r-Substrat HA-NLS-Geminin_Del-102-
192-GFP. Nachdem es sich bei CyclinB in erster Linie um ein APC/CF#-Substrat handelt
und der Co-Aktivator Fzy nicht nur vom APC/CF7r, sondern womaoglich auch iiber einen
intramolekularen Mechanismus, wie er bei Hefen gezeigt werden konnte, zu seinem
eigenen Abbau beitragt (Foe, et al., 2011), kommt der Verdacht auf, dass es sich bei Rcal
ebenfalls um ein Substrat des APC/CF% handeln konnte zumal die Abbaukurve des ein-
zigen APC/CFzr-Substrates Geminin deutlich langsamer verlauft. Jedoch kann kein Rcal-
Abbau zu Beginn der Mitose festgestellt werden, wenn CyclinB bereits abgebaut wird.

Auch findet kein Abbau von Rcal in mitotischen Zellen vor der Mitose 16 statt, wihrend
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Fzy und CyclinB in dieser Phase auch in Abwesenheit von Fzr bereits abgebaut werden.
Dies spricht eher gegen einen Abbau von Rcal liber APC/CF% und fiir einen reinen
APC/CFzr-Abbau.

Die Uberexpression des aktiven HA-NLS-GFP-Rca1l kénnte allerdings einen Einfluss auf
den G1-Verlauf genommen haben. Die Einfithrung der Punktmutation C351S in der ZBR,
die zu einer Inaktivierung von Rcal fiihrt, zeigte jedoch einen vergleichbaren Abbau
(2.2.3.1, Abb. 2.35).

Erst die Spaltung von Rcal in ein N- und ein C-terminales Rcal verlangsamte den Ab-
bau. Uberraschenderweise wurden beide Halften Zellzyklus-spezifisch in der G1-Phase
abgebaut und der Vergleich mit HA-NLS-Geminin_Del-102-192-GFP ergab sowohl fiir
das N-terminale Fragment von Rcal, HA-NLS-GFP-Rcal_Del-204-411, als auch fiir das C-
terminale Fragment von Rcal, HA-NLS-GFP-Rcal_Del-1-203_C351S, einen erstaunlich
dhnlichen Abbau (2.2.4, Abb. 2.8). Nachdem Rcal normalerweise im Zellkern lokalisiert
und dort auch sein Abbau gezeigt worden ist, wurden beide Rcal-Deletionen vorsorg-
lich mit einer NLS-Sequenz vor dem N-terminalen GFP-Epitop versehen, um sicherzu-
stellen, dass sich an der Lokalisation nichts andert. Zusatzlich war noch ein N-
terminales HA-Epitop angebracht, das vollstindigkeitshalber an dieser Stelle erwdhnt
wird, aber fiir dieses Experiment keine Rolle spielte. Beide Rcal-Deletionen waren
inaktiv und konnten auf den Zellzyklus keinen Einfluss mehr nehmen. Dass noch beide
Rcal-Deletionen in der G1-Phase abgebaut werden, ist ein deutlicher Hinweis auf zwei
Abbausequenzen und wird bei der Eingrenzung der Abbausequenz in Kapitel 3.2 thema-
tisiert. Womoglich ergeben beide Abbausequenzen zusammen eine starkere Affinitat
zum APC/CF#, die bewirkt, dass Rcal als Substrat gegeniiber Geminin bevorzugt abge-
baut wird.

Aus einer fritheren Arbeit ist bekannt, dass die Uberexpression von Fzr in Embryonen
zu einem vorzeitigen Abbau der APC/C-Substrate CyclinA und CyclinB in der G2-Phase
des Zellzyklus 16 erfolgt (Grosskortenhaus, 2001). Wurde der APC/CF7r in Schneiderzel-
len durch Fzr-UbereXpression aktiviert, konnte der Abbau von Rcal-GFP im Verlauf der
S/G2-Phase verfolgt werden, wiahrend HA-NLS-3xCherry keinem Abbau unterworfen
war (2.2.4.1, Abb. 2.11). Auch bei den APC/C-Substraten HA-NLS-Geminin_Del-102-192-
3xCherry (Abb. 2.12), sowie HA-NLS-CyclinB_Del-286-530-2xGFP, HA-NLS-GFP-Fzy und
Rcal-3xCherry (Abb. 2.13) konnte der Abbau iiber eine verfrithte Aktivierung des
APC/CFz vor der Mitose eingeleitet werden. Das gleiche Ergebnis lieferte die Untersu-

chung des Abbaus von N- und C-terminalem Rcal (2.2.4.3, Abb. 2.14). Zwar ist es in dem
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Versuchsaufbau weder moglich den genauen Zeitpunkt der APC/C-Aktivierung zu be-
stimmen noch den Beginn des Substratabbaus zeitlich genau zu taxieren, aber in allen
Fillen konnte die Akkumulierung und ein parallel beginnender Abbau der Substrate
beobachtet werden, ohne dass es zuvor zu einer mitotischen Zellteilung gekommen ist.
Interessanterweise erfolgt der Substratabbau mit der gleichen Abbaukinetik wie sie im
direkten Vergleich ohne Fzr-Uberexpression fiir den Abbau in der G1-Phase gezeigt
werden konnte. Auch dieses Mal verschwindet das Signal von CyclinB am schnellsten,
gefolgt von Fzy und Rcal. Erst etwas spater war das Signal von Geminin und von N- und
C-terminalem Rcal verschwunden. Dieses Ergebnis untermauert die Hypothese, dass
Rcal ein Substrat des APC/CF# ist.

Nachdem bisher nachgewiesen werden konnte, dass die Uberexpression von Fzr den
Abbau von Rcal initiieren kann, sollte nun ein anderer Weg eingeschlagen werden und
gezeigt werden, dass die inhibitorische Wirkung von Rcal einen direkten Einfluss auf
die eigene Stabilitat besitzt. Dies ware nur der Fall, wenn APC/CF# fiir den Abbau seines
eigenen Inhibitors Rcal verantwortlich ist. Dazu wurde in Zellen ein aktives 4xFLAG-
Rcal oder ein inaktives 4xFLAG-Rcal_C351S tberexprimiert und ein Vergleich mit
Zellen angestellt, in denen noch zusatzlich 4xFLAG-Fzr iberexprimiert wurde. Es zeigte
sich, dass ein aktives 4xFLAG-Rcal der Uberexpression von 4xFLAG-Fzr entgegenwir-
ken kann und in der Lage ist, seinen eigenen Abbau zu verhindern oder zumindest zu
verlangsamen, wihrend das inaktive Rcal eine um den Faktor 2 geringere Proteinmen-
ge im Westerblot aufweist (2.2.5, Abb. 2.15).

Die inhibitorische Funktion von Rcal hat demnach einen direkten Einfluss auf die eige-
ne Stabilitat. Inwieweit der Rcal-Abbau von der Fzr-Konzentration abhéngt, wurde in
einem Experiment mit dem N- und C-terminalen Rcal untersucht. Bei beiden handelte
es sich um inaktive Rcal-Derivate, damit das Experiment nicht durch die inhibitorische
Funktion auf den APC/C-Komplex negativ beeinflusst wird (2.2.6, Abb. 2.16). In diesem
Experiment stellte sich heraus, dass das N- und das C-terminale Fragment von Rcal mit
steigender 4xFLAG-Fzr-Konzentration einem stiarkeren Abbau unterworfen sind, wah-
rend HA-NLS-GFP 4xFLAG-Fzr-unabhdngig auf dem Westernblot ein konstantes Signal
zeigte.

In den bisherigen Ergebnissen wurde der Rcal-Abbau betrachtet und mit anderen
APC/C-Substraten verglichen. Dabei konnte ein direkter Zusammenhang zwischen Fzr
und Rcal hergestellt werden. Wahrend zu Beginn der Rcal-Abbau in der G1-Phase

ndher betrachtet wurde, behandelten die spdteren Experimente den Rcal-Abbau nach
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Fzr-Uberexpression und der vorzeitigen APC/CFzr-Aktivierung in der G2-Phase. In wei-
teren Experimenten wurde der Versuch unternommen den APC/C-Komplex in der G1-
Phase soweit zu inaktivieren, dass Rcal als Substrat dieses Komplexes stabilisiert wird.
Aus der Literatur ist bekannt, dass die Aktivierung des APC/C-Komplexes iiber den Co-
Aktivator Fzr notwendig ist, damit die Zelle in die G1-Phase eintreten kann (Sigrist und
Lehner, 1997). Da Rcal normalerweise in der G1-Phase abgebaut wird, reicht es nicht
aus, einen vollstdndigen Fzr-Knock-down durchzufiihren, da die Zellen sonst keine G1-
Phase etablieren wiirden. In einem RNAi-Experiment sollte Fzr soweit herunterreguliert
werden, dass die Aktivitat des APC/CFz-Komplexes zwar ausreicht um eine G1-Phase zu
etablieren, aber dennoch eine so reduzierte Aktivitat besitzt, dass neben dem bekannten
APC/C-Substrat CyclinB_Del-286-530-Cherry auch HA-NLS-GFP-Rcal_Del-1-203_C351S
in der G1-Phase stabilisiert wird. Es wurde eine Verdiinnungsreihe von Fzr-RNAi getes-
tet, aber es konnte keine Fzr-RNAi-Konzentration gefunden werden, mit der das ge-
wiinschte Ziel erreicht werden konnte (2.2.7, Abb. 2.19). Sobald die Konzentration von
Fzr-RNAi die Etablierung einer G1-Phase zugelassen hat, war zugleich der APC/CFzr
aktiv und lief? weder eine Akkumulierung von CyclinB_Del-286-530-Cherry noch von
HA-NLS-Rcal_Del-1-203_C351S zu. Vermutlich ist die Etablierung der G1-Phase von der
APC/CFzr-Aktivitat nicht entkoppelbar. Sobald geniigend Fzr in der Zelle vorhanden ist
um in die G1-Phase einzutreten, reichen die aktiven APC/CFz-Komplexe aus, um den
Abbau der Substrate in der G1-Phase zu gewdhrleisten. Aber auch mit diesem Experi-
ment kann zumindest aus den einheitlichen DNA-Profilen zwischen CyclinB_Del-286-
530-Cherry und HA-NLS-Rcal_Del-1-203_C351S der Schluss gezogen werden, dass der
Abbau von Rcal dem Abbau eines APC/C-Substrates sehr dhnlich sieht.

Eine weitere Moglichkeit den APC/CF>-Komplex in der G1-Phase zu inaktivieren, wurde
zum ersten Mal durch gleichzeitige Uberexpression von GFP-Dacapo mit CyclinB_Del-
286-530-Cherry gezeigt (Bauer, 2011). Aus der Literatur ist bekannt, dass die Uberex-
pression von Dacapo eine vollstindige Inhibierung von CyclinE-Cdk2 zur Folge hat (de
Nooij, et al, 1996; Lane, et al., 1996). CyclinE-Cdk2 wird aber fiir den G1/S-Phase Uber-
gang benoétigt, weshalb die Uberexpression von Dacapo in einem G1-Phase-Arrest resul-
tiert. In diesen G1-Zellen konnte CyclinB_Del-286-530-Cherry nicht mehr abgebaut
werden und lag stabil vor (Bauer, 2011). Die Ursachen fiir diese vollig unerwartete
Inaktivierung des APC/C unter diesen Bedingungen konnten bisher nicht ermittelt
werden. Wird unter diesen Bedingungen das inaktive Cherry-Rcal_Del-1-203-C351S
exprimiert, so verhdlt sich Rcal wie das APC/C-Substrat CyclinB und liegt in der G1-
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Phase stabil vor. Eine kritische Betrachtung dieses Experiments ldsst zwei Punkte offen:
Zum einen fehlt in diesem Experiment eine Positivkontrolle eines in der G1-Phase insta-
bilen Proteins, dessen Abbau trotz Dacapo-Uberexpression APC/C-unabhingig in der
G1-Phase verfolgt werden kann. Zum anderen ist noch gdnzlich ungeklart, warum der
APC/C-Komplex durch Dacapo-Uberexpression inaktiviert wird und welche anderen
Mechanismen ebenfalls betroffen sind. Solange diese Fragen nicht geklart sind, konnen
die Ergebnisse nur als weiterer Hinweis angesehen werden, dass sich Rcal wie ein
Substrat des APC/C in der G1-Phase stabilisieren lasst.

Wahrend Rcal in der S/G2-Phase als Inhibitor an den APC/CF# bindet, ware fiir den
Abbau ebenfalls eine Interaktion notwendig. Es ist durchaus vorstellbar, dass Rcal am
APC/C gebunden bleibt und durch den Verlust seiner inhibitorischen Funktion zum
direkten Substrat umfunktioniert wird. Eine andere Variante wiirde Rcal zuerst vom
APC/CFzr-Komplex diffundieren lassen, bevor es zu einer Neubindung und zu einer
Ubiquitinylierung fiihrt. In beiden Fallen ist eine Interaktion mit dem APC/CF#-Komplex
notwendig, die fiir Rcal bereits nachgewiesen werden konnte. Vorhergehende Arbeiten
konnten eine Interaktion mit dem Co-Aktivator Fzr nachweisen (Grosskortenhaus,
2001) und auch mit den beiden Untereinheiten Cdc23 und Cdc27 war der Nachweis
einer Interaktion moéglich (Querings, 2006). In dieser Arbeit wurde die Interaktion mit
der APC/C-Untereinheit Cdc23 noch einmal in einem Hefe-Zwei-Hybrid-Experiment
bestatigt (Abb. 2.23). Die Interaktion von Rcal und Cdc23 konnte nur im Wachstumsas-
say nachgewiesen werden, wiahrend im Farbassay nichts auf eine Interaktion hindeute-
te. Dies kann auf eine schwache Interaktion zuriickzufiihren sein oder das N-terminale
Epitop verhindert eine bessere Bindung, wie es in der Literatur bereits hdufig beschrie-
ben worden ist. Auch die Interaktion mit Rcal im Hefe-Zwei-Hybrid-System konnte nur
in einer Richtung nachgewiesen werden, wenn 4xHA-Cdc23 an die Aktivierungsdomane
und MYC-Rcal an die Bindedomaéne fusioniert war. Andersherum konnte auch mit dem
Wachstumsassay keine Interaktion festgestellt werden, die somit als Beispiel flir eine
Epitopmarkierung angebracht werden kann, die wahrscheinlich die Interaktion zwi-
schen Rcal und Cdc23 verhindert. In einem weiteren Experiment wurde die Interaktion
zwischen Rcal und Cdc23 in Drosophila-Schneiderzellen mit einer Co-Immunprazipi-
tation bestatigt (Abb. 2.24). Dabei konnte HA-Rca1l als Co-Prazipitat von 4xFLAG-Cdc23
nachgewiesen werden und auch 4xFLAG-Cdc23 konnte im Prazipitat von HA-Rcal de-
tektiert werden (Daten nicht gezeigt). Ob es sich bei der Interaktion zwischen Rcal und

der APC/C-Untereinheit Cdc23 um die Bindung von Rcal als Inhibitor oder um die
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Bindung als Substrat an den APC/C handelt, kann mit Interaktionsstudien nicht aufge-
klart werden. Vielmehr dienen die Interaktionsstudien dem Nachweis, dass Rcal allge-
mein mit dem APC/C-Komplex interagiert und die Moglichkeit offen ldsst, dass Rcal als
ein Substrat des APC/C abgebaut wird.

3.2 Der Abbau von Rcal in Schneiderzellen

Fiir die Identifizierung von Rcal als Substrat des APC/CF#-Komplexes ist es hilfreich, die
Abbausequenz/en in Rcal zu kennen, um weitere Riickschliisse auf den Abbaumecha-
nismus ziehen zu kénnen.

In den bisherigen Arbeiten wurde der Abbau von Rcal in Drosophila-Embryonen unter-
sucht. Dort beginnt der Rcal-Abbau wihrend der Embryogenese beim Ubergang der
Mitose 16 zur ersten G1-Phase von Zellzyklus 17. Wenn sich alle epidermalen Zellen in
der G1-Phase befinden, kann HA-Rcal iiber eine Antikérperfarbung des fixierten Emb-
ryos nicht mehr nachgewiesen werden (Grosskortenhaus und Sprenger, 2001). Es konn-
te gezeigt werden, dass ein um die ersten 203 Aminosduren verkiirztes Rcal in der G1-
Phase abgebaut wird, wahrend eine Deletion der ersten 255 Aminosduren zu einem in
der G1-Phase stabilen Rcal fiihrt (Zielke, 2006). Pablo Radermacher konnte diese Regi-
on auf einen kleinen Bereich zwischen Aminosdure 220-234 weiter eingrenzen (Rader-
macher, 2009).

Aufgrund der Methodik konnte in Drosophila-Embryonen nur eine ,ja/nein“-Aussage
iiber den Rcal-Abbau in der G1-Phase getroffen werden. Die Abbaukinetik blieb dabei
unbeachtet. Um den Abbau von Rcal live verfolgen zu kénnen und auch mehrere Rcal-
Derivate mit geringem Aufwand untersuchen zu konnen, wurde ein GFP-
Expressionssystem in Schneiderzellen etabliert, in dem der Abbau von Rcal unter dem

Mikroskop live verfolgt werden konnte.

3.2.1 Die Etablierung des Messsystems

3.2.1.1 Auf den Abbau Einfluss-nehmende Faktoren

Fiir die Untersuchung des Rcal-Abbaus in der G1-Phase wurden Schneiderzellen tran-
sient mit Plasmiden transfiziert. Die Expression der auf den Plasmiden kodierten Prote-
ine wurde liber einen Metallothionein-Promotor induziert. Die Ermittlung der Abbause-

quenz erfolgte mit Hilfe von live-cell-imaging-Aufnahmen und der Durchflusszytomet-
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rie. Dazu wurde neben dem GFP- oder Cherry-epitopmarkierten Rcal ein Kontrollpro-
tein co-exprimiert. Das verwendete Rcal-Derivat wurde entweder mit einem
N-terminalen HA-NLS-GFP oder einem C-terminalen GFP fusioniert. Wahrend die
N-terminale GFP-Fusion keinen Einfluss auf die Aktivitit von Rcal besitzt, scheint die
C-terminale Epitopmarkierung einen negativen Einfluss auf die Aktivitdt auszuiiben
(Abb. 2.29 C). Aller Wahrscheinlichkeit nach behindert das relativ grofie GFP-Protein
am C-terminalen Ende Rcal in seiner Funktion. Aus den Studien der Rcal-Funktionalitat
ist bekannt, dass eine C-terminale Deletion um sieben Aminosauren ausreichend ist, um
Rcal vollstindig zu inaktivieren (Abb.2.48 d). Im humanen Ortholog Emil ist der
RL-Tail mit den beiden Aminosduren Arginin-Leucin (RL) am C-Terminus fiir die Inhi-
bierung des APC/C-Komplexes verantwortlich. Auch in Rcal ist der RL-Tail hoch kon-
serviert und konnte eine dhnliche Funktion besitzen. Ein GFP am C-Terminus blockiert
wahrscheinlich diesen RL-Tail, was der Grund fiir die Inaktivierung von Rcal sein diirf-
te. Eine N-terminale GFP-Epitopmarkierung hingegen kann keinen oder zumindest nur
einen geringen Einfluss nehmen. Interessanterweise zeigten einfache N- bzw. C-ter-
minale Cherry-Epitope dhnliche Effekte. N-terminales Cherry-Rcal ist aktiv, C-termina-
les Rcal-Cherry genauso wie Rcal-GFP inaktiv (Abb. 2.30). Wahrend die Rcal-Aktivitat
stark von der Fusion des Fluorochroms beeinflusst wird, zeigt eine einfache Cherry-
oder GFP-Epitopmarkierung eine geringe Einflussnahme auf die G1-Stabilitdt. Wahrend
fiir ein N- und C-terminales Cherry-Epitop kein signifikanter Unterschied im Abbauver-
halten festgestellt werden konnte, wird Rcal-GFP etwas langsamer als HA-NLS-GFP-
Rcal in G1 abgebaut (Abb. 2.29). Aus der Literatur ist bekannt, dass Epitopmarkierun-
gen haufig einen Einfluss auf die Stabilitdt ausiiben konnen. Auch die Anzahl an Epitop-
markierungen kann dabei eine Rolle spielen. Ein 3xCherry- und auch ein 3xGFP-
Fluorochrom an Geminin_Del-102-192 fithrte sowohl bei einer N-terminalen wie auch
bei einer C-terminalen Fusion zu einer vollstindigen Stabilisierung des Proteins (Ka-
wall, 2011). Auch bei 3xCherry-Rcal trat eine Stabilisierung auf, wahrend Rcal-
3xCherry noch abgebaut werden konnte (Abb.2.30). Wie aus den verschiedenen
Epitopmarkierungen ersichtlich wird, ist fiir die Untersuchung der Rcal-Stabilitit eine
einheitliche Verwendung eines Epitops zwingend erforderlich, um eine Aussage treffen
zu konnen. Da eine N-terminale Epitopmarkierung weder Aktivitit noch Stabilitdt von
Rcal erkennbar beeinflusste, wurde in den Untersuchungen einheitlich die N-terminale

HA-NLS-GFP-Epitopmarkierung verwendet.
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Rcal besitzt im N-terminalen Bereich eine NLS-Sequenz, die dazu fiihrt, dass Rcal zu
Beginn der G1-Phase in den Zellkern aufgenommen wird. Im Verlauf der G1-Phase ist
Rcal einem Abbau unterworfen und wird im Zellkern abgebaut. Die Untersuchung eines
GFP-Rcal-Derivates mit deletierter NLS-Sequenz flihrte zu einer Gleichverteilung von
Rcal im Zytoplasma und im Kern. Durch die anteilige zytoplasmatische Lokalisierung
weist Rcal im Vergleich zu vorgeschaltetem HA-NLS-GFP einen deutlich schlechteren
Abbau in der G1-Phase auf (Abb. 2.34 B). Vermutlich findet der Abbau von Rcal grof3-
tenteils im Kern statt und nur geringfligig im Zytoplasma. Aus diesem Grund wurde
vorsorglich eine NLS-Sequenz vor das Fluorochrom fusioniert, um den Abbau aller
Rcal-Derivate einheitlich im Zellkern untersuchen zu kénnen. Das ebenfalls vorhandene
HA-Epitop besitzt fiir die Untersuchung der G1-Stabilitdt im Durchflusszytometer und
im live-cell-imaging keine primare Funktion, es wurde aber in Experimenten zur Rcal-
Stabilitit nach 4xFlag-Fzr-Uberexpression fiir die Detektion von Rcal im Westernblot
benotigt (Abb. 2.16).

Bei den Untersuchungen der HA-NLS-GFP-Rcal-Deletionen auf ihre G1-Stabilitat wurde
anfanglich eine Linker-Sequenz zwischen GFP und Rcal verwendet. Der Linker soll dem
Fluorochrom in seiner Struktur etwas mehr Beweglichkeit verleihen, so dass Rcal in
seiner Funktion weniger eingeschrankt ist. Es stellte sich jedoch heraus, dass der Linker
destabilisierend wirkte, was zu einem Zellzyklus-unabhdngigen Abbau von Rcal fiihrte.
Untersuchungen der Kontrolle HA-NLS-GFP-(linker) zeigten bei diesem an sich stabilen
Protein eine Zellzyklus-unabhdngige Instabilitit (Abb. 2.32 A, b). Ohne Linker konnte
die HA-NLS-GFP-Kontrolle gut detektiert werden (Abb. 2.32 B), so dass die Instabilitit
eindeutig auf den Linker zuriickzufiihren war.

Eine genaue Sequenzanalyse ergab fiir die 21 Aminosduren lange Sequenz keine beson-
deren Auffalligkeiten beziiglich der Zusammensetzung auf basische-, saure oder aroma-
tische Aminosduren. Die Sequenz beinhaltete jedoch ein R-x-x-L-Motiv, eine Erken-
nungssequenz fiir den APC/C-vermittelten Abbau (Abb. 2.31). Zwar kann durch dieses
Motiv die Instabilitit in der G1-Phase erkldrt werden, die generelle Instabilitit von
Rcal, die durch den Linker hervorgerufen wird, bleibt jedoch weiterhin ungeklart.

In den weiteren Experimenten wurde deshalb eine N-terminale HA-NLS-GFP-Fusion an
das Rcal-Derivat verwendet, das aufler einem Glycin (G) und Serin (S) - resultierend
aus der verwendeten BamHI-Schnittstelle - keinen weiteren Linker zwischen GFP und
Rcal-Derivat besitzt. Zusatzlich gewadhrleistet die NLS-Sequenz die Aufnahme des Rcal-

Derivates in den Zellkern.
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3.2.1.2 Etablierung der Methoden

Die Untersuchung des Rcal-Abbaus sollte in zwei voneinander unabhingigen Methoden
erfolgen. Im live-cell-imaging wurden transfizierte Schneiderzellen unter dem Mikro-
skop tiber 48 h live verfolgt und in Abbaukurven der Verlauf der Fluoreszenzintensitat
von GFP- oder Cherry-markierten Rcal-Proteinen in einer Zelle dargestellt. Die Abbau-
kurven von 10 unabhingigen Zellen eines Rcal-Derivats wurden in einer Kurve zu-
sammengefasst, welche die Abbaukinetik eines Rcal-Derivates in der G1-Phase darstellt
(Abb. 2.3 und 2.4).

In einer zweiten Methode wurden im Durchflusszytometer die Zellzyklusprofile der
GFP- und Cherry-transfizierten Schneiderzellen sowie der untransfizierten Zellen be-
stimmt (Abb. 2.25 B und C). Sollte der Rcal-Abbau eines GFP-epitopmarkierten Rcal-
Derivats untersucht werden, wurde HA-NES-3xCherry als stabile Kontrolle verwendet.
Aus den Durchflusszytometriemessungen ergab sich fiir ein stabiles HA-NLS-GFP eine
relative G1-Stabilitit von 1,0 (Abb.2.25E) und fiir das C-terminale Rcal-GFP-
Fusionsprotein ein Wert von 0,35 (Abb. 2.26 D). Je schneller ein Protein in der G1-Phase
abgebaut wird, desto weniger Zellen werden im Durchflusszytometer im Vergleich zum
Kontrollprotein detektiert. Aus diesem Grund liegt der Wert von HA-NLS-CyclinB_Del-
286-530-2xGFP mit 0,14 (Abb. 2.27 D) auch unterhalb von Rcal-GFP, da es deutlich
schneller abgebaut wird (Abb. 2.7).

Beide Methoden, die Berechnung der G1-Stabilitdt aus den Daten der Durchflusszyto-
metrie und die Ermittlung der Abbaukinetik in Abbaukurven aus live-cell-imaging-
Aufnahmen, ergeben dhnliche Stabilitatswerte fiir die jeweiligen Rcal-Derivate. Um die
Werte beider Methoden vergleichen zu kénnen, wurde in den Abbaukurven der Zeit-
punkt t=200 min nach Beginn der Anaphase als Referenzpunkt gewahlt. Zu dieser Zeit
ist der Abbau von Rcal nahezu abgeschlossen und die meisten Zellen sollten sich noch
in der G1-Phase befinden. Mit diesen Berechnungen wurden fiir das stabile Kontrollpro-
tein HA-NLS-GFP die Werte Durchflusszytometer/Abbaukurve von 0,99/0,99 erhalten,
wahrend fiir das in der G1-Phase instabile Rcal-GFP die Werte 0,35/0,37 erhalten wur-
den (Abb. 2.29).

Aus fritheren Studien ist bekannt, dass die Uberexpression eines aktiven Rcal einen G1-
S-Phase-Ubergang induzieren kann, so dass die Zellen sehr kurz in der G1-Phase verwei-
len oder direkt in die S-Phase eintreten. In den Abbaukurven wurde hingegen mithilfe
des Kontrollplasmids auf Zellen selektioniert, die sich in der G1-Phase befanden. Dieser

Nachweis erfolgte fiir ein GFP-Rcal-Derivat liber ein co-transfiziertes, inaktives und
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abbaubares Rcal-3xCherry. Nahm nach der Zellteilung die Signalintensitit von Rcal-
3xCherry bis zum ,normalen” Level ab, konnten die Zellen eine G1-Phase etablieren und
auch iiber einen ausreichend langen Zeitraum aufrechterhalten, so dass der Abbau des
GFP-Rcal-Derivats in den Abbaukurven bestimmt werden konnte. Im Durchflusszyto-
meter hingegen wird der DNA-Gehalt aller Zellen bestimmt. Da die Uberexpression
eines aktiven Rcal neben einer Verkiirzung der G1-Phase auch den direkten Eintritt in
die S-Phase zur Folge haben kann (unveroéffentlichte Daten), wird Rcal in einigen Fallen
nicht mehr abgebaut und das Verhaltnis von GFP zu Cherry verringert sich. So ergibt
sich zum Beispiel fiir das aktive HA-NLS-GFP-Rcal ein Wert von 0,66 im Vergleich zum
Wert von 0,22 aus den Abbaukurven. Die Verdnderung des Zellzyklusprofils durch den
G1-S-induzierenden Effekt von Rcal fiihrte zu kleinen G1-Populationen, bei denen der
G1-Abbau von Rcal in Zellzyklusprofilen des Durchflusszytometers nicht mehr verlass-
lich bestimmt werden konnte. Allerdings konnte durch das Zellzyklusprofil die Aktivitat
der verschiedenen Rcal-Derivate quantifiziert werden, mit der ein G1-S-Phase-
Ubergang induziert wurde.

So ergab sich fiir das aktive HA-NLS-GFP-Rcal der Wert 4,31 (Abb. 2.28 C), wahrend der
Wert eines inaktiven HA-NLS-GFP bei 1,72 liegt (Abb.2.28 B). Die relative Rcal-
Funktionalitdt ergibt sich aus der Normierung durch das aktivste Rcal, HA-NLS-GFP-
Rcal. Je geringer der Wert ist, desto weniger aktiv ist das zu untersuchende Rcal-
Derivat. Ein Wert von 0,40 (1,72/4,31) entspricht einem vollstindig inaktiven Protein
(Abb. 2.28 D). Wird anhand dieser zweiten Formel eine Aktivitat bei einem Rcal-Derivat
festgestellt, fithrt das zwangslaufig zu einer Abweichung des urspriinglichen Wertes fiir
die G1-Stabilitdit und die Messungen im Durchflusszytometer konnen nicht fiir die Be-
stimmung des Rcal-Abbaus herangezogen werden. In diesem Fall wurde auf die Werte
der Abbaukurven zurtlickgegriffen.

Da das HA-NLS-GFP vor allen Rcal-Derivaten identisch ist, wird es in Zukunft mit *Rcal

abgekiirzt.

3.2.2 Die Eingrenzung der Abbausequenz/en in Rcal

In fritheren Arbeiten in Drosophila-Embryonen konnte die Sequenz, die fiir den Abbau
von Rcal bendtigt wird, bereits auf einen kleinen Bereich eingegrenzt werden (Zielke,
2006; Radermacher, 2007). Dies wurde im Zellkultursystem noch einmal verifiziert, um

zu Uberpriifen, ob dies auch fiir Schneiderzellen zutrifft.
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Ein Sequenzvergleich von Rcal mit Emil hat ergeben, dass Rcal mehrere funktionale
Domanen mit Emil gemeinsam hat (Kapitel 2.6.3.1, Abb. 2.3). Fiir Emil konnte gezeigt
werden, dass fiir den Abbau zwei Doméanen notwendig sind. Neben einer Phosphorylie-
rung an der GSK3-Phosphorylierungsstelle miissen auch mehrere Cdk1-Phosphory-
lierungstellen phosphoryliert werden, damit der SCFPTRCP-yermittelte Abbau erfolgen
kann (Guardavacaro, 2003; Hansen, 2004; Margottin-Goguet, 2003; Moshe, 2004). Die
Untersuchung der konservierten Bereiche in Rcal konnte zeigen, dass keine der Doma-
nen alleine fiir den Abbau von Rcal verantwortlich ist (Abb. 2.35). Zwar war fiir *Rcal
(a), *Rcal_dCdk1-P (b) und fiir *Rcal_dGSK (e) in der Auswertung der Durchflusszyto-
metrie-Daten eine Stabilisierung zu erkennen, die Berechnung der Rcal-Funktionaltitit
zeigte jedoch fiir alle drei Rcal-Derivate eine Aktivitit an. Weil die Uberexpression eines
aktiven Rcal-Derivates in Schneiderzellen die erhaltenen Werte der Durchflusszytomet-
rie unbrauchbar werden lassen (3.2.1), wurden die Werte der Abbaukurven der Aus-
wertung zu Grunde gelegt. Hierbei zeigte sich fiir keines der untersuchten Rcal-
Derivate eine Stabilisierung (Abb. 2.35 C, D). Im Gegensatz zu Emil, wo die Deletion der
GSK3-Phosphorylierungsstelle oder der Cdk1-Phosphorylierungsstellen ausreichte, um
eine vollstiandige Stabilisierung herbeizufiihren, konnte bei Rcal kein stabilisierender
Effekt durch die Deletion der fiir den Emil-Abbau verantwortlichen Domédnen erzielt
werden. Dieses Ergebnis spiegelt auch in Schneiderzellen den unterschiedlichen Abbau
von Rcal wieder, wie er bereits in Drosophila-Embryonen gezeigt werden konnte. Wei-
terhin offen bleibt die Moglichkeit, dass es neben einer dieser Domédnen einen zweiten
Bereich gibt, der fiir den Abbau von Rcal hinreichend ist. In diesem Fall kénnte erst
durch die Deletion beider Abbausequenzen eine Stabilisierung von Rcal erreicht wer-
den.

In Drosophila-Embryonen konnte durch N-terminale Verkiirzungen eine Stabilisierung
von Rcal nach 234 Aminosauren erzielt werden, wihrend die Deletion der ersten 220
Aminosduren noch zu einem Abbau fiihrte (Radermacher, 2009). In Schneiderzellen
konnten iibereinstimmende Ergebnisse erzielt werden. Wahrend *Rcal_Del-1-220 als
aktives Rcal in Abbaukurven noch einem Abbau unterworfen war, kam es bei einer
Verkiirzung um weitere 14 Aminosduren bei dem Rcal-Derivat *Rcal_Del-1-234 zu
einer deutlichen Stabilisierung (Abb. 2.36). Dieser 14 Aminosiuren umfassende Bereich
beinhaltet neben zwei Lysinen (K) auch ein Serin (S) und ein Threonin (T) (Abb. 2.37).
Diese modifizierbaren Aminosduren kommen generell fiir eine Ubiquitinylierung (K)

oder eine Phosphorylierung (S, T) in Frage und kdnnten damit direkt am Abbau von
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Rcal beteiligt sein. Die Deletion der 14 Aminosaduren langen Region in Rcal (*Rcal_Del-
221-234) konnte jedoch keine Stabilisierung von Rcal in der G1-Phase herbeifiihren
(Abb. 2.37 c). Erst mit der zusatzlichen N-terminalen Deletion der ersten 203 Amino-
sauren wurde *Rcal_Del-1-203_Del-221-234 stabilisiert und zeigte nur noch einen
geringfiigigen Abbau in den Abbaukurven und im Durchflusszytometer (Abb. 2.37 d). In
einer zielgerichteten Punktmutagenese im verkiirzten *Rcal_Del-1-203 wurden drei der
vier modifizierbaren Aminosduren (S224A, K228R, T232V) mutiert, ohne dass sich
dadurch ein stabilisierender Effekt - wie er bei der Deletion der 14 Aminosdure langen
Sequenz zu sehen war - ergab (Abb. 2.37 e, f). Zwar steht die Untersuchung der Amino-
sdaure K221 noch aus, dennoch legt dieses Ergebnis den Schluss nahe, dass der Abbau
von Rcal nicht durch eine Modifizierung in dem kurzen Bereich ausgeldst wird. Es muss
vielmehr in Betracht gezogen werden, dass die Deletion dieses Bereichs moglicherweise
einen negativen Effekt auf die nahegelegene KEN-Box ausiibt und dies zur Stabilisierung
fihrt.

Allerdings war die Stabilisierung von Rcal durch die Deletion der Aminosdauren 221-
234 erst mit einer zusdtzlichen Deletion der ersten 203 Aminosduren zu erkennen. Im
N-terminalen Bereich von Rcal muss demnach eine zweite Abbausequenz lokalisiert
sein, die alleine ebenfalls hinreichend ist, den Abbau von Rcal in der G1-Phase einzulei-
ten. Die Spaltung von Rcal in ein N-terminales und ein C-terminales Rcal konnten
diesen Verdacht bestdtigen (Abb. 2.44). Beide Rcal-Halften zeigten ein nahezu identi-
sches Abbauverhalten in den Abbaukurven. Interessanterweise ergab ein Vergleich des
Abbaus beider Rcal-Hilften mit *Rcal eine Verdopplung der Halbwertszeit (50%-
Signalintensitdt) und auch eine Verdopplung des Zeitpunktes in dem der minimale
Endwert (20%-Signalintensitat) erreicht wurde (50%-Wert: *Rcal bei 80 min, N- und
C-terminales *Rcal bei 160 min bzw. bei 150 min; 20%-Wert: *Rcal bei 150 min, N- und
C-terminales *Rcal bei 340 min bzw. 310 min) (Abb. 2.8 D). Diese Werte legen nahe,
dass beide Abbausequenzen zu gleichen Teilen am Abbau von Rcal beteiligt sind.

Um die Abbausequenz im C-terminalen Rcal (*Rcal_Del-1-203) weiter einzugrenzen,
wurden C-terminale Rcal-Deletionen vorgenommen (Abb. 2.38). Dabei zeigte sich, dass
das Rcal-Fragment *Rcal_Del-1-203_Del-299-411 noch abgebaut werden kann, wah-
rend die nachst grofdere Deletion *Rcal_Del-1-203_Del-268-411 im Durchflusszytome-
ter keinen Abbau mehr aufwies. Das dadurch erhaltene ,kleinste abbaubare Fragment”
(KAF, *Rcal_Del-1-203_Del-299-411) wurde durch weitere Verkiirzungen deutlich

stabilisiert. Dabei spielte es keine Rolle, ob die Deletion am N-Terminus oder am
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C-Terminus eingefiigt wurde (Abb. 2.39). Da sich die Abbausequenz nicht weiter ein-
schranken lief3, stellte sich die Frage, ob das KAF im Gesamten eine Abbausequenz dar-
stellt, oder ob es sich hierbei um zwei Abbausequenzen handelt, die zusammenwirken
missen, um einen Abbau einleiten zu kénnen.

Direkt am N-Terminus des KAFs ist die KEN-Box-Domane lokalisiert, die eine bekannte
Erkennungssequenz fiir APC/CF#-Substrate darstellt. Wurde in diese KEN-Box die
Punktmutation KEN-KAA (E215A-N216A) eingefiihrt und die KEN-Box dadurch derart
verandert, dass eine Substraterkennung iiber den APC/CF~-Komplex nicht mehr statt-
finden kann, zeigte sich beim KAF eine deutliche Stabilisierung (Abb. 2.42 e). Im Gegen-
satz zu einer N-terminalen Deletion wird mit der Einfiihrung von zwei Punktmutationen
die Struktur des KAFs nur minimal gedndert, so dass die erzielte Stabilisierung mit
grofder Wahrscheinlichkeit auf die veranderte Substraterkennung zurtickzufiihren ist.
Aufgrund der zweiten Abbausequenz im N-terminalen Teil von Rcal (Rcal_Del-204-
411) wurde dieser stabilisierende Effekt bei der Untersuchung der KEN-Box-Domane im
»volle Lange“-Rcal nicht entdeckt, da die zweite Abbausequenz die KEN-Box-Funktion
vermutlich vollstandig iibernehmen kann.

Ein Sequenzvergleich des KAFs aus verschiedenen Drosophila-Spezies lieferte neben
einer hohen Konservierung im N-terminalen Bereich, in der die KEN-Box lokalisiert ist,
zusatzlich eine hohe Konservierung in der C-terminalen Region. Dieser Bereich zwi-
schen den Aminosduren 264-288 von Rcal umfasst 25 Aminosduren (Abb.2.41 A),
darunter mehrere modifizierbare Aminosduren (1 Serin, 1 Lysin, 2 Cysteine) und auch
tiberdurchschnittlich viele Arginine (6x), die haufig an Protein-Protein-Interaktionen
beteiligt sind (DeLano, 2002). Im Rcal-Ortholog Emil wurde ein konservierter Bereich
identifiziert, der als Unterstiitzung fiir die schwache D-Box-Domane fiir eine korrekte
Platzierung von Emil am APC/C-Komplex sorgt (Frye, et al, 2013). Dieser 20 Amino-
sdauren umfassende Bereich wurde als Linker bezeichnet und ist bei Emil zwischen
D-Box und ZBR lokalisiert (Abb. 1.3), wdhrend sich die 25 Aminosduren umfassende
Linkerregion in Rcal zwischen KEN-Box und ZBR befindet. Aufgrund dieser gefundenen
Analogie, konnte die Linkerregion in Rcal - genauso wie bei Emil - fiir eine stabile
Anlagerung und vor allem fiir eine richtige Positionierung von Rcal an den APC/CFzr
sorgen, damit die ZBR den APC/CF>-Komplex in der G2-Phase inaktiv halten kann. Die
Stabilisierung, die bei der C-terminalen Verkiirzung des KAFs um 31 Aminosduren
gesehen wurde, konnte mit der neuen Linker-Funktion erklart werden. Da durch die

Deletion nahezu die gesamte Linkerregion betroffen ist, ist moglicherweise die KEN-
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Box-Domine alleine zu schwach, um eine ausreichend starke Interaktion mit dem
APC/CFzr-Komplex herstellen zu konnen.

Um die neu identifizierte Linkerregion in Rcal ndher zu charakterisieren, wurden ein-
zelne konservierte Aminosduren im KAF in ein Alanin mutiert und auf ihre G1-Stabilitat
im Vergleich zum urspriinglichen KAF getestet. Dabei flihrte eine Punktmutation in der
Linkerregion in den meisten Fallen zu einer Destabilisierung (Abb. 2.41). Eine Ausnah-
me bildeten die beiden Punktmutationen R275A und K277A, sowie die Doppelmutante
R275A-K277A, die zu einer Stabilisierung fithrten (Abb. 2.42). Méglicherweise kommt
diesen beiden Aminosduren eine besondere Bedeutung in der Protein-Protein-
Wechselwirkung zuteil, so dass eine Verdnderung einer dieser beiden Aminosduren
dazu fiihrt, dass die Interaktion der Linkerregion mit dem APC/CF-Komplex soweit
abgeschwacht wird, dass die KEN-Box-Domaéne alleine nicht mehr ausreichend ist, um
eine APC/C-Bindung herbeifiihren zu konnen.

Dieses Argument wird mit der KAF-Doppelmutante KEN-KAA_K277A bekraftigt
(Abb. 2.42 f), da sowohl eine KEN-Box-Mutation wie auch eine Punktmutation im essen-
tiellen Bereich der Linkerregion die Interaktion mit dem APC/C soweit abschwicht,
dass eine stabile Bindung nicht mehr stattfinden kann. Trifft diese Hypothese zu, wéare
das der Grund, warum die Doppelmutation zu keiner weiteren Stabilisierung fiihrt.
Wahrend die Punktmutanten R275A und K277A zu einer Stabilisierung fiihrten, konnte
fiir alle anderen Punktmutationen im KAF eine Destabilisierung festgestellt werden.
Anhand der bisherigen Argumentation wiirde die Destabilisierung - hervorgerufen
durch die verschiedenen Punktmutanten - eine starkere APC/CF7-Bindefahigkeit be-
deuten. Eine besonders deutliche Destabilisierung des KAF war bei der Punktmutante
R280A zu sehen (Abb. 2.43 b). Eine moégliche Erklarung fiir diesen starken Effekt ist die
Verdnderung der grofden Seitenkette mit einer positiv geladenen Guanidingruppe bei
Arginin hin zu einer kurzen und hydrophoben Seitenkette bei Alanin. Solch eine starke
Verdnderung kann einen grofien Effekt auf benachbarte Aminosduren besitzen. Um die
Verdnderung etwas moderater zu gestalten, wurde in einer weiteren Punktmutante das
Arginin in ein Lysin mutiert, das anstatt der Guanidingruppe ein primdres Amin in der
Seitenkette tragt. Allerdings zeigte auch die Punktmutation R280K einen deutlich star-
keren destabilisierenden Effekt (Abb. 2.43 c). Da das Arginin im Zentrum des am hochs-
ten konservierten Bereiches lokalisiert ist, liegt die Vermutung nahe, dass diesem Be-
reich eine wichtige Funktion in der Linkerregion zuteil wird. Weitere Untersuchungen

sind jedoch notwendig, um die Funktion dieses Bereiches und vor allem der Linkerregi-
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on ndher charakterisieren zu kénnen. Es zeichnet sich jedoch ab, dass Rcal in der C-
terminalen Region zwei Bereiche besitzt, die fiir eine Interaktion mit dem APC/C not-
wendig sind. Dabei handelt es sich zum einen um die KEN-Box und zum anderen um die
Linkerregion, die vermutlich fiir die korrekte Platzierung am APC/C sorgt, damit die
ZBR-Domane den APC/CFzr-Komplex inhibieren kann.

Neben der Abbausequenz im C-terminalen Teil von Rcal (*Rcal_Del-1-203), konnte
auch im N-terminalen Teil von Rcal (Rcal_Del-204-411) ein Abbau in der G1-Phase
beobachtet werden (Abb. 2.44). Um die Abbausequenz in diesem Bereich weiter einzu-
grenzen, wurden N-terminale Deletionen vorgenommen (Abb. 2.45). Dabei zeigten die
Auswertungen ein uneinheitliches Bild. Wahrend N-terminale Deletionen in der G1-
Phase teilweise vollstindig stabilisiert waren (Abb. 2.45 d, g), zeigte das kiirzeste Frag-
ment, das nur aus der F-Box-Domane besteht (*Rcal_Del-1-154_Del-204-411, Abb 2.45),
eine deutliche Instabilitdt an. Die F-Box-Region bildet eine recht strukturierte Domane
aus (Frye, et al,2013), die durch die Deletionen in einer nicht vorhersagbarer Weise
beeinflusst werden kénnte. Die dadurch fehlerhaft gefalteten Proteine konnten generell
eine allgemeine, nicht abschitzbare Instabilitit hervorrufen. Aufgrund der generell
aufgetretenen G1-Instabilitdt in den Daten der Durchflusszytometrie fiir die N-terminale
Deletion der ersten 100 Aminosauren, ldsst sich keine Aussage iiber die Stabilitat der
noch weiter verkiirzten Rcal-Deletionen treffen (Abb. 2.45). Jedoch zeichnete sich zwi-
schen Aminosdure 50 und 75 sowohl bei der Auswertung der G1-Stabilitdt im Durch-
flusszytometer als auch bei den Abbaukurven eine deutliche Stabilisierung des N-
terminalen Rcal ab (Abb.2.45c, d). Aus diesem Grund wurden weitere N-terminale
Rcal-Deletionen erstellt, um die Abbausequenz genauer eingrenzen zu konnen. In die-
sen N-terminalen Rcal-Derivaten war die F-Box deletiert, so dass die generelle Instabili-
tat, die durch die F-Box hervorgerufen worden ist, wieder ausgegrenzt werden konnte.
Dabei zeigte sich fiir *Rcal_Del-76-411 eine Instabilitit in der G1-Phase, wohingegen
*Rcal_Del-1-75_Del-151-411 stabilisiert vorlag (Abb. 2,46). Dieses Ergebnis deutet auf
eine Abbausequenz in den ersten 75 Aminosauren hin.

Allerdings sind die Ergebnisse fiir die Eingrenzung der Abbausequenz im N-terminalen
*Rcal_Del-204-411 nicht sehr aussagekriftig, da fiir die Auswertung nur die Abbaukur-
ven verwendet werden konnten, wahrend die Daten aus der Durchflusszytometrie von
Messung zu Messung teilweise deutlich voneinander abwichen.

Insgesamt konnten in Rcal mehrere Bereiche ausgemacht werden, die fiir einen Rcal-

Abbau in der G1-Phase verantwortlich gemacht werden kénnen. Neben der Abbause-
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quenz im N-terminalen Bereich, die vermutlich zwischen Aminosdure 50-75 lokalisiert
ist (Abb. 2.45 c und d), konnte in der C-terminalen Hélfte von Rcal neben der KEN-Box
auch die Linkerregion als zusatzliche Region identifiziert werden, die fiir den Abbau
notwendig ist (Abb. 2.42). Bei letzteren handelt es sich allerdings um keine autarken

Abbausequenzen sondern beide bilden gemeinsam eine Abbausequenz aus.

3.2.3 Das Rcal Funktions- und Degradationsmodell

Wahrend die bisherigen Analysen der Eingrenzung der Abbausequenzen dienten, konn-
ten aus den Daten der Durchflusszytometrie zusatzlich auch Aussagen tiber die Aktivitat
von Rcal erhalten werden.

Die Schwierigkeit bei den Auswertungen beruht auf den zwei verschiedenen Funktionen
von Rcal: Neben der Inhibierung des APC/CF~-Komplexes in der G2-Phase und am
G2/M-Phase-Ubergang (Grosskortenhaus und Sprenger, 2002), konnte auch eine Inter-
aktion mit Komponenten des SCF-Komplexes nachgewiesen werden (Zielke, 2006).
Rcal-Uberexpressionsstudien konnten zeigen, dass die Uberexpression von Rcal ver-
frithte S-Phasen induzieren kann, fiir die die F-Box auch notwendig ist (personliche
Mitteilung Martina Frank). Die Deletion dieser Domane fiihrte auch in Schneiderzellen
zu einem vollstindigen Funktionalititsverlust (Abb. 2.47 b). Neben der F-Box fiihrte
auch eine Mutation in der KEN-Box (KEN-KAA) und der ZBR-Domane (C351S) zu einem
vollstindigen Funktionsverlust (Abb. 2.47 ¢, d). In Emil fiihrte neben der Mutation in
der D-Box und der Mutation in der ZBR-Region auch eine Deletion des RL-Tails zu einem
inaktiven Emil. Es konnte gezeigt werden, dass der RL-Tail die Bindestelle fiir das hu-
mane E2 UBE2S blockiert, so dass der APC/C-Komplex keine Polyubiquitinylierungen
mehr durchfiihren konnte (Frye, et al.,, 2013). Auch bei Rcal fiihrte die Deletion des RL-
Tails zu einem vollstindigen Verlust der Funktionalitit, so dass auch fiir Rcal eine

Funktion des RL-Tails sehr wahrscheinlich ist (Abb. 3.1).
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Abbildung 3.1: Erweiterter struktureller Vergleich von Rca1 und Emi1

Schematische Darstellung von Drosophila-Rca1 und Vertebraten-Emi1.

An der inhibitorischen Funktion von Rca1 ist neben der ZBR und der KEN-Box auch die neu
identifizierte Linkerregion und der neu identifizierte RL-Tail beteiligt.

Beide Domanen sind auch in Emi1 vorhanden, so dass Rca1 neben der NLS (Kernlokalisations-
sequenzg, F-Box (SCF-Interaktionsmotiv), GSK-P-Stelle (bei Emi1 Erkennungssequenz fir den
SCFPTR"_vermittelten Abbau), ZBR (Zinkbinderegion, APC/C-Inhibition) und *Cdk-P-Stellen
(mogliche Phosphorylierungsstellen der Cdk1), zwei weitere funktionelle Domanen mit Emi1
gemeinsam hat.

Dieser Funktionalitdtsverlust war vollstdndig und zeigte auch bei der Dreifachmutante
*Rcal_E215A-N216A_C351S_Del-405-411 keinen grofieren Effekt (Abb. 2.48). Der Ver-
lust der Aktivitidt ist dabei vollkommen unabhidngig von der Stabilitdt, da selbst die
Dreifachmutante noch einen normalen Abbau besitzt (Abb. 2.48). Selbst bei der Deletion
der N-terminalen Abbausequenz offenbart sich fiir die Dreifachmutante ein verhaltnis-
mafdig guter Abbau (Abb. 2.48 h). Dies steht im Widerspruch zu Untersuchungen im
KAF, fiir das gezeigt werden konnte, dass die Inaktivierung der KEN-Box zu einer Stabi-
lisierung des gesamten Rcal-Fragments fiihrt (Abb. 2.42). Die neueren Ergebnisse zei-
gen jedoch, dass im N-terminal verkiirzten Rcal-Derivat eine KEN-Box-Mutation zu
keiner Stabilisierung fiihrt. Eine Erklarung hierfiir liefert der Vergleich verschiedener
Rcal-Deletionen mit dem Pendant mit zusatzlich eingefiihrter C351S-Mutation in der
ZBR-Region (Abb. 2.49). Darin ist zu erkennen, dass die Einfithrung einer zusatzlichen
C351S-Mutation in der ZBR in allen Fillen zu einer Destabilisierung des Rcal-Derviates
fiihrt. Zwar geht mit der Punktmutation C351S die Fahigkeit verloren, den APC/C-
Komplex in der G2-Phase zu inaktivieren, wodurch die Rcal-Derivate einem stiarkeren
Abbau unterworfen sein diirften, dies erklart jedoch nicht, warum ein Rcal-Derivat wie
das KAF mit KEN-Box-Mutation, das keine Interaktionsfihigkeit mit dem APC/CF#-
Komplex mehr besitzen sollte und nicht mehr als APC/C-Substrat zu erkennen sein

sollte, dennoch abgebaut wird.



152 |Diskussion

Aus den ermittelten Daten der G1-Stabilitat und Rcal-Funktionalitit zusammen mit den
Abbaukurven kann das fiir Emil gezeigte Modell (Frye, et al., 2013) auf Rcal iibertragen
werden und wird durch die Ermittlung der Abbausequenz noch weiter ergéanzt:

Der Abbau von Rcal wird iiber zwei distinkte Abbausequenzen eingeleitet. Neben ei-
nem N-terminal lokalisierten Bereich kann auch die KEN-Box zusammen mit der Lin-
kerregion den Abbau einleiten. Fiir den Abbau muss Rcal an den APC/C-Komplex bin-
den, was vermutlich tiber die KEN-Box als Erkennungssequenz geschieht. Dabei wird
die KEN-Box nur von dem Aktivator Fzr erkannt, der mithilfe der WD40-Doméane zu-
sammen mit Apc10/Doc1 eine Substrat-Bindestelle ausbildet, so dass das E2-Enzym in
der Lage ist, das Ubiquitinmolekiil an das Substrat zu libertragen

Die Linkerregion verstarkt die Bindung an den APC/CF=-Komplex und stellt zusatzlich
die richtige Positionierung der ZBR-Domane her, damit Rcal den APC/C-Komplex inak-
tiv halten kann (Abb. 3.2 A). Neben der Inaktivierung des APC/C iiber die ZBR blockiert
der RL-Tail von Rcal die Bindestelle des polyubiquitinylierenden E2-Enzyms Ube2S an
den APC/C, so dass Substrate, die an den APC/C-Komplex binden kénnen, keine Po-
lyubiquitinylierungen erfahren und somit auch nicht im Proteasom abgebaut werden
(Abb.3.2 A). In einem in vitro-Ubiquitinylierungsassay konnte Emil durch eine
Punktmutation in der ZBR von einem Inhibitor zu einem Substrat des APC/C-Komplexes
verwandelt werden (Miller, et al., 2006). Solch ein Mechanismus ist auch fiir Rcal denk-
bar. Dazu miisste eine Phosphorylierung zum Beispiel in der Ndahe der ZBR die APC/C-
Inhibition aufheben. Auch der RL-Tail, der eine Polyubiquitinylierung verhindert, konn-
te durch diese oder eine weitere Phosphorylierung die Bindestelle fiir Ube2S freigeben.
Unterstiitzt wird dieses Modell vom KAF (kleinstes abbaubares Rcal-Fragment), das
tiber die KEN-Box und die Linkerregion noch an den APC/CF# binden kann, aber durch
den fehlenden C-Terminus nicht mehr in der Lage ist, eine inhibierende Wirkung auszu-
tiben. Dadurch wird KAF als Substrat erkannt und polyubiquitinyliert (Abb. 3.2 B).
Durch die Deletion der inhibierenden Elemente wurde KAF von einem Inhibitor in ein
Substrat des APC/CFz umgewandelt und wird wie ein normales APC/C-Substrat
ubiquitinyliert (Abb. 3.2 C). Wahrend bei APC/C-Substraten eine Verdnderung der Er-
kennungssequenz haufig zur Stabilisierung fiihrt, konnte dies fiir Rcal nicht gezeigt
werden (Abb. 2.35d), da Rcal im N-terminalen Bereich noch eine weitere Abbause-
quenz besitzt (Abb. 2.44 c). Erst ohne den N-Terminus fiihrte eine Punktmutation in der
KEN-Box (KEN-KAA) im KAF zu einer Stabiliserung, da die Linkerregion alleine fiir eine

Substratbindung an den APC/C-Komplex nicht ausreichend ist. Ebenso bendétigt die
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KEN-Box als relativ schwache Erkennungssequenz die Linkerregion fiir eine feste Bin-
dung. Eine Punktmutation in der Linkerregion an Position R275A bzw. K277A fiihrte
trotz intakter KEN-Box zu einem stabileren Rcal-Fragement (Abb. 2.42).

Die drei Domdnen, KEN-Box (+ Linker), ZBR und RL-Tail tragen auf unterschiedlichen
Wegen zur Inhibierung des APC/CF#-Komplexes bei, miissen aber zusammenwirken, um
die Inhibierung aufrecht halten zu konnen. Die F-Box-Domaéane hingegen ist nicht an der
Inhibition des APC/C-Komplexes beteiligt, sondern ermdglicht es Rcal als Aktivatorpro-
tein des SCF-Komplexes als negativer Regulator fiir den G1-S-Phase-Ubergang be-

stimmte Substrate fir den Abbau zu markieren.

A B C

Apc10 Apc10 !
2 e
Fzr Fzr

- Ube2S : b
< < b
\%A ?é N\ O‘f@"Ub{Ub \

! \ jike2S F {Ube2s
APC-Komplex APC-Komplex APC-Komplex
Rca1=APC/C-Inhibitor Rca1=APC/C-Substrat

Abbildung 3.2: Modell: Rca1 — Inhibitor und Substrat des APC/C™

(A) Rcat bindet (iber die KEN-Box-Erkennungssequenz an den APC/C™-Komplex. Die Linkerre-
gion verstarkt die Bindung und stellt zusatzlich die richtige Positionierung der ZBR-Domaéne her,
so dass Rca1 den APC/C-Komplex inaktiv halten kann. Der RL-Tail blockiert die Bindestelle des
polyubiquitinylierenden E2-Enzyms Ube2S an den APC/C und verhindert dadurch Polyubiquitiny-
lierungen.

(B) Das kleinste abbaubare Fragment KAF kann Gber die KEN-Box und die Linkerregion noch an
den APC/C™ binden. Die fehlende ZBR und der fehlende RL-Tail lassen KAF zu einem APC/C-
Substrat werden.

(C) Ein normales APC/C-Substrat besitzt keine inhibitorischen Domanen und wird nach Bindung
an den APC/C-Komplex ubiquitinyliert.
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3.3 Die Etablierung eines Drosophila-spezifischen in vitro-
Ubiquitinylierungsassays

Im Verlaufe dieser Arbeit verdichteten sich die Hinweise, dass Rcal vom Inhibitor des
APC/CFzr-Komplexes in der G2-Phase zu einem spateren Zeitpunkt selbst als Substrat
erkannt und abgebaut werden konnte (3.1). Um einen direkten Nachweis erbringen zu
konnen, dass Rcal spezifisch vom APC/CF2r abgebaut wird, ist es wichtig, einen in vitro-
Assay zu etablieren, in dem die Ubiquitinylierung durch den APC/C direkt nachgewiesen
werden kann. In einem ersten Experiment wurde getestet, ob Rcal in Hefen ebenfalls
APC/C spezifisch abgebaut wird, es konnte jedoch keine Destabilisierung in der G1-
Phase festgestellt werden (Daten nicht gezeigt).

Bei Rcal handelt es sich um einen spezifischen Inhibitor vom Drosophila-APC/CF# und
der Verdacht liegt nahe, dass Rcal auch nur von einem Drosophila-APC/C-Komplex als
Substrat erkannt wird. Daher war es von Bedeutung, einen Drosophila-spezifischen
Ubiquitinylierungsassay zu etablieren. Langfristig gesehen soll dieser Assay nicht nur
dem Nachweis von Rcal als Substrat dienen, sondern auch zur Identifizierung der Ab-
bausequenz und des Bereiches beitragen, der fiir die Inhibition zustandig ist.

Die Etablierung eines Ubiquitinylierungsassays basierend auf Drosophila-Komponenten
wurde dabei Schritt fiir Schritt durchgefiihrt. Zu Beginn wurden die einzelnen Kompo-
nenten aufgereinigt, die an einer Ubiquitinylierung {iber den Drosophila-APC/CF? betei-
ligt sind. Dies beinhaltete das E1-Enzym 6xHis-Ubal (2.4.1.3) und die beiden E2-
Enzyme Effete-6xHis (2.4.1.4.3) und Vihar-6xHis (2.4.1.4.2) aus Drosophila. Weil in einer
vorherigen Arbeit in einem in vitro-Assay mit gekauftem, humanem UbcH5b als E2-
Enzym eine Polyubiquitinylierung von in vitro translatiertem (IVT) CyclinB-N285 gese-
hen werden konnte (Hofer, 2011), wurde das humane UbcH5b-6xHis ebenfalls aufge-
reinigt und in dem Assay als Positivkontrolle verwendet. In einem Ubiquitin-E2-
Aktivitatsassay wurden die Enzyme auf ihre Fahigkeit getestet, die ersten beiden Schrit-
te der Ubiquitinylierungskaskade durchzufiihren: die Aktivierung von Ubiquitin durch
das E1-Enzym und die Ubertragung des aktivierten Ubiquitins auf das E2-Enzym. Dies
konnte durch mehrere Beobachtungen sowohl fiir gekauftes, humanes E1- und E2-
Enzym als auch fiir die aufgereinigten 6xHis-Ubal (E1) und Effete-6xHis (E2) bestatigt
werden (2.4.1.5, Abb. 2.58-2.60). Die Ubertragung eines FLAG-Ubiquitins auf UbcH5b
und Effete-6xHis wurde in einem Westernblot mit FLAG-Antikérper nachgewiesen und

die Menge an eingesetztem Enzym iiber den His-Antikorper liberpriift. Mit grofder
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Wahrscheinlichkeit ist zwischen dem FLAG-Ubiquitin und dem E1- bzw. E2-Enzym eine
Thioesterbindung gekniipft worden, da eine Behandlung mit DTT wieder zur Reduktion
der Thioesterbindung fiihrte und eine deutliche Abnahme des Signals zur Folge hatte.
Fiir eine vollstindige Reduktion reichte vermutlich die Menge an zugegebenem DTT
nicht aus. Wahrend das gekaufte E1-Enzym im FLAG-Blot durch Bindung von FLAG-
Ubiquitin ein starkes Signal zeigte und auch im His-Blot nachgewiesen werden konnte,
fehlte ein Signal von 6xHis-Ubal. Interessanterweise fand auch in Abwesenheit eines
E1-Enzyms eine Ubertragung von FLAG-Ubiquitin auf die E2-Enzyme statt. Méglicher-
weise fiihrt ein Uberschuss an FLAG-Ubiquitin und E2-Enzym zu einer langsamen Kniip-
fung einer Thioesterbindung, was als Artefakt des in vitro-Aktivitatstests angesehen
werden kann.

Von den verschiedenen 6xHis-Ubal Aufreinigungen zeigte das monomere 6xHis-Ubal
aus der Gelfiltration eine Aktivitit, obwohl im FLAG-Blot kein gebundenes FLAG-
Ubiquitin am 6xHis-Ubal nachgewiesen werden konnte (2.4.1.5, Abb. 2.59). Dies ldsst
vermuten, dass eine geringe Menge an E1-Enzym ausreicht, um FLAG-Ubiquitin zu
libertragen. Aber erst nach einer 10-fachen Aufkonzentrierung des aktiven 6xHis-Ubal
konnte auch 6xHis-Ubal im Westernblot nachgewiesen werden (Abb. 2.60).

Nachdem aktive Komponenten der Drosophila-Ubiquitinylierungskaskade erfolgreich
aufgereinigt werden konnten, stellte sich als nachstes die Frage, ob mit den aufgereinig-
ten Komponenten eine APC/CC¢dhl/Fzr-UJbiquitinylierung im Kaninchen Retikulozytenlysat
stattfindet. In einem friitheren Experiment konnte eine Ubiquitinylierung von IVT Cyc-
linB_N285-10xHA im Retikulozytenlysat nachgewiesen werden (Hofer, 2011). Da es sich
bei CyclinB aber um ein Substrat sowohl des APC/CF% als auch des APC/CF# handelt,
sollte ein reines APC/CFzr-Substrat zur Anwendung kommen. Untersuchungen in Droso-
phila-Schneiderzellen ergaben, dass ein C-terminal verkiirztes und epitopmarkiertes
Geminin_Del-102_192-GFP noch als Substrat vom APC/CF# erkannt und in der G1-Phase
abgebaut wird (Kawall, 2010). Aus diesem Grund wurde Geminin_Del-102-192-10xHA
im Retikulozytenlysat in vitro translatiert und eine erste Ubiquitinylierungsreaktion mit
UbcH5b angesetzt. Dabei waren nach 60 Minuten klare Polyubiquitinylierungsbanden
von Geminin_Del-102-192-10xHA zu erkennen, widhrend die Ausgangsmenge an ver-
kiirztem Geminin reduziert war (2.4.1.6, Abb. 2.61).

Um langfristig die Ubiquitinylierungsreaktion ohne Retikulozytenlysat durchfiihren zu
konnen, wurde das verkiirzte Geminin ebenfalls in E. coli liberexprimiert und aufgerei-

nigt. Ein direkter Vergleich von aufgereinigtem Geminin_Del-102-192-10xHA-6xHis mit
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IVT Geminin_Del-102-192-10xHA ergab eine deutlich bessere Ubiquitinylierungsreakti-
on fiir das aufgereinigte Geminin (2.4.2.1, Abb. 2.62). Warum in diesem Ansatz keine
Ubiquitinylierung von IVT Geminin_Del-102-192-10xHA zu sehen war, ist unklar. Zwar
war in dem Retikulozytenlysat deutlich weniger Substrat vorhanden als beim aufgerei-
nigten Geminin, aber selbst eine deutlich stiarkere Laserintensitidt beim Einscannen des
Westernblots brachte keine erkennbaren Ubiquitinylierungsbanden zum Vorschein. Mit
der Untermischung von FLAG-Ubiquitin in die Ubiquitinylierungsreaktion konnte ein
inaktives Retikulozytenlysat als Ursache jedoch ausgeschlossen werden. Wird FLAG-
Ubiquitin in der Ubiquitinylierungskaskade verwendet, werden alle ubiquitinylierten
Proteine im FLAG-Blot sichtbar. Da im Retikulozytenlysat eine Vielzahl an E3-Ligasen
aktiv sind, zeigt FLAG-Ubiquitin eine generelle Aktivitit aller E3-Ligasen und die
Ubiquitinylierung unspezifischer Proteine an. Nachdem im Experiment auch das aufge-
reinigte Geminin_Del-102-192-10xHA-6xHis polyubiquitinyliert wurde, wurde im Fol-
genden nur noch mit diesem als Substrat weitergearbeitet.

Als nachstes galt es, die Aktivitat der aufgereinigten E2-Enzyme miteinander zu verglei-
chen. Aus der Literatur ist bekannt, dass die Substratspezifitit von E2-Enzymen sehr
unterschiedlich sein kann. Manche binden sehr spezifisch nur an eine E3-Ligase, andere
wiederum kdnnen mehrere E3-Ligasen aktivieren. Ein zusatzliches Unterscheidungs-
merkmal der E2-Enzyme beinhaltet ihre Funktion. Manche sind ausschliefilich fiir die
Monoubiquitinylierung zustdndig, wahrend andere ein bereits monoubiquitinyliertes
Protein mit weiteren Ubiquitinmolekiilen zu einer Ubiquitinkette verlangern kénnen
(Barford, 2011). Neben den bereits im Aktivititsassay eingesetzten E2-Enzymen
UbcH5b und Effete-6xHis wurden zusatzlich noch UbcH5b-6xHis (2.4.1.4.1) und Vihar-
6xHis (2.4.1.4.2) aufgereinigt und zu diesem Vergleich herangezogen (2.4.2.2,
Abb. 2.63).

Das gekaufte, humane E2-Enzym UbcH5b (Enzo) zeigte dabei die grofdte Aktivitat und
konnte deutlich mehr Substrat ubiquitinylieren als UbcH5b-6xHis und Effete-6xHis, die
in etwa die gleiche Effizienz zeigten. Vihar-6xHis hingegen konnte das Substrat Gemi-
nin-10xHA-6xHis kaum ubiquitinylieren. Da der Ubiquitinylierungsassay im Kaninchen
Retikulozytenlysat durchgefiihrt wurde, ist es nicht verwunderlich, dass ein Vertebraten
E2-Enzym die Vertebraten Ubiquitin-Ligasen besser stimulieren kann als Effete oder
Vihar aus Drosophila. UbcH5b ist als ein unspezifisches E2-Enzym bekannt, das in einer
Zelle mehrere Ubiquitin Ligasen aktivieren kann (Barford, 2011). Da bisher nicht ge-

zeigt werden konnte, dass im Retik-Lysat spezifisch der APC/C-Komplex fiir die
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Ubiquitinylierung von Geminin_Del-102-192-10xHA-6xHis verantwortlich ist, miissen
alle Ubiquitin-Ligasen als potentielle Kandidaten in Betracht gezogen werden. In diesem
Fall wiirde UbcH5b verstarkt Einfluss nehmen. Damit kann jedoch nicht erklart werden,
warum die Aktivitit des aufgereinigten UbcH5b-6xHis im Vergleich zu UbcH5b (Enzo)
so deutlich abfillt. Die Ursache kénnte in der methodischen Aufreinigung zu suchen
sein. Ebenso wahrscheinlich kénnte das C-terminale 6xHis-Epitop die Aktivitit der E2-
Ligasen einschranken, womit nicht nur UbcH5b-6xHis, sondern auch Effete-6xHis und
Vihar-6xHis betroffen waren. Letzteres zeigte im Assay keinerlei Aktivitat. In der Litera-
tur wird die Funktion von Vihar der frithen Mitosephase und somit APC/CF#% zugewiesen
(Mathe, et al, 2004). Dies wiirde zumindest die geringe Aktivitidt in der Ubiquitinylie-
rung eines APC/CFzr-Substrates erklaren. Aufgrund dessen wurde es fiir weitere Assays
nicht weiterverwendet und Effete-6xHis blieb als einziges Drosophila E2-Enzym tbrig.
Nachdem ein in vitro-Ubiquitinylierungsassay etabliert werden konnte, in dem eine
Ubiquitinylierung von Geminin_Del-102-192-10xHA-6xHis erfolgte, sollte als nachstes
ein Nachweis der spezifischen Ubiquitinylierung von Geminin_Del-102-192-10xHA-
6xHis tiber den APC/CF# erbracht werden.

Dazu wurde Retikuloztenlysat mit NEM/DTT behandelt, um die dort vorhandene
Ubiquitinylierungsmaschinerie zu inaktivieren. NEM modifiziert dabei Thioestergrup-
pen und inaktiviert die Cysteine in den aktiven Zentren der E1-, E2- und einiger E3-
Enzyme. DTT wiederum quenscht das tberschiissige NEM, so dass durch Zugabe der
Ubiquitinylierungsmaschinerie aus den aufgereinigten Drosophila-Komponenten eine
Aktivierung der Ubiquitinylierungskaskade wieder moglich wird. In einem ersten
Vorexperiment wurde zundchst das NEM/DTT vorbehandelte Retik-Lysat auf seine
Fahigkeit Uberpriift, neben dem Substrat Geminin_Del-102-192-10xHA-6xHis auch
unspezifische Proteine zu ubiquitinylieren (2.4.3.1). Es zeigte sich, dass nach NEM/DTT-
Behandlung die Zugabe der bisherigen Komponenten nicht ausreichte, um die Ubiquiti-
nylierungsmaschinerie wieder zu reaktivieren. Weder fiir Geminin_Del-102-192-10xHA-
6xHis, noch fiir unspezifische Proteine konnte eine Polyubiquitinylierung nachgewiesen
werden, was gleichbedeutend ist mit einer erfolgreichen Inaktivierung samtlicher E3-
Ligasen im Retikulozytenlysat.

Der im Ansatz fehlende APC/C-Komplex wurde aus Drosophila-Fliegen prazipitiert
(2.4.3.1.1) und zusammen mit den aufgereinigten Komponenten zum Retik-Lysat gege-

ben, in dem zuerst durch IVT der APC/C-Aktivator 4xFLAG-Fzr hergestellt wurde
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(2.4.3.1.1), bevor durch NEM/DTT-Behandlung die Inaktivierung der Ubiquitinylie-
rungsmaschinerie erfolgte.

In anderen Organismen konnte bereits gezeigt werden, dass der APC/C-Komplex iiber
eine Prazipitation einer APC/C-Untereinheit co-prazipitiert werden kann (Zachariae, et
al.,, 1998b). Obwohl dies in Drosophila noch nicht bekannt ist, wurde angenommen, dass
sich der APC/C-Komplex ebenfalls iiber eine APC/C-Untereinheit, in diesem Fall GFP-
Cdc16 aus Drosophila-Fliegen, prazipitieren ldsst. Die einzige Moglichkeit des Nachwei-
ses lieferte die Detektion im Westernblot iiber GFP-Antikérper. Alle anderen APC/C-
Untereinheiten sind jedoch ohne Epitopmarkierung, weshalb ein Nachweis des co-
prazipitierten APC/C-Komplexes ohne spezielle Antikorper nicht moglich ist. Noch
ungewisser war die Frage, ob bei der Prazipitation auch der Co-Aktivator Fzr prazipi-
tiert werden kann, weshalb Fzr vorsichtshalber im Retikulozytenlysat in vitro transla-
tiert wurde.

In diesem Ubiquitinylierungsassay konnte die Ubiquitinylierung von Geminin_Del-102-
192-10xHA-6xHis im NEM/DTT-inaktiviertem Retik-Lysat und dem IVT Co-Aktivator
4xFLAG-Fzr wieder hergestellt werden, wenn zur Ubiquitinylierungsmaschinerie zu-
satzlich der co-prazipitierte APC/C-Komplex hinzugegeben wurde (2.4.3.1.2, Abb. 2.66).
Solange dieses Ergebnis noch nicht verifiziert wurde, muss es aufgrund einiger offener
Fragen kritisch hinterfragt werden. Zwar konnte im GFP-Blot die APC/C-Untereinheit
GFP-Cdc16 nachgewiesen werden, der Nachweis von anderen APC/C-Untereinheiten
wiirde jedoch Klarheit verschaffen, ob wirklich der gesamte APC/C-Komplex co-
prazipitiert werden konnte. Einen interessanten Aspekt erbrachte eine Arbeit, in der
berichtet wurde, dass die NEM Behandlung von Retikulozytenlysat eine inhibierende
Wirkung auf Cdc20/Fzy besitzt (Enquist-Newman, et al, 2008). Nachdem die in vitro-
Translation von 4XFLAG-Fzr vor der NEM/DTT-Inaktivierung stattgefunden hat, wurde
Fzr vermutlich ebenso inaktiviert und hatte im Ubiquitinylierungsassay keinen aktivie-
renden Effekt als Co-Aktivator auf den APC/C-Komplex ausiiben konnen. Dies kénnte
allerdings auch bedeuten, dass eine zusatzliche Zugabe von 4xFLAG-Fzr gar nicht not-
wendig ist, da genug Fzr bei der Co-Prazipitation des APC/C-Komplexes prazipitiert
werden konnte.

Bisher wurde fiir die Etablierung eines in vitro-Ubiquitinylierungsassays immer auf das
Kaninchen-Retikulozytenlysat als Puffersystem zurtlickgegriffen, weil es zelldhnliche
Bedingungen bereitstellt, die fiir die Reaktionen in einer Ubiquitinylierungskaskade

dringend erforderlich sind. In einem ersten Versuch wurde das Retikulozytenlysat



Diskussion | 159

durch einfachen Thioesterpuffer ersetzt, wie er beim Ubiquitin-E2-Aktivitdtsassay zum
Einsatz kommt. In diesem Puffersystem scheinen dhnliche Bedingungen vorzuherr-
schen, wie sie fiir eine Ubiquitinylierungsreaktion notwendig sind. Es konnte jedoch
keine Ubiquitinylierung von Geminin-Del-102-192-10xHA-6xHis detektiert werden.
Eine mogliche Begriindung ist beim co-prazipitierten APC/C-Komplex zu finden. Wah-
rend bei der Nullkontrolle auf dem GFP-Blot ein deutliches GFP-Cdc16-Signal zu erken-
nen ist, fehlte das GFP-Cdc16-Signal beim Ubiquitinylierungsansatz vollstiandig. Natiir-
lich trifft auch in diesem Fall die bereits diskutierte Moglichkeit zu, dass kein aktiver
APC/C-Komplex co-prazipitiert werden konnte. Aber selbst mit einer geringen Menge
an aktivem APC/C konnte in diesem Fall die Menge an co-prazipitiertem Fzr zu gering
ausfallen, als dass der APC/CF#-Komplex aktiviert werden konnte.

Eine zusitzliche Moglichkeit, die aufwandige und unsichere Immunprazipitation des
APC/C-Komplexes zu umgehen, besteht in der Verwendung eines Drosophila-Extraktes.
Ein solcher Extrakt wurde bereits erfolgreich fiir die Transkription und Translation
verwendet und scheint ein geeignetes Milieu fiir biochemische Reaktionen bereitzustel-
len (Medenbach, et al., 2011). Eine Schwierigkeit besteht darin, Drosophila-Embryonen
zu verwenden, die in der Embryonalentwicklung gerade in einer Phase angelangt sind,
in der Fzr als Co-Aktivator exprimiert wird. Interessanterweise konnte nur in einem
Drosophila-Extrakt aus 0-8 Stunden alten Embryonen eine Polyubiquitinylierung von
Geminin_Del-102-192-10xHA-6xHis erzielt werden (2.4.3.2, Abb. 2.67), wihrend ein
Drosophila-Extrakt aus 0-12 Stunden alten Embryonen zu keiner Ubiquitinylierung
fithrte (Daten nicht gezeigt). Ob es sich hierbei allerdings um eine spezifische APC/CF#-
Ubiquitinylierung handelt, bedarf noch weiterer Untersuchungen.

Da in frithen Embryonalstadien in Drosophila noch kein Fzr vorhanden ist, hangt die
Aktivitat des Ubiquitinylierungsassays stark vom Alter der abgelegten Embryonen ab.
Dieses Problem kénnte umgangen werden, wenn Fzr auf einem alternativen Weg herge-
stellt werden konnte. Eine Aufreinigung in E. coli kommt nicht in Frage, da Fzr, um seine
Aktivitat zu erlangen, eine korrekte Faltung erfahren muss. Fiir die korrekte Faltung
benotigt Fzr eine eukaryotische Kompartimentierung, die E. coli nicht besitzt. Ein be-
kanntes, eukaryotisches Expressionssystem ist das Baculovirus-System. Dabei handelt
es sich um einen Virus, der SF21-Insektenzellen befillt und dort die Expression des
gewlinschten Proteins einleitet. Neben Fzr ben6tigt auch Rcal fiir eine korrekte Faltung
eine eukaryotische Kompartimentierung und wurde in einer ersten Testexpression mit

einen FLAG-Epitop in SF21-Zellen iiberexprimiert. Die weitere Aufreinigung liber eine
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FLAG-Sdule schlug hingegen fehl, weil FLAG-Rcal nicht an die Siule gebunden hat
(2.4.3.3, Abb. 2.68). Zu einem Einsatz von aufgereinigtem FLAG-Rcal oder FLAG-Fzr ist
es in einem Ubiquitinylierungsassay deshalb noch nicht gekommen. Zuvor bendétigt die
Uberexpression im Baculo-System noch einige weitere Optimierungsschritte. Zum einen
befand sich das meiste FLAG-Rcal in den Zellkernen, was zu einer geringen Ausbeute im
Uberstand fiihrte. Zum anderen miissen bei der weiteren Aufreinigung iiber die FLAG-
Sdule Bedingungen geschaffen werden, mit denen FLAG-Rcal und wahrscheinlich auch
FLAG-Fzr an die Sdule binden und eine weitere Aufreinigung moéglich macht.

Neuere Studien zeigen, dass die Aktivitit von Fzr zusatzlich vom ,Heat shock protein”“
Chaperon Hsp83, dem Drosophila-Ortholog von Hsp90, abhingt (Bandura, et al., 2013).
Eine weitere Arbeitsgruppe konnte zudem zeigen, dass fiir die Aktivierung des APC/C
durch Fzr das Chaperon CCT notwendig ist (Camasses, et al, 2003). Wadhrend es an
dieser Stelle noch mehrere Faktoren abzukliren gilt, konnte die Etablierung eines
APC/CFzr-Ubiquitinylierungsassays an anderer Stelle bereits einen entscheidenden
Schritt vorankommen. So konnte Matthias Kies in seiner Masterarbeit (2013) mit dem

volle Lange Geminin_10xHA-6xHis eine noch stiarkere Ubiquitinylierung erreichen.
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4 Methoden

4.1 Arbeiten mit Bakterien

Zur Herstellung und Amplifikation aller Plasmide und Vektoren wurde in dieser Arbeit
der Bakterienstamm Escherichia coli DH5a verwendet.

Genotyp: F-, @80dlacZ_M15_(lacZYA-argF)U169 deoR recAl endAl hsdR17(rk- mk+)
phoA supE44 A- thi-1 gyrA96 relAl

Fir die Uberexpression von Proteinen wurde der BL21-CodonPlus (DE3)-Rosetta
Stamm verwendet (NEB).

Genotyp: MiniF laclq(CamR) / thuA2 lacZ:: T7 genel [lon] ompT gal sulA11l R(mcr-
73:miniTn10--TetS)2 [dcm] R(zgb-210::Tn10--TetS) endA1 A(mcrC-mrr)114::1S10
Plasmid pRARE2 argU, argW, ileX, glyT, leuW, proL, metT, thrT, tyrU, thrU argX Camr

4.1.1 Kultivierung von Escherichia coli

Ausgehend von Einzelkolonien oder Glycerinkulturen wurde Escherichia coli (E. coli) bei
37 °C entsprechend der vermittelten Antibiotikaresistenz durch das Plasmid in LB-
Fliissigmedium bzw. auf LB-Agarplatten mit dem entsprechenden Antibiotikum (5.7.1)
(Sambrook, et al,, 1989) angezogen. Bei Anzucht im Fliissigmedium wurden bei kleine-
ren Volumina bis 5 ml Glasréhrchen, fiir groflere Volumina Erlenmeyerkolben verwen-
det. Fiir eine ausreichende Sauerstoffversorgung der Bakterien sorgte ein gleichmafdiges

Schiitteln der Fliissigkulturen bei ca. 200 UpM.

4.1.2 Herstellung elektrokompetenter DH5a-Zellen

Zur Herstellung elektrokompetenter Zellen wurden 2x 750 ml TB-Medium mit jeweils
40 ODgoo-DH5a-Zellen aus einer Ubernachtkultur angeimpft. Die Zellen wurden ca. 20 h
bei 25 °C bis zu einer ODeoo von 0,8-1,0 geschiittelt, auf Eis abgekiihlt und bei 4 °C und
3000 UpM fiir 15 Minuten pelletiert und in insgesamt sechs Portionen geerntet. Jedes
Zellpellet wurde zweimal mit 150 ml kaltem und sterilem Wasser gewaschen. Anschlie-

Bend wurden die Zellen in insgesamt 12 ml kaltem 10%igem Glycerin aufgenommen
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und erneut abzentrifugiert (4000 UpM, 10 min). Nach Wiederaufnahme in 2 ml 10%igen

Glycerin wurden die Zellen in 100 ul Fraktionen zur Lagerung bei -80 °C eingefroren.

4.2 Arbeiten mit Hefe (Saccharomyces cerevisiae)

Fiir das Hefe-Zwei-Hybrid-System wurde mit den beiden Stammhintergriinden AH109
und Y187 des Matchmaker™ GAL4 Two-Hybrid System 3 (Clontech) gearbeitet.

4.2.1 Kultivierung von Hefestammen in Fliissigmedium

Fiir die Kultivierung von Saccharomyces cerevisiae wurde XY-Vollmedium verwendet,
das je nach Verwendung 2% Glukose (D), Galaktose (G) oder Raffinose (R) als Kohlen-
stoffquelle enthielt (5.7.2). Stimme mit aufgenommenem Plasmid wurden unter Selek-
tionsdruck in einem Selektionsmedium entsprechend dem Selektionsmarker (HIS3,
LEUZ, TRP1, URA3) kultiviert. Derart ist auch eine Selektion auf mehrere Plasmide mog-
lich. Dies kommt u.a. beim Hefe-Zwei-Hybrid-System zur Anwendung (4.2.4). Fiir expe-
rimentelles Arbeiten wurden tiber Nacht Vorkulturen in einem Volumen von 5 ml bei
25 °C angezogen. Die Kultivierung von grofderen Kulturen fand in Erlenmeyerkolben im

Wasserschittelbad bei 25 °C statt.

4.2.2 Aufbewahrung von Hefestimmen

Hefestimme konnen einige Wochen bei 4 °C auf Selektionsplatten aufbewahrt werden.
Um sie jedoch dauerhaft zu konservieren, wurden 2 ml einer Ubernachtkultur in XYD-

Medium geerntet, in 1 ml 15%igem Glycerin aufgenommen und bei -70 °C eingefroren.

4.2.3 Hefetransformation nach der Lithiumacetat-Methode

Hefezellen werden durch eine Behandlung mit Lithiumacetat-lonen kompetent fiir die
Aufnahme fremder DNA gemacht (Gietz und Woods, 2002).

Dazu wurden 2 ml einer logarithmisch wachsenden Kultur (ODeoo von ca. 0,7-1) abzent-
rifugiert (2000 UpM, 2 min) und zweimal in 1 ml sterilem H2Og4est gewaschen. Nach

Abnahme des Uberstandes wurde der vorbereitete Transformationsmix
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50% PEG 3350 240 pl
1 M LiAc 36 ul
Heringssperma DNA 50 ul
DNA verd. in sterilem H20 34 ul

direkt auf das Pellet pipettiert und mehrmals fiir 10 Sekunden auf dem Vortex-Mixer
gemischt. Der Transformationsansatz wurde fiir 20 Minutenbei Raumtemperatur gerol-
lert und anschliefRend 15 Minutenlang bei 42 °C im Heizblock inkubiert. Die Zellen wur-
den 12 s bei 13200 UpM abzentrifugiert, je nach vorhandener Zellzahl in entsprechen-
dem Volumen sterilem Wasser (zwischen 250-500 pl) aufgenommen und auf zwei ent-
sprechenden Selektivplatten ausplattiert. Wurde ein Plasmid mit einem Antibiotika-
Marker transformiert, wurde der abzentrifugierte Ansatz in 5 ml Vollmedium aufge-
nommen und fiir 3 bis 5 h bei 30 °C im Roller inkubiert, um die Auspriagung der Resis-
tenz zu ermoglichen. Danach wurden die Stimme wie oben beschrieben abzentrifugiert,
in sterilem Wasser aufgenommen und auf entsprechende Selektionsplatten ausplattiert.
Nach einer Inkubationszeit von 2-3 Tagen waren Transformanden auf den Platten zu

sehen.

4.2.4 Das Hefe-Zwei-Hybrid-System

A B Das Hefe-Zwei-Hybrid-System ist eine

- > B in vivo-Methode zum Nachweis von

| £U2 - L£U2 Protein-Protein-Wechselwirkungen
lexAop lexAop

(Brachmann und Boeke, 1997; Fields

AD
— - und Sternglanz, 1994). Grundlage
-BD lacZ - iacZ hierfiir ist ein Trans-Kkriptionsfaktor,
lexAop lexAop
der zwei verschiedene Doménen
C ‘ D besitzt, eine DNA-Bindedoméane (BD),
AD
— — die an einen lexA-Operator bindet, und
BD BD —p
—a———————— gy U0 eine Transkriptionsaktivatordomane
lexAop lexAop
(AD).
.
[ - Werden beide Teile getrennt vonei-
BD BD — o . .
— g ooz —as————————— 07 nander exprimiert, wirkt keines als
lexAop lexAop
vollstandiger Transkriptionsfaktor

Abbildung 4.1: Das Hefe-Zwei-Hybrid-System
(Aund B) keine Transkriptionsaktivierung mit
einem Fusionsprotein alleine; (C) keine Interakti-
on der Proteine, keine Transkriptionsaktivierung;
(D) Interaktion heider Proteine
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und die Transkription der Reportergene LEUZ und lacZ bleibt abgeschaltet (Abb. 4.1 A
und B).

Erst durch ihr gemeinsames Zusammenwirken kommt es zum Transkriptionsstart. Im
Hefe-Zwei-Hybrid-System wurden die beiden Doménen auf zwei verschiedene Plasmide
verteilt und mit unterschiedlichen Proteinen gekoppelt. In einer Suche kénnen so samt-
liche Proteine miteinander auf Interaktion getestet werden. Findet zwischen zwei Prote-
inen keine Interaktion statt, wird auch die Transkription nicht aktiviert (Abb. 4.1 C).
Erst wenn beide Proteine miteinander interagieren, wird durch das Zusammenspiel der
DNA-Bindedomidne und der Transkriptionsaktivatordoméne die Expression der Re-
portergene angeschaltet (Abb. 4.1 D). LEUZ kodiert fiir ein essentielles Genprodukt im
Leucin-Biosyntheseweg, so dass Hefen nur bei interagierenden Proteinen auf Agarplat-
ten ohne Leucin wachsen kénnen (Wachstumstest). lacZ kodiert fiir die 3-Galaktosidase
aus E. coli. Dieses Enzym kann die chromogene Substanz X-Gal hydrolysieren, wodurch
ein blaues Endprodukt entsteht (Farbnachweis).

Im Rahmen dieser Arbeit wurde als Hefe-Zwei-Hybrid-System das Matchmaker™ GAL4-
Two-Hybrid-System 3 (Clontech) verwendet, um die Interaktion der APC/C-
Untereinheit Cdc23 mit Rcal nachzuweisen. Dazu wurden vor die ,multiple cloning site*
(MCS) der beiden Hefe-Zwei-Hybrid-Vektoren pGADT7 (2u, Leu2) und pGBKT7 (2,
Trp1) zuerst verschiedene Einfach- und Mehrfachepitope (HA, FLAG, Myc) kloniert und
in diese Vektoren sowohl Rcal als auch Cdc23 gebracht, um sowohl AD-Rcal - BD-
Cdc23 als auch BD-Rcal - AD-Cdc23 auf Interaktion testen zu konnen. Alle Konstrukte
stehen dabei unter der Kontrolle des konstitutiven ADH1-Promotors und sind N-
terminal an die Aktivierungs- (im pGADT7-Vektor) und die DNA-Bindedomdne (im
pGBKT7-Vektor) fusioniert.

Die beiden Plasmide wurden in zwei unterschiedliche Hefestimme transformiert,
pGADT7-Vektoren in den Mat a-Stamm AH109, pGBKT7-Vektoren in den Mat a-Stamm
Y187. Als Positivkontrolle diente eine Hefekreuzung beider Stimme mit den Vektoren
pGADT7-T und pGBKT7-p53, als Negativkontrolle pGADT7-Lam mit pGBKT7-p53. Um
eine Autoaktivierung ausschliefien zu konnen, wurden aufierdem jeweils die Aus-

gangsvektoren (Leervektoren) mit dem Gegenvektor kombiniert (5.10.1 und 5.10.5).
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4.2.4.1 X-Gal-Reaktions-Nachweis

Um die Interaktion zwischen zwei Proteinen im X-Gal-Platten-Assay nachweisen zu
konnen, macht man sich den Umstand zunutze, dass beide Stimme AD109 und Y187
unter GAL1 (URA3::GAL1IUAS-GAL1TATA-lacZ) bzw. MEL1 (URA3::MEL1UAS-MEL1 TATA-
lacZ) Promotorkontrolle lacZ herstellt. Dies geschieht allerdings nur, wenn der Tran-
skriptionsfaktor GAL4 an die UAS bindet. Damit GAL4 binden kann, miissen die beiden
Fusionsproteine mit der Aktivator- (pGADT7) und der Bindedomane (pGBKT?7) jedoch
miteinander interagieren.

Durch die Verwendung der chromogenen Substanz X-Gal (5-Brom-4-chlor-3-indoxyl--
D-galactopyranosid) kann die Expression von [-Galaktosidase auf den Selektivplatten
nachgewiesen werden. Dabei spaltet das Enzym (-Galaktosidase das Substrat X-Gal zu
einem blauen Farbstoff als Abbauprodukt. Eine Blaufarbung zeigt somit eine Interaktion
der zu untersuchenden Fusionsproteine an.

Fiir den X-Gal-Farbassay wurden die haploiden Hefestimme zuerst miteinander ge-
kreuzt und auf Selektivplatten SD-Leu-Trp (Kontrollplatte ohne Galaktose) und SRG-
Leu-Trp (mit Galaktose) ausgestrichen.

Nach Inkubation der Platten bei 30 °C fiir zwei bis drei Tage wurden die SRG-His-Trp-

Platten mit 10 ml folgender Komponenten iliberschichtet:

1% Agarose 5 ml
1 M Natriumphosphat-Puffer, pH 7,0 5 ml
DMFA 600 pl
10% SDS 100 pl
X-Gal (20 mg/ml in DMFA) 75 ul

Nach einer weiteren Inkubationszeit von 24 h bei 30 °C wurden die Platten auf 4 °C

gelagert bis eine Blaufarbung eintrat.
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4.2.4.2 Wachstumstest

Fiir den Wachstumstest wurden die diploiden Hefezellen auf Selektivmedium SD-Leu-
Trp-His-Ade ausgestrichen. Dabei dienten Leucin und Tryptophan als Selektionsmarker
auf die beiden Plasmide pGADT7 und pGBKT7 und Histidin und Adenin zur Uberprii-
fung der Interaktion zwischen den Fusionsproteinen. Das Wachstum des Hefestammes
ist nur dann gewdhrleistet, wenn durch die Interaktion beider Fusionsproteine der
Transkriptionsfaktor GAL4 die Auxotrophie der beiden Ausgangsstimme AD109 und
Y187 (LYS2::GAL1UAS-GALITATA-HIS3, GAL2UAS-GAL2TATA-ADE2) komplementieren
kann.

Der Vorteil des Wachstumstests ist seine Sensitivitit gegeniiber den Farbassays. So
reicht eine geringe Interaktion beider Fusionsproteine bereits aus, um ein Wachstum zu

ermoglichen.

4.3 Arbeiten mit Drosophila melanogaster

4.3.1 Fliegenhaltung und Zucht

Die Fliegenstammsammlung wurde in mit Schaumstoffstopfen verschlossenen Futter-
rohrchen bei 18 °C aufbewahrt. Einzelne fiir Experimente benoétigte Fliegenstdimme
wurden in groflere Kollektionskiafige umgeschiittelt und zur Expansion in eine warmere

Umgebungstemperatur von 24 °C gestellt.

4.3.2 Dechorionisieren von Drosophila-Embryonen

Fiir mikroskopische Aufnahmen wurde der entsprechende Fliegenstamm in einen Kklei-
nen Kollektionskafig tiberfithrt und mit einer Apfelagarplatte verschlossen. Als Futter
diente etwas Hefe in der Mitte der Apfelagarplatte. Die Fliegen legten ihre Embryonen
auf die Apfelagarplatte ab. Anschlieflend konnten die Embryonen mittels eines Pinsels
von der Oberfliche abgesammelt werden. Je nachdem, welches Entwicklungsstadium
der Embryonen betrachtet werden sollte, wurde die Legezeit der Fliegen entsprechend
angepasst.

Die gewonnenen Embryonen wurden in einem kleinen Sieb gesammelt, in PBS-T gewa-

schen und dadurch Hefereste und Verunreinigungen entfernt. In einer Losung aus 50%
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Chlorbleiche (Klorix) wurden die Embryonen 3 Minuten dechorionisiert und im An-
schluss so lange mit Wasser gewaschen, bis kein Chlorgeruch mehr wahrnehmbar war.

Fiir Untersuchungen unter dem Mikroskop wurden die Embryonen mit einer Praparier-
nadel auf einem 4 cm langen Apfelsaftagarstreifen unter dem Binokular aufgereiht und
mit Heptankleber auf einem Deckgldschen fixiert. Um ein Austrocknen der Embryonen
zu verhindern, wurden sie mit 10 S Voltalef Ol iiberschichtet. Das Deckglaschen konnte
in eine Aussparung eines Objekttriagers eingesetzt und die Embryonen unter dem Mik-

roskop betrachtet werden.

4.3.3 Das UAS/Gal4-System

Fiir die Expression in Drosophila wurde das UAS/Gal4-System verwendet (Brand und
Perrimon, 1993). Es ermoglicht die ektopische Expression von Genen zu einem be-
stimmten Zeitpunkt und in einem bestimmten Gewebe. Dieses bindre System besteht
aus einer UAS- und einer Gal4-Treiberlinie. In der Gal4-Linie wird der hefespezifische
Transkriptionsfaktor Gal4 unter der Kontrolle eines Fliegenpromotors exprimiert. Die
UAS-Linie enthalt die ,upstream activator sequence” (UAS) des Gal4-Genes mit einem
basalen Promotor, hinter den das zu exprimierende Konstrukt kloniert wird. Die Ex-
pression dieser Konstrukte erfolgt durch die Kreuzung einer Gal4-Linie mit einer UAS-
Linie. Der modulare Aufbau des UAS/Gal4-Systems hat den Vorteil, dass durch die Ver-
wendung verschiedener Promotoren in den Gal4-Linien, das zu untersuchende Protein

zu unterschiedlichen Zeiten oder gewebespezifisch exprimiert werden kann.

4.4 Genetische und molekularbiologische Methoden

4.4.1 Plasmidpraparation aus Escherichia coli (E. coli)

4.4.1.1 Plasmidschnellisolierung

Besonders geeignet ist diese Methode zur Uberpriifung einer gréferen Anzahl an Pro-
ben, da Plasmide mit hoher Kopienzahl schnell aus E. coli isoliert werden kénnen
(Berghammer und Auer, 1993). Jedoch eignet sich die Plasmid-DNA nicht zum Aufbe-
wahren oder Sequenzieren, da der Verunreinigungsgrad hoch ist.

2 ml einer Ubernachtkultur wurden 4 Minutenbei 13200 UpM pelletiert und in 40 pl

Easy-Prep-Puffer aufgenommen. Anschlieffend wurden die Zellen 1 Minute lang bei
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100 °C aufgekocht, 1 Minute auf Eis heruntergekiihlt und danach 15 Minutenbei
13200 UpM abzentrifugiert. Im Uberstand befand sich die Plasmid-DNA, von der 5 ul in

einem Restriktionsverdau auf Richtigkeit tiberpriift wurden.

4.4.1.2 Plasmidpraparation mit dem peqGOLD Plasmid Miniprep Kit

Fiir die Sdulenreinigung von Plasmid-DNA aus einer iiber Nacht Kultur von 50-100 ml
E. coli DH5a wurde das peqGOLD Plasmid Miniprep Kit (peqlab Biotechnologie GmbH)
verwendet. Die Plasmid-DNA wurde in 50 pl sterilem Wasser eluiert und kann bei 4 °C
aufbewahrt werden. Das Protokoll des Herstellers - ausgelegt auf 5 ml - wurde dabei

auf das grofdere Volumen von 50-100 ml angepasst.

4.4.2 Messung von Konzentration und Reinheit einer DNA-

Losung

Eine photometrische Konzentrationsbestimmung eines Plasmids ist u.a. notwendig,
wenn es zum Sequenzieren gegeben oder eine Transfektion durchgefiihrt werden soll.
Dazu wurde mit dem Spektrophotometer die Absorption der Proben bei 260 nm und
280 nm gemessen. Das Ausmaf der Absorption wird als Extinktion (E) bezeichnet. Die
Extinktion errechnet sich dabei aus dem Lambert-Beerschen Gesetz, E=ecd
(E=Extinktion; e=molarer Extinktionskoeffizient (I‘mol!-cm); c=Konzentration der
Losung (mol-1'1); d=Schichtdicke in cm). Einer Extinktion von eins entsprechen 50 pg/ml

doppelstrangiger DNA, wobei reine DNA einen Quotienten A260,280 von 1,8 besitzt.

4.4.3 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die PCR stellt eine weit verbreitete Standardmethode dar, um kleine Mengen an Matri-
zen DNA innerhalb kurzer Zeit zu amplifizieren (Mullis, et al., 1992).

Experimentell wird DNA mit Oligonukleotiden, Tag-Polymerase, freien Nukleotiden und
Puffer versetzt. Die Vervielfdltigung des Templates erfolgt in drei Schritten: Durch Er-
hitzen auf 95 °C kommt es zur Auftrennung des DNA-Doppelstranges in Einzelstrange.
Wahrend der Annealing-Phase lagern sich die spezifischen Oligonukleotide an den zu
amplifizierenden Bereich der denaturierten Einzelstrange an, um in der Elongations-
phase mithilfe des Enzyms Taq-Polymerase diese zu polymerisieren. Die Wiederholung

dieser Schritte/Zyklen fiihrt zur exponentiellen Amplifikation der DNA. Tag-Polymerase
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ist ein hitzestabiles Enzym, das aus dem hyperthermophilen Bakterium Thermus aquati-
cus isoliert wurde und dessen Temperaturoptimum bei 72 °C liegt.

Als Matrize diente isolierte genomische DNA oder Plasmid-DNA. Anwendung fand die
Polymerasekettenreaktion bei der Klonierung von Genen in Vektoren, bei der ortsspezi-

fischen Mutagenese von Rcal und als Vorstufe zur RNA-Interferenz.

4.4.3.1 PCR zur Amplifikation von DNA-Fragmenten

Diese Methode wurde praparativ eingesetzt, um in ein Plasmid-Fragment iiber entspre-
chende Forward- und Reverseprimer die passenden Restriktionsschnittstellen einzufii-
gen. Dazu wurden Oligonukleotide eingesetzt, die nach ihrer komplementdren Basense-
quenz zur korrekten Bindung an das DNA-Fragment noch eine weitere, wenige Basen-
paar lange Basensequenz enthielt, um die bend6tigte Schnittstelle einzubauen.

Fiir diese PCR wurde folgender Ansatz verwendet:

10x KOD Hot Start DNA Puffer 5ul
dNTP-Mix (2 mM) 5ul
MgS04 (25 mM) 6 ul
Primer forward (10 pmol/ul) 3ul
Primer reverse (10 pmol/ul) 3ul
KOD Hot Start DNA Polymerase (1 U/ul) 1l
DNA-Matrize (20 pmol) 1l
Steriles Wasser 26 ul

Folgendes Temperaturprofil wurde verwendet:

Denaturierung 95 °C 2 min
Denaturierung 95 °C 20s
Annealing 54 °C 20s 25 Zyklen
Extension 70 °C 50s
Restamplifikation 72 °C 10 min

Sowohl die Annealingtemperatur als auch die Amplifikationszeit wurden an die Oligo-
nukleotide, die DNA-Matrize und an die Linge des zu vervielfiltigenden Fragments

angepasst. Die eingsetzte Matrizen-DNA-L6sung hatte eine Konzentration von 20 pmol.
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4.4.3.2 Ortsspezifische Mutagenese eines Gens mittels PCR

Die hier verwendete Methode zur ortsspezifischen Mutagenese bedient sich einer spezi-
ellen linearen Amplifikation von DNA (Braman, et al., 1996). Die gewiinschte Mutation
wird durch die verwendeten Oligonukleotide von ca. 50-60 bp Linge in das Gen einge-
bracht. Das Oligonukleotidpaar ist bis auf die neu einzufiihrenden Basen homolog zu
dem Bereich der eingesetzten DNA-Matrize und bindet an die entsprechende Stelle im
Gen. Das komplette Plasmid, das nicht gréfer als 10 kb sein sollte, wird amplifiziert. Die
als Matrize in die PCR eingesetzten Plasmide wurden aus E. coli (dam*) Stimmen iso-
liert, so dass diese eine Dam-Methylierung an jedem Adenin der Sequenz GATC der DNA
besitzen, wohingegen von der KOD-Polymerase neu synthetisierte Plasmide unmethyl-
iert vorliegen. Das Restriktionsenzym Dpnl unterscheidet beim Verdau zwischen modi-
fizierter und nicht-modifizierter DNA und entfernt die methylierten, nicht-
mutagenisierten Plasmid-Strange. Die Punktmutation wurde zudem so konstruiert, dass
in diesem Bereich eine neue Restriktionsschnittstelle eingefiihrt wurde. So konnte mit-
hilfe eines Kontrollverdaus anhand eines unterschiedlichen Bandenmusters auf dem
Agarosegel liberpriift werden, ob die gewlinschte Mutation eingefiihrt worden ist. Um
weitere durch die KOD-Polymerase zufillig eingefiihrte Mutationen ausschlieflen zu
koénnen, wurden die positiv getesteten Punktmutanten sequenziert (4.4.10).

In dieser Arbeit wurde die Methode eingesetzt, um verschiedene, hoch konservierte

Aminosduren im Rcal-Gen gezielt zu verdndern.

Fiir diese PCR wurde folgender Ansatz verwendet:

10x KOD Hot Start DNA Puffer 5ul
dNTP-Mix (2 mM) 5ul
MgS04 (25 mM) 2l
Primer forward (10 pmol/ul) 5ul
Primer reverse (10 pmol/ul) 5ul
KOD Hot Start DNA Polymerase (1 U/ul) 1l
DNA-Matrize 0,5 ul

Steriles Wasser 26,5 ul



Methoden |171

Folgendes Temperaturprofil wurde verwendet:

Denaturierung 95 °C 4 min
Denaturierung 95 °C 1 min
Annealing 58 °C 1 min 15 Zyklen
Elongation 72 °C 6 min
Restamplifikation 72 °C 5 min

4.4.4 Restriktionsverdau von DNA

Beim Restriktionsverdau, dem Hydrolysieren von DNA an definierter Stelle, kommen
sogenannte Restriktionsendonukleasen zum Einsatz. Alle verwendeten Enzyme und die
dazugehorigen Restriktionspuffer wurden von den Firmen NEB und Fermentas bezo-
gen. Enzymatische Verdaue wurden geméafd den Angaben des Herstellers durchgefiihrt,
wobei sich die Bedingungen je nach verwendetem Enzym in Temperatur, Puffer, Inku-

bationszeit und BSA-Zugabe unterschieden.

Folgender Standard-Restriktionsansatz wurde meistens verwendet:

DNA 0,5-1 pg
10x Restriktionspuffer 2ul
Restriktionsenzym je5-10 U
Steriles Wasser ad to 20 ul

4.4.5 Dephosphorylierung

Bei manchen Klonierungen war es notwendig, die 5‘ Phosphatgruppe der Desoxyribose
an den Vektorenden zu entfernen, um eine Religation zu verhindern. Dazu wurde 2 pl
des 10x Reaktionspuffers und 1 pl der Shrimp Alkaline Dephosphatase (NEB) zum Reak-

tionsmix hinzugeben und bei 37 °C fiir 30 Minuteninkubiert.

4.4.6 Gelelektrophorese von DNA

Sowohl die analytische als auch die praparative Auftrennung von DNA erfolgte mittels
Agarose-Gelelektrophorese. Diese Methode wurde auflerdem zur Uberpriifung der

Reinheit sowie zur Identifizierung und Trennung von Restriktions- und PCR-
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Fragmenten angewendet. Die Wanderungsgeschwindigkeit eines DNA-Fragments im
elektrischen Feld hangt von seiner Grof3e ab (Ausubel, et al., 2005). Daher ist es moglich,
DNA-Fragmente in einem Agarosegel der Grof3e nach aufzutrennen. Unter elektophore-
tischen Bedingungen ist das Phosphatriickgrat der Nukleinsduren ionisiert. Somit liegen
die Poly(desoxy)nukleotide als Polyanionen vor und bewegen sich von Kathode zu
Anode (Sambrook, et al., 1989). Die interkalierende Substanz Ethidiumbromid (EtBr)
lagert sich zwischen die Basen der Nukleinsdure an. Nach Anregung des EtBr durch UV-
Licht kann die DNA indirekt sichtbar gemacht werden.

Je nach Grofie der zu analysierenden Fragmente wurden zwischen 0,7-2,5%ige Agaro-
segele verwendet. Dazu wurde die entsprechende Agarose-Menge in 1x TAE-Puffer
aufgekocht, nach kurzem Abkiihlen mit 0,2 pg/ml Ethidiumbromid versetzt und in die
Gelapparatur gegossen. Das ausgehdrtete Gel wurde in die Elektrophoresekammer
eingesetzt. Die aufzutrennenden DNA-Proben wurden mit 10x Ladepuffer versetzt und
in die Geltaschen gefiillt. Zur Grofdenbestimmung der DNA-Fragmente wurde als Gro-
Benstandard der 1 kb Gene Ruler DNA Ladder Mix (Fermentas) mit aufgetragen. Die
Auftrennung der DNA erfolgte in 1x TAE-Puffer bei 80 Volt und einer Laufzeit von 45-
80 min.

Die DNA Banden wurden anschlief3end unter UV-Licht sichtbar gemacht und mithilfe
eines Thermoprinters ausgedruckt bzw. fiir eine exakte Konzentrationsabschitzung als

Datei gespeichert und mit Image] ausgewertet.

4.4.7 Aufreinigung von DNA-Fragmenten

4.4.7.1 DNA-Extraktion aus Agarosegelen

Weist ein aufgetrenntes PCR-Produkt Mehrfach-Banden auf, weil die verwendeten
Oligonukleotide unspezifische DNA amplifiziert haben, oder will man eine bestimmte
Bande nach einem Restriktionsverdau gewinnen, kénnen die korrekten DNA-Banden
auf dem Gel identifiziert, ausgeschnitten, extrahiert und aufgereinigt werden. Dies er-
folgte mit dem Agarose Gel Extraktions Kit (Qiagen) und wurde wie im Handbuch be-

schrieben durchgefiihrt. Die Eluation der DNA erfolgte in 30-50 pl sterilem Wasser.
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4.4.7.2 Aufreinigen von DNA-Fragmenten

Sofern die analytische Auftrennung eines PCR-Produktes nur eine spezifische Bande
und ansonsten nur unspezifische, kurzkettige Oligonukleotide aufwies, wurden letztere
mit dem QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen) enfernt und die gewlinschte Bande
aufgereinigt. Ebenso fand das Kit Anwendung, wenn Enzyme und kurzkettige Nukleoti-
de nach einem Restriktionsverdau entfernt werden mussten. Dabei wurde gemaf den

Angaben des Herstellers verfahren.

4.4.8 Ligation

Mit der Ligation konnen zuvor unabhingig geschnitte DNA-Fragmente mit einheitlicher
Schnittstelle mithilfe des Ligase-Enzyms wieder zusammengefiligt werden. Die Ligation
wurde in einem Volumen von 20 pl durchgefiihrt. Ein molares Verhaltnis von 6:1 (In-
sert/Vektor) wurde in der Reaktion zusammen mit 2 pl 10x Ligasepuffer und 1 pl T4-
Ligase (1 U/ul) eingesetzt, mit sterilem Wasser auf 20 ul aufgefiillt und liber Nacht bei

Raumtemperatur inkubiert.

4.4.9 Transformation mittels Elektroporation

100 pl elektrokompetente DH5a-Zellen wurden auf Eis aufgetaut, mit 100 pl sterilem
Wasser verdiinnt und je nach Konzentration der Plasmid-DNA, mit 0,1-2 pl Plasmid-
DNA versetzt. Die Suspension wurde in eine vorgekiihlte, UV-gelinkte Elektroporations-
kiivette luftblasenfrei iiberfiihrt. Die Elektroporation erfolgte unter folgenden Parame-
tern: Feldstarke 12,5 kV/cm, Widerstand 200 (), Kapazitat 25 pF und Kondensatorspan-
nung 2,5 kV. Nach dem Stromimpuls wurden die Zellen unverziiglich in 1 ml und 37 °C
vorgewdrmtes SOC-Medium iiberfiihrt und fiir 1-2 h zur phinotypischen Expression des
Antibiotikaresistenz-Gens bei 37 °C gerollert. Anschlieflend wurden je nach Art des
transformierten Plasmides zwischen 5 und 300 ul der Zellen auf Selektiv-Platten mit

entsprechendem Antibiotikum ausplattiert und tiber Nacht bei 37 °C inkubiert.
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4.4.10 Sequenzierung

Fiir die Verifizierung von klonierten Plasmiden wurde Plasmid-DNA zur Sequenzierung
zu Seqlab nach Gottingen geschickt. Die Proben fiir die Sequenzierung hatten ein Endvo-
lumen von 7 pl mit einer DNA-Endkonzentration zwischen 600-700 ng und 20 pM des
Sequenzierprimers. Die per E-Mail als Elektropherogramm oder reine Auflistung der
Basenabfolge erhaltenen separaten Sequenzen der Forward- und/oder Reversesequen-
zierung wurden mit dem Programm Align X von Vector NTI zusammengefiigt, tiberpriift

und ausgewertet.

4.4.11 RNA-Interferenz (RNAIi)

Die Synthese doppelstrangiger Ribonukleinsduren und deren Einsatz in der Zellkultur
von Drosophila melanogaster basiert auf der Methode von Clemens (Clemens, et al,
2000). Verschiedene kodierende DNA-Fragmente, deren endogene mRNAs durch RNA
interference degradiert werden sollen, wurden durch die Polymerase-Ketten-Reaktion
amplifiziert.

Zu diesem Zweck wurden Plasmide erstellt, bei denen auf jedem Strang die entspre-
chende DNA Sequenz von einem T7-Promotor flankiert wurde. Dieser Promotor stellt
die spezifische Bindestelle fiir die DNA abhdngige T7-RNA-Polymerase dar, wodurch es
moglich war in vitro jeweils eine einzelstrangige RNA-Sequenz in sense- und antisense
Richtung aus der DNA-Sequenz herzustellen. Zur Effizienzsteigerung der Transkription
wurde vorab die spezifische DNA-Sequenz inklusive der beiden T7-Promotoren mittels
PCR-Reaktion amplifiziert (4.4.3.1) und erst im zweiten Schritt die Transkription nach

folgendem Ansatz durchgefiihrt:

PCR-Produkt 20 pul
5x Ultimate Puffer 10 ul
NTP-Mix 5ul
RNase Inhibitor 1,5 ul
T7-RNA-Polymerase 1,5 ul
H.0 ad to 50 ul

Die Transkription erfolgte bei 42 °C fiir 4-8 h.
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4.5 Proteinanalytische Methoden

4.5.1 Herstellung von Proteinlysaten aus Hefezellen

Proteinextrake wurden durch mechanischen Aufschluss der Hefezellen mittels Glas-
perlen hergestellt. Hierfir wurden aus einer logarithmisch wachsenden Ubernacht-
kultur 10-15 OD Zellen geerntet und fiir 2 Minuten bei 2000 UpM abzentrifugiert, in
1 ml kaltem Wasser gewaschen und nochmals zentrifugiert. Das Pellet wurde je nach
Menge in 150-300 pl Puffer 3 resuspendiert, in ein Schraubdeckel-Gefafs mit vorgeleg-
ten Glasperlen (0,3 g) tberfiihrt und auf Trockeneis schockgefroren. Um Proteasen zu
unterdriicken, wurden die Proben fiir den Zellaufschluss auf Eis aufgetaut und in der
Retschmiihle im Kiihlraum bei maximaler Frequenz fiir 5 Minuten mechanisch aufge-
schlossen. Um Zellfragmente von den Proteinen abzutrennen, wurde bei 13200 UpM fiir
3 Minuten in der Kiihlzentrifuge zentrifugiert. 30 pl des Uberstandes wurden mit

2x Lammli-Auftragspuffer versetzt und 5 Minuten bei 100 °C gekocht.

4.5.2 Proteinkonzentrationsbestimmung nach Bradford

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration wurden 5 pl des Lysat Uberstandes zur
Proteinbestimmung 1:1000 mit Wasser verdiinnt und mit 500 pl Bradford-Reagenz
versetzt. Nach einer Inkubationszeit von 5 Minuten wurde im Photometer die ODsos
bestimmt. Als Referenz diente eine Probe mit 500 ul Wasser und 500 ul Bradford-
Reagenz. Die Bestimmung der relativen Proteinkonzentrationen war fiir eine gleichma-

RBige Beladung des SDS-Gels notig.

4.5.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Mithilfe der SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese konnen Proteine im elektrischen
Feld ihrer Grofde nach aufgetrennt werden (Ausubel, et al,, 2005). Durch das Detergenz
SDS und das reduzierende B-Mercaptoethanol werden die Proteine denaturiert. Dabei
lagert sich das negativ geladene SDS an die Proteine an und sorgt dafiir, dass diese un-
abhéangig ihrer Eigenladung im elektrischen Feld zur Anode wandern. Je nach Dichte des
Polyacrylnetzwerkes und ihrer Grofie werden die Proteine unterschiedlich stark zu-
ruckgehalten. Ein Polyacrylamidgel besteht aus zwei unterschiedlichen Schichten, dem

Sammel- und dem Trenngel, die sich hinsichtlich der Polyacrylamidkonzentration, der
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Ionenstirke und des pH-Wertes unterscheiden. Gemaf3 seines Namens werden im grof3-
porigen Sammelgel alle Proteine in einer engen Bande aufkonzentriert und erst im
engmaschigeren Trenngel ihrer Grofde nach aufgetrennt. Je hoher der prozentuale Anteil
an Polyacrylamid im Trenngel ist, desto besser ist die Auftrennung im niedrig-
molekularen Bereich.

Es wurden 1,5 mm dicke Gele gegossen und je nach Proteingréfie Trenngele von 8-16%
Polyacrylamid verwendet. Durch die Konzentrationsbestimmung nach Bradford bzw.
der Zellzahlbestimmung anhand der Durchflusszytometrie (4.10), konnten die Probeta-
schen neben einem Proteinmarker immer mit einer dquivalenten Menge an Protein
beladen werden. Die anschlief3ende Gelelektrophorese wurde bei konstanter Spannung
von 200 V durchgefiihrt und das Trenngel im Anschluss fiir eine Western-Analyse wei-

ter verwendet.

4.5.4 Farbung mit Coomassie

In einigen Fallen wurden die Proteine nach dem Gellauf direkt im Gel durch Farbung mit
Coomassie nachgewiesen. Coomassie ist ein Triphenylmethanfarbstoff, der Proteine
unspezifisch anfarbt.

Das Gel wurde fiir 10 Minuten in der Coomassie Farbelosung inkubiert und konnte in
Wasser wieder langsam entfirbt werden. Das Wasser wurde so lange alle 5 Minuten

gewechselt, bis die Proteinbanden gut sichtbar waren.

4.5.5 Western-Blot und immunologischer Nachweis von

Proteinen

Die Western-Blot-Analyse dient dazu, Proteine spezifisch in Bezug auf die Auftrennung
und Lokalisation im Acrylamidgel nachzuweisen. Dabei wurden die in der SDS-PAGE
aufgetrennten Proteine auf eine Nitrocellulose-Membran transferiert. Flir den Transfer
der Proteine wurde ein im Transferpuffer getranktes Whatman GB005 Papier auf eine
Graphitelektrode der Elektroblot-Apparatur gelegt. Darauf wurde die Nitrozellulose-
Membran, das Gel und abschlief3end ein ebenso in Transferpuffer getranktes Whatman
GBO0O05 Papier luftblasenfrei geschichtet und die Apparatur mit der zweiten Elektrode
verschlossen. Der Transfer wurde bei einer konstanten Stromstéarke von 1,5 mA pro cm?
fiir 1,5 h durchgefiihrt. Der Nachweis der an die Membran gebundenen Proteine erfolgte

liber spezifische Antikorper.
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Fiir die Detektion wurde die Membran in 5% Milchpulver, PBS/ 0,1% Tween 20 und
0,01% Natriumazid (PBS-T) 30 Minuten lang zur Absattigung unspezifischer Bindestel-
len geblockt. Um den Proteintransfer und die gleichmafiige Beladung der Proben zu
tiberpriifen, gibt es an dieser Stelle die Moglichkeit, die Proteinbanden auf der Membran
mit Ponceau S anzufarben und zu dokumentieren. In einem angeschlossenen Wasch-
schritt mit 5% Milchpulver in PBS-T lasst sich die Membran wieder entfarben.

Die Inkubation mit dem primdren Antikorper fand zumeist iiber Nacht bei 4 °C mindes-
tens jedoch iiber 2 h mit 5% Milchpulver in PBS-T statt. Danach erfolgte zunachst ein
dreimaliger Waschschritt der Membran mit je 10 ml PBS-T fiir 5 Minuten unter
Schwenken bei Raumtemperatur, bevor mit dem sekundiren Antikérper - ebenfalls
wieder in 7 ml 5% Milchpulver in PBS-T - fiir zwei Stunden inkubiert wurde. Abschlie-
Bend wurden ungebundene Antikoérper durch kurzes, dreimaliges Waschen in 10 ml
PBS-T entfernt. Der spezifische Nachweis von Proteinen erfolgte mit dem Odyssey Infra-

red Imaging System.

4.5.6 Farbung mit Ponceau S

Ponceau S ist ein roter Azofarbstoff, der an die positiv geladenen Aminogruppen der
Proteine bindet und somit eine Moglichkeit darstellt, eine gleichmafdige Beladung bzw.
den Proteintransfer auf die Membran zu iiberpriifen.

Die Membran wurde fiir 10 Minuten in Ponceau S gefarbt und im Anschluss mit Wasser
entfarbt, bis die Proteinbanden gegeniiber dem Hintergrund sichtbar wurden. Ein lan-

geres Waschen entfernte das Ponceau S wieder vollstandig.

4.6 Ubiquitinylierungsassay

Fiir einen Ubiquitinylierungsassay mit dem Drosophila-APC/C werden mehrere Kompo-
nenten benotigt. Neben den Enzymen E1, E2, E3 (APC/C), das Substrat, sowie Ubiquitin,
ATP und die Aktivatoren (1.4).

Die beiden Substrate Geminin und CyclinB wurden durch in vitro-Translation in Reti-
kulozytenlysat (4.6.1) hergestellt. Geminin wurde desweiteren ebenfalls durch Uberex-
pression in Bakterien gewonnen (4.7.1). Als Aktivator des APC/C wurde das Protein Fzr
in vitro translatiert. Um in Zukunft nicht mehr auf das Retikulozytenlysat angewiesen zu
sein, wurde in einem weiterfithrenden Schritt begonnen, FLAG-Fzr in Sf-21 Zellen mit-

hilfe des Baculovirus aufzureinigen (4.7.2). Der APC/C wurde durch Immunprazipitati-
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on aus transgenen GFP-Cdc16 bzw. GFP-Cdc27 Fliegen gewonnen (4.6.2), ein Drosophi-
la-Embryonenextrakt zugegeben oder das Retikulozytenlysat als Quelle flir Ubiquitin-
ligasen verwendet. Das humane E1-Enzym, sowie das humane E2-Enzym UbcH5 wur-
den kauflich erworben (Enzo), das Drosophila-spezifische E1-Enzym Ubal sowie die E2-
Enzyme Effete und Vihar durch Uberexpression in E. coli aufgereinigt. Ubiquitin wurde
entweder ohne Epitopmarkierung oder mit einem FLAG-Epitop eingesetzt und wurde
kauflich bezogen (Enzo, Biomol).

Fiir die Etablierung des Ubiquitinylierungsassays wurden je nach Fragestellung unter-
schiedliche Ansatze pipettiert. Nach Zugabe aller Komponenten wurde zu der Probe mit
dem Zeitwert 0 Minuten direkt 1:1 4x LSB zugegeben und eingefroren. Die restlichen
Proben wurden fiir 60 Minuten bei 30 °C inkubiert und die Reaktion nach der vorgege-
benen Zeit ebenfalls durch 4x LSB gestoppt. Alle Proben wurden fiir 5 Minuten aufge-

kocht und bis zur Analyse im Western-Blot eingefroren.

4.6.1 in vitro-Translation

Die zellfreie Genexpression stellt eine moderne Methode der Proteinsynthese dar und
wird zumeist angewendet, wenn eukaryotische Proteine zu ihrer Reifung einen kompli-
zierten Faltungsprozess und/oder posttranslationelle Modifizierungen durchlaufen
miissen, die in prokaryotischen zelluliren Systemen, wie zum Beispiel bei der Uberex-
pression in E. coli, nicht méglich sind und zu einem fehlgefalteten, inaktiven oder insta-
bilen Protein fithren wiirden.

Die Expression in vitro, ausgehend von einem DNA-Plasmid, wurde in zwei Schritten
durchgefiihrt. Im ersten Schritt erfolgte die Transkription in vitro, gefolgt von der Trans-
lation der erhaltenen mRNA. Zur Uberpriifung der hergestellten Proteine dienten Epito-
pe am N- oder C-Terminus, wodurch sie mittels SDS-PAGE, Western-Blot und Antikor-

pernachweis detektiert werden konnten.

4.6.1.1 Linearisieren von Plasmiden

Vor der in vitro-Translation wurden die verwendeten Plasmide mit einem geeigneten
Restriktionsenzym kurz nach der kodierenden Region des gewiinschten Proteins linea-
risiert. Falls auf den Plasmiden nach der kodierenden Region eine 3'UTR (,untranslated
region“) des Gens oder vom Xenopus 3-Globin-Gen vorhanden war, wurde eine Schnitt-

stelle nach dieser Sequenz gesucht. Die Linearisierung gewdahrleistete eine definierte
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Lange der entstehenden RNA, da nur die gewiinschten Teile des Plasmids transkribiert
wurden. Der Verdau erfolgte mit 2 pg DNA in einem 20 pl Ansatz (4.4.4). Anschlief3end

wurden 2 pl auf ein Gel aufgetragen und die erfolgte Linearisierung kontrolliert.

4.6.1.2 in vitro-TransKkription

Bei der in vitro-Transkription wird mithilfe einer viralen RNA-Polymerasen RNA synthe-
tisiert. Die Transkription erfolgte hierbei von Plasmiden, die den entsprechenden vira-
len Promotor vor der kodierenden Region der gewiinschten Proteine enthielten. In

dieser Arbeit kamen Plasmide mit T7- oder SP6-Promotoren zum Einsatz.

Folgender Transkriptionsansatz wurde verwendet:

400 ng linearisierte Plasmid-DNA 4 ul
5x Transkriptionspuffer 0,8 ul
10 mM NTP-Mix 0,8 ul
RNA-Polymerase (SP6 oder T7) 0,5 ul
RNase-Inhibitor 0,5ul
H20 ad to 20 ul

Der Ansatz wurde 4 h bei 42 °C (T7) bzw. 37 °C (SP6) inkubiert.
Das Transkriptionsergebnis wurde auf einem 1%igen Agarosegel tberpriift. Hierfiir

wurden 2,5 pl mit 1 pl 10x Auftragspuffer versetzt, auf 10 pl mit H20 verdiinnt und

zusammen mit einem DNA-Standard auf das Gel aufgetragen.
Der Arbeitsplatz und die Pipetten wurden vorher stets mit 1% SDS gereinigt und Filter-

spitzen, RNase-freie Reaktionsgefafie sowie RNase-freies Wasser (Biopak) verwendet.

4.6.1.3 in vitro-Translation

Fiir die Herstellung von Proteinen aus RNA werden zumeist Zelllysate verwendet. Diese
enthalten alle notigen Komponenten fiir die Translation. Es erfolgt nur noch die Zugabe
der entsprechenden RNA, diverser Aminosduren, sowie von RNase-Inhibitoren, um den
Abbau der zugegebenen RNA zu verhindern.

In dieser Arbeit wurde mit einem Kaninchen-Retikulozytenlysat (Promega) gearbeitet,

in dem die endogene RNA entfernt wurde. Zusatzlich wurden ein Energieregenerations-
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system bestehend aus Phosphokreatinen und Phosphokreatinkinase sowie eine Mi-

schung aus tRNAs hinzugefiigt.

Translationsansatz:
Rabbit Retikulozytenlysat 14 ul
Aminosauremix 1 mM 0,4 ul
RNase-Inhibitor 1 mM 0,4 ul
RNA 1,25 pl
H20 ad to 20 ul

Je nach Bedarf wurde ein Mehrfachansatz mit bis zu 100 ul Gesamtvolumen in einem
PCR Reaktionsgefafd angesetzt und fiir 90 Minuten bei 30 °C inkubiert. Ein Teil des
Ansatzes wurde im Anschluss mit 4x LSB-Puffer versetzt und im Western-Blot liber-

priift.

4.6.2 Immunprazipitation

Bei der Immunprézipitation handelt es sich um eine Affinitdtschromatographie, bei der
ein Antikorper, der kovalent an eine Gelmatrix gebunden ist, das fiir ihn spezifische
Antigen, z.B. ein Protein, bindet. Hierfiir konnen Proteine eines Gesamtproteinextraktes
aus Kulturzellen oder Fliegen genauso verwendet werden wie in vitro synthetisierte
Proteine. Die gebundenen Proteine konnen durch bestimmte Wasch- und Elutionsbe-
dingungen gereinigt werden. Um die Interaktion von Proteinen in vitro zu untersuchen,
wird eine Sonderform der Immunprazipitation, die Co-Immunpréazipitation durchge-
fiihrt, bei der nicht nur das an den Antikorper gebundene Protein, sondern auch dessen
Bindungspartner nachgewiesen bzw. co-prazipitiert werden konnen. Aufgrund dieser
Eigenschaft eignet sich die Inmunprazipitation zur Isolierung ganzer Proteinkomplexe.

In dieser Arbeit wurde versucht, den APC/C aus den beiden transgenen Fliegenstimmen
430 (poly-Ub-GFP-Cdc16) und 431 (poly-Ub-GFP-Cdc27) zu prazipitieren. Als Negativ-
kontrolle wurde die Immunpréazipitation mit dem w- Stamm durchgefiihrt. Die Stdimme
wurden in Kollektionskiafigen expandiert und bis zur Verwendung bei -70 °C aufbe-
wahrt. Fiir die Immunprazipitation wurden ca. 200 tiefgefrorene Fliegen unter Zugabe
von 1 ml IP-Puffer so lange in einem Glashomogenisator homogenisiert, bis keine intak-
ten Fliegen mehr erkennbar waren. Das Homogenisat wurde bei 4 °C und 4000 UpM fiir

4 Minuten zentrifugiert und die Proteinschicht (durch die Zentrifugation entstanden
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drei Schichten; eine obere Fettschicht, eine mittlere Proteinlosung und eine untere
Schicht mit Zellresten) in ein neues Gefaf} iiberfiihrt. In einem anschlieffenden Sonifizie-
rungsschritt auf Eis (5x 10 Sekunden mit 20% Intensitdt) wurden die verbliebenen,
noch unaufgeschlossenen Zellen lysiert und nach Zentrifugation die Proteinschicht in
ein neues Reaktionsgefafd liberfiihrt. Zu der Proteinschicht wurde 30 pul praabsorbierter
GFP-Antikorper gegeben und fiir 30 Minuten auf einem Roller bei 4 °C inkubiert. Nun
wurden die dquilibrierten ProteinG-Sepharose-Beads hinzugegeben und fiir weitere 2 h
auf einem Roller inkubiert. Nach der Inkubation wurde zweimal mit IP-Puffer gewa-
schen und samtliche Fliissigkeit mithilfe einer Hammiltonspritze mit einer 27 G-Kantile
vollstindig abgenommen. Fiir den in vitro-Ubiquitinylierungsassay wurden die Beads

dann in den Ansatz eingebracht.

4.6.3 Inaktivierung von Retikulozytenlysat durch NEM

Um Ubiquitin-Ligasen im Retikulozytenlysat zu inaktivieren, wurde das Retik-Lysat
nach der in vitro-Translation eines Zielproteins durch Zugabe von 10 mM N-
Ethylmaleinimid (NEM) fiir 10 Minuten bei Raumtemperatur behandelt. Dabei bildet
NEM eine kovalente Thioesterbindung mit Sulfhydrylgruppen aus und reduziert unter
anderem die Cysteine der Ubiquitin-iibertragenden Enzyme. Die Verlangerung der
Ubiquitinketten durch Ubiquitin-Ligasen wird dadurch dauerhaft blockiert. Um wiede-
rum den Uberschuss an NEM zu inaktivieren wurde Dithiothreitol (DTT) in einer End-
konzentration von 25 mM zugesetzt und fiir weitere 10 Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert (Enquist-Newman, et al.,, 2008). Das inaktivierte Retikulozytenlysat wurde so

in den Ubiquitinylierungsassay eingesetzt.

4.6.4 Ubiquitin-E2 Aktivititsassay

Der Ubiquitin-E2 Aktivititsassay dient der Uberpriifung einzelner Komponenten des
Ubiquitin-Abbau-Weges auf ihre Aktivitit. Dazu werden E1-Enzym, E2-Enzym und
FLAG-Ubiquitin nach folgendem Ansatz in einem geeigneten Puffersystem miteinander
vermischt. Die Mengenangaben entsprechen dabei den eingesetzten Mengen der gekauf-
ten Produkte (E1, UbcH5, FLAG-Ubiquitin), da die selbst aufgereinigten Proteine noch zu

viel unspezifisches Protein enthalten und keine Konzentrationsbestimmung maglich ist.
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E1-Enzym 1,5 ul (2 pg)
E2-Enzym 1,0 ul (2 pg)
FLAG-Ubiquitin 2,0 ul (6,5 pg)
10xThioesterpuffer 2,0 ul

H20 ad to20ul

Die Ansitze wurden fiir 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert, wahrend der das
FLAG-Ubiquitin an das E1-Enzym bindet und es an das E2-Enzym weitergibt. Durch
Zugabe von 20 pl nicht reduzierendem SDS-Sample-Puffer wird die Reaktion gestoppt,
ohne dass die Thioesterbindung zwischen dem Ubiquitin und dem E1- bzw- dem E2-
Enzym zerstort wird. 15 pl von dieser Probe werden entnommen, in einem neuen Eppi
mit 0,8 pl 1M DTT versetzt und fiir 5 Minuten aufgekocht. Durch diesen Hitzeschritt
wird die Thioesterbindung zwischen E1- bzw. E2-Enzym und dem FLAG-Ubiquitin wie-
der reduziert.

Die restlichen 25 pl der nicht reduzierten Probe werden bei 30 °C fiir 15 Minuten inku-
biert und anschlief}end von beiden Ansitzen jeweils 15 pl auf eine SDS-PAGE aufgetra-
gen.

Bei aktivem E1- und E2-Enzym sollte im Westerblot mit einem FLAG-Antikérper das
FLAG-Ubiquitin am E1- bzw. am E2-Enzym gebunden haben und zu detektieren sein,
wahrend bei der reduzierten Probe die Thioesterbindung zwischen FLAG-Ubiquitin und

den beiden Enzymen zumindest grofdtenteils wieder verlorengegangen sein sollte.

4.7 Proteinbiochemische Methoden

4.7.1 Expression rekombinanter Proteine in E. coli

Mithilfe des pET-Expressionssystems (Novagen; 5.10.1) konnen Proteine im bakteriel-
len System synthetisiert und anschlief3end aufgereinigt werden.

Das pET-Expressonssystem ist speziell fiir eine optimierte Uberexpression rekombinan-
ter Plasmide in E. coli konzipiert worden. Vor der Klonierungsstelle des Zielgens befin-
det sich ein starker T7-Promotor, der nahezu samtliche Resourcen der Zelle auf die
Expression des entsprechenden Zielgens verwendet. Erst durch Zugabe von Isopropyl-
D-thiogalactopyranosid (IPTG) wird die bis dahin inaktive Transkription induziert,

wodurch auch toxische Proteine exprimiert werden kénnen.
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Die Expression hingt zudem auch vom verwendeten Bakterienstamm ab. In dieser
Arbeit wurde mit dem E. coli-Stamm BL21-CodonPlus (DE3)-Rosetta (NEB) gearbeitet.
In diesem Stamm wurden die Gene der meisten Proteasen deletiert, so dass durch einen
verminderten proteolytischen Abbau des rekombinanten Proteins eine verbesserte
Proteinstabilitit gewdahrleistet wird. Die Produktion heterologer Proteine in E. coli
hingt unter anderem auch von der Abundanz bestimmter tRNAs ab. Fiir bestimmte
Basentripletts besitzt E. coli verhdltnismafdig wenige tRNA-Molekiile, wodurch es bei
hohen Expressionsraten zu einem Translationsabbruch oder dem Einbau falscher Ami-
nosduren in die wachsende Peptidkette kommen kann. Durch Einfiihrung zuséatzlicher
tRNAs codierender Gene wurde eine hohe Expressionsrate heterologer Gene in E. coli
gewdhrleistet.

Der E. coli Stamm wurde mit dem entsprechenden pET21 Vektor transformiert (4.4.9)
und auf LB-Agarplatten mit den notwendigen Antibiotikaresistenzen ausgestrichen.
Nach einer tiber Nacht Inkubation bei 37 °C konnten Einzelkolonien auf die Produktion

von rekombinanten Proteinen hin analysiert werden.

4.7.1.1 Testexpression im analytischen Maf3stab

Um zu Uberpriifen, ob sich die klonierten Gene iiberexprimieren lassen und in welcher
Fraktion des Zellextraktes sich das Protein befindet, wurde eine Probeexpression durch-
geflihrt. Hierbei wurde ein Ansatz von 20 ml LB-Medium mit entsprechenden Antibioti-
ka versetzt, aus einer frischen tiber Nacht Kultur einer Einzelkolonie auf eine ODgoo von
0,1 angeimpft und bei 37 °C mit 200 UpM geschiittelt. Bei einer ODgoo von 0,4-0,6 wurde
der Ansatz auf vier Ansatze 4 5 ml aufgeteilt, drei der Kulturen mit 0,5 mM IPTG indu-
ziert und bei 18 °C, 25 °C und 37 °C die Uberexpression gestartet, wiahrend die vierte
Probe uninduziert blieb und ebenfalls bei 37 °C kultiviert wurde. Nach Inkubation fiir
4 h bzw. iiber Nacht wurden jeweils 4 ml Aliquots der Zellen abgenommen und die
16slichen (= Uberstand U) bzw. unléslichen (= Pellet P) Proteinfraktionen nach folgen-

dem Schema getrennt und analysiert:
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Entnahme von 4 ml Zellsuspension

Zentrifugation (13.200 rpm, 1 min, RT)

Resuspension in 1 ml Aufschlusspuffer *

Sonifizieren (5x 10 s, Amplitude 20 %, 10 s Pause, auf Eis)
Zentrifugation (13.200 rpm, 1 min, auf Eis)

OB

Pellet Uberstand

Resuspension von Pellet in 1 ml Aufschlusspuffer *
Uberfuhren von 30 pl in neues Reaktionsgefilt
Zugabe von 10 pl 4x LSB

Inkubation fiir 5 min bei 100 °C

Auftragung von 5 pl auf SDS-PAGE-Gel

30 uyl in neues Reaktionsgefal, Rest verwerfen
Zugabe von 10 pl 4x LSB

Inkubation fir 5 min bei 100 °C

Auftragung von 5 ul auf SDS-PAGE-Cel

DU N -
RN -

Abb. 4.2: Schematische Darstellung des Vorgehens einer Testexpression

Das Protokoll wurde mit allen vier Proben parallel durchgefiihrt und im Anschluss auf eine SDS-
PAGE aufgetragen.

Die Uberexpression wurde anhand einer Coomassiefarbung tberpriift.

* Aufschlusspuffer (Puffer A): 20 mM HEPES (pH 7,7), 500 mM NacCl, 10 mM -Mercaptoethanol

4.7.1.2 Expression von Proteinen im praparativen Mafdstab

Zur Aufreinigung der Proteine in groflem Mafistab wurden insgesamt 21LB-
Kulturmedium auf zwei 3 1 Glaskolben verteilt und mit den entsprechenden Antibiotika
versetzt. Beide Ansidtze wurden mit einer frischen Vorkultur aus einer Einzelkolonie auf

eine OD,,, von 0,1 angeimpft und bei 37 °C und 120 UpM im Schiittler inkubiert. Bei
einer 0D, zwischen 0,4-0,6 wurde mit 0,5 mM IPTG induziert.

Die Expression erfolgte iiber Nacht. Danach wurden die Zellen geerntet (Sorvall RC5B
plus, GS3 Rotor, 4000 UpM, 10 min, 4 °C) und das Zellpellet mit 20 ml Puffer A (Abb. 4.2)
pro 11 Kultur resuspendiert. Zum Zellaufschluss wurden die Zellen auf Eis sonifiziert
(Amplitude 20%; 4 Minuten mit 20 s Ultraschall, 20 s Pause). Die Losung wurde zentri-
fugiert (Sorvall RC5B plus, SS34 Rotor, 14000 UpM, 30 min, 4 °C) und der Uberstand
vorsichtig in ein neues Gefaf3 iiberfiihrt. Das Pellet wurde in 100 ml Puffer A resuspen-
diert (1/20 vom urspriinglichen Volumen), jeweils 30 pl mit 10 pl 4x LSB versetzt, fiir
5 Minuten aufgekocht und bis zur Auftragung eingefroren.

Weil der Uberstand fiir die Affinititschromatographie frei von Zellfragmenten sein
muss, wurde dieser erneut zentrifugiert (Sorvall RC5B plus, SS34 Rotor, 14000 UpM,
30 min, 4 °C) und in ein neues Gefaf} tiberfiihrt. In einer angeschlossenen Filtration mit
einer FiltergrofRe von 0,45 pum wurden die restlichen Zellfragmente entfernt und die

Probe anschliefend auf die Saule aufgetragen.
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4.7.1.3 Proteinreinigung mittels Metallchelat-
Affinititschromatographie

Die Metallchelat-Affinitaitschromatografie wurde mit der Sdule HisTrap™ FF crude 5 ml
(GE Healthcare) durchgefiihrt. Diese Saule besteht aus Sepharose 6 Medium und dem
daran gebundenem Chelator, der sechs Koordinationsstellen besitzt, an drei Koordinati-
onsstellen konnen Metallionen (Ni%*, Cu?*, Co?* oder Fe3*) immobilisiert werden, die
anderen drei stehen zur Komplexierung von Stickstoff- und Schwefelatomen von Histi-
dinen, Tryptophanen oder Cysteinen zur Verfiigung. Proteine, die gentechnisch mit

einem (His)g-Tag fusioniert wurden, binden sehr spezifisch an die Saule, da die Metalli-

onen zusdtzliche Koordinationsstellen fiir die Histidine bereitstellen. Die Elution von
gebundenem Protein erfolgt durch Anlegung eines Imidazolgradienten, wobei die
Imidazolmolekiile mit den chemisch dquivalenten Histidinseitenketten des Proteins um
die Bindestellen an der Sdule konkurrieren.

Die Sdule wurde bereits mit Nickelionen beladen geliefert, wurde aber bei Bedarf nach
Angaben des Herstellers neu beladen. Die Reinigung wurde an der Chromatografie-

Anlage AKTA™ Purifier 10 (GE Healthcare) nach folgender Methode durchgefiihrt:

Flussrate: 5 ml/min

Equilibrierung: 10 ml

Beladen: ca. 50 ml Proteinlésung in Puffer A

Waschen: 25 ml Laufpuffer

Eluieren: 150 ml Gradient von 15-500 mM Imidazol mit Puffer B,
Fraktionen a 2 ml

Reinigung der Siule: 25 ml Puffer B

Equilibrierung: 25 ml Puffer A

Spiilen und Lage-
rung der Siule: 25 ml H20; 15 ml 20% Ethanol
Zusammensetzung Puffer A (Aufschlusspuffer): 20 mM HEPES (pH 7,7), 500 mM Na(l,

10 mM Imidazol, 10 mM (-Mercaptoethanol
Zusammensetzung Puffer B (Elutionspuffer): 20 mM HEPES (pH 7,7), 100 mM KCIl, 1 M
Imidazol, 10 mM [3-Mercaptoethanol

Das gesamte Elutionsvolumen wurde in 2 ml Fraktionen gesammelt (RediFrac, Pharma-
cia) und die Absorption bei 260 nm und 280 nm kontinuierlich gemessen. Somit lief3en

sich bei der Auswertung Protein-enthaltende Fraktionen identifizieren. Anhand der
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Absorption wurden 5 pl Aliquots der Protein-enthaltenden Fraktionen ausgewdahlt und
auf einem SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt (4.5.3). Eine Coomassiefirbung gab Auf-

schluss iiber die Reinheit der Proteinaufreinigung (4.5.4).

4.7.1.4 Dialyse von Proteinlésungen

Die sauberen Fraktionen wurden vereinigt und in Dialyseschldauche fiir Proteine grofier
als 10 kDa gefillt. Anschliefend erfolgte die Dialyse gegen mindestens den 100-fachen
Volumeniiberschuss an Puffer A ohne Imidazol liber Nacht bei 4 °C. Am Morgen wurde

der Puffer erneuert und fiir weitere 6 Stunden dialysiert.

4.7.1.5 Weitere Aufreinigung mittels Gelfiltration

Gelfiltrationsmaterialien bestehen aus Dextranmolekiilen. Diese bilden ein Netzwerk
aus porosen Teilchen mit Zwischenrdumen und wirken dhnlich einem Molekularsieb.
Niedermolekulare Substanzen dringen in die Poren des Materials ein und werden ver-
langsamt. Grofiere Molekiile hingegen eluieren im Ausschlussvolumen des Materials in
den ersten Fraktionen.

Es wurde eine Superdex™ 75 Gelfiltrationssdule mit einem Sdulenvolumen von 120 ml
an einer Chromatographie-Anlage AKTA Basic 10 better (GE Healthcare) verwendet. Auf
die mit Puffer A dquilibrierte Sdule wurden mithilfe des High Load™-Systems (Pharma-
cia) insgesamt 3 ml einer Proteinldésung tliber einen Auftragsloop injiziert. Die Flussrate
betrug 1 ml/min bei 4 °C. Zur Bestimmung des apparenten Molekulargewichts wurde
die Saule mit Proteinen bekannter Grofie kalibriert, wobei die Elution mithilfe der Ab-
sorptionsspektroskopie bei 280 nm iiberwacht wurde. Protein enthaltende Fraktionen

wurden abermals gepoolt.

4.7.1.6 Einkonzentrieren von Proteinlosungen

Die Proteinlosungen wurden mithilfe der Roti®-Spin MINI (ROTH, 10 kDa) tiber eine
semipermeable Membran nach Herstellerangaben einkonzentriert. Die Dauer der Zent-

rifugation richtete sich nach dem Volumen des einzukonzentrierenden Proteins.

4.7.1.7 Lagerung von gereinigtem Protein

Die Proteine wurden in fllissigen Stickstoff eingetropft und bei -80 °C gelagert.
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4.7.2 Das Baculovirus-Expressionssystem

Das Baculovirus-Expressionssystem dient der Expression von Proteinen in eukaryoti-
schen Zellen und ist eines der meist verwendeten Systeme zur Genexpression (Kost, et
al, 2005).

Baculoviren sind pathogene, doppelstrangige DNA-Viren, die Larven von Motten und
Schmetterlingen befallen. In der Umwelt sind die Viruspartikel von Aggregaten des
kristallinen Proteins Polyhedrin umgeben, was den Viren Schutz vor UV-Strahlung und
Temperaturschwankungen bietet (Harrap, 1972). Erst im basischen Milieu des Intesti-
naltraktes der Larven werden die Polyhedrinaggregate aufgelost und die Virionen frei-
gesetzt (Hu, 2005). Der Polyhedrin-Promotor gilt als der stiarkste bekannte eukaryoti-
sche Promotor. Wird das Gen von Polyhedrin gegen ein beliebiges Gen ausgetauscht, hat
dies keinerlei Auswirkungen auf die Virulenz des Baculovirus in Insektenzellen. Durch
den starken Promotor werden extem hohe Ausbeuten nativer Proteine erreicht, die
auflerdem in den eukaryotischen Insektenzellen posttranslational modifiziert werden.
Aber erst die Ungefdhrlichkeit der Viren fiir den Menschen - Baculoviren wirken nur auf
Larven von Motten und Schmetterlingen pathogen (Hu, 2005) - macht das Baculovirus-
system zum idealen Expressionssystem rekombinanter, eukaryotischer Proteine.

Das hier verwendete Bac-to-Bac-System (Invitrogen) nutzt rekombinante Baculovirus-
DNA, die neben einer Kanamycinresistenz tliber eine Zielsequenz fiir das Transposon
Tn7 (mini-attTn7) verfligt und inmitten eines lacZ-Gens liegt. Dieses sogenannte Bacmid
kann als Plasmid in Escherichia coli amplifiziert werden. Fiir die virale Amplifikation
wird die spezielle Bakterienzelllinie DH10Bac bendétigt, welche das zu exprimierende
Gen flankiert von Tn7-Elementen enthalt. Mithilfe eines ebenfalls in der DH10Bac-
Zelllinie vorhandenen Helferplasmids, welches die fiir die Tansposition von Tn7 notigen
Funktionen enthalt, wird das zu exprimierende Gen in die baculovirale DNA eingefiihrt

(Fitzgerald, et al., 2006).
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Abbildung 4.3: Herstellung rekombinanter Bacmid-DNA mit DH10Bac-E. coli-Zellen
(aus Invitrogen, Bac-to-Bac, Baculovirus Expressions-System)

Wie in Abbildung 4.3 dargestellt, wird durch Rekombination des Transposons in die
mini-attTn7 Kopplungstelle auf dem Bacmid das Leseraster der lacZ-a-Gene unterbro-
chen. Somit erscheinen die Bakterien mit dem aufgenommenen, rekombinanten Bacmid
in Gegenwart von X-Gal und IPTG farblos, Kolonien mit dem urspriinglichen, unveran-
derten Bacmid sind blau gefarbt. Nach Amplifikation der DNA und anschliefRender Auf-
reinigung, kann die DNA direkt zur Transfektion von SF21-Zellen benutzt werden. So-
bald das Bacmid von den Insektenzellen aufgenommen worden ist, beginnt die Zelle mit
der Herstellung der rekombinanten Viren und das gewiinschte Gen wird exprimiert
(Invitrogen, Bac-to-Bac, Baculovirus Expressions-System). Eine genaue Beschreibung

der Uberexpression in SF21-Zellen erfolgt in Kapitel 4.8.2.
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4.8 Arbeiten in der Zellkultur

In dieser Arbeit wurde mit zwei verschiedenen Zelllinien gearbeitet. Fiir die Analyse von
Rcal aus Drosophila melanogaster wurden adharente Drosophila-Schneiderzellen ver-
wendet, wahrend fiir die Aufreinigung von FLAG-Rcal und FLAG-Fzr fiir den Ubiquitiny-

lierungsassay die Insektenzellen SF21 zum Einsatz kamen.

4.8.1 Drosophila-Schneiderzellen

4.8.1.1 Auftauen

Zum Auftauen der Zellen wurden die Kryoréhrchen im Wasserbad bei Raumtemperatur
inkubiert und die Zellsuspension sofort nach dem Auftauen mit 5 ml Komplettmedium
in ein steriles 15 ml Zentrifugenréhrchen iiberfiihrt. Die Lésung wurde bei 1000 UpM
fiir 2 Minuten zentrifugiert und der Uberstand mit dem Zellgift DMSO sofort entfernt.
Das Zellpellet wurde in 6 ml Komplettmedium resuspendiert, in eine kleine Kulturfla-
sche iiberfithrt und iiber Nacht im Brutschrank inkubiert. Nach zwei Tagen wurde das

Nahrmedium abgesaugt und durch frisches ersetzt.

4.8.1.2 Kultivierung

Fiir samtliche Experimente mit Rcal wurden adhdrente S2R+-Schneiderzellen verwen-
det. Die Kultivierung erfolgte in 25 ml oder 200 ml Gewebekulturflaschen bei 27 °C.
Dem Zellkulturmedium (Promocell und Pan Biotech) wurden 10% fotales Rinderserum
(FBS) und 1% Penicillin/Streptomycin-Mix zugesetzt. Das Promocell Medium musste
zusatzlich noch mit 1,8 mg/l L-Glutamin versetzt werden. Alle Zellkulturarbeiten wur-

den unter einer Sterilbank durchgefiihrt.

4.8.1.3 Splitten

Die Zellen wurden zweimal die Woche im Verhaltnis 1:4 gesplittet. Das alte Medium
wurde hierfiir mit einer Pasteurpipette entfernt und die adhirenten Schneiderzellen
einmal mit sterilem 1xPBS gewaschen, um Zellfragmente zu entfernen. Um die Zellen
von der Gewebekulturflasche abzulésen, wurden sie fiir 5 Minuten mit 5 ml Trypsinlo-
sung inkubiert. AnschliefRend liefRen sich die Zellen durch mehrmaliges Auf- und Abpi-

pettieren leicht ablésen und wurden bei 1000 UpM fiir 2 Minuten in einem Falconrohr-
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chen in der Zentrifuge Multifuge 3 L pelletiert. Der Trypsiniiberstand wurde abgesaugt
und das Zellpellet in 8 ml Zellkulturmedium resuspendiert. 2 ml dieser Suspension

wurden in eine neue Gewebekulturflasche mit 15 ml frischem Medium tiberfiihrt.

4.8.1.4 Zellzahlbestimmung in Fuchs-Rosenthal-Zahlkammer

Fiir Experimente mit dem Durchflusszytometer (4.10) oder fiir mikroskopische Auf-
nahmen mittels live-cell-imaging (4.9) war es von Bedeutung, eine bestimmte Anzahl an
Zellen auszusden. Zur Bestimmung der Zellzahl wurden 20 pl der Zellsuspension der
gesplitteten Zellen (4.8.1.3) mit 80 pl Trypan-Blau gemischt und davon 20 pl in eine
Fuchs-Rosenthal-Zahlkammer pipettiert (Gesamtflaiche 16 mm?, Tiefe 0,2 mm, Raumin-
halt 3,2 pl). Die Zahlkammer enthalt 16 grofle Quadrate, jeweils unterteilt in 16 kleinere
Quadrate. Es wurde ein komplettes grofies Quadrat ausgezahlt und der Durchschnitt der
Zellen fiir ein kleines Quadrat berechnet. Dieser Wert wurde mit dem Verdiinnungsfak-
tor 0,32 multipliziert, woraus sich die Zellzahl x10°® pro ml Zellsuspension ergibt.
Trypan-Blau ist ein Farbstoff, der in lebende Zellen nicht eindringen kann, wodurch sie
unter dem Mikroskop in einem blauen Umfeld weifd hervorscheinen und gut ausgezahlt

werden konnen.

4.8.1.5 Aussiaen und Transfektion

Je nach Anwendung unterschied sich die Anzahl an ausgesaten Zellen. Fiir live-cell-
imaging Aufnahmen wurden in eine 8-Well fassende IBIDI Schale pro Napf jeweils zwi-
schen 65.000-70.000 Zellen in 280 ul Medium ausgesat. Bei Messungen am Durchfluss-
zytometer kamen fast ausschlief3lich 6-Well Platten zum Einsatz, in die je Napf zwischen
650.000-700.000 Zellen in 3 ml Medium ausgesiat wurden. Bei geringerem Bedarf an
Zellen standen auch 12-Well Platten zur Verfiigung, in die 180.000-200.000 Zellen in
1 ml Medium gegeben wurden.

Die Transfektion mit der gewiinschten Plasmid-DNA erfolgte zumeist einen Tag nach
Aussaat der Zellen frithestens jedoch nach 6 h. Je nach ausgesater Zellzahl wurden die
Zellen mit einer unterschiedlichen Menge an Plasmid-DNA transfiziert. Fiir die 6-Well
Transfektionskammern wurden 750-800 ng an Plasmid-DNA-Menge pro Napf einge-
setzt, fiir eine 12-Well waren es 300-375 ng an Plasmid-DNA. Fiir die eigentliche Trans-
fektion wurden 150 pul (50 ul bei 12 Well) Medium (ohne FBS und Penicil-
lin/Streptomycin) in Reaktionsgefafie vorgelegt, die entsprechende Menge an Plasmid-

DNA hinzugegeben und gut vermischt. Als Transfektionsreagenz wurde Fugene HD
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(Roche oder Promega) verwendet. Sofort nach Zugabe von 3 pl (6-Well) bzw. 1 ul (12-
Well) Fugene HD Transfektionsreagenz wurde das Reaktionsgefiafd 2-3 Sekunden lang
gemischt und der Ansatz nach 15 Minuten Inkubationszeit auf die Zellen pipettiert. Am
Abend desselben Tages oder am nachsten Morgen wurde die Expression des jeweiligen
Proteins durch Zugabe von CuS04-L6ésung (Endkonzentration: 500 pM) induziert.

Ein auftretendes Problem der transienten Transfektion ist die zufillige Verteilung der
eingesetzten Plasmide. So kommt es durchaus vor, dass Zellen unter dem Mikroskop ein
starkes GFP-Signal, aber nur ein schwaches oder sogar gar kein Cherry-Signal aufwei-
sen. Fiir die Analyse des Rcal-Abbaus wurden mittels live-cell-imaging Zellen ausge-

wahlt, die sowohl im GFP- als auch im Cherry Kanal gut detektierbare Signale zeigten.

4.8.1.6 Einfrieren

Als Einfriermedium wurden 4,5 ml frisches Medium mit 4,5 ml Zelliberstand mit 1 ml
sterilem DMSO vermengt.

Die einzufrierenden Zellen wurden wie unter 4.8.1.3 beschrieben trypsinisiert, in 4 ml
Zellkulturmedium aufgenommen und die Zellzahl bestimmt (4.8.1.4). Nach erneutem
abzentrifugieren wurde das Pellet in kaltem Einfriermedium resuspendiert, so dass die
Zellsuspension eine Zellkonzentration von 5 x 10¢ Zellen/ml besaf3. 1 ml davon wurde in
vorgekiihlte 1,5 ml Cryordhrchen pipettiert, bei -70 °C eingefroren und nach vier Tagen

zur Langzeitkonservierung in einen Stickstofftank (-196 °C) liberfiihrt.
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4.8.2 SF21-Insektenzellen

4.8.2.1 Kultivierung

SF21-Zellen stammen aus den Ovarzellen des Heerwurmes Spodoptera frugiperda,
(Patterson, et al, 1995). Die Zellen wurden vom Lehrstuhl Biochemie III der Universitat
Regensburg von der Arbeitsgruppe Prof. Gernot Langst aus einer bereits wachsenden
Kultur bereitgestellt und in einem Volumen von 20 ml SF-900 Il Medium (Invitrogen) in
250 ml Erlenmeyerkolben bei 27 °C und 75 UpM kultiviert. Dabei wurde extrem auf

steriles Arbeiten geachtet, da dem Medium keine Antibiotika zugesetzt waren.

4.8.2.2 Splitten

Bei SF21-Zellen muss darauf geachtet werden, dass sie sich stindig im logarithmischen
Wachstum befinden, d.h. im Bereich von Zelldichten zwischen 0,5 x 106 und 2,0 x 10°
Zellen/ml. Deshalb wurde jeden Tag mithilfe einer Neubauer-Zahlkammer die Zellzahl
bestimmt (gleiches Vorgehen wie bei Fuchs-Rosenthal-Zahlkammer, 4.8.1.4). Dabei
wurde auch die Anzahl an toten Zellen mitbestimmt, wobei der Anteil nicht iber 5% der
gesamten Zellzahl betragen sollte. Ab einer Zelldichte von 1,0 x 106 Zellen/ml wurden
die Zellen wieder auf ca. 0,5 x 10° Zellen/ml und ein Gesamtvolumen von 20 ml ausge-

diinnt.

4.8.2.3 Transfektion von SF21-Zellen und Gewinnung von V0

Zur Transfektion von SF21-Zellen wurden logarithmisch wachsende Zellen einer Dichte
von 0,5 x 106 Zellen/ml in SF-900 II Medium verwendet. Davon wurden je 2 ml in 5 der
6 Napfe einer 6-Well-Platte ausgesat. Durch leichtes Klopfen wurden die Zellen im 6-
Well verteilt und fir 15 Minuten bei RT inkubiert, wodurch sich die Zellen am Boden
des Wells absetzten. In der Zwischenzeit wurde Bacmid-DNA fiir zwei parallele Trans-
fektionen in Duplicaten vorbereitet. Hierfiir wurden jeweils 100 pl SF-900 Il Medium in
Reaktionsgefafde vorgelegt, ca. 50 - 100 pug Bacmid-DNA hinzugegeben und gut ver-
mischt. Parallel dazu wurde als Negativkontrolle ein Well SF21-Zellen ohne Bacmid-
DNA transfiziert. Ein weiteres Well enthielt 2 ml SF-900 II Medium ohne Zellen. Als
Transfektionsreagenz wurde Fugene HD (Roche oder Promega) verwendet. Sofort nach
Zugabe von 6 pl Fugene HD Transfektionsreagenz wurde das Reaktionsgefafd 2-

3 Sekunden lang gevortext und fiir 15 Minuten inkubiert. In dieser Zeit bildeten sich die
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Lipid-Komplexe mit der eingeschlossenen Bacmid-DNA aus und jeder Ansatz wurde
gleichmafdig auf zwei Wells verteilt. Nach dem Absetzen der Insektenzellen in der 6-
Well wurde das liberstehende Medium von den fiinf Napfen mit Zellen abgesaugt, ein-
mal mit 2 ml SF-900 Il Medium gewaschen und mit 3 ml Medium iiberschichtet. Die 6-
Wells wurden mit Parafilm verschlossen, um Kontaminationen zu vermeiden, und bei
27 °C inkubiert. Nach 48 - 60 h wurde der Uberstand abgenommen und fiir jedes
Bacmid vereinigt, d.h. pro transfiziertem Bacmid erhielt man ca. 6 ml Virusstock V0, der
bei 4 °C gelagert wurde.

Fir einen ersten Test, ob die Transfektion mit der Bacmid-DNA funktioniert hatte, wur-
den erneut 3 ml Medium auf die Zellen gegeben und diese nach weiteren 24 - 48 h bei
27 °C mit einem Zellschaber abgeldst. Die Zellen wurden mit 1 ml PBS gewaschen, und
mit Probenpuffer versetzt, fiir 5 Minuten aufgekocht. Die Expression der gewlinschten
Proteine konnte im Western-Blot iiber Antikorperfarbung oder tiber Coomassiefarbung
untersucht werden.

Unter Verwendung des eYFP-Bacmids, welches im Bacmid ein eYFP-Gen enthilt, konn-
te die Effizienz der Proteinexpression und damit der Transfektion verfolgt werden
(Bieniossek, et al.,, 2008). Dazu wurden die Zellen mit dem Fluorimeter PTI unter Ver-

wendung eines entsprechenden Filters analysiert.

4.8.2.4 Infektion von SF21-Zellen mit Viruslésung VO

Zur Amplifikation von Baculoviren wurde eine geringe-MOI-Infektion (,Low Multiplicity
Of Infection”) mit dem Virusstock VO durchgefiihrt. Dazu wurden logarithmisch wach-
sende SF21-Zellen in 20 ml Medium mit einer Zelldichte von 0,5 x 106 Zellen/ml durch
einfache Zugabe von 10 - 50 pl VO-Stock infiziert. Nach 24, 48 und 72 h wurde die Zell-
zahl bestimmt und die Zelldichte auf 0,5 x 10¢ Zellen/ml eingestellt. Nach 48-72 h er-
reichten die Zellen den “dpa” (,day after proliferation arrest”) und es erfolgte keine
Zellteilung mehr. Zu diesem Zeitpunkt haben die Baculoviren alle Zellen befallen und
ihnen auf Kosten der eigenen Zellteilung die Produktion der Virenpartikel aufgezwun-
gen. Von diesem Zeitpunkt an wurde 48 h spiter der Uberstand durch Zentrifugieren
bei 800 UpM, 15 Minuten bei RT gewonnen. Dieser Virusstock V1 hatte eine deutlich
hohere Konzentration als V0. Der Virusstock konnte bei 4 °C gelagert und fiir nachfol-
gende Infektionen verwendet werden. Die Zellpellets wurden bis zur Testaufreinigung

in flissigem Stickstoff verwahrt.
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4.8.2.5 Titration der Virusléosung V1

Fiir eine optimale Proteinanreicherung sollte jede Zelle nur von einem Virus infiziert
werden. Um fiir nachfolgende Infektionen ein optimales Virus-Zellen-Verhaltnis zu
bestimmen, wurde eine Titration der Viruslosung V1 durchgefiihrt. Dazu wurden in alle
sechs Napfe eines 6-Wells 2 ml einer mit 0,5 x 10 Zellen/ml logarithmisch wachsenden
SF21-Zellkultur ausgesat und fiir 15 Minuten bei 27 °C inkubiert. Danach wurden ver-
schiedene Konzentrationen von V1-Stock zugegeben (0, 1, 5, 25, 50, 100 pl) und bei
27 °C inkubiert. 24 bzw. 48 h nach Infektion wurde unter dem Fluoreszenz-Mikroskop
der Anteil an leuchtender und somit der Anteil an eYFP-Bacmid infizierter Zellen ermit-
telt, wobei nach 48 h ein Grofiteil der Zellen infiziert sein sollte. Um das optimale Ver-
haltnis von zugegebenem Virus V1 zu infizierten Zellen zu bestimmen, konnte das Zell-
pellet nach einem Waschschritt mit PBS und nach Aufschluss der Zellen fiir eine Test-

reinigung im kleinen Mafdstab verwendet werden.

4.8.2.6 Infektion mit optimalem V1 /Zell-Verhaltnis

Mit der Ermittlung des optimalen Verhiltnisses zwischen Zellen und Virus kann die
Infektion der Zellen in groflerem Mafdstab durchgefiihrt werden. Die Arbeitsschritte
entsprechen dabei den Vorhergehenden (4.8.2.5). Im Rahmen dieser Arbeit wurde
jedoch eine Aufreinigung in grofdem Mafdstab nicht mehr durchgefiihrt, da sich heraus-
gestellte, dass die Viruskonzentration des V1-Stocks zu gering war, um ein optimales

Virus/Zell-Verhaltnis erreichen zu kénnen.

4.8.2.7 Aufschluss von SF21-Insektenzellen

Die eingefrorenen und bei -80 °C gelagerten SF21-Zellpellets (4.8.2.4) der V1-Stock
Herstellung wurden mit 1 ml Lysepuffer/106 Zellen versetzt und gut resuspendiert.
Durch mehrmaliges Auftauen bei Raumtemperatur und Einfrieren in fliissigem Stick-
stoff und einer angeschlossenen Sonifizierung (fiinf Wiederholungen zu je30s, 30 s
Pause, auf Eis) wurden die meisten Zellkerne aufgebrochen. Unlosliche Bestandteile
dieses Zellextrakts wurden durch Zentrifugation bei 4500 UpM, 15 Minuten bei 4 °C

abgetrennt. Der dabei erhaltene Uberstand enthielt die l6slichen Proteine.
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4.9 Live-cell-imaging

Die live-cell-imaging-Aufnahmen entstanden mit dem konfokalen, inversen Mikroskop-

system Cell Observer® SD (Carl Zeiss).

4.9.1 Mikroskopsystem

Fiir die live-cell-imaging-Aufnahmen kam das Mikroskop Axio Observer Z1 (Carl Zeiss)
zur Anwendung. Die Bilder und die daraus entstandenen Filme wurden mit dem Objek-
tivtyp Plan-Apochromat mit einer 20-fachen VergréfRerung und der Digitalkamera Axio-
Cam MRm Rev3 aufgenommen. Die Pixelanzahl dieser Kamera betragt 1388 x 1040 mit
einer Pixelgrofie von 6,45 pm x 6,45 pm.

Als Lichtquelle kam die Spinning-Disc-Laser-Technologie (Yokogawa Electric Corporati-
on) zum Einsatz. Fiir die Detektion des GFP Signals wurde der OPSL-Laser bei einer
Wellenldnge von 488 nm und einer Leistung von 100 mW verwendet, fiir die Detektion
des Cherry Signals der Dioden Laser bei einer Wellenldnge von 561 nm und einer Leis-

tung von 40 mW.

4.9.2 Vorbereitung der Zellkulturzellen

Zellen fiir das live-cell-imaging wurden wie unter 4.6.1.5 beschrieben auf ibidi-
Objekttrager vorbereitet. Zwischen Kupfersulfatzugabe und den mikroskopischen Auf-
nahmen lagen mindestens 36, besser jedoch 48 h. Fiir die Aufnahmen unter dem Mikro-
skop wurde das alte Medium abgesaugt und durch 350 pl frisches Medium mit CuSO4

ersetzt.

4.9.3 Bedingungen am Mikroskop

Als Systemsoftware wurde das Programm AxioVision (Carl Zeiss) genutzt. Die Zellen
wurden liber einen Zeitraum von 48 h verfolgt. Um die Zellen bei einer konstanten
physiologischen Temperatur von 27 °C unter dem Mikroskop zu kultivieren, wurde am
Mikroskop eine Temperaturkammer (ibidi) verwendet, die mit einer Vorlaufzeit von
mindestens 4h vorgeheizt wurde. Fiir Multipositionsaufnahmen war das Mikroskopsys-
tem mit einem vollautomatischen Tisch ausgestattet. Die Einstellungen am Mikroskop

waren so gewahlt, dass von jeder Position im 10 Minuten-Rhythmus Aufnahmen im
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Durchlicht- (DIC), sowie im GFP- und Cherry-Kanal mit jeweils drei Z-Stapeln gemacht

wurden. Die Bearbeitung der Aufnahmen erfolgte mithilfe des Programmes Image].

4.10 Durchflusszytometrie

Am Durchflusszytometer (,Fluorescenc Activated Cell Sorting“ (FACS)) wurde in dieser
Arbeit der DNA-Gehalt von Zellen und somit die Verteilung der Zellen auf die einzelnen
Zellteilungsstadien bestimmt. Dabei werden die Zellen in einem Fliissigkeitsstrom ver-
einzelt, mit einem Laser angeregt und das Fluoreszenzlicht jeder einzelnen Zelle ver-
messen. Um die DNA detektieren zu konnen, wurden die Zellen mit dem Fluorochrom
Hoechst 33342 angefarbt, welches aktiv in lebende Zellen aufgenommen wird und dort
bevorzugt an AT-reiche Sequenzen bindet (Arndt-Jovin und Jovin, 1977). Bei Anregung

mit Licht im UV-Bereich kann die Fluoreszenz detektiert werden.

4.10.1 Vorbereitung der Zellen

Fiir die Durchflusszytometrie wurden Schneiderzellen in 6-Wells oder 12-Wells ausge-
sat, transfiziert und induziert (4.8.1.5). Die Zellen wurden fiir 2-3 Tage kultiviert. Am
Tag der Analyse wurde das alte Medium abgesaugt und die Zellen kurz mit PBS/5 mM
EDTA iiberschichtet, um Zellfragmente zu entfernen. Durch eine Behandlung mit 1 ml
Trypsin fiir 5 Minuten wurden die Zellen vom Boden des 6-Wells gelost und durch vor-
sichtiges Auf- und Abpipettieren vom Boden entfernt. Die Zellsuspension wurde in ein
2 ml Eppendorf-Gefaf} iiberfiihrt und fiir 4 Minuten bei 4000 UpM zentrifugiert. Das
Trypsin wurde vorsichtig abgenommen und das Zellpellet in 1 ml PBS/5 mM EDTA
erneut gewaschen und abzentrifugiert, bevor die Zellen in 1 ml PBS aufgenommen wur-
den. Bevor der DNA-Gehalt der Zellen am Durchflusszytometer bestimmt werden konn-
te, wurden sie mit 1,5 pl Hoechst 33342 versetzt. Bis zur ersten Messung wurde nun das
Durchflusszytometer vorbereitet und so lange mit PBS gewaschen, bis bei einer einstell-
baren Durchlaufgeschwindigkeit von 10 weniger als 10 counts/s angezeigt wurden. Die
Messung der ersten Probe, welche als Kontrolle die untransfizierten Schneiderzellen

enthielt, begann 20 Minuten nach der Zugabe von Hoechst.
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4.10.2 Messung am Durchflusszytometer

Flir die Durchflusszytometrie stand das Gerat CyFlow®-space-flow-cytometer (Partec)
zur Verfiligung. Die Datenerfassung und die Darstellung erfolgte mit dem mitgelieferten
Programm FloMax®.

Folgende technischen Instrumente wurden fiir die Messungen eingesetzt: Als Laser und
Lichtquelle diente die UV-LED (365 nm) und der Sapphire 561 Laser. Um die Fluores-
zenzen detektieren zu konnen, wurden drei verschiedene Detektoren und Filter ver-
wendet, der FL1-Bandpass-Filter BP 527/30 fiir griine Fluoreszenz (GFP), der FL2-
Bandpass-Filter BP 455/50 fiir die blaue Fluoreszenz (Hoechst) und der FL3-
Bandlongpass Filter BP603/75 fiir die rote Fluoreszenz (Cherry).

In den einzelnen Messungen wurde immer die gesamte Zellpopulation eingesetzt, da die
Transfektionsrate bzw. die Signalstarke der GFP-positiven Zellen recht gering war und
dies eine hohe Durchlaufrate zwingend notwendig machte. Die einzelnen Proben wur-
den mit einer maximalen Durchflussgeschwindigkeit von 1200 Zellen pro Sekunde
vermessen (counts/s).

Neben den gewlinschten Transfektionen wurden in jedem Experiment auch immer nicht
transfizierte S2R+-Zellen gemessen. Die Histogramme der untransfizierten Zellen dien-
ten der Erstellung von Gates, um eine Selektion fiir eine bestimmte Auswahl an Zellen
im DNA-Profil zu treffen. Um mehrere Bedingungen fiir eine Auswertung zu bertcksich-
tigen, wurde die Schnittmenge einer oder mehrerer Gates in Form von Kombinationsga-
tes gebildet.

In Abbildung 4.4 sind die verschiedenen Histogramme einer Beispielmessung im Pro-
gramm FloMax® dargestellt. In dieser Probe waren Schneiderzellen mit einem HA-NLS-
GFP-Rcal-Protein, sowie einer NES-3xCherry Transfektionskontrolle transient trans-
fiziert.

Bei der Durchflusszytometrie werden nicht nur Zellen, sondern auch Zellfragmente und
andere Partikel erfasst. Die Menge an Verunreinigung in der Probe kann anhand der
Darstellungen in den Histogrammen A und B abgelesen werden, in denen zum einen der
FSC, zum anderen der SSC gegen die gemessene Anzahl an Partikeln (counts) aufgetra-
gen worden ist. Der FSC (,forward scatter”; Abb. 4.4 A) ist ein Maf} fiir die Partikelgrofie,
wahrend der SSC (,side scatter”; Abb. 7.4 B) ein Maf fiir die Zell-Morphologie ist. In
beiden Fallen spiegelt der grofie Peak die Zellen wieder, die jeweiligen kleineren Erhe-
bungen davor entsprechen den Verunreinigungen. Werden FSC und SSC gegeneinander

aufgetragen (Abb. 4.4 D), so sind die Zellen in dem mit “R1” bezeichneten Gate zu finden
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und Verunreinigungen links bzw. links unterhalb. Die Farbe spiegelt dabei die Anzahl an
Partikeln/Zellen wieder; je dunkler desto mehr counts wurden in diesem Bereich detek-
tiert.

Werden die Kandle FL1 und FL3 gegen counts aufgetragen, so lassen sich GFP-positive
(FL1; Abb. 4.4 C), sowie Cherry-positive Zellen (FL3; Abb. 4.4 E) innerhalb der gesetzten
Gates RN1 bzw. RN2 nachweisen, wihrend untransfizierte Zellen aufierhalb der Gates
im Bereich zwischen 0 und 1 zu finden sind. Wird der FL.1 Kanal gegen FSC abgebildet
(Abb. 4.4 H), sind GFP-positive Zellen ab dem Wert von 1 in ihrer Haufigkeit dargestellt,
sofern das Gate RN1 zugrunde gelegt wird. In der vorliegenden Arbeit wurden die Gates
(sowohl GFP- als auch Cherry-) an die Messung der untransfizierten Zellen zu Beginn
des Experiments angepasst.

Ist der FL2 Kanal gegen die counts aufgetragen (Abb. 4.4 F), wird der DNA-Gehalt aller
Zellen in Form eines Zellzyklusprofils angezeigt. Dabei entspricht der erste Peak den
Zellen mit einem einfachen (1C), der zweite Peak Zellen mit einem doppelten Chromo-
somensatz (2C). Die S-Phase-Zellen in denen die DNA gerade synthetisiert wird, befin-
det sich dazwischen. Im Histogramm, bei dem FL2 nach FL2-W aufgetragen ist
(Abb. 4.4 G), kénnen einzelne Zellen in der G2/M-Phase von zwei assoziierten Zellen in
G1, die den gleichen DNA-Gehalt besitzen, unterschieden werden. Assoziierte Zellen
treten vermehrt auf, wenn die counts/s Rate durch eine zu hohe Flussgeschwindigkeit
den Wert von 1200 tberschreitet und der Laser nicht mehr effizient genug zwischen
einzelnen Zellen unterscheiden kann. Durch Setzen eines Gates (bei FL2-W Werten
zwischen 200-400; nicht dargestellt), konnen die Falsch-positiven wieder aus den Be-

rechnungen genommen werden.

4.10.3 Auswertung der Daten

Die erhaltenen Rohdaten wurden im Anschluss mit dem Programm FCS Express (De
Novo Software) ausgewertet.

Fiir eine Vergleichbarkeit der verschiedenen Datensatze, wurden die Gates der GFP- und
Cherry-positiven Zellen (Abb. 4.4 C und E; RN1, RN2) anhand der untransfizierten S2R+
Zellen unter das Limit von 0,25% GFP- bzw. Cherry-positiver Zellen gesetzt. Zudem
wurden die Gates flir die Zellen (Abb. 4.4 D; R1) und fiir den DNA-Gehalt (Abb. 4.4 G;

nicht eingezeichnet) angepasst.
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Fiir die weitere Analyse der Daten wurde ein Makro in Excel verwendet. Dazu wurden
die einzelnen Kandile (Cherry-negative-, Cherry-positive-, GFP-negative-, GFP-positive-,
Cherry- und GFP-positive- sowie negative Zellen) exportiert.

Je nach Fragestellung wurde die Berechnungsformel etwas modifiziert (2.3.1.1 und

2.3.1.2).

1000
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10 100 1000
FLT -

3200 1000

.counts

640
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1710 100 1000 0 200 400 600 800 1000 0 200 400 600 800 1000 04 1 10 100 1000
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Abb 4.4: Darstellung der Histogramme bei der Messung mit der Software FloMax®
Histogramme von S2R+-Zellen, die mit einem HA-NLS-GFP markiertem Rca1 Protein sowie
einer HA-NES-3xCherry Transfektionskontrolle transfiziert wurden.

A: forward scatter (FSC) gibt das Mal fir die PartikelgréRe an. Die Menge an Zellfragmenten
und Verunreinigungen wird anhand der Héhe der Schulter angezeigt.

B: side scatter (SSC) ist das MalR fiir die Partikel-Morphologie. Verunreinigungen bilden auch
hier eine Schulter aus.

C: FL1 entspricht dem GFP-Kanal. GFP-positive Zellen liegen innerhalb des dargestellten
Gates RN1 bei Werten >1, GFP-negative Zellen bei Werten <1.

D: Auftragung von FSC gegen SSC. Zellen liegen innerhalb des R1 Gates, Zellfragmente und
andere Verunreinigungen aulerhalb. Die farbliche Abstufung von Hell nach Dunkel verdeut-
licht die Haufigkeit der gemessenen Partikel in den Bereichen.

E: FL3 entspricht dem Cherry-Kanal. Cherry-positive Zellen liegen innerhalb des dargestellten
Gates RN2 bei Werten >1, Cherry-negative Zellen bei Werten <1.

F: FL2 zeigt die Gesamtverteilung der Zellen im Zellzyklusprofil an. Um die Zellen sichtbar zu
machen, wurde die DNA mit dem interkalierenden Reagenz Hoechst angefarbt.

G: Auftragung von FL2 gg FL2-W. Darstellung von Partikeln, die DNA enthalten. Kann als
Maf verwendet werden, um eine einzelne Zelle mit doppeltem Chromosomensatz (G2/M) von
zwei assoziierten Zellen in G1 zu unterscheiden.

H: Auftragung von FL1 gegen FSC, GFP-positive Zellen sind ab dem Wert >1 in ihrer Haufig-
keit dargestellt. GFP negative Zellen sind bei Werten von <1 einzuordnen.
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5 Material

5.1 Nukleinsiduren

Gene Ruler DNA Ladder Mix
dNTPs und NTPs
Oligonukleotide (vgl. 8.9)

5.2 Enzyme und Proteine

BSA

Color Plus Proteinmarker

E1-Enzym (human rekombinant) (HisTag)
E2-Enzym UbcH5b (human rekombinant)
FLAG-Ubiquitin

KOD Hot Start DNA Polymerase

Lysozym

Novozym 234

Precision Plus Protein All Blue Standards
Protease Inhibitor Single-Use Cocktail
Proteinase K

ProteoBlock™ Protease Inhibitor Cocktail
Proteasom Inhibitor MG-132

RNase A

RNase Inhibitor

Restriktionsendonukleasen

T4-DNA-Ligase
T7 Transkription Kit
Taqg-Polymerase

Trypsin

Ubiquitin

Fermentas GmbH, St. Leon-Rot
Biozym Scientific GmbH, Oldendorf
MWG-Biotech AG, Ebersberg

Bioline GmbH, Luckenwalde
New England Biolabs, Ipswich (USA)
Enzo Live Sciences GmbH, Lorrach
Enzo Live Sciences GmbH, Lorrach
Biomol GmbH, Hamburg
Novagen (Merck), Darmstadt
Sigma-Aldrich Biochemie GmbH, Hamburg
NovoBiolabs, Bagsvard (Danemark)
Bio-Rad Laboratories GmbH, Minchen
Thermo Fisher Scientific, Bonn
AppliChem GmbH, Darmstadt
Fermentas GmbH, St. Leon-Rot
Enzo Live Sciences GmbH, Lorrach
AppliChem GmbH, Darmstadt
Fermentas GmbH, St. Leon-Rot

New England Biolabs, I[pswich (USA)
Fermentas GmbH, St. Leon-Rot
New England Biolabs, Ipswich (USA)

Bioline GmbH, Luckenwalde
Biomaster GmbH, Windeck

PAN-Biotech GmbH, Aidenbach
Promocell GmbH, Heidelberg
Enzo Live Sciences GmbH, Lorrach



Material | 201

5.3 Antikorper und Seren

5.3.1 Primidre Antikorper und Antiseren

Tabelle 1: Liste der verwendeten primaren Antikorper

Name Nummer  Verdiinnung  Beschreibung

12CA5 (a-ha) 357 1:100 Monoklonaler Mausantikérper gegen das

AG Seufert HA-Epitop (Field, et al., 1988)

16B12 (a-ha) 373 1:5000 Monoklonaler Mausantikérper gegen das
HA-Epitop (HiSS Diagnostics GmbH,
Freiburg)

9E10 (a-myc) AG Seufert 1:100 Monoklonaler Mausantikdrper gegen das
MY C-Epitop (Evan, et al., 1985)

M2 (a-FLAG) 374 1:5000 Monoklonaler Mausantikérper gegen das
FLAG-Epitop
(Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim)

tetra-His (a-his) AG Seufert 1:2000 Monoklonaler Mausantikérper gegen 4- oder
6xHistidin (Qiagen GmbH, Hilden)

GFP 294 1:2000 Monoklonaler Kaninchenantikbrper gegen
das GFP-Epitop (Torrey Pines Biolabs)

GFP (Serum) 363a 1:180 Monoklonaler Kaninchenantikdrper gegen
das GFP-Epitop

GFP (praabs.) 363a 1:100 Praabsorbierter monoklonaler Kaninchenan-

tikdrper gegen das GFP-Epitop

Die angegebenen Verdiinnungen der Antikérper beziehen sich auf die Verwendung im Western Blot.
Fir die Immunprazipitation wurden davon abweichende Mengen eingesetzt (4.6.2).

5.3.2 Sekundare Antikorper

Tabelle 2: Liste der verwendeten sekundaren Antikorper

Name Nummer  Verdinnung Beschreibung

Ziege-a-Maus IR- 364 1:5000 LI-COR Biosciences, Bad Homburg
Dye 680

Ziege-a-Kaninchen 366 1:5000 LI-COR Biosciences, Bad Homburg
IR-Dye 680

Ziege-a-Maus IR- 367 1:5000 LI-COR Biosciences, Bad Homburg
Dye-800CW

Ziege-a-Kaninchen 369 1:5000 LI-COR Biosciences, Bad Homburg

IR-Dye-800CW
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5.4 Chemikalien

2-Methyl-2-butanol

Acrylamid 30% / Bisacrylamid
Adeninsulfat

Agarose ultra pure
Aminosauren

Ammoniumpersulfat (APS)

Ampicillin

Bacto Agar

Bacto Pepton

Bacto Trypton

Bacto Yeast Extract

Bromphenolblau
B-Mercaptoethanol
Coomassie Brilliant Blue G250
Di-Natriumhydrogenphosphat
Di-Kaliumhydrogenphosphat
Dimethylformamid (DMFA)
Dimethylsulfoxid (DMSO)

Dithiothreitol (DTT)
Essigsaure

Ethanol p.a.
Ethidiumbromid

Ethylendiamintetraacetat (EDTA)

Ethylenglycoltetraacetat (EGTA)

Euroagar

FBS (Fotales Kalberserum)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
AppliChem GmbH, Darmstadt

Invitrogen GmbH, Karlsruhe

AppliChem GmbH, Darmstadt

Fluka, Deisenhofen und Merck KGaA,
Darmstadt

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

Becton, Dickinson and Company, Franklin
Lakes (USA)

Becton, Dickinson and Company, Franklin
Lakes (USA)

Becton, Dickinson and Company, Franklin
Lakes (USA)

Becton, Dickinson and Company, Franklin
Lakes (USA)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Fluka, Deisenhofen

SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg
Merck KGaA, Darmstadt

Merck KGaA, Darmstadt

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

Merck KGaA, Darmstadt

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
AppliChem GmbH, Darmstadt

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Becton, Dickinson and Company, Franklin
Lakes (USA)

Invitrogen GmbH, Karlsruhe



Fugene HD

G418-Sulfat (Kanamycin)
D-Galaktose
D-Glukose-Monohydrat

Glutamin

Glycerin

Glycin p.a.

HEPES

Hoechst H 33258

Hygromycin

Igepal CA-630

Imidazol

IPTG (Isopropyl-B-D-thiogalaktopyranosid)

Isopropanol

Kaliumacetat

Kaliumchlorid

Kaliumdihydrogenphosphat

Kanamycin

Lithiumacetat

Magermilchpulver
Magnesium(II)chlorid-Hexahydrat
B-Mercaptoethanol

Methanol p.a.
Natrium-f-Glycerophosphat

Natriumchlorid

Natriumdihydrogenphosphat

Natriumfluorid
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PAN-Biotech GmbH, Aidenbach

Roche Diagnostics Deutschland GmbH,
Mannheim

Promega GmbH, Mannheim

Calbiochem (Merck KGaA), Darmstadt
Gerbu Biochemicals GmbH, Gaiberg
Merck KGaA, Darmstadt

Promocell GmbH, Heidelberg
AppliChem GmbH, Darmstadt

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Merck KGaA, Darmstadt

AppliChem GmbH, Darmstadt
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Invitrogen GmbH, Karlsruhe
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
AppliChem GmbH, Darmstadt
AppliChem GmbH, Darmstadt

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Merck KGaA, Darmstadt

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Merck KGaA, Darmstadt

Merck KGaA, Darmstadt

Fluka, Deisenhofen

Merck KGaA, Darmstadt

Sigma Chemical Company, St. Louis (USA)
AppliChem GmbH, Darmstadt
Milchunion eG Lasana, Everswinkel
Merck KGaA, Darmstadt

AppliChem GmbH, Darmstadt

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Fluka, Deisenhofen

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Merck KGaA, Darmstadt

Merck KGaA, Darmstadt

SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg

Fluka, Deisenhofen
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Natriumhydroxid
p-Aminobenzoesiure

PCR Purification Kit
Penicillin/Streptomycin 100x
Polyethylenglykol PEG 3350
Ponceau S

D-Saccharose

Salzsaure

Schneider Drosophila Medium

SDS (Natriumdodecylsulfat)

TEMED (N,N,N*,N",Tetramethylendiamin)
Tris-Base (Tris(hydroxymethyl)-
aminomethan)

Trypanblau

Tween 20

X-Gal (5-Brom-4-chlor-3-indoxyl--D-
galactopyranosid)

Xylen-Cyanol FF

Yeast Nitrogen Base (YNB)

5.5 Verbrauchsmaterialien

1,0 ml, 1,5 ml, 2,0 ml Reagiergefafie
10 pl, 100 pl, 1000 pl Pipettenspitzen
15 ml, 50 ml Falcon Tube
CompactPrep Plasmid Midi Kit (100)
Deckglaser 24 x 32 mm
Dialysemembran VS 0,025 pm
Dialyseschlauche

Glasperlen (0,45 - 0,5 mm)

Greiner LIA Plate white 96-Well
Immersionsol 518N

Kiivetten

Nitrocellulose-Membran

Merck KGaA, Darmstadt

AppliChem GmbH, Darmstadt
Qiagen GmbH Germany, Hilden
Invitrogen GmbH, Karlsruhe

Sigma Chemical Company, St. Louis (USA)
Fluka, Deisenhofen

Merck KGaA, Darmstadt

Merck KGaA, Darmstadt

Invitrogen GmbH, Karlsruhe
Promocell GmbH, Heidelberg

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Fluka, Deisenhofen

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

AppliChem GmbH, Darmstadt
SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg

Becton, Dickinson and Company, Franklin

Lakes (USA)

Sarstedt AG & Co., Nimbrecht

G. Kisker GbR, Steinfurt

Sarstedt AG & Co., Nimbrecht
Qiagen GmbH Germany, Hilden

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Millipore GmbH, Schwalbach
Spectrum Laboratories, Inc., Breda
Braun Biotech, Melsungen

Brand GmbH + CO KG, Wertheim
Zeiss, Jena

Sarstedt AG & Co., Nimbrecht

Schleicher & Schuell BioScience GmbH, Dassel



Nucleo Spin Plasmid Mini Kit
Objekttrager 76 x 26 mm

PCR Gefafde

peqGOLD Plasmid Mini Kits
Petrischalen

QIAquick Gel Extraction Kit
QIAquick PCR Purification Kit
QIAGEN Plasmid Midi Kit
Sterilfilter (0,2 pm)

Whatman GB004 und GB005
Zellkulturflaschen CELLSTAR
Zellkultur 6-Well Platten
Zellkultur p-Slide 8-Well
Zellkultur 12-Well Platten

5.6 Gerite und Software

5.6.1 Gerate

AKTAprime™ plus mit Rekorder Rec 102

mit HisTrap™ FF crude 5 ml
Brutschrank Tv50b (fiir E.coli)

Brutschrank WB 120 K (fiir Hefen)

Brutschrank (Schneiderzellen)

Digitalkamera E-500
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Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Duren
Menzel Glasbearbeitungswerk GmbH & Co.KG,
Braunschweig

Brand GmbH & Co. KG, Wertheim

Peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen
Sarstedt AG & Co., Nimbrecht

Qiagen GmbH Germany, Hilden

Qiagen GmbH Germany, Hilden

Qiagen GmbH Germany, Hilden

Schleicher & Schuell BioScience GmbH, Dassel
Nalge Nunc International Corp., Rochester
(US.A)

Schleicher & Schuell BioScience GmbH, Dassel
Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen
Sarstedt AG & Co., Nimbrecht

ibidi GmbH, Martinsried

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen

GE Healthcare, Freiburg

Memmert GmbH & Co. KG, Schwabach
Mytron Bio- und Solartechnik GmbH, Heilbad
Heiligenstadt

Heraeus, Hanau

Olympus, Hamburg

Durchflusszytometer CyFlow Space Partec, Munster

Elektroblotapparatur Semi-Dry SEDEC M Peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen
Elektroporationsapparatur Easyject Prima Equibio, Maidstone Kent (UK)
Elektroporationskiivetten Equibio, Maidstone Kent (UK)

Peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen

Frogger DAN-KAN Corp., Massachusetts (USA)
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Gelapparatur fir Acrylamidgele, Minigel

Twin G42
Gelapparatur fur Agarosegele, HE33
Heizblock
Magnetrithrer MR2000 und MR2002

Mikroskop Observer Z.1
Odyssey Infrared Imaging System
pH-Meter 766 Caltimatic

Photometer

Pipettierhilfe pipetus-akku

Reagenzglasroller TC-7
Retschmiihle MM200 und MM2000

Rotator

Schiittelwasserbad
Schiittelwasserbad Aquatron
Schiittelinkubator VorTemp56
Sonopuls-Ultraschall-Homogenisator
HD2070

Spannungsgerat EV243

UV Stratalinker 1800

UV-Tisch TF-20 M

Vortex Mixer

Waage Kern EW6200-2NM

Waage Mettler AE50
Wasseraufbereitungsanlage MilliQ
Wippe

Wippe Rocky

Zahlkammer Fuchs Rosenthal
Zentrifugen 5415 D, 5415 R und 5810
Zentrifuge Kiihlzentrifuge RC-5B
Zentrifuge Multifuge 3L

Biometra, Gottingen

Hoefer, San Francisco (USA)

Peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen
Heidolph Instruments GmbH & Co. KG,
Schwabach

Carl Zeiss Microlmaging GmbH, Géttingen
LI-COR Biosciences GmbH, Bad Homburg
Knick Elektronische Messgerate

GmbH & Co. KG, Berlin

Eppendorf AG, Hamburg

Hirschman Laborgerate GmbH & Co. KG,
Eberstadt

New Brunswick Scientific, Niirtingen
Kurt Retsch GmbH, Haan

neolLab Migge Laborbedarf-Vertriebs GmbH,
Heidelberg

New Brunswick Scientific, Niirtingen
Infors AG, Einsbach

Labnet International Inc., Berkshire (UK)

Bandelin electronic GmbH & Co. KG, Berlin
Consort, Turnhout (Belgien)

Stratagene, La Jolla (USA)

Vilbert Lourmat, Marne-la-Vallée (Frankreich)
neolLab Migge Laborbedarf-Vertriebs GmbH,
Heidelberg

Kern & Sohn GmbH, Balingen

Mettler Toledo Intl. Inc., Greifensee (Schweiz)
Millipore Corporation, Billerica (USA)
Bachhofer, Reutlingen

Labortechnik Frobel GmbH, Lindau

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Eppendorf AG, Hamburg

Sorvall, Bad Homburg

Heraeus, Hanau



5.6.2 Software

Axio Vision LE Rel. 4.7

Canvas Version 11

FCS Express Version 4 (4.01.0018)
Endnote X4.0.2

FilemakerPro 10.0v3

Image]

Microsoft Office

Odyssey Infrared Imaging System
Application Software Version 3.0
Unicorn Version 5.0

Vektor NTI 11.0

5.7 Medien und Agarplatten

5.7.1 Bakterienmedien
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Carl Zeiss Vision

ACD Systems of America, Inc.
De Novo Software

Niles Software Inc.

Filemaker Inc.

Rasband, W.S., U.S. National Institutes of

Health, Bethesda, Maryland (USA)

Microsoft Corporation

LI-COR Biosciences GmbH, Bad Homburg

GE Healthcare, Freiburg

Invitrogen GmbH, Karlsruhe

LB-Fliissigmedium Bacto Trypton 10 g/1
(autoklaviert) Bacto Yeast Extract 5g/1
(Sambrook, et al., 1989) NacCl 10 g/1
NaOH 0,3 mM
SOC-Flissigmedium Bacto Trypton 20 g/1
(sterilfiltriert) Bacto Yeast Extract 5g/1
NaCl 10 mM
KClI 2,5 mM
MgCl2 10 mM
Glukose 20 mM

Fiir die Herstellung von LB-Agarplatten wurde zusatzlich 1,7% Euroagar zugegeben. Zur Selektion
auf Antibiotikaresistenzen wurde das entsprechende Antibiotikum Ampicillin (Stammlésung
100 mg/ml in 50% Ethanol, Endkonzentration 100 pg/ml), Kanamycin (Stammlésung 50 mg/ml in
Ethanol, Endkonzentration 50 pg/ml) oder Chloramphenicol (Stammldsung 50 mg/ml in Ethanol,
Endkonzentration 50 pg/ml in Fliissigmedium bzw. 34 pg/ml in Platten) zugefiigt.

5.7.2 Hefemedien

Vollmedium (XY) Bacto Pepton 20 g/1

(autoklaviert) Bacto Yeast Extract 10 g/1
Tryptophan 200 mg/1
Adeninsulfat 100 mg/1
KH2PO4 10 mM
Zucker (nach dem Autoklavieren zugege- 20 g/1
ben)
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Selektivmedium (S)

10x Yeast Nitrogen Base (YNB)

10x Drop-out -5

Zucker

Adenin

Histidin (Entsprechend
Leucin der Selektion

Tryptophan | zugegeben)
Uracil

100 ml/1
100 ml/1
20 g/1
50 mg/1
50 mg/1
100 mg/1
100 mg/1
50 mg/1

Als Zucker wurden folgende autoklavierte Stammldsungen eingesetzt: Glukose (20%) und Galaktose.
Je nach Auxotrophiemarker wurde Selektivmedium ohne die entsprechenden Aminosiduren bzw.
Basen verwendet. Fiir die Herstellung von festen Medien wurden 1,7% Bacto Agar zugegeben.

Verwendete Stammlosungen zur Herstellung von Hefemedien:

100x Adenin Adeninsulfat 5g/l
10x Drop-out ++ 10x Drop-out -5 mit:
Adenin 500 mg/1
Histidin 500 mg/1
Leucin 1000 mg/1
Tryptophan 1000 mg/1
Uracil 500 mg/I
10x Drop-out -5 Alanin 500 mg/1
Arginin 500 mg/1
Asparagin 500 mg/1
Aspartat 1000 mg/1
Cystein 500 mg/1
Glutamin 500 mg/1
Glutamat 1000 mg/1
Glycin 500 mg/1
(myo-)Inositol 500 mg/1
Isoleucin 500 mg/1
Lysin 500 mg/1
Methionin 500 mg/1
Phenylalanin 500 mg/1
Prolin 500 mg/1
Serin 1000 mg/1
Threonin 1000 mg/1
Tyrosin 500 mg/1
Valin 1000 mg/1
p-Aminobenzoesidure 50 mg/1
20% Galaktose (autokla- | Galaktose 200 g/1
viert)
20% Glukose (autoklaviert) | Glukose 200 g/l
100x Histidin Histidin 5g/l
100x Leucin Leucin 10 g/1
100x Lysin Lysin 5g/l
100x Tryptophan Tryptophan 10 g/1
50x Uracil Uracil 2,5g/l
10x YNB Yeast Nitrogen Base 17 g/1
Ammoniumsulfat 50 g/l

Galaktose und Glukose wurden autoklaviert, alle anderen Stammldsungen wurden sterilfiltriert.




5.7.3 Drosophilafutter und Apfelagarplatten
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Fliegenfutter Agar 240 g
(650 kg Mengenansatz) H20 101
Maismehl 2,4 kg
Trockenhefe 430 g
Sojamehl 300g
Malzextrakt 2,4 kg
Zuckerriibensirup 630 kg
Hz0 151
Propionsidure 190 ml

Der Agar wurde fiir 2,5h mit 101 Wasser verkocht, im Anschlufl die Zuckerriibensirup-mischung
zugegeben und fiir weitere 4,5 h gekocht. Nach Abkiihlung auf 60 °C wurde die Propionsdure hinzu-
gegeben und das Futter in Glasréhrchen abgefiillt.

Apfel-Agar
(500 ml)

Saccharose
Apfelsaft
Nipagin
Agar

H>0

40 g/1

15%
12 g
600 ml

Die Saccharose wurde bei 60 °C in Apfelsaft gelost und Nipagin (in 98% EtOHtechn. geldst) zugeben.
Dieses Nipagin-Apfelsaft-Zucker-Gemisch wurde mit dem Agar vermengt und Platten gegossen.

5.8 Puffer und Lésungen

Coomassie Farbelosung Coomassie Brilliant Blue G250 0,1%
Essigsdure 10%
Ethanol (techn.) 40%
Coomassie Entfarbelésung Essigsaure 10%
Ethanol 40%
DNA-Auftragspuffer Bromphenolblau 0,25%
Xylencyanol (optional) 0,25%
Glycerin 50,0%
EDTA 1 mM
Tris/HCl pH, 7,8 10 mM
DNA-Auftragspuffer fiir Bromphenolblau 0,25%
Konzentrationsbestimmung | Saccharose 40,0%
EasyPrep-Puffer Tris/HCl pH, 8,0 10 mM
EDTA 1 mM
Saccharose 15% (w/v)
Lysozym 2 mg/ml
RNase A 0,2 mg/ml
BSA 0,1 mg/ml
HisTag Puffer A HEPES, pH 7,7 20 mM
(Lyse-Puffer) NacCl 500 mM
(Summers und Jackson, | Imidazol 10 mM
2009) B-Mercaptoethanol 10 mM
HisTag Puffer B HEPES, pH 7,7 20 mM
(Elutions-Puffer) KCl 100 mM
(Summers und Jackson, | Imidazol 1M
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2009) B-Mercaptoethanol 10 mM
Injektionspuffer (10x) Natriumphosphat-Puffer, pH 6,8 1 mM
KCI 50 mM
[P-Puffer Tris/HCl, pH 7,5 10 mM
MgCl, 15 mM
Na-B-Glycerophosphat, pH 7,3 80 mM
EDTA, pH 8,0 20 mM
EGTA, pH 8,0 20 mM
Glycin 10%
50 ml Ansatz hergestellt;
vor dem Experiment frisch zugeben:
Igepal 0,20%
DTT 0,5 mM
Protease-Inhibitor 1:100
Klorix Chlorbleiche (Natriumhypochlorid) in 50,0%
H-0
LSB Tris/HC, pH 6,8 240 mM
(Lammli Auftragspuffer 4x) | SDS 80 mg/ml
Glycerin 400 mg/ml
Bromphenolblau 800 pg/ml
B-Mercaptoethanol 20%
Nipagin (15%) Nipagin in 98% Ethanol techn. 15g
Novozym-LOsung Sorbitol 1M
Tris/HCl, pH 7,5 10 mM
EDTA 1 mM
DTT 50 mM
Novozym 2 mg/ml
PBS (1x) NaCl 140 mM
Na;HPO, 10 mM
KClI 2,7 mM
KH;PO, 1,8 mM
pH 7,2 mit NaOH eingestellt
PBS-T 10 xPBS 100 ml/1
Tween 20 (20%) 5ml/l
PEG/LiAc 10 x TE 100 ml/1
1M LiAc, pH 7,5 100 ml/1
50% Polyethylenglykol 3350 800 ml/1
Ponceau S Ponceau S 1g/1
Eisessig 50 ml/1
Proteinase K Proteinase K 10 mg/ml
TE 1 ml
Puffer A (Aufschlusspuffer) HEPES (pH 7,7) 20 mM
NaCl 500 mM
Imidazol 10 mM
B-Mercaptoethanol 10 mM
Puffer B (Elutionspuffer) HEPES (pH 7,7) 20 mM
KClI 100 mM
Imidazol 1M
B-Mercaptoethanol 10 mM
RNase A RNase A 10 mg/ml
Tris/HCl, pH 7,5 10 mM
NaCl 15 mM
SDS-PAGE Wasser 1,5 ml
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Sammelgel (1 Stiick, 4%ig) 0,5 M Tris/HCl, pH 6,8 625 ul
Angaben aus Molecular | Acrylamid 30%/Bisacrylamid 335ul
Cloning - A Laboratory | 10% SDS 25 ul
Manual 10% APS 25 ul
(Sambrook, et al., 1989) TEMED 2,5 ul
SDS-PAGE Wasser 4,4 ml
Trenngel (1 Stiick, 9%ig) 1,5 M Tris/HCI, pH 8,8 2,5 ml
Angaben aus Molecular Acrylamid 30%/Bisacrylamid 3,0 ml
Cloning - A Laboratory 10% SDS 100 pl
Manual 10% APS 100 ul
(Sambrook, et al., 1989) TEMED 10 pl
SDS-Sample-Puffer Tris pH 6,8 4,8 ml
(nicht reduzierend) Glycerin 4,0 ml
SDS 08g
Bromphenolblau (2% L6sung) 0,1 ml
H-0 auf 10 ml
TAE (50x) (1 1) Tris/Acetat, pH 8,0 2423 g
EDTA 186 ¢g
pH 8,0 mit Eisessig eingestellt
TBS (10x) (51) Tris-Base 121g
NacCl 400,5¢g
pH 7,6 mit HCI eingestellt
TE (10x) Tris/HCI, pH 7,5 100 mM
EDTA 10 mM
Thioesterpuffer (10x) HEPES pH 7,5 100 mM
NACI 1M
ATP 400 uM
MgCl, 20 mM
Transferpuffer (1 1) Tris-Base 3,63 g/l
Fiir Proteine < 100 kDa Glycin 14,4 g/l
SDS (10%) 4 ml/1
Methanol 200 ml
Transferpuffer (1 1) Tris-Base 3,63 g/l
Fiir Proteine > 100 kDa Glycin 14,4 g/l
SDS (10%) 10 ml/1
Methanol 100 ml
Turbo-LRB Tris-Base 250 mM
(LAmmli Laufpuffer, 10x) Glycin 9,46 M
SDS 10 g/l

5.9 Oligonukleotide

Tabelle 3:

Verwendete Oligonukleotide fiir ortsspezifische Mutagenese

Oligonukleotide Sequenz (5'> 3’) Verwendung
SPO_028 > ATATGGATCCAACGAGTCTGGCTACAC Deletionsprimer BamH1-d25-rcal
SPO_029 > ATATGGATCCGCTGAGGGCGAAAACTGTCG Deletionsprimer BamH1-d50-rcal
SPO_030 > ATATGGATCCCAGGAGCAGGACCTTTACTG Deletionsprimer BamH1-d75-rcal
SPO_031 > ATATGGATCCCCTTTCTCTATGACTCCGCG Deletionsprimer BamH1-d100-rcal
SP0_036 > AATCTAACCAAAGAGAATCCTCACGTGCCCTT-

GCAGACCTCGAACCATAGCAGCCTGGCC
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SP0_037> | AATCCTCACGTGCCCAGGCGGTGCAGC
SP0_038> | GTGCCCAAGCGGTGCGCCCATGTGCCCAAGGC
SP0_039> | CAGCCATGTGCCCAGGGCAAACCACAC
GTGCCCAAGGCAAACCACGTAGTGCCATT-
SPO_040> | 1 i
SP0_041> | GTTGCCATTGCTGCAGGCATCGTGGTG UYL e IR
pAlter-System
SP0_042> | GTTGCCATTGCGGCATCGTGGTGTCACGCTCGTC | AmPR-Knockout-Primer fur das
pAlter-System
TetS-Reparatur-Primer fiir das
SP0_043 > | GCCGGGCCTCTTGCGGGATATCGTCCA
pAlter-System
SPO_044 > | GCCGGGCCTCTTGCGGGCGTCCATTCC TetR-Knockout-Primer fiir das
pAlter-System
SPO_046 > | ATAAGGATCCAATGGTGAGCAAGGGCGAGGA
$p0.047 ¢ | TTAATCTAGACTACTTGTACAGCTCGTCCAT-
GCCG
SP0_048 > | ATATCCATGGGACAGAACCACCGACTCAAA
SP0_049 € | ATATGGATCCCCAAAACAGAGCCGCTTGAGC Einfiigen von C-terminaler BamHI
Schnittstelle in Rcal
SP0_053 > | ATATCCATGGGATCGAGCATCCACCTGATG
Forward Mutageneseprimer Rcal-
AGAGAATCCTCA- )
SPO_059 > | Cor0eCaeaaeCaTCCaCCCATATGECE K221R und S2244; Sacll Schnittstel-
le eingefiihrt
GGGCACATGGGCGCACCGCCGCGGCACGTGAG- | Reverse Mutageneseprimer Real-
SPO_060 €< K221R und S224A; Sacll Schnittstel-
GATTCTCT S
le eingefiihrt
SPO_068 > | ATATGGATCCAAGCGACGCAAGAAACACTT Deletionsprimer BamH1-d115-rcal
SPO_069 > ATATGGATCCCTGCTCTTTCCCCACATAGA Deletionsprimer BamH1-d133-rcal
SPO_070 > | ATATGGATCCGACATCGTGGCCAAGCTGGC Deletionsprimer BamH1-d154-rcal
SPO_071 > ATATGGATCCCAGAACCACCGACTCAAATT Deletionsprimer BamH1-d203-rcal
Umklonierung von Hygromycinre-
SP0_072 € | ATATACTAGTCCCGATCCAGACATGATAAGATA |sistenz durch einfiigen von C-
terminaler Spel-Schnittstelle
TGAAGCTTCGTACGCTGCAGGGATCCATGGT- | PCR BamH1-3xCherry aus pFSR048
SPO_084 > o
GAGC amplifiziert
spo 085 | GGCGGCGGCCTCGACGGCGGCGGCGGTCTAG- PCR 3xCherry-Xbal aus pFSR048
- AGCTTGTACAG amplifiziert
Deletionsprimer mit BamHI-
SP0_091 > ST EAETEEAIEEEATEE MG AE- Schnittstelle um Rcal-d255 hinter
GACG .
GFP zu Klonieren
SP0_098 € | CGCGACTTGGAGCGCCTATAGTCTAGACAT Rcal-1-203-Stop-Xbal
CCTCTATCTAGACTAGTTCTTCCTTGTGATTT- C-terminale Verkiirzung von Rcal
SP0_100 €
TCG um 7 AS
SP0_101> | ATATGGATCCATGAGCGCCTATTATCGGCG BamHI-ATG-Rcal
SP0_103 € | ATGTCTAGACTAACCGCCGTAGAAGCGATT NS U et T
150-Stop-Xbal
SP0_104 € | ATGTCTAGACTAGTGGCCACTGGGCGTGTT S aLED Vel S HE
75-Stop-Xbal
SP0_105 € | GCTCAAGCGGCTCTGTTTTTAGTCTAGAATAT | Einfigen von Xbal-Schnittstelle am

C-terminalen Ende von Rcal; Stop-
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Xbal

C-terminale Verkiirzung von Rcal 1-

SP0O_106 <& CTATCTAGACTAGCTCGAGTTGCCCGAGTCCAT
255-Stop-Xbal
SPO_107 € | CCTCTATCTAGACTACAGTCGCTCCCGTGGCAT E;f;?;gﬂeveﬂqnzungvonRcal
CTATCTAGACTAACGCTCGCCGGGATGCGACTT- | C-terminale Verkiirzung von Rcal
SP0O_108 ¢«
GCA um 43 AS
SP0_109 € | CTATCTAGACTAGGCGAAGTTATATGGCGG GO ETOVO Sl el S
um 67 AS (vor ZBR)
C-terminale Verkiirzung von Rcal
SP0O_110 > CCTCTATCTAGACTATAGGTTTTCGCCACACTT
um 112 AS
Umklonierung APC/C-UE Cdc23 in
SP0_138 > TATAGAATTCATGGCGATGCAGAAGTTCTT Matchmakerplasmide pGADT7 und
pGBKT?7
Umklonierung APC/C-UE Cdc23 in
SP0_139 ¢ ATATGGATCCCTAATCGATGGATACGCTGG Matchmakerplasmide pGADT7 und
pGBKT?7
Umklonierung Rcal in Matchma-
SP0O_140 > TATAGAATTCCTCACATTCTTCTCCGGATCC kerplasmide pGADT7 und pGBKT7
Reverseprimer zum Umklonieren
SPO_141 ¢ ATATGTCGACTCCTTCACAAAGATCCTCTA von Rcal in Matchmakerplasmide
pGBKT?7
Reverseprimer zum Umklonieren
SPO_142 < ATATGAGCTCTCCTTCACAAAGATCCTCTA von Rcal in Matchmakerplasmide
pGADT7
Amplifizierung der 1. Halfte des Fzr-
SP0O_143 ¢ TATATCTAGATCCCAGACGGTCACGTAGCC Fragments aus RG-037-Fzr-HA mit
eingefiigter Xbal-Schnittstelle
Amplifizierung der 2. Halfte des Fzr-
SPO_144 > ATATGAATTCTGTGGCGGCCAATAAGCAGA Fragments aus RG-037-Fzr-HA mit
eingefiigter Ncol-Schnittstelle
Amplifizierung der 1. Halfte des Fzr-
SPO_145 > TATAGAATTCATGTTTAGTCCCGAGTACCA Fragments aus RG-037-Fzr-HA;
ohne HA-tag mit EcoRI
Umklonierung von Rcal in pGal-
SPO_146 €« TCAAGCGGCTCTGTTTTTAGGAATTCTATA ARSCEN Plasmid fur Uberexpressi-
on in Hefe
Gro.tsn> | TATACGATCCCAGIACCACCGACTCAAATT. | Mlaencsupiner it
- GAATCTAACCAAAGCGGCTCCTCACGTGCCC 5 &
rung von BamHI
TATAATCGATCCATGGATTACAAGGACGAT- Amplifizierung von FLAG-SkpA aus
SP0O_151 > SQ-042 mit Clal-Schnittstelle (fiir
GACGATAAGG
Y2H)
Amplifizierung von FLAG-SkpA aus
SP0_153 € g?gﬁﬁggGAGTTACTTCTCCTCGCACCA $Q-042 mit Xhol-Schnittstelle (fiir
Klonierung in Y2H pGADT?7)
TATACATATGGAGAAAAAACTATCTAG- Umklonierung 4xHA aus pWS674
SP0O_154 > mit Ndel Schnittstelle (Reversepri-
AACTAGTATG
mer CO_402)
Umklonierung 3xFLAG aus
SPO_155 > gﬁ?ﬁgﬁi@TGAAAACCCCGGATTCTAGAA' pWS2216 mit Nde1 Schnittstelle
(Reverseprimer CO_402)
SPO_156 & TATACTGCAGTTACTTCTCCTCGCACCA- Amplifizierung von FLAG-SkpA aus
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CTCGTTC

SQ-042 mit Pstl-Schnittstelle (fiir
Klonierung in Y2H pGBKT?7)

TATACCCGGGCATGGATTACAAGGACGAT-

Amplifizierung von FLAG-SkpA aus
SQ-042 mit Xmal-Schnittstelle (fiir

S0 GACGATAAGG Klonierung in Y2H pGBKT7) im
Leseraster
SPO_202 > E‘XEATCTAGACTAGGATCCGGAGAAGAATGT_ Stop-Codon direkt nach GFP-Linker
Deletion des Linkers zwischen GFP
SP0_209> | ATATATGGATCCCTTGTACAGCTCGTCCATGE | - )
$P0.210> | ATATTCTAGACTAGGATCCCTTG- o e G
- TACAGCTCGTCCATGC
Rcal
SpO 216> | TATAACATGTCCTACCCATATGATGTTCCAGAT- | Umklonierung von HA-CycB-N285-
- TAC 10xHA in pFASTBac THT_A
SPO 218 S TATACCCGGGAATGATGATTCA- Forwardprimer um Cdc27 in
- AGAGCCCGTGCAG pGBKT?7 zu klonieren
$p0 219 ¢ | TATAGCGGCCGCCTAGTAGTCGCTGTCG- Reverseprimer um Cdc27 in
- TAGCTTCCG pGBKT?7 zu klonieren
SP0 220> | TATACCCGGGAATGCGTCGCTACTCCACAG sorpanelpiler nm CdEle il
pGBKT?7 zu klonieren
SP0 221 € | TATAGCGGCCGCCTAGGTATCGAAGCTCATTTCC | Reverseprimer um Cdcl6 in
pGBKT?7 zu klonieren
SP0 222 € | TATAGAGCTCCTAGGTATCGAAGCTCATTTCC | Reverseprimer um Cdcl6 in
pGADT7 zu klonieren
Forwardprimer um Cdc16 in
SPO 223> | TATACCCGGGATGCGTCGCTACTCCACAGC .
pGADT7 zu klonieren
SPO 224 ¢ |TCATTTTATGTTTCAGGTTCAGGG sevie Selpiiel Segpe A
mer fiir pFastBacTHT
Forward Polyhedrin Sequenzier-
SPO 225> | AAATGATAACCATCTCGCAAATAAA \ )
primer fiir pFastBacTHT
0 il’l;‘éTCTCGAGGGTGTCCTTGTGCTTCTCGTAG- shol Primer for Vibar
SPO_229 € | ATATCTCGAGCATAGCATACTTTCTAGTCCACTC |Xhol Primer for Effete
SP0_236 > | ATATGCGGCCGCATCTAGACTAAAAACAGAGC | Ndel Primer for CycB-N285-10xHA
SP0_235 € | ATATCTCGAGTGCATAGTCCGGGACGTCATAGGG | Xhol Primer for CycB-N285-10xHA
SPO 243> | ATATCATATGTCGAGCGGTCAGCAATT Ubal-ATG-Oligo
$p0 247 ¢ | ATATTCTAGATTAACCACCACGGAGACGAAG: | L voer oo v
GACC
SPO 248> | ATATCCATGGCGTTAAAAAGAATCAATAAGG Ncol Primer for Effete
SPO 249> | ATATCCATGGCGCAGAATATCAGCCCCGAG Ncol Primer for Vihar
$p0.255> | TATATCTAGACATATGTCGAGCGGTCAGCAATT- |\ v o1 shal.Ndel
GATGG
SPO_256 > | CCGAGCCAGCAGCAACGCGG Ubal-Sal
SPO_257 € | TTGGCGAATTGCAGCACCAG Ubal-Sal bw
TGGCGGCCGCTCTAGAGGCGCTCTCGAGACAT- .
SPO_261 ¢ [ o in i CycB-N285-10xHA in pet21a (Xhol)
SPO 262> | ATATATCATATGGTGGGCACAACACTG CycB-N285-10xHA in pet21a (Ndel)
SP0 263 € | TATATCTAGACTACACCCTTCCGGCATCCACGTC | C:terminale Deletion von Real

dC140
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SPO_264 > | ATATGGATCCTTGTCGCAAACTCTGCCTATT g;;;mmale Do el
Klonierung von CycB-N285 in
SP0_270 > ATATGCTAGCATGGTGGGCACAACACTG pET24a Vektor, Einfiihren von N-
terminaler Nhel-Schnittstelle
Klonierung von Geminin 1_101 in
SPO 271 > ATATGCTAGCATGGCTTCGAGCGCTGCC pET24a Vektor, Einfithren von N-
terminaler Nhel-Schnittstelle
GTGGATGCCG- Einfiithren einer Punktmutation
SP0_293 > GAAGGGTGCTGCGCGCGCAGACGCAGCGCGTCA- | E272A mit neuer BssHII-
AGTGTCCG Schnittstelle
AGGGTGCTGCGCGAGCAGACGCAGGCCGTCGCAT | Einfiihren zweier Punktmutationen
SP0_294 > GGTGCTGCGCGAGCAGACGCAGGCCGTCGCAT- R276A_K278A mit neuer Sph1-
GCCCGCGATGCGGTCGAGGCAGCCG Schnittstelle
SPO 295 > ACGCAGCGCGTCAAGTGTCCGGCAT- Einfithren einer Punktmutation
- GCGGCCGAGGCAGCCGGGTTTTCATAAGCGAG R281A mit neuer Eagl-Schnittstelle

(Mit dem —>-Pfeil wird der Forwardprimer angedeutet, <-Pfeil entspricht dem Reverseprimer)

5.10 Plasmide und Vektoren

5.10.1 Verwendete Stammplasmide

Tabelle 4: In dieser Arbeit verwendete Stammplasmide

Plasmid Beschreibung Organismus/Verwendung | Nummer | Quelle/Referenz
pAlterk-1 Eo e . i Promega
Vector® 21, AmpR; Tet E. coli / Mutagenesevektor pNZ-001 (A0 Sommnes)
Strategene,
pBlueskript I R . . § (Alting-Mees und
KS+ 21, Amph; E. coli / Klonierungsvektor pFSR-092 Short, 1989)
(AG Seufert)
Clontech
R: -
bl ELCs Alp iGuli3 Celky S. cerevisiae / Interaktionsvektor | pFSR-213 Laboratories, Inc.
pGBKT7-BD BD_MYC
(AG Dresselhaus)
Matchmaker LS
21, AmpR; Gal4-AD_HA | S. cerevisiae / Interaktionsvektor | pFSR-214 Laboratories, Inc.
pGADT7-AD
(AG Dresselhaus)
Clontech
R: -
e e A5 SGUI3 CElky S. cerevisiae / Interaktionsvektor | pFSR-215 Laboratories, Inc.
pGBKT7-53 BD_MYC-53
(AG Dresselhaus)
Clontech
R: -
LTl ELC Ay Gl CElks S. cerevisiae / Interaktionsvektor | pFSR-216 Laboratories, Inc.
pGBKT7-Lam BD_MYC-lam
(AG Dresselhaus)
T7-Promotor-MCS- Novagene, Darmstadt
pET21a(+) Hise-Tag-T7- E. coli / Expressionsvektor pOT-178 gene,
. (AG Sprenger)
Terminator, AmpR
T7-Promotor-MCS- Novagene, Darmstadt
pET24a(+) Hise-Tag-T7- E. coli / Expressionsvektor pFSR-549 gene,
: (AG Sterner)
Terminator, KanRk
e Novagene, Darmstadt
pET28a(+) Tag-MCS-T7- E. coli / Expressionsvektor pOT-218 gene,
. (AG Sprenger)
Terminator, KanRk
Fast- AmpR, Gentamycing,
Bgc HT a ATG-6xHis-TEV-MCS- Baculovirus / Expressionsvektor | pFSR-471 (AG Meister)
- SV40 pA-Tn7L
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5.10.2 Plasmide von Klonierungszwischenstufen

Tabelle 5: Plasmide von Klonierungszwischenstufen

Name Nummer Stammbhintergrund Verwendungszweck
Gal4-AD_HA_3xFLAG pFSR-253 ggg’;’;ﬁ‘g Hefe-2-Hybrid Interaktionsstudien
Gal4-AD_HA_4xHA pFSR-238 ggg’;’;ﬁ‘g Hefe-2-Hybrid Interaktionsstudien
pGAL1-MYC3-Rcal-tCYC1 pFSR-239 Komplementationsstudie
pGAL1-MYC3-Rcal-tCYC1 pFSR-295 Komplementationsstudie
pGAL1-MYC3-tCYC1 ARSCEN pFSR-212 Komplementationsstudie
pGAL1-Rcal-tCYC1 pFSR-292 Komplementationsstudie
GFP-C-term pFSR-049 Rcal-Punktmutanten
HA-Rcal_Del-1-203_K228R pFSR-073 pAlter Rcal-Punktmutanten
HA-Rcal_Del-1-203_K228R_T232V pFSR-089 pAlter Rcal-Punktmutanten
HA-Rcal_Del-1-203_S224A _V233L pFSR-072 pAlter Rcal-Punktmutanten
HA-Rcal_Del-1-203_T232V pFSR-074 pAlter Rcal-Punktmutanten
HA-Rcal_Del-221-234 pFSR-050 pAlter Rcal-Punktmutanten
Rcal_Del-1-203 pFSR-085 pBSII Bluescript KS+ Rcal-Punktmutanten
Rcal_Del-1-203_K221R_S224A pFSR-098 pBSII Bluescript KS+ Rcal-Punktmutanten
Rcal_Del-1-203_K221R _S224A_T232V pFSR-097 pBSII Bluescript KS+ Rcal-Punktmutanten
Rcal_Del-1-203_K228R pFSR-087 pBSII Bluescript KS+ Rcal-Punktmutanten
Rcal_Del-1-203_S224A_T232V pFSR-091 pBSII Bluescript KS+ Rcal-Punktmutanten
Rcal_Del-1-203_S224A_V233L pFSR-086 pBSII Bluescript KS+ Rcal-Punktmutanten
Rcal_Del-1-203_T232V pFSR-088 pBSII Bluescript KS+ Rcal-Punktmutanten
10xHA pFSR-560 pET24a Ubiquitinylierungsassay
CycB_Del-292-530_2xHA_103aa pFSR-522 Ubiquitinylierungsassay
CycB_Del-292-530_10xHA_77aa pFSR-548 Ubiquitinylierungsassay
Ubal-1.Teilklonierung pFSR-519 Ubiquitinylierungsassay
Ubal-2.Teilklonierung pFSR-520 Ubiquitinylierungsassay

5.10.3 Plasmide fiir Rcal-Derivate mit GFP-

Epitopmarkierung
Tabelle 6: Verwendete Plasmide fir GFP-epitopmarkierte Rca1-Derivate
Name GFP(H) GFP(D) GFP(G) Verwendungszweck
GFP pFSR-359 (-) | pFSR-399 (-) Kontrolle Durchflusszyto-
pFSR-360 (+) | pFSR-400 (+) meter

i i pFSR-128 Kontrolle Durchflusszyto-
HA-NLS-3xGFP (3xGFP D-C-C) meter
Rcal pFSR-024 (-) | pFSR-007 (-) | pFSR-425 (+) Live-cell-imaging / FACS
Rcal C351S pFSR-110 (-) | pFSR-669 (+) Live-cell-imaging / FACS
Rcal_dCdk1-P pFSR-516 (+) Live-cell-imaging / FACS
Rcal dGSK pFSR-667 (+) Live-cell-imaging / FACS
Rcal E215A-N216A-(KEN-KAA) pFSR-670 (+) Live-cell-imaging / FACS
Rcal E215A-N216A-(KEN- : . .
KAA) C351S pFSR-146 (-) Live-cell-imaging / FACS
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Rcal_E215A-N216A-(KEN-

KAA)_C351S_Del-405-411 pFSR-163 (-) | pFSR-731 (+) Live-cell-imaging / FACS
Eﬁ%—_ﬁﬂ%ﬁiﬁ‘*“m' PFSR-166 (-) | pFSR-730 (+) | Live-cell-imaging / FACS
?ég;—_lﬁi):%%i-;;gl_iﬁ\u 164- pFSR-545 (+) | Live-cell-imaging / FACS
Rcal_Del-1-025_Del-221-234 pFSR-059 (-) Live-cell-imaging / FACS
Rcal_Del-1-050_Del-204-411 pFSR-588 (+) Live-cell-imaging / FACS
Rcal_Del-1-075_Del-151-411 pFSR-174 (-) | pFSR-619 (+) Live-cell-imaging / FACS
Rcal_Del-1-075_Del-204-257 pFSR-616 (+) Live-cell-imaging / FACS
Rcal_Del-1-075_Del-204-411 pFSR-589 (+) Live-cell-imaging / FACS
Rcal_Del-1-075_Del-221-234 pFSR-061 (-) | pFSR-460 (+) Live-cell-imaging / FACS
Rcal_Del-1-100_Del-204-411 pFSR-175 (-) | pFSR-620 (+) Live-cell-imaging / FACS
Rcal_Del-1-100_Del-221-234 pFSR-062 (-) Live-cell-imaging / FACS
Rcal_Del-1-115_Del-204-411 pFSR-591 (+) Live-cell-imaging / FACS
Rcal_Del-1-115_Del-221-234 pFSR-101 (-) | pFSR-461 (+) Live-cell-imaging / FACS
Rcal_Del-1-133_Del-204-411 pFSR-592 (+) Live-cell-imaging / FACS
Rcal_Del-1-133_Del-221-234 pFSR-102 (-) | pFSR-462 (+) Live-cell-imaging / FACS
Rcal_Del-1-154_Del-204-411 pFSR-593 (+) Live-cell-imaging / FACS
Rcal_Del-1-154_Del-221-234 pFSR-103 (-) | pFSR-463 (+) Live-cell-imaging / FACS
Rcal _Del-117-134 _Del-204-411 pFSR-700 (+) Live-cell-imaging / FACS
Rcal_Del-1-203 pFSR-064 (-) glngR:gfg ((3) pFSR-426 (+) | Live-cell-imaging / FACS
Rcal_Del-1-203_C351S SIESS.RR-;;: ((3) pFSR-422 (+) | Live-cell-imaging / FACS
Rcal_Del-1-203_Del 344-411 pFSR-429 (+) Live-cell-imaging / FACS
Rcal_Del-1-203_Del 368-411 pFSR-428 (+) Live-cell-imaging / FACS
Rcal_Del-1-203_Del 387-411 pFSR-427 (+) Live-cell-imaging / FACS
Rcal_Del-1-203_Del-221-234 pFSR-144 (-) | pFSR-104 (-) | pFSR-434 (+) Live-cell-imaging / FACS
5;2%62?1';'203—])61'221' pFSR-543 (+) | Live-cell-imaging / FACS
Rcal_Del-1-203_Del-221-234 _Del- pFSR-233 (-)

258-411

pFSR-277 (+)

Live-cell-imaging / FACS

Rcal_Del-1-203_Del-258-411

pFSR-276 (+)

pFSR-401 (-)

Live-cell-imaging / FACS

pFSR-182 (-) | pFSR-402 (+)
Rcal_Del-1-203_Del-268-411 pFSR-550 (+) Live-cell-imaging / FACS
Rcal_Del-1-203_Del-299-411 pFSR-181 (-) | pFSR-430 (+) Live-cell-imaging / FACS

Rcal_Del-1-203_Del-299-

pFSR-654 (+)

Live-cell-imaging / FACS

411_C278A

Rcal_Del-1-203_Del-299- : . .

411 _C281A pFSR-649 (+) Live-cell-imaging / FACS
Rcal_Del-1-203_Del-299- : . .

411 D264A pFSR-650 (+) Live-cell-imaging / FACS

Rcal_Del-1-203_Del-299-
411 E215A_N216A-(KEN-
KAA) E271A

pFSR-628 (+)

Live-cell-imaging / FACS

Rcal_Del-1-203_Del-299-
411 E215A_N216A-(KEN-
KAA)_R275A K277A

pFSR-629 (+)

Live-cell-imaging / FACS

Rcal_Del-1-203_Del-299-
411 _E271A

pFSR-625 (+)

Live-cell-imaging / FACS

Rcal_Del-1-203_Del-299-
411_F288A

pFSR-658 (+)

Live-cell-imaging / FACS

Rcal_Del-1-203_Del-299-
411 _K277A

pFSR-671 (+)

Live-cell-imaging / FACS
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Rcal_Del-1-203_Del-299-
411_Q272A

pFSR-652 (+)

Live-cell-imaging / FACS

Rcal_Del-1-203_Del-299-
411_Q274A

pFSR-653 (+)

Live-cell-imaging / FACS

Rcal_Del-1-203_Del-299-
411 _R267A

pFSR-651 (+)

Live-cell-imaging / FACS

Rcal_Del-1-203_Del-299-
411_R275A

pFSR-672 (+)

Live-cell-imaging / FACS

Rcal_Del-1-203_Del-299-
411_R275A_K277A

pFSR-626 (+)

Live-cell-imaging / FACS

Rcal_Del-1-203_Del-299-

pFSR-627 (+)

Live-cell-imaging / FACS

411_R280A

Rcal_Del-1-203_Del-299- : . .

411 R280K pFSR-697 (+) Live-cell-imaging / FACS
Rcal_Del-1-203_Del-299- : . .

411 R283A pFSR-655 (+) Live-cell-imaging / FACS
Rcal_Del-1-203_Del-299- : . .

411 R286A pFSR-657 (+) Live-cell-imaging / FACS
Rcal_Del-1-203_Del-299- : . .

411 S285A pFSR-656 (+) Live-cell-imaging / FACS
Rcal_Del-1-203_Del-345-411 pFSR-180 (-) Live-cell-imaging / FACS
Rcal_Del-1-203_Del-368-411 pFSR-179 (-) Live-cell-imaging / FACS
Rcal_Del-1-203_Del-368- : . .

411 C351S pFSR-508 (+) Live-cell-imaging / FACS
Rcal_Del-1-203_Del-387-411 pFSR-178 (-) Live-cell-imaging / FACS
Rcal_Del-1-203_Del-387- : . .

411 C351S pFSR-507 (+) Live-cell-imaging / FACS
Rcal_Del-1-203_Del-405-411 pFSR-328 (-) | pFSR-732 (+) Live-cell-imaging / FACS
I BED L AELLE e AL pFSR-165 (-) Live-cell-imaging / FACS

Frameshift

Rcal_Del-1-203_E215A_N216A-
(KEN-KAA)

pFSR-355 (+)

pFSR-420 (+)

Live-cell-imaging / FACS

Rcal_Del-1-203_E215A_N216A-
(KEN-KAA)_C351S

pFSR-385 (+)

pFSR-423 (+)

Live-cell-imaging / FACS

Rcal_Del-1-203_E215A_N216A-
(KEN-KAA)_C351S_Del-405-411

pFSR-734 (+)

Live-cell-imaging / FACS

Rcal_Del-1-203_E215A_N216A-
(KEN-KAA)_Del-221-234_Del-258-
411

pFSR-234 (-)
pFSR-247 (+)

Live-cell-imaging / FACS

Rcal_Del-1-203_E215A_N216A-
(KEN-KAA)_Del-405-411

pFSR-733 (+)

Live-cell-imaging / FACS

Rcal_Del-1-203_E215A_N216A-
(KEN-KAA)_R280A_Del-299-411

pFSR-630 (+)

Live-cell-imaging / FACS

Rcal_Del-1-203_E215A-N216A-

(KEN-KAA) pFSR-329 (-) Live-cell-imaging / FACS
Rcal_Del-1-203_E215A-N216A- . -
(KEN-KAA)_C351S pFSR-176 (-) Live-cell-imaging / FACS
Rcal_Del-1-203_E215A-N216A- pFSR-162 (-) . -
(KEN-KAA)_C351S_Del-405-411 pFSR-183 (+) i L
Rcal_Del-1-203_E215A-N216A- pFSR-232 (-) . -
(KEN-KAA)_Del-258-411 pFSR-275 (+) i L
Rcal_Del-1-203_E215A-N216A- pFSR-167 (-) . -
(KEN-KAA)_Del-405-411 pFSR-356 (+) i L
Rcal_Del-1-203_K214A-(KEN- pFSR-320 (-) ) o

AEN) pFSR-357 (+) pFSR-421 (+) Live-cell-imaging / FACS
Rcal _Del-1-203_K221R-S224A pFSR-100 (-) Live-cell-imaging / FACS
i BRI AL e pFSR-099 (-) Live-cell-imaging / FACS
T232V

Rcal_Del-1-203_K228R _T232V pFSR-096 (-) | pFSR-458 (+) Live-cell-imaging / FACS
Rcal_Del-1-203_K228V pFSR-076 (-) Live-cell-imaging / FACS

Rcal_Del-1-203_K277A

pFSR-676 (+)

Live-cell-imaging / FACS
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Rcal_Del-1-203_K277A_C351S

pFSR-677 (+)

Live-cell-imaging / FACS

Rcal_Del-1-203_S224A _V233L pFSR-075 (-) | pFSR-457 (+) Live-cell-imaging / FACS
Rcal_Del-1-203_T232V pFSR-077 (-) Live-cell-imaging / FACS
Rcal_Del-1-220 pFSR-108 (-) | pFSR-432 (+) Live-cell-imaging / FACS
Rcal_Del-1-220_Del-268-411 pFSR-551 (+) Live-cell-imaging / FACS
Rcal_Del-1-220_Del-299-411 pFSR-546 (+) Live-cell-imaging / FACS
Rcal_Del-122-134 Del-204-411 pFSR-693 (+) Live-cell-imaging / FACS
Rcal_Del-1-234 pFSR-109 (-) | pFSR-433 (+) Live-cell-imaging / FACS
Rcal_Del-1-234 _Del-268-411 pFSR-552 (+) Live-cell-imaging / FACS
Rcal_Del-1-234_Del-299-411 pFSR-547 (+) Live-cell-imaging / FACS
Rcal_Del-1-25_Del-117-134_Del- : . .

204-411 pFSR-699 (+) Live-cell-imaging / FACS
Rcal_Del-1-25_Del-122-134_Del- : . .

204-411 pFSR-694 (+) Live-cell-imaging / FACS
L : ! pFSR-145 (-) ) NN .
Rcal_Del-1-255 pFSR-063 (-) DFSR-246 (+) pFSR-544 (+) Live-cell-imaging / FACS

pFSR-387 (-)

Rcal_Del-1-255_C351S

pFSR-386 (+)

pFSR-424 (+)

Live-cell-imaging / FACS

Rcal_Del-1-255_Del-299-411

pFSR-518 (+)

Live-cell-imaging / FACS

Rcal_Del-1-255_Del-344-411

pFSR-517 (+)

Live-cell-imaging / FACS

Rcal_Del-1-298

pFSR-553 (+)

Live-cell-imaging / FACS

Rcal_Del-1-298_C351S

pFSR-615 (+)

Live-cell-imaging / FACS

Rcal_Del-1-50_Del-221-234 pFSR-060 (-) Live-cell-imaging / FACS
Rcal_Del-151-411 pFSR-172 (-) | pFSR-617 (+) Live-cell-imaging / FACS
Rcal_Del-1-59 _Del-121-411 pFSR-674 (+) Live-cell-imaging / FACS
Rcal_Del-164-203 pFSRI;/?l:Sl () pFSR-668 (+) Live-cell-imaging / FACS
Rcal_Del-164-203_C351S pFSRA‘é\?Z ) Live-cell-imaging / FACS
Rcal_Del-203-257 pFSR-078 (-) | pFSR-459 (+) Live-cell-imaging / FACS
Rcal_Del-204-411 pFSR-149 (-) | pFSR-431 (+) Live-cell-imaging / FACS
Rcal_Del-221-234 pFSR-071 (-) | pFSR-666 (+) Live-cell-imaging / FACS
Rcal_Del-368-411_C351S pFSR-510 (+) Live-cell-imaging / FACS
Rcal_Del-387-411_C351S pFSR-509 (+) Live-cell-imaging / FACS
Rcal_Del-405-411 pFSR-164 (-) | pFSR-729 (+) Live-cell-imaging / FACS
Rcal_Del-51-411 pFSR-673 (+) Live-cell-imaging / FACS
Rcal_Del-75-411 pFSR-173 (-) | pFSR-618 (+) Live-cell-imaging / FACS

Im Labor von Prof. Sprenger sind verschiedene GFP-Epitope im Umlauf. Zur Unterscheidung wurden
diese alphabetisch mit GFP(A) - GFP(H) durchnummeriert. In dieser Arbeit kamen einige davon zum
Einsatz: GFP(H) entspricht dabei einer C-terminalen GFP-Fusion, GFP(D) einem N-terminalem GFP
mit Linkerregion und GFP(G) einem N-terminalem GFP ohne Linkerregion.
Plasmide mit einem (+) in der Tabelle besitzen eine zusitzliche N-terminale Fusion mit HA-NLS
direkt vor dem GFP-Epitop, bei (-) gekennzeichneten beginnt die Translation direkt beim GFP-Epitop.
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5.10.4 Plasmide fiir Rcal-Konstrukte mit Cherry-

Epitopmarkierung
Tabelle 7: Verwendete Plasmide fir Cherry-epitopmarkierte Rca1-Konstrukte
Name N-term N-term C-term C-term Verwendungszweck
1xCherry 3xCherry 1xCherry 3xCherry g
Kontrolle Durchflusszyto-
HA-NES-3xCherry pFSR-127 meter (FACS)
HA-NLS-3xCherry pFSR-140 | Kontrolle Live-cell-imaging
pFSR-115 (-)
Rcal pFSR-404 (+) | pFSR-003 (-) | pFSR-070 (-) | pFSR-116 (-) | Live-cell-imaging / FACS
2xCherry

Rcal_Del-1-203 pFSR-409 (-) | pFSR-414 (+) Live-cell-imaging / FACS

Rcal_Del-1-203_C351S pFSR-411 (-) | pFSR-416 (+) Live-cell-imaging / FACS

Rcal_Del-1-203_Del-221- pFSR-381 (+) . . .

234 _Del-258-411 pFSR-390 (-) Liegell ey 1l

Rcal_Del-1-203_Del-258- pFSR-379 (+) . . .

411 pFSR-403 (-) PFSR-388 () Live-cell-imaging / FACS

Rcal_Del-1-203_

E215A_N216A-(KEN- pFSR-412 (-) | pFSR-417 (+) Live-cell-imaging / FACS

KAA) C351S

Rcal_Del-1-203_

E215A_N216A-(KEN- pFSR-382 (+) N .

KAA)_Del-221-234_Del- pFSR-391 (-) Uil ey Ll

258-411

Rcal_Del-1-203

_E215A_N216A-(KEN- pl::ii.g%?; ((4_')) Live-cell-imaging / FACS

KAA)_Del-258-411 P

Rcal_Del-1-203_K214A- . . .

(KEN-AEN) pFSR-410 (-) | pFSR-415 (+) Live-cell-imaging / FACS

Rcal_Del-1-255_C351S pFSR-413 (-) | pFSR-418 (+) Live-cell-imaging / FACS

Rcal_Del-151-411 pFSR-301 (-) Live-cell-imaging / FACS

Rcal_Del-204-411 pFSR-300 (-) Live-cell-imaging / FACS

Plasmide mit einem (+)

in der Tabelle besitzen eine zusitzliche N-terminale

Fusion mit HA-NLS

direkt vor dem Cherry-Epitop, bei (-) gekennzeichneten beginnt die Translation direkt beim Cherry-

Epitop.

5.10.5 Plasmide fiir Hefe-Zwei-Hybrid-System

Tabelle 8: Verwendete Plasmide fur das Hefe-Zwei-Hybrid-System

Name Nummer Verwendungszweck
Gal4-AD_HA-Rcal pFSR-221 Interaktionsstudien
Gal4-AD_HA_4xHA-Rcal pFSR-236 Interaktionsstudien
Gal4-AD_10xHA-Rcal pFSR-312 Interaktionsstudien
Gal4-AD_HA 3xFLAG-Rcal pFSR-235 Interaktionsstudien
Gal4-AD_13xFLAG-Rcal pFSR-313 Interaktionsstudien
Gal4-BD_MYC-Rcal pFSR-222 Interaktionsstudien
Gal4-AD_HA-SkpA pFSR-315 Interaktionsstudien
Gal4-AD_FLAG-SkpA pFSR-314 Interaktionsstudien
Gal4-AD_HA_3xFLAG-SkpA pFSR-256 Interaktionsstudien
Gal4-BD_MYC_HA_SkpA pFSR-321 Interaktionsstudien
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Gal4-AD_HA-Cdc23 pFSR-220 Interaktionsstudien
Gal4-AD_HA_4xHA-Cdc23 pFSR-237 Interaktionsstudien
Gal4-AD_HA_3xFLAG-Cdc23 pFSR-254 Interaktionsstudien
Gal4-BD_MYC-Cdc23 pFSR-219 Interaktionsstudien
Gal4-AD_HA-3xFLAG-Cdc16 pFSR-467 Interaktionsstudien
5.10.6 Plasmide fiir Ubiquitinylierungsassay
Tabelle 9: Verwendete Plasmide fir den Ubiquitinylierungsassay
Name Nummer Verwendungszweck

pER-His-GFP pFSR-521 Kontrolle Uberexpression
6xHis-Ubal pFSR-523 Uberexpression E. coli
CyclinB_Del-292-530-10xHA-6xHis pFSR-565 Uberexpression E. coli
Eff-6xHis pFSR-472 Uberexpression E. coli
Geminin_Del-102-192_10xHA-6XHis pFSR-566 Uberexpression E. coli
UbcH5b-6xHis pOT-200 Uberexpression E. coli
Ubiquitin-6xHis pOT-201 Uberexpression E. coli
Vihar-6xHis pFSR-473 Uberexpression E. coli
4xFLAG-Fzr pFSR-599 in vitro-Translation
HA-CyclinB_Del-292-530-13xFLAG pFSR-602 in vitro-Translation
HA-NLS-Geminin_Del-102-192-10xHA pFSR-571 in vitro-Translation
HA-NLS-Geminin_Del-102-192-13xFLAG pFSR-612 in vitro-Translation
pFastBacTHT_a-FLAG-Fzr pFSR-440 Uberexpression Baculo-System
pFastBacTHT_a-FLAG-Rcal pFSR-439 Uberexpression Baculo-System
pFastBacTHT_a-HA-CyclinB-Del-292-530-10xHA pFSR-504 Uberexpression Baculo-System

5.10.7 Plasmide fiir Vergleich von APC/C-Substraten

Tabelle 10: Verwendete Plasmide fir den Vergleich von APC/C-Substraten

Name Nummer Verwendungszweck
HA-NLS-CyclinB_Del-292-530-3xCherry pFSR-623 Live-cell-imaging
HA-NLS-CyclinB_Del-292-530-tagRFP pFSR-624 Live-cell-imaging
HA-NLS-CyclinB_Del-292-530-2xGFP pFSR-207 Live-cell-imaging
HA-NLS-GFP-Fzy pFSR-444 Live-cell-imaging
HA-NLS-Geminin_Del-102-192-Cherry pFSR-160 Live-cell-imaging
HA-NLS-Geminin_Del-102-192-3xCherry pFSR-159 Live-cell-imaging
HA-NLS-Geminin_Del-102-192-GFP pFSR-186 Live-cell-imaging
HA-NLS-GFP-Rcal pFSR-425 Live-cell-imaging
Rcal-GFP pFSR-024 Live-cell-imaging
Rcal-3xCherry pFSR-115 Live-cell-imaging
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5.11 Hefestimme

Tabelle 11: Verwendete Hefestamme

Stamm Genotyp Referenzen
MATa, trp1-901, leu2-3, 112, ura3-52, his3-200, gal4, gal80LYS2 : : GAL1uas- (James, et al., 1996)
AH109 GAL1tata-HIS3; GAL2uas -GAL2TATA-ADE2, URA3 : : MEL1uas-MEL1TtaTa-lacZ, Clontech Laboratories,
MEL1 Inc.
Y187 MATaq, ura3-52, his3-200, ade2-101, trp1-901, leu2-3, 112, gal4, met -, gal80, (Harper, etal, 1993)

URA3 :: GAL1uas-GAL1tara-lacZ, MEL1
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7 Abkiirzungsverzeichnis

A Deletion
A
Abb. Abbildung
Amp Ampicillin
AS Aminosaure
ATP Adenosin-Triphosphat
B
b Base(n)
bp Basenpaare
BSA Rinderserumalbumin
C
Cdk Cyclin abhangige Kinase (,cyclin dependent kinase*)
C-terminal carboxyterminal
C-Terminus Carboxy-Ende einer Polypeptidkette
D
DMSO Dimethylsulfoxid
DNA Desoxyribonukleinsdure (,,Desoxyribonuclein acid”)
dNTP Desoxyribonucleotid-Triphosphat
DTT Dithiothreitol
E
E. coli Escherichia coli
EDTA Ethylendiamintetraessigsaure
etal et alii
F
FACS Jfluorescence activated cell sorting”
G
GFP .green fluorescent protein®
H
HA Hamagglutinin-Epitop
I
IgG Immunglobulin der Klasse G
IVT in vitro-Translation
K
KAF kleinstes abbaubares Fragment (von Rcal-Deletion)
L
LB Luria Broth, Bakerienmedium
M
mRNA Boten RNA (,, messenger“RNA)
Myc MYC-Epitop
N
N-terminal aminoterminal
N-Terminus Amino-Ende einer Polypeptidkette
0
0D« Optische Dichte bei der Wellenldnge A =x nm

ORF Offener Leserahmen (,open reading frame*)
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Retik-Lysat
RNA

RNase

RT

S. cerevisiae
SDS

P
PAGE Polyacrylamidgelelektrophorese
PCR Polymerasekettenreaktion (,polymerase chain reaction”)
pH negativer dekadischer Logarithmus der Wasserstoffionen-
konzentration
Rcal »~Regulator of cyclinA“

Retikulozytenlysat

Ribonukleinsaure (, ribonucleic acid”)
Ribonuklease

Raumtemperatur

Saccharomyces cerevisiae
Natriumdodecylsulfat (,, sodium dodecyl sulphate®)

Taq Thermus aquaticus
TAE Tris/Acetat/EDTA
TBS Tris-gepufferte Saline
TE Tris/EDTA
TEMED N,N,N’,N"-Tetramethylethylendiamin
Tris Tris(hydroxymethyl)aminomethan
UpM Umdrehungen pro Minute
UTR Untranslatierte Region einer mRNA (,, untranslated region”)
UuN iiber Nacht
w
Wt Wildtyp
X
XYD XY-Vollmedium mit Glukose
XYG XY-Vollmedium mit Galaktose

Gene und Proteine wurden nach der geltenden Nomenklatur abgekiirzt. Die Abkiirzung
von Aminosduren und Nukleotiden erfolgte nach den internationalen Regeln. Teilweise
wurden gangige Fachausdriicke aus dem Englischen iibernommen, wenn kein entspre-
chender deutscher Fachausdruck existiert oder gebrauchlich ist. Die genormten Be-
zeichnungen fiir naturwissenschaftliche Grofien und die festgelegten Wertangaben
werden unverdndert gebraucht. Die in der deutschen Sprache genormten Abkiirzungen
(Duden) wurden benutzt.
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