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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Rcal ist ein wichtiger Inhibitor fir die Ubiqutin-E3-Ligase APC/C mit dem Aktivatorproteine Fzr (Fizzy-
related, ortholog zu Cdh1), vor allem in der G2-Phase des Zellzyklus, und erméglicht die Akkumulati-
on von Cyclinen fur die darauffolgende Mitose. Embryonen, die die rcal-Allele rcal’ und rca1“*”
tragen, arretieren deshalb im Zellzyklus 16 und kdnnen nicht in die Mitose 16 eintreten. Durch Uber-
expression von Rcal und Rcal mit deletierter F-box (RcalAF-box) konnte dieser Phianotyp komple-
mentiert werden. In dieser Arbeit wurde die genomische Region von rcal kloniert, um die Analyse
mit endogenen Mengen von Rcal und Rcal ohne F-box weiterzufiihren. Die Expression von
RcalAF-box unter Kontrolle dieser Region konnte den Phinotyp jedoch im Vergleich zu der Uberex-
pression nicht komplementieren. Rcal interagiert mit SkpA und ist deshalb vermutlich Teil eines SCF-
Komplexes. Ein mogliches Substrat ist Dacapo, ein Cyclin E/Cdk2 Inhibitor. Aus diesem Grund wurden
rekombinante Fliegenstimme hergestellt, die neben den rcai-Allelen das dap®-Allel auf dem zweiten
Chromosom tragen. Dabei zeigen sich unterschiedliche Phanotypen fiir die beiden rca1-Allele rcai’

1474 Die kodierende Region von rcal® enthilt einen Austausch der Aminosdure A344T un-

und rcal
mittelbar vor der Zinkbinderegion, die fir die APC/C-Inhibition notwendig ist. rcal” dap® Embryonen

durchlaufen wie dap® mutante Embryonen einen zusatzlichen 17. Zellzyklus. In der kodierenden Re-

C1474 6

gion von rcal ist ein Aminosaureaustausch innerhalb des F-box-Motivs vorhanden. rca1“*’ dap
mutante Embryonen zeigen den rcal-mutanten Phanotyp und arretieren in der G2-Phase im 16. Zell-
zyklus. Die F-box-Funktion ist also bei endogenen Rcal-Mengen am G2-M-Ubergang des 16. Zellzyk-
lus notwendig.

Die Uberexpression von Rcal wahrend der Augenentwicklung fiihrt zu ektopischen S-Phasen und
einem rauen Augenphdnotyp. Dieser Phdnotyp zeigt einen ebenfalls F-box-abhangigen Effekt am G1-
S-Ubergang. Durch die Lebendzellbeobachtung von S2R+-Zellen, die 4xFLAG-Rcal iiberexprimieren,
konnte gezeigt werden, dass diese Zellen vorzeitig in die G1-Phase eintreten. Da Rcal vermutlich

Reel_Komplex ist und den Abbau eines negativen Regulators des G1-S-Ubergangs vermitteln

einen SCF
kénnte, wurden durch Uberexpression verschiedener 4xFLAG-Epitop-markierter Rcal-Derivate und
einem in vivo APC/C-Inhibitionsassay, der Einfluss verschiedener funktioneller Domanen auf den G1-
S-Ubergang iiberpriift. Es konnte gezeigt werden, dass die Funktion von Rcal am G1-S-Ubergang
sowohl durch die Funktion von Rcal in einem SCF*®*-Komplex als auch durch die APC/C™-Inhibition
zustande kommen kdnnte.

Es wurde auRerdem durch die Uberexpression verschiedener 4xFLAG-Rcal-Derivate der Einfluss auf
die Stabilitdt von GFP-markiertem Dacapo untersucht, um festzustellen, ob Dacapo ein Substrat des

SCF**’-Komplexes sein kénnte. Es konnte eine F-box-abhéngige Verringerung von GFP-Dacapo um ca.

1
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50 % im Durchflusszytometer beobachtet werden. AuRerdem konnte der durch Uberexpression von
GFP-Dacapo induzierte G1-Arrest F-box-abhangig durch die Uberexpression von 10xHA-Rcal aufge-
hoben werden. Bei der Abreicherung von Rcal durch RNAi konnte auRerdem eine Stabilisierung von
GFP-Dacapo erzielt werden.

Dacapo kommt demnach als Substrat eines SCF**

-Komplexes in Frage. Dieser Komplex kdénnte so-
wohl in die Regulation des APC/C am G2-M-Ubergang involviert sein, indem er die Aktivitat von Cyc-
lin E/Cdk2 als Regulator des APC/C neben Cyclin A/Cdkl und Rcal beeinflusst, als auch am G1-S-
Ubergang, wo er den Abbau von Dacapo als negativen Regulator des G1-S-Ubergangs vermitteln

konnte.
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1 Einleitung

1.1 Der Zellzyklus

Die Vermehrung von Zellen ist ein fundamentaler Prozess fir alle Lebewesen. Es ist ein Zusammen-
spiel aus Zellwachstum und Zellteilung. Bestehende Zellen teilen sich und geben die gleiche geneti-
sche Information an ihre Tochterzellen weiter. Diese Weitergabe der Erbinformation ist eine grund-
legende Voraussetzung fiir den Fortbestand des Lebens.

In einzelligen Organismen fihrt die Zellteilung zu der Entstehung eines neuen Organismus. In mehr-
zelligen Organismen dagegen entsteht ein neuer Organismus aus einer befruchteten Eizelle, die sich
unzahlige Male teilt und somit Gewebe und Organe bildet. Die Zellteilung ist in mehrzelligen Orga-
nismen nicht nur wahrend der Entwicklung wichtig, sondern auch fiir die Erneuerung von einzelnen
Zellen, wie z.B. bei der Hamatopoese, aber auch bei Geweben, wie dem Haut- oder Darmepithel.

Die Duplikation der DNA und die eigentliche Zellteilung kdnnen nicht gleichzeitig ablaufen. Es ist da-
her besonders wichtig, dass diese beiden Prozess regulativ aufeinander abgestimmt sind. Die einzel-
nen aufeinander folgenden Ereignisse miissen in der richtigen Reihenfolge ablaufen, um die geneti-
sche Stabilitat Gber Generationen zu gewahrleisten und sind deshalb sehr streng reguliert. Diese
Abfolge von DNA-Duplikation und eigentlicher Zellteilung wird Zellzyklus genannt.

Das Zellzykluskontrollsystem ist dabei ein komplexes Netzwerk, das auf extrinsische und intrinsische
Faktoren reagiert und die Abldufe wahrend des Zellzyklus reguliert. Der Erndhrungszustand eines
Organismus, Wachstumsfaktoren, Zelldichte und Entwicklungsstand férdern oder hemmen die Zell-
teilung, den Austritt aus dem Zellzyklus oder die Apoptose. Storungen in diesem komplexen System
kénnen zu unkontrolliertem Zellwachstum oder Zellproliferation fiihren und die genetische Stabilitat
gefahrden. Eine Konsequenz daraus kann das Entstehen oder das Wachstum von Tumoren sein.

Der Zellzyklus unterteilt sich in verschiedene Phasen. Grob unterteilt sich der Zellzyklus in 2 Phasen:
die Interphase und die Mitose. In der Interphase findet Zellwachstum statt und das Erbgut wird du-
pliziert, welches dann anschlielend in der Mitose auf die sich neu bildenden Tochterzellen verteilt

wird.
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Anaphase

Metaphase

A Interphase -
\0_-)
L1 -2
Abbildung 1.1: Der Standard-Zellzyklus

Der Standard-Zellzyklus besteht aus 4 Phasen. In der G1-Phase bereitet sich die Zelle auf die DNA-Synthese in der S-Phase
vor. In der G2-Phase werden dagegen Vorkehrungen fir die nachfolgende Mitose getroffen. Die Chromosomen lagern sich
in der Metaphaseplatte an (Metaphase) und die Schwesterchromatiden werden dann auf die neu gebildeten Tochterzellen
verteilt (Anaphase). AnschlieBend findet die Zytokinese statt.

verdandert nach Morgan, 2006

Die Interphase lasst sich in einem Standard-Zellzyklus in weitere distinkte Phasen unterteilen: G1-
(Gap1), S- (Synthese) und G2- (Gap2) Phase. Auf die G2-Phase folgt dann die M- (Mitose) Phase
(Abbildung 1.1).

Die eigentliche Zellteilung findet in der M-Phase statt. Diese besteht aus der Mitose und der
Zytokinese. In der G1-Phase bereitet sich die Zelle auf die Synthesephase vor und gewinnt an Masse.
Sie ist zu diesem Zeitpunkt hochmetabolisch aktiv, d.h. sie dupliziert Zellorganellen und stellt Protei-
ne her, die fir die DNA-Synthese gebraucht werden. Die G1-Phase wird von der S-Phase gefolgt, in
der die Replikation der DNA stattfindet. Hierbei werden alle Chromosomen dupliziert. Wahrend der
G2-Phase gewinnt die Zelle erneut an GroRe und die fir die Zellteilung wichtigen Proteine werden
synthetisiert.

In der Mitose findet dann die eigentliche Teilung der Chromosomen, des Zellkerns und der Zelle
selbst statt. Sie kann aufgrund von morphologischen Kriterien weiter unterteilt werden. Zu Beginn
findet eine Kondensation des Chromatins statt und die hochgeordneten und hochkondensierten
Chromosomen werden gebildet. Dieser Abschnitt wird als Prophase bezeichnet. In der anschliefRen-
den Prometaphase wird der Zusammenbruch der Kernmembran eingeleitet.

Wahrend der Metaphase liegen die Chromosomen in ihrer héchsten Kondensation vor und werden
mithilfe der mitotischen Spindel in der Aquatorialebene ausgerichtet. In der Anaphase I6st sich die
Verbindung zwischen den Schwesterchromatiden und sie werden in Richtung der Spindelpole gezo-

gen. In der nachfolgenden Telophase findet die Dekondensation der Chromatiden statt, die auch
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wahrend der Interphase noch andauert. Abgesehen davon kommt es zur Bildung einer neuen Kern-
hille. Im Anschluss erfolgt die Zytokinese, in der die eigentliche Trennung in zwei Tochterzellen statt-

findet, die dann das komplett duplizierte adulte Genom beinhalten (Abbildung 1.1).

1.2 Der Zellzyklus in der Entwicklung von Drosophila melanogaster

In der Fruchtfliege Drosophila melanogaster treten wahrend der Entwicklung verschiedenste Zellzyk-
len auf. Allein wahrend der Embryogenese kdnnen drei unterschiedliche Zellzyklen beobachtet wer-
den. Zu Beginn der Embryogenese finden ausschlieBlich Kernteilungen in der Mitte des Embryos
statt. S-Phase und Mitose wechseln sich nacheinander ab, sodass innerhalb von kurzer Zeit 13 Kern-
teilungen in einem gemeinsamen Zytoplasma erfolgen (Zalokar, 1976; Foe und Alberts, 1983;
Rabinowitz, 1942). Die Proteine, die fiir diese Phasen benétigt werden, stammen aus der maternalen
Kontribution in Form von mRNA oder Proteinen, die im Ei deponiert wurden, und sind unabhangig
von der zygotischen Transkription. Die Interphase verlangert sich schrittweise mit den spéaten
synzytialen Teilungen und eine erste G2-Phase folgt nach der S-Phase in Zellzyklus 14 (Lee und Orr-
Weaver, 2003; Edgar und O'Farrell, 1989; Edgar und O'Farrell, 1990). AuRerdem wandern drei Viertel
der Zellkerne an die Peripherie (Foe und Alberts, 1983) und es findet die Zellularisierung statt. Dieses
Stadium wird zellulare Blastula genannt. Die restlichen Zellkerne entwickeln sich zu Dotternuclei und
treten nach der 10. Teilung aus dem Zellzyklus aus. Diese Zellen initiieren Endoreplikation oder
Endozyklen, eine Abfolge aus S- und G-Phase (ohne Mitose), bei der der DNA-Gehalt stark ansteigt
(Edgar und Orr-Weaver, 2001; Lilly und Duronio, 2005). Wahrend der blastodermalen Teilungen (Zell-
zyklus 14-16) ist der Zeitraum der G2-Phase in verschiedenen Geweben unterschiedlich lang, je nach
dem Entwicklungsprogramm einzelner Zellgruppen findet eine Unterteilung in 25 mitotische Doma-
nen statt (Foe, 1989). In diesem Zeitraum findet auch die erste zygotische Transkription statt (Merril
et al., 1988; Wieschaus und Sweeton, 1988). Nach der Mitose im 16. Zellzyklus wird die erste G1-
Phase ausgebildet (Edgar und O'Farrell, 1990). Die meisten Zellen verlassen dann den Zellzyklus und
arretieren in dieser G1-Phase (Edgar und O'Farrell, 1990) (

Abbildung 1.2). Die Zellen des Nervensystems teilen sich jedoch im Rhythmus S-, G2- und M-Phase
weiter (Lee und Orr-Weaver, 2003).
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Die Stadien der Embryogenese WT real? Transkriptionsaktivitat
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Abbildung 1.2: Ubersicht {iber die Zellzyklen wahrend der Embryogenese und die Expression verschiedener Proteine.

Bis einschlieBlich Zellzyklus 13 finden Kernteilungen statt, bei denen sich S- und M-Phase abwechseln. Wahrend der Zell-
zyklen 14-16 gehen die Zellen nach der Mitose durch die G2-Phase. Nach Zellzyklus 16 verlassen die meisten Zellen den
Zellzyklus und arretieren in der G1-Phase. Nur wenige Zellen teilen sich danach weiter.

Zu Beginn ist die Transkriptionsaktivitat von cyclin E sehr hoch (Tomancak et al, 2002; Tomancak et al., 2007), das durch
die maternale Kontribution bereit gestellt wird. Auch dacapo mRNA ist vorhanden (Tomancak et al., 2002; Tomancak et al.,
2007). Die Transkriptionsaktivitat von cyclin E verringert sich im Laufe der Embryogenese. Die Transkription von fzr und
dacapo beginnt wahrend der blastodermalen Teilungen.

Abbildung verdandert nach Campos Ortega und Hartenstein, 1993

Eine Gruppe von Zellen differenziert zu larvalen Geweben und teilt sich ebenfalls weiter. In diesen
Zellzyklen wechseln sich S- und G-Phasen ab. Dadurch werden diese Zellen polyploid und es findet
ein enormes Wachstum dieser Zellen und der gesamten Larve statt.

Die Zellen, die spater zu adultem Gewebe differenzieren, werden bereits wahrend der Embryogenese
festgelegt. Dabei handelt es sich um Imaginalscheiben und abdominale Histoblasten. Die

Imaginalscheibenzellen teilen sich in einem Zellzyklus mit G1-, S-, G2- und M-Phase (
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Abbildung 1.2) und differenzieren spater zu adulten Strukturen aus. Die Histoblasten dagegen arre-
tieren in G2. Einige wenige adulte Zellgruppen teilen sich spater endozyklisch und bilden Speichel-

driisen, Darm und Fettkoérper (Smith und Orr-Weaver, 1991; Lee und Orr-Weaver, 2003).

1.3 Das Zellzyklus-Kontrollsystem

Die Regulation des Zellzyklus erfolgt durch transkriptionale Kontrollen und unterschiedliche
posttranslationale Modifikationen, die eine schnelle Abfolge verschiedener Zellzyklusphasen erlaubt.
Bei posttranslationalen Modifikationen findet z.B. ein Wechselspiel aus Phosphorylierung und
Dephosphorylierung, Polyubiquitinylierung und Deubiquitinylierung statt, die den Abbau von Regula-
toren vermitteln. Nach dem Abbau kdnnen diese Regulatoren nach Bedarf neu synthetisiert werden.
Durch diese Prozesse kommt eine Oszillation von Zellzyklus-Regulatoren zustande und der Zellzyklus
bekommt eine unidirektionale und irreversible Richtung. AuRerdem wird gewahrleistet, dass das
Genom nur einmal und vollstandig repliziert wird.

Es gibt dafiir 3 wichtige Kontrollpunkte oder regulatorische Ubergédnge im Zellzyklus, an denen der
Fortgang angehalten werden kann, um auf fehlerhafte Abldaufe zu reagieren. Wenn die Wachstums-
bedingungen ideal sind, tritt die Zelle in den Zellzyklus ein, durchlauft den Startpunkt und der G1-S-
Kontrollpunkt wird passiert. Der Eintritt in die Mitose wird am G2-M-Ubergang kontrolliert. Der letzte
Kontrollpunkt ist innerhalb der Mitose am Metaphase-Anaphase-Ubergang.

Das Kernstiick in der Regulation findet liber die oszillierende Aktivitdt von Cyclin-abhangigen Kinasen
(cyclin dependent kinases, Cdks) statt. Durch die Enzymaktivitit dieser Kinasen kann der Phosphory-
lierungszustand von Proteinen sehr schnell verdandert und somit ihre Aktivitat beeinflusst werden.
Die Menge der Cdks in den Zellen bleibt dabei wahrend des gesamten Zellzyklus konstant. Die Regu-
lation findet lber die regulatorischen Untereinheiten, den Cyclinen, statt. Die Oszillation der Cycline
stimuliert die katalytische Aktivitat der Cdks.

Die Cdks werden in unterschiedliche Klassen eingeteilt. Es werden G1-, G1-S- und S-Phase-Cdks, so-
wie mitotische Cdks unterschieden. In Drosophila bilden D-Typ Cycline mit Cdk4 einen Komplex und
regulieren das Fortschreiten durch die G1-Phase. Der Cyclin E/Cdk2-Komplex ist wichtig am G1-S-
Ubergang und fiir die Initiation der S-Phase. Cyclin A/Cdk2 reguliert das Fortscheiten durch die S-
Phase und Cyclin A, B und B3 zusammen mit Cdk1 den Eintritt in die Mitose (Edgar und Lehner, 1996;
Sherr et al., 1999; Morgan, 2006)

Die Cyclin/Cdk-Komplexe werden wiederum Uber aktivierende oder inhibitorische Phosphorylierung

oder Dephosphorylierung reguliert oder es findet eine Regulation tiber Cdk-Inhibitor-Proteine statt.
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1.3.1 Initiierung und Ablauf der Mitose

Fir den G2-M-Ubertritt wird eine hohe Cdkl1-Aktivitit benétigt. Diese Aktivitit kommt durch
Cyclin A/Cdk1 und Cyclin B/Cdk1 zustande. Fur die vollstandige Aktivierung bendétigt der Cyclin/Cdk1-
Komplex eine aktivierende Phosphorylierung in der Nahe des aktiven Zentrums. Diese Phosphorylie-
rung wird durch sogenannte Cdk-activating kinases (CAKs) ausgefiihrt. Der geschwindigkeitsbestim-
mende Schritt ist dabei die Bindung der Cycline an Cdk1, denn dieser Komplex wird dann von CAKs
erkannt und phosphoryliert. Die Menge der CAKs wahrend des Zellzyklus bleibt konstant (Morgan,
2006).

Cdks kdnnen zusatzlich Gber die streng regulierten Kinasen Weel und Myt1 negativ reguliert werden.
Dies erfolgt Uber inhibitorische Phosphorylierungen (Morgan, 1995), die durch die Phosphatase
Cdc25 entfernt werden kénnen (Russell und Nurse, 1986). In Drosophila gibt es 2 homologe Cdc25
Proteine, String und Twine, wobei ersteres in der Mitose und letzteres in der Meiose eine Rolle spielt
(Edgar et al., 1994; Edgar und O'Farrell, 1990; Edgar und Datar, 1996). Der Komplex aus M-Phase
Cyclin und Cdk-Aktiviert dabei den eigenen Aktivator Cdc25 und inhibiert den eigenen Inhibitor
Weel. Dabei wird ein , Feedback Loop“ generiert, der zu einer schalterartigen Aktivierung der Cdks
am Beginn der Mitose flihrt.

Wahrend der Mitose ist eine Abnahme der Cdk1-Aktivitdt erforderlich, damit die Zellen aus der Mito-
se austreten kdnnen und eine stabile Interphase aufgebaut werden kann. Cycline, Cdk-Inhibitoren
und andere Zellzyklusregulatoren werden dabei fiir den Abbau im 26S-Proteasom markiert. Diese
Markierung erfolgt durch die multiple kovalente Anheftung von Ubiquitin an diese Proteine (Glotzer
et al., 1991; Hershko et al., 1991). Es werden dabei die Cycline abgebaut, wobei die Cdk-Untereinheit
intakt bleibt.

Die Markierung fir den Ubiquitin-vermittelten Abbau erfolgt Giber eine Enzymkaskade: das universel-
le Ubiquitin-aktivierende Enzym (E1) bindet Ubiquitin Gber eine kovalente Thioester-Bindung.
Ubiquitin wird dann auf das Ubiquitin-konjugierende Enzym (E2) Gbertragen. Die Ubiquitin-E3-Ligase
wiederum (bertragt Ubiquitin vom E2-Enzym auf ein Lysin des Substratproteins (Hershko, 1997). Es
konnen hier vier verschiedene E3-Ligase-Typen voneinander unterschieden werden: der HECT-,
RING-Finger-, U-box- oder PHD-Finger-Typ (Review von Nakayama und Nakayama, 2006). Die RING-
Finger E3-Ligasen bilden die groRte Familie und werden in Subfamilien unterteilt. Die Cullin-
basierenden E3-Enzyme enthalten die Skpl-Cull-F-box-Protein-Komplexe (Review von Nakayama
und Nakayama, 2005) und den APC/C anaphase-promoting complex oder Cyclosom) (King et al. 1995;
Harper et al., 2002; Castro et al., 2005).

Die Entdeckung des APC/C erfolgte u.a. in Saccharomyces cerevisiae durch die Isolierung von mutan-

ten Hefen, die Defekte im Abbau von mitotischen Cyclinen zeigten (Irniger et al. 1995). Der APC/C ist
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ein hochmolekularer Proteinkomplex mit mindestens 11 Untereinheiten und einer GrofRe von ca.
1 MDa. Dieser Komplex ist in der Mitose, sowie in der G1-Phase aktiv (Review von Peters, 2006;
Thornton und Toczyski, 2006; van Leuken et al, 2008; Matyskiela et al., 2009). Er wird durch die
Aktivatorproteine Cdc20 oder Cdh1/Hctl Zellzyklus-abhangig aktiviert. AuBerdem ist die Aktivitat des
APC/C von seinem Phosphorylierungszustand abhangig (Schwab et al., 1997; Visintin et al., 1997).
Cdc20 kann nur an den APC/C binden, wenn mehrere Untereinheiten phosphoryliert sind (Kramer et
al., 2000; Kramer et al., 1998). In Vertebraten wird die Phosphorylierung des APC/C durch mitotische
Kinasen wie Cyclin/Cdk1 und die PIk1 (polo like kinase 1) erreicht (Descombes und Nigg, 1998; Patra
und Dunphy, 1998). Dadurch ist die Aktivitdt von APC/C° auf die frihe Mitose beschrankt, wenn
eine hohe Cdk-Aktivitdt vorhanden ist. Die Aktivierung von APC/C“" dagegen ist nur bei niedriger
Cdk-Aktivitat moglich (Kramer et al., 2000; Zachariae et al., 1998). Die Phosphorylierung von Cdh1l
durch Cdkl und Cdk2 verhindert eine Aktivierung des APC/C und beschrankt somit die APC/CC.
Aktivitat auf die spate Mitose und die G1-Phase (Kramer et al., 2000; Sorensen et al., 2000; Zachariae
et al., 1998; Blanco et al., 2000; Jaspersen et al., 1999; Listovsky et al., 2000; Lukas et al., 1999; Ya-
maguchi et al., 2000)

Die orthologen Proteine zu Cdc20 und Cdhl werden in Drosophila Fzy (fizzy) und Fzr (fizzy-related)
genannt. fizzy-Mutante Zellen scheitern am Abbau von mitotischen Cyclinen und arretieren in der
Metaphase (Dawson et al. 1993; Sigrist et al 1995). Drosophila Fzr wird in der spaten Mitose und der
G1-Phase gebraucht, um die Menge an mitotischen Cyclinen gering zu halten (Sigrist und Lehner,
1997). In der Abwesenheit von fzr kdnnen epidermale Zellen im Embryo keine terminale G1-Phase
etablieren und durchlaufen eine weitere 17. Mitose (Sigrist und Lehner, 1997).

Der APC/C“ pegiinstigt den Metaphase-Anaphase-Ubergang durch die Ubiquitinylierung von
Securin. Securin ist der Inhibitor der Separase, die fir die Spaltung von chromosomalem Cohésin
verantwortlich ist. Dadurch wird die Trennung der Schwesterchromatiden initiiert (Cohen-Fix et al.,
1996; Funabiki et al., 1996). AuBerdem findet der Abbau von Cyclin A (Geley et al., 2001) und Cyclin B
statt (Holloway et al., 1993; Gorr et al., 2005).

In Drosophila werden die Cycline sequenziell degradiert. Der Abbau von Cyclin A wird in der Meta-
phase initiiert, noch bevor die Chromosomentrennung stattfindet. Cyclin B wird wahrend der friihen
Anaphase abgebaut. Cyclin B3 wird in der spaten Anaphase degradiert, wenn die Chromosomen seg-
regiert sind (Sigrist et al., 1995).

Nach dem Beginn der Anaphase wird Cdc20 von APC/C*" ubiquitinyliert (Visintin et al., 1997; Fang
et al., 1998; Prinz et al., 1998; Shirayama et al., 1998). Es werden aulRerdem Cyclin B und weitere
Substrate, wie Geminin, die Kinasen Aurora A und B, fir den Abbau markiert und dadurch der Aus-

tritt aus der Mitose gefordert (Fang et al., 1998; Kramer et al., 1998; Zachariae et al., 1998; Fang et
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al., 1999; Blanco et al., 2000; Listovsky et al., 2000; Castro et al., 2002; Littlepage und Ruderman,
2002). Der APC/C“" pleibt dann wihrend der gesamten G1-Phase aktiv.
Cdc20 wird bereits wahrend der G2-Phase exprimiert. Es kommt zu der Vermittlung des Abbaus von

€20 \vird so

frihen Substraten, wie Cyclin A. Der Abbau von Securin und Cyclin B durch den APC/C
lange unterdriickt, bis sich wahrend der Mitose der Spindelapparat bipolar an die Kinetochore der
Schwesterchromatiden anlagert. Dieses Kontrollsystem wird Spindelkontrollpunkt (spindle assembly
checkpoint, SAC) genannt (Review von Malmanche und Sunkel, 2006; Chen, 2007; Ciliberto und Shah,
2009; Musacchio und Salmon, 2007). Somit wird die vorzeitige Segregation der Chromosomen ver-
hindert, was zu einer abnormalen Zahl von Chromosomen (Aneuploidie) und somit genetischer In-
stabilitat fiihren wirde.

Der SAC besteht aus den Proteinen Mad2, BubR1/Mad3 und Bub3, die an Cdc20 binden und den
mitotischen Kontrollpunktkomplex (mitotic checkpoint complex, MCC) bilden (Hardwick et al., 2000;

Fraschini et al., 2001; Sudakin et al., 2001), wenn noch unbesetzte Kinetochore vorhanden sind. Das

Fortschreiten in der Mitose wird dadurch verhindert.

1.3.2 Der Anaphase Promoting Complex (APC/C)

Der APC/C besteht aus mindestens 11 Untereinheiten. Die Untereinheiten lassen sich in drei Subdo-
manen einteilen: die katalytische, die TPR-Domane (tetratricopeptide repeat) und die Geriistsubdo-
mane. Die Interaktion vom E2-Enzym mit dem APC/C findet Uber die Untereinheit APC11 statt. Die
Substrate werden Uber die Aktivatorproteine Cdc20 und Cdh1 rekrutiert, die im C-Terminus eine
WDA40 Propeller-Domane enthalten. Cdh1 bindet dabei tber die Untereinheit Cdc27 und APC2 an den
APC/C (Review von Thornton, 2006).

A B humaner APC/C

TRP-

Untereinheiten

APC16
CDC27
DOCH
APC2
APCA1
APC4

APC5

Abbildung 1.3: Die Architektur des APC/C.

A: Schematische Darstellung des APC/C. Die Proteine der TPR-Subdomaéne sind mit vertikalen Streifen dargestellt.

Die Proteine der Plattform sind in griin dargestellt. Alle Proteine, die an der Katalyse der Ubiquitinylierungsreaktion betei-
ligt sind, sind in orange dargestellt. In gelb sind die Proteine dargestellt, die an der Substraterkennung beteiligt sind.
B:Frontansicht des humanen APC/C mithilfe von elektronenmikroskopischen Aufnahmen in einer Auflésung von ca. 25 A.
Verandert nach Peters, 2006 und Buschhorn et al., 2006.
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Das TPR—Motiv ist ein Strukturmotiv bestehend aus 34 Aminosauren, das in Tandemwiederholungen
auftritt und im Falle des APC/C-Proteine der TPR-Subdomane oder Bogenlampe kennzeichnen (Blatch
und Lassle, 1999). Diese besteht aus den grofReren Untereinheiten APC7, APC3, APC6 und APC8 und
den kleineren Untereinheiten APC16, APC13 und APC26. Das Geriist oder die Plattformsetzen sich
aus den folgenden Untereinheiten zusammen: APC1, APC4, APC5 und APC15. Der katalytische Kern
setzt sich aus dem APC2-APC11-Cullin-Ring-Komplex und dem Co-Rezeptor APC10 zusammen.

Die APC/C-Untereinheiten bilden einen zentralen Hohlraum mit der Substratbindestelle und dem
katalytischen Zentrum aus (Gieffers et al., 2001). Der APC/C erkennt Sequenzelemente, wie die D-box
(destruction box) mit dem Sequenzmotiv R-X-X-L-X-X-X-N oder die KEN-box mit der

Konsensussequenz K-E-N-X-X-X-N (Glotzer et al., 1991; Pfleger und Kirschner, 2000).

1.3.2.1 Nicht-mitotische Funktionen des APC/C

Neben der Funktion vom APC/C in mitotischen und endoreplizierenden Zellen wurden weitere Funk-
tionen in postmitotischen Zellen gefunden. Diese betreffen z.B. Neuronen und Muskelzellen. Es gibt
somit eine Funktion vom APC/C auRerhalb des Zellzyklus in zellularer Differenzierung und neuronaler
Physiologie und Morphologie. Die Expression von Cdc20 ist dabei restriktiver als die Expression von
Cdh1. Cdh1 wird stark in terminal differenzierten Zellen exprimiert, wie z.B. in Neuronen, Muskelzel-
len, in der Placenta und im hematopoetischen System. Der APC/C“™ hilt in diesen Zellen die Menge
an Cyclin B niedrig, um einen abbarenten Eintritt in den Zellzyklus zu verhindern, der in diesen Zellen

1 tragt somit zum Uberleben dieser Zellen bei (Almeida et

zur Apoptose fiihren wiirde. Der APC/C
al., 2005). AuRerdem beeinflusst der APC/C“" den bioenergetischen und antioxidativen Status von
Neuronen durch den kontinuierlichen Abbau des glykolytischen Enzyms 6-Phosphofructo-2-
Kinase/Fructose-2,6-Bisphosphatase-3 (Pfkfb3) (Herrero-Mendez et al., 2009)

Es gibt auBerdem Hinweise auf eine APC/C%%

-abhdngige Funktion wodurch die Morphologie von
Dendriten in postmitotischen Neuronen reguliert wird. Die Depletion von Cdc20 verhindert das
Wachstum und die Verastelung der Dendriten in granuldaren Neuronen im Kleinhirn, ohne dabei das
Wachstum der Axonen zu beeinflussen. (Kim et al., 2009). In Drosophila findet auBerdem ein Cdh1-
abhangiger Abbau von Liprin-a statt, was die prasynaptische Organisation und die synaptische GrofR3e

beeinflusst (van Roessel et al., 2004).
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1.3.3 Einleitung und Aufrechterhaltung der G1-Phase

Wahrend der Embryogenese findet die erste G1-Phase nach der Mitose 16 statt. In der G1-Phase
wird die Reaktivierung der Cyclin/Cdk-Komplexe unterdriickt, um einen kontrollierten Eintritt in den
nachsten Zellzyklus zu gewahrleisten, wenn gute Wachstumsbedinungen gegeben sind und die Zelle
ausreichend gewachsen ist. Daflir wird zum einen die Expression von mitotischen Cyclinen verringert

Fzr

und zum anderen verbleibende Cyclin/Cdk-Komplexe durch den APC/C™ abgebaut.

AuRerdem wird die Cdk-Aktivitat durch Cyclin-abhangige Kinase Inhibitoren (CKI) niedrig gehalten,
die an Cyclin/Cdk-Komplexe binden und diese inhibieren (Peter und Herskowitz, 1994; Sherr und
Roberts, 1999). In Drosophila inhibiert Dacapo (Dap) Cyclin E/Cdk2 und stabilisiert somit die G1-
Phase (de Nooij et al., 1996; Lane et al., 1996). Roughex (Rux) dagegen ist der spezifische Inhibitor
von Cyclin A/Cdk1, der auch am Austritt aus der Mitose involviert ist (Foley et al., 1999; Foley und
Sprenger, 2001; Thomas et al., 1994; Thomas et al., 1997). rux-Mutanten bewirken einen verfriihten

Eintritt in die S-Phase (Thomas et al., 1994; Thomas et al., 1997) und einen rauen Augenphanotyp im

adulten Auge.

1.3.4 Die Regulation des G1-S-Ubergangs

In Saugetieren ist der G1-S-Ubergang abhingig von Cyclin D/Cdk4, Cyclin D/Cdk6 und Cyclin E/Cdk2
(Matsushime et al. 1994; Sherr, 1993). D-Typ Cycline inaktivieren das Retinoblastoma Protein (pRb)
durch Phosphorylierung (Sherr, 1996; Wong und Weber, 2007), damit ein Fortschreiten im Zellzyklus
moglich ist (Lundberg und Weinberg, 1998). Rb ist ein Transkriptionsrepressor von Genen, die fiir den
G1-S-Ubergang gebraucht werden. Es verhindert somit einen vorzeitigen Eintritt in die S-Phase, in-
dem es die Zellen in der G1-Phase hélt (Weinberg 1995; Giacinti und Giordano, 2006). Rb interagiert
mit Proteinen aus der Familie der E2F-Transkriptionsfaktoren, bildet mit ihnen Heterodimere und
inhibiert sie (Hamel et al. 1992; Weintraub et al. 1995). E2F-Transkriptionsfaktoren selbst bestehen
aus 2 Untereinheiten, der E2F-Untereinheit und der Dp-Untereinheit. Sie regulieren Gene der DNA
Replikation und Zellzyklusregulatoren der Mitose, Apoptose, DNA Reparatur und Zelldifferenzierung
(Burkhart und Sage, 2008; van den Heuvel und Dyson, 2008). Darunter sind z.B. Replikationsproteine
wie die DNA-Polymerase a, aber auch Enzyme der Nukleotidbiosynthese oder Initiationsfaktoren, die
den préareplikativen Komplex bilden (Leone et al., 1998). Durch die Phosphorylierung von Rb kommt
es zur Freisetzung von E2F (Attwooll et al., 2004; Blais und Dynlacht, 2004; Kato et al., 1993) und zur
transkriptionellen Aktivierung der Zielgene. In Drosophila ist E2F1 ein starker positiver Aktivator des
G1-S-Ubergangs und der Apoptose und reguliert spezifisch die Transkription von cyclin A, cyclin E,
rnrS, pcna, und dna polymerase o (DeGregori et al., 1995; Pagano et al., 1992; Dimova et al., 2003;

Duronio et al., 1995; Royzman et al., 1997). Cyclin E/Cdk2 verstarkt seine eigene Aktivitat durch die
10
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Phosphorylierung von Rb und die Aktivierung der Transkription von cyclin E. In Drosophila ist Cyclin E
der wichtigste Regulator des G1-S-Ubergangs (Knoblich et al., 1994; Richardson et al., 1995).
Wahrend der spaten G1-Phase wird auRerdem der APC/C" von Emil in Vertebraten inhibiert (Hsu
et al., 2002) und ermoglich somit eine Akkumulation von Cyclin A. Zudem werden die CKls p27 und
p21 durch SCF (Skp-Cullin-F-box Protein) Komplexe degradiert (Reviews von Cardozo und Pagano,
2004; Nakayama und Nakayama, 2006, Carrano et al.,, 1999; Sutterluty et al., 1999; Tsvetkov et al.,
1999). Die Cyclin/Cdk-Aktivitit wird auf diesem Wege erhéht und férdert den G1-S-Ubergang (Peters,
2006).

1.3.5 Proteinabbau durch SCF-Komplexe

SCF-Komplexe (Skp-Cullin-F-box Protein) sind Cullin-abhangige Ubiquitin-E3-Ligasen, die zur Super-
familie der RING-Finger-Ligasen mit mehreren Untereinheiten gehdren. Die Cullin Untereinheit bildet
dabei ein Geriist, das sowohl mit der Adapteruntereinheit Skpl am N-Terminus als auch mit dem
RING-Finger Protein Rbx1 (Rocl oder Hrtl) am C-Terminus interagiert (Cardozo und Pagano, 2004;
Skowyra, et al., 1999; Ohta, et al., 1999; Seol et al., 1999). Skp1 dagegen bindet ein F-box Protein,
das wiederum die Substratspezifitat vermittelt (Skowyra et al., 1997; Petroski et al., 2005). Die F-box
bildet dabei die Interaktionsdomane mit Skpl und wurde zuerst in humanem Cyclin F identifiziert
(Bai et al., 1996). Die Cullin-Untereinheit stellt die Verbindung zwischen einem spezifischen E2-Enzym
und dem durch das F-box-Protein erkannte Substrat her. Die Substrate werden in den meisten Fallen
phosphoryliert und kénnen anschlieBend vom SCF-Komplex erkannt und ubiquitinyliert werden
(Deshaies et al., 1999). Aktuelle Studien haben gezeigt, dass dies nicht der einzige Mechanismus der
Substraterkennung ist. Auch andere Modifikationen, wie Glykosylierung, mehrstufige Phosphorylie-
rungen oder Adaptorproteine fiir die Substraterkennung sind moglich (Skaar et al., 2013).

Die F-box-Proteine enthalten ebenfalls Protein-Protein-Interaktionsdomanen und werden in 3 Klas-
sen eingeteilt: FBWs enthalten neben der F-box eine Domane mit WD-40 Wiederholungen, FBLs wei-
sen neben der F-box auch Leucin-reiche Wiederholungen auf (Kipreos und Pagano, 2000; Skowyra et
al., 1997). FBXs beinhalten keine der bereits genannten Strukturmotive und bilden eine heterogene
Klasse, in der entweder ein weiteres Strukturmotiv flr Protein-Protein-Interaktion vorhanden sein
kann, aber nicht unbedingt vorhanden sein muss. Die Anzahl an F-box Proteinen ist innerhalb ver-
schiedener Spezies sehr variabel. So wurden z. B. in Arabidopsis thaliana ca. 600 F-box Gene ent-
deckt. Im humanen System konnten mehr als 70 F-box Proteine identifiziert werden, jedoch sind nur
bei ca. 20 % der F-box Proteine die Substrate bekannt (Frescas und Pagano, 2008). So konnte bei-
spielsweise fiir das humane Protein Skp2 das CKI p27 als Substrat identifiziert werden (Carrano et al.,
1999; Sutterluty et al., 1999; Tsvetkov et al., 1999). Bevor p27 fir den Abbau erkannt und markiert

werden kann, ist eine Phosphorylierung an T187 nétig (Vlach et al., 1997).
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In Drosophila gibt es mindestens 30 F-box Proteine (Ho et al, 2008). Das Protein Slimb
(supernumerary limbs, homolog von B-TrCP) wurde als negativer Regulator des Hedgehog (Hh) und
Wnt/Wingless (Wg) Signalweges entdeckt. Es beeinflusst zum einen den Hh-Signalweg, durch die
Vermittlung des Abbaus des Transkriptionsfaktors Cubitus interruptus (Ci), zum anderen den Wg-
Signalweg durch den Abbau des B-Catenin homologen Proteins Armadillo (Jiang und Struhl, 1998).
AuRerdem konnte das F-box-Protein Fbw7 oder Archipelago (Ago) identifiziert werden, welches den
Abbau vom orthologen Protein c-myc, dmyc, vermittelt (Moberg et al., 2004). Nicht alle SCF-
Komplexe ubiquitinylieren ihre Substrate, um sie fiir den Abbau zu markieren. Im Falle des Transkrip-
tionsfaktors Met4 aus Saccharomyces cerevisiage bewirkt der SCFY*"°-Komplex durch die
Ubiquitinylierung, dass Met4 die Transkription der Gene, die fiir Methioninbiosynthese benétigt
werden, nicht mehr aktivieren kann (Kaiser et al, 2000). Stattdessen werden Gene der S-
Adenosylmethioninbiosynthese aktiviert. Es findet somit kein Abbau des Transkriptionsfaktors, son-

dern eine Umprogrammierung statt (Kuras et al., 2002).
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1.3.6 Initiierung und Regulation der DNA-Replikation

Die komplette und korrekte Replikation des Genoms ist eine Voraussetzung fiir die genetische Stabili-
tat. Die DNA-Replikation wird nach dem G1-S-Ubergang durch eine erhéhte S-Cdk-Aktivtit initiiert
(Bell und Dutta, 2002). Die Initiation der Replikation findet an spezifischen chromosomalen Elemen-
ten statt, die als Replikationsursprung bezeichnet werden. An den Repliktationsurspriingen findet
eine Anlagerung von Proteinkomplexen statt, die wiederum die Anlagerung einer bidirektionalen
DNA-Replikationsgabel ermoglichen. Des Weiteren ist eine Regulation der Bildung des
prareplikativen Komplexes wichtig, um DNA-Replikation und Zellzyklus zu koodinieren.

Bereits in der G1-Phase findet die Rekrutierung des prareplikativen Komplexes an die Replikationsur-
springe statt. Bei der Bildung der prareplikativen Komplexe findet eine Anlagerung von Replikations-
faktoren statt. Darunter sind z.B. origin recognition complex (ORC), Cdc6, Cdtl und die Mcm
(minichromosome maintenance) Proteine 2-7. Die Mcm-Proteine bilden dabei eine ringformige Struk-
tur um die DNA und dienen als Helicase.

Nach der Aktivierung der prareplikativen Komplexe in Pradinitiationskomplexe in der friihen S-Phase
wird die DNA an den Replikationsurspriingen entwunden und die DNA-Replikationsmaschinerie kann
binden. Der prareplikative Komplex I6st sich von den Replikationsurspriingen und zerfallt. Die erneu-
te Zusammenlagerung wird bis zur nachsten G1-Phase verhindert.

Die Replikation wird bereits am Ende der Mitose bzw. in der frilhen G1-Phase vorbereitet. Der
prareplikative Komplex bindet dann an die Replikationsurspriinge und bereitet die Aufwindung der
DNA vor. Der origin of recognition complex (ORC) bildet die Plattform fiir die Bindung des
prareplikativen Komplexes. Obwohl die ORCs wahrend des gesamten Zellzyklus an den Replikations-
urspriingen verbleiben, sind sie nur in der spaten Mitose und der frilhen G1-Phase aktiv und kataly-
sieren die Bindung des prareplikativen Komplexes. Die Proteine Cdc6 und cdc10-dependant transcript
1 (Cdtl1) assoziieren als Teil des prareplikativen Komplexes mit den ORCs (Nishitani et al., 2000;
Maiorano et al., 2000). Es erfolgt die Assoziation der Mcm-Proteine 2-7. Der Mcm-Komplex ist die
Helicase, die ATP-abhingig die DNA entwindet (Pacek und Walter, 2004) und wandert mit den Repli-
kationsgabeln entlang der DNA. Der prareplikative Komplex zerféllt dann in seine einzelnen Unter-
einheiten, die entweder abgebaut oder inhibiert werden. Er kann erst wieder in der ndchsten Mitose
gebildet werden.

Es gibt verschiedene Moglichkeiten, wie Rereplikation, also dass die Replikation nur einmal pro Zell-
zyklus stattfindet, verhindert wird. Die Bildung der prareplikativen Komplexe und der Initiationskom-
plexe wird zeitlich voneinander getrennt (G1-Phase und S-Phase). In G1 ist die Cdk-Aktivitat niedrig
und somit kdnnen die Mcm-Proteine nicht aktiviert werden. Geminin verhindert aullerdem die

Rereplikation unabhdngig von ORC und Cdc6 (McGarry und Kirschner, 1998), indem es an Cdtl
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inhibitorisch bindet (Yanagi et al., 2002; Cook et al., 2004; Lee et al., 2004; Saxena et al., 2004; De
Marco et al., 2009) und die Degradation von Cdt1 verhindert. In Xenopus und im humanen System ist
der Abbau von Cdtl tiber das PIP-box-Motiv durch CRLA“™ vom proliferatin cell nuclear antigen
(PCNA), einem Prozessivitatsfaktor der DNA-Polymerasen abhangig (Arias und Walter, 2005; Nishitani
et al., 2006) Der Abbau von Cdt1 erfolgt in C.elegans, Vertebraten und S. pombe, wenn Zellen in die
S-Phase eintreten (Review von Kim und Kipreos, 2007). Der Abbau in Drosophila erfolgt ebenfalls PIP-
box-abhangig und wird durch die E3-Ligase CRLA“™ vermittelt (Lee et al., 2010). Zellzyklus-
unabhdngig z.B. bei DNA-Schaden wird durch S-Phasen-Cycline phosphoryliertes Cdtl durch
CRL1/SCF*** fir den Abbau markiert (Nishitani et al., 2001, Nishitani et al., 2006; Li et al., 2003; Kon-
do et al., 2004; Liu et al., 2004).

1.4 Der Zellzyklusregulator Rcal

1.4.1 Die Rcal/Emil — Familie

Die Aktivitat von der Ubiquitin-E3-Ligase APC/C wird durch unterschiedliche Mechanismen inhibiert.
Emil in Vertebraten und dessen Ortholog Rcal in Drosophila werden fir die Inhibition des
APC/CSF wihrend der S-Phase und der G2-Phase gebraucht. Sie regulieren unter anderem die
Stabilitdt von Geminin (Di Fiore und Pines, 2007; Machida et al., 2007).

Im C-Terminus von Emil befinden sich einige wichtige Strukturmerkmale, wie eine D-box, eine Lin-
ker-Region, eine Zinkbinderegion (ZBR) und einen RL-Tail (siehe Abbildung 1.4). Es wird vermutet,
dass Emil den APC/C kompetitiv als Pseudosubstrat inhibiert, weil Emil eine D-box und damit eine
Erkennungssequenz fir den APC/C aufweist, und diese die Substratbindestelle blockieren kénnte
(Miller et al., 2006). Es gab jedoch in der Meiose Hinweise, dass Emi2 (Emil-related Protein 2, Erpl)
durch die ZBR und den RL-Tail den Transfer von Ubiquitin von einem Ubiquitin konjugierenden Enzym
(E2) auf das APC/C Substrat verhindert (Ohe et al., 2010; Tang et al., 2010). Dies wurde vor kurzem
auch an humanem Emil untersucht. Es zeigte sich, dass die Inhibition des APC/C durch multiple Me-
chanismen stattfindet. Zum einen blockiert Emil die Elongation der Ubiquitin-Ketten durch das E2-
Enzym UBE2S (Wang und Kirschner, 2013). Im humanen System gibt es verschiedene E2-Enzyme,
zum einen UBCH10 oder UBCH5, zum anderen UBE2S. UBCH10 oder UBCHS5 katalysieren die
Monoubiquitinylierung von Substraten, UBE2S die Elongation der Ubiquitin-Ketten, die dann wiede-
rum fir die Erkennung durch das 26S-Proteasom dienen (Williamson et al., 2009; Wu et al., 2010.;
Garnett et al., 2009; Dimova et al., 2009). Des Weiteren wurde gezeigt, dass ein Emil-Konstrukt, das
den C-terminalen Bereich mit D-box, Linker-Region, ZBR und RL-Tail enthalt, auch die Substratbinde-
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stelle blockieren kann, indem es den zentralen Hohlraum im APC/C blockiert. Die D-box bindet dabei
an die WD40-Domane von Cdh1l, wahrend die ZBR und der RL-Tail mit der katalytischen Kern inter-

agieren (Frye et al., 2013).

NLS F-box KEN-box ZBR— ZBR RL
D.m. Rcal ; i i i
115 133 150 193 214216 278 282 346 369 402 411
KEN-box NLS 1 F-box D-box ZBR— ZBR NLS 2 RL
H.s. Emil/Fbox5 u | | i i i i
118120 184 211 239 281 322325 178381 396 E:ua aao.,l 147

417 443

Abbildung 1.4: Schematischer Aufbau von Rcal und humanem Emil.

Die beiden Inhibitoren des APC/C, Rcal aus Drosophila und humanem Emil weisen eine dhnliche Anordnung der konser-
vierten Strukturdoméanen auf.

NLS: nuclear localization sequence, F-box: Protein-Protein-Interaktionsmotiv, KEN-box/D-box: APC/C-Degron, ZBR: Zinkbin-
deregion, RL: RL-Tail

Die Mutation der ZBR fiihrt dazu, dass aus dem APC/Cthl Inhibitor Emil ein Substrat dieses Komple-

B-TrcP

xes wird (Miller et al., 2006). Der reguldare Abbau von Emil erfolgt durch den SCF -Komplex nach
der Phosphorylierung des Degrons D-S-G-X-X-S durch die Kinase Plkl (Hansen et al, 2004;
Guardavaccaro et al., 2003; Margottin-Goguet et al., 2003).

Bei dem in der Meiose wichtigen Protein Emi2 werden mehrfache Phosphorylierungen verwendet,
um die Aktivitat und Stabilitdit des Proteins zu regulieren. Multiple Phosphorylierungen im N-
Terminus von Emi2 aus Xenopus durch Cdk1 bilden eine Bindestelle fiir Plk1 und CK18/¢. Durch diese

BT bhosphoryliert sowie Phosphorylierungsstellen im C-Terminus

Kinasen wird das Degron von SCF
im Bereich der D-box, der ZBR und des RL-Tails, die die Interaktion mit dem APC/C beeintrachtigt.
Uber den MAPK-Signalweg kénnen durch die Phosphorylierung der Kinase Rsk durch Mos Phosphory-
lierungsstellen in der zentralen Region von Emi2 phosphoryliert werden und dadurch wiederum
PP2A-B56B/e rekrutiert werden. Diese Phosphatase ist der Antagonist zu den Kinasen und kann
durch Dephosphorylierung Emi2 stabilisieren. Somit kann der Arrest in der Metaphase der Meiose |l
durch Mos und Emi2 wieder aufgehoben werden (Isoda et al., 2011).

Das zu Emil orthologe Protein Rcal weist nur limitierte Homologie zu Emil und Emi2 auf. Jedoch
sind die GroRe und der funktionelle Aufbau sehr dhnlich. Im Vergleich zu Emil aus Xenopus besteht
eine Ahnlichkeit von 25 %, wobei 16 % identisch sind (Reimann et al., 2001). Rcal wurde in einem
Screen fur Enhancer und Suppressoren des roughex (rux) Augenphanotyps gefunden und zunéchst
als Regulator von Cyclin A identifiziert (Dong et al., 1997). Das CKI Rux inhibiert spezifisch Cyclin
A/Cdk1 und ist notig, um eine stabile G1-Phase aufzubauen. In Abwesenheit von Rux kommt es zu

einem verfriihten Eintritt in die S-Phase, aufgrund von ektopischer Cyclin A/Cdk1-Aktivitat (Thomas
etal., 1994.).
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In rcal-mutanten Embryonen zeigt sich der gleiche Phanotyp wie in der Abwesenheit von Cyclin A
(Lehner und O’Farrell, 1989). Die Embryonen zeigen einen Arrest in der G2-Phase des Zellzyklus 16
epidermaler Zellen, aufgrund eines vorzeitigen Abbaus von Cyclin A und kénnen nicht in die nachfol-
gende Mitose eintreten (Dong et al.,, 1997, Grosskortenhaus und Sprenger, 2002). Der Zusammen-
hang zwischen Rcal und Cyclin A fiihrten zu der Namensgebung von Rcal (regulator of cyclin A 1).
rcal-mutante Embryonen zeigen den gleichen Phinotyp wie bei der Uberexpression von Cdh1/Fzr. Es
kommt zu einem Arrest embryonaler Zellen in der G2-Phase des 16. Zellzyklus. Jedoch zeigen Emb-
ryonen, die rcal und fzr mutant sind, keinen vorzeitigen Abbau von Cyclin A. Des Weiteren fiihrt die
gleichzeitige Uberexpression von Fzr und Rcal zu keinen Auffilligkeiten hinsichtlich der Akkumulati-
on von Cyclinen und dem Durchschreiten der Mitose 16 (Grosskortenhaus und Sprenger, 2002).

Rcal wird wahrend der G1-Phase abgebaut (Radermacher, 2007; Morgenthaler, persénliche Kom-

Fzr

munikation). Dadurch kénnen Cycline APC/C “-abhangig abgebaut werden und eine stabile G1-Phase
kann etabliert werden (Grosskortenhaus und Sprenger, 2002; Jacobs et al., 2002; Pimentel und
Venkatesh, 2005). Die dafiir benétigte Abbausequenz konnte auf einen Bereich von 14 Aminosauren
eingegrenzt werden, von Aminosaure 220 bis 234 (Radermacher, 2007).

Der Abbau ist dabei unabhangig von der Phosphorylierung des D-S-G-X-X-S Degrons und der Cdkl
Phosphorylierungsstellen (Zielke et al., 2006). Es gibt jedoch Hinweise darauf, dass Rcal von einem
Inhibitor des APC/C™ zu einem Substrat wird und somit abgebaut wird, weil dies im gleichen zeitli-

Fzr

chen Rahmen geschieht, wie das APC/C™ Substrat Geminin (Morgenthaler, persénliche Kommunika-
tion). Es ist jedoch noch unklar, welche Modifikationen bzw. welche Enzyme an diesen Modifikatio-

nen beteiligt sind.

1.4.2 F-box-abhingige Funktion von Rcal am G1-S-Ubergang

Rcal greift an zwei wichtigen Punkten in die Regulation des Zellzyklus ein. Zum einen in der G2-Phase
durch die Inhibition von APC/C™, was die Inhibition des APC/C durch Cyclin A/Cdkl und
Cyclin E/Cdk2 unterstiitzt (Sigrist und Lehner 1997, Grosskortenhaus und Sprenger, 2002; Dienemann
und Sprenger, 2004; Reber et al., 2006). Diese Inhibition ist wahrend der Embryogenese sehr wichtig.
Die Inhibition durch Rcal dagegen ist zu diesem Zeitpunkt weniger bedeutend und wird erst beno-
tigt, wenn die Fzr-Expression stattfindet, also im blastodermalen Stadium. Aus diesem Grund kénnen
rcal-mutante Embryonen sich bis Zellzyklus 16 entwickeln, bevor ein Phanotyp auftritt. Zu diesem
Zeitpunkt wird auRerdem die Transkription von Cyclin E verringert und die Inhibition des APC/C durch
Cyclin E/Cdk2 nimmt ab. Cyclin A/Cdkl liegt dann in der Abwesenheit von Rcal inhibitorisch
phosphoryliert durch Cdc25/String vor, da der APC/C GibermaRig aktiv ist.

Neben der Rolle in der G2-Phase kdnnte Rcal eine weitere Funktion am G1-S-Ubergang haben. Die

Uberexpression von Rcal wahrend der Augenentwicklung von Drosophila fiihrt F-box-abhingig zu
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ektopische S-Phasen und somit zu einem rauen Augenphinotyp. Die Uberexpression von Rcal in
Fligelimaginalscheiben flhrt auRerdem dazu, dass die Zellen schneller die G1-Phase durchlaufen und
somit den G1-S-Ubergang beschleunigen (Zielke et al., 2006). Es konnte zudem gezeigt werden, dass
bei der Immunprazipitation von FLAG-Rcal Epitop-markierte SCF-Komponenten wie HA-SkpA und

myc-Cull F-box-abhangig coprazipitiert werden kdénnen. Dies spricht fir eine Beteiligung von Rcal in

Rcal Rcal

einem SCF™""-Komplex. Es ware somit denkbar, dass dieser SCF™“"-Komplex einen negativen Regula-

tor des G1-S-Ubergangs fiir den Abbau markieren kdnnte (Zielke et al., 2006).

1.4.3 Die Funktion von Rcal in postmitotischen Zellen

Wie bereits in Abschnitt 1.3.2.1 erwadhnt, gibt es postmitotische Funktionen des APC/C in neuronalen
Zellen. Rcal konnte ebenfalls bei einem RNAi-Screen gefunden werden, als ein Gen, welches Schlaf-
muster und -menge beeinflusst. Die RNAi vermittelte Herabregulation von Rcal mithilfe des pan-
neuronalen elavGAL4-Treibers, verringerte die Menge des totalen, taglichen Schlafs von Drosophila
(Rogulja and Young, 2012) . In diesem Zusammenhang zeigte auch die Abreicherung von Cyclin A eine
Reduktion des taglichen Schlafs in der Fliege. Zudem wurde beobachtet, dass die Zeitspanne, die die
Fliegen brauchten, um einzuschlafen signifikant erhéht war und die Lebenszeit sich ebenfalls verrin-

gerte hat, wenn die Menge an Cyclin A in den postmitotischen Neuronen reduziert ist.

17



Zielsetzung

2 Zielsetzung

Die etablierte Funktion von Rcal als Inhibitor des APC/C wurde vor allem durch Uberexpression von
Rcal-Derivaten wahrend der Embryogenese ermittelt. Fir die konservierte F-box in Rcal konnte in
diesen Analysen keine Funktion festgestellt werden. Ziel dieser Arbeit ist es, die F-box-Funktion von
Rcal niher zu untersuchen. Dabei soll mit den zwei unterschiedlichen rcal-Allelen, rcal? und

rcal C1474

, gearbeitet und Rcal mit deletierter F-box auf endogenen Level exprimiert werden.

Die Uberexpression von Rcal induziert ektopische S-Phasen in der Augenentwicklung von Drosophila
Zielke et al., 2006). Um dies ndher zu untersuchen, soll ein Zellkultursystem verwendet werden, um
die Uberexpression von Rcal vor allem am G1-S-Ubergang zu untersuchen. Ein Fokus soll dabei auf
Rcal-Derivaten liegen, bei denen die F-box deletiert oder mutiert ist, oder Mutationen in der Zink-
binderegion oder ihr angrenzend vorhanden sind. AuRerdem soll die APC/C-Inhibitionsfahigkeit die-
ser Rcal-Derivate untersucht.

Eine mogliche F-box-Funktion von Rcal kommt durch die Interaktion mit der SCF-Komponente SkpA
zustande. Durch genetische Interaktion soll untersucht werden, ob der Cdk-Inhibitor von

Ral_Komplexes sein kénnte und somit in der

Cyclin E/Cdk2, Dacapo, ein mogliches Substrat dieses SCF
Abwesenheit von Dacapo, wenn die F-box-abhangige Funktion nicht gebraucht werden sollte, der
Zellzyklusarrest in der G2-Phase des 16. Zellzyklus aufgehoben werden kann. Ob Dacapo ein Substrat
des SCF*“’-Komplexes sein kénnte, soll auch in Zellkultur mittels Durchflusszytometrie untersucht
werden. Dabei soll auch die Stabilitdt von Dacapo in der Abwesenheit von Rcal Gberprift werden.

SCF-Substrate werden in den meisten Fallen, bevor sie durch die Ubiquitin-E3-Ligase erkannt werden,
phosphoryliert. Bei den zu Dacapo homologen Proteine p21 und p27 erfolgt die Phosphorylierung am

C-Terminus. Aus diesem Grund sollen potentielle Cdk-Phosphorylierungsstellen am C-Terminus von

Dacapo mutiert werden und diese Proteine auf ihre Stabilitat untersucht werden.
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3 Ergebnisse
3.1 Analyse der F-box-Funktion in Drosophila-Embryonen

Rcal ist ein Inhibitor des APC/C™ und wird wihrend der G2-Phase bendtigt, um einen vorzeitigen
Abbau von APC/C-Substraten, wie Cyclinen, zu verhindern. Diese werden flir den Eintritt in die Mito-
se benotigt (Grosskortenhaus und Sprenger 2002). Aus diesem Grund kommt es in der Abwesenheit
von Rcal im Embryo zu einem Arrest im Zellzyklus 16. Die Uberexpression von HA-Rcal kann diesen
Phanotyp aufheben. Bei der Uberexpression von HA-Rcal mit deletierter F-box-Doméne konnte die-
ser Arrest ebenfalls aufgehoben werden (Zielke et al, 2006), was auf eine F-box-unabhangige Funkti-

on von Rcal in der Embryogenese hindeutet.

3.1.1 Analyse der rcal-Allelen

Die erste Moglichkeit, die Bedeutung der F-Box-Funktion zu untersuchen, ergab sich aufgrund der
Sequenzanalyse von rcal-Allelen. So konnten in zwei EMS-induzierten Allelen Punktmutationen in
der kodierenden Region detektiert werden, die bei einem Allel am Rande der Zinkbinderegion und
bei dem anderen Allel in der F-box-Domadne liegen. Die kodierenden Regionen der beiden rcal-Allele
wurden in Vektoren kloniert und sequenziert (Kies, 2011). Das Allel rca1? beinhaltet eine Punktmuta-
tion, die dazu flihrt, dass die Aminosdure Alanin an Position 344 zu einem Threonin ausgetauscht ist
(Abbildung 3.1). Dieser Aminosaureaustausch liegt unmittelbar vor dem zweiten Teil der Zinkbinde-
region (Aminosduren 346-369). Das Allel rca1“”* dagegen tragt eine Punktmutation an Position 182,
die zum Austausch von Methionin zu Threonin an dieser Position fiihrt. Dieser Aminosdureaustausch

0440 7eigte dagegen eine sinnentstellende

liegt innerhalb der F-box-Domane. Ein weiteres Allel, rcal
Mutation, die zu einem vorzeitigen Stop-Codon fiihrt. Dadurch bricht die resultierende Proteinse-
qguenz schon nach 163 Aminosduren ab (Sprenger, personliche Mitteilung). Eine schematische Dar-
stellung von Rcal und den jeweiligen Aminosdureaustauschen der Allele ist in Abbildung 3.1 darge-

stellt.
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NLS F-box KEN-box ZBR——— ZBR RL
115 133 150 193 214216 278 282 346 369 402 411
A344T
Rcal A344T
(rca1?) I—izl H_H_H—i
M182T

Rcal M182T

(rca1€1474) I—i—l l—u_i_-—i
Real1-163 [T T | . _ ... _._. e
(rca1€0440) I—i—l

163

Abbildung 3.1: Ubersicht {iber die verschiedenen rcal-Allele

Schematische Darstellung von Rcal und die Position der Austausch von Aminosduren innerhalb der Proteinsequenz der
Allele. Im Vergleich zum wildtypischen Rcal tragt das Allel rcal’ den Aminosdureaustausch A344T, rca1®** M182T und bei
rca1® kommt es zu einem frihzeitigen Stop-Codon und der C-Terminus ist dadurch deletiert (164-411).

Die Abkulrzungslegenden der einzelnen Rcal- Domanen sind in Abbildung 1.4 erklart.

Bei dem Allel rca1“*” liegt ein Allel vor, bei dem die F-box-Domane eine Mutation tragt, wahrend die
C-terminale Halfte intakt ist. Um zu Uberprifen, wie sich der Phdnotyp dieser beiden Allele auspragt,
wurden homozygote Embryonen identifiziert (Fehlen des LacZ-Markers, der auf dem Balancer-
Chromosomen liegt, Abbildung 3.2, B) und die Zellzahl im Stadium 13 bestimmt. Dazu wurden Emb-
ryonen gesammelt, fixiert und mit LacZ-Antikdrpern gefarbt, um homozygote und heterozygote Emb-
ryonen fur die rcal-Allele zu identifizieren. Zusatzlich wurden die Zellkerne mit Propidiumiodid ange-
farbt. Diese gefarbten Zellkerne wurden dann innerhalb eines definierten Bereichs, innerhalb eines
halben Segments, ausgezahlt (Abbildung 3.2).

Im Stadium 13 haben Embryonen mit rcal-Wildtypfunktion auf dem Balancer-Chromosom die 16.
Mitose vollstéandig durchlaufen (Abbildung 3.2, A), wiahrend Embryonen, die homozygot fiir ein rcal-
Allel sind, eine verminderte Zellzahlen aufweisen, da diese die 16. Mitose nicht durchlaufen kénnen

(Abbildung 3.2, B).
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rca1?/ Cy (wg lacz) rca1?/ Cy (wg lacZ)

B 4

rca1? f

Abbildung 3.2: Zellzahlbestimmung von rcal-mutanten Embryonen
Aufnahmen von epidermalen Zellen von fixierten Embryonen im Stadium 13, die mit LacZ-Antikorpern gefarbt wurden, um
heterozygote (A) und homozygote (B) Embryonen fiir das Allel rca’ zu unterscheiden. Durch die Antikdrperfirbung ent-
steht in heterozygoten Embryonen ein Streifenmuster, das durch das Gen /lacZ unter der Kontrolle des wingless-Promoters
auf dem Balancer-Chromosom zustande kommt. Die Zellkerne wurden durch die Farbung mit Propidiumiodid sichtbar ge-
macht und innerhalb eines halben Segmentes ausgezahlt.

Die jeweiligen Genotypen sind am unteren Bildrand angegeben. Die Anzahl der Zellen innerhalb der ausgewdhlten Region
ist in Abbildung 3.2 dargestellt.

€1474 ist kein Unterschied zu beobachten. Die Anzahl

Beim Phanotyp der beiden Allele rca1’ und rcal
der Zellkerne pro halbem Segment sind nahezu identisch. Homozygote Embryonen fir die rcal-Allele
arretieren in der G2-Phase in der Mitose des 16. Zellzyklus (

Abbildung 1.2). Durch diesen Arrest ist eine reduzierte Anzahl von Zellen zu beobachten (Abbildung
3.2, B; Abbildung 3.2). Der Phinotyp ist bei allen rcal-Allelen identisch, auch von rcal (Kies,

2011). Die beiden Allele rca1? und rca1®*’ kénnen sich auRerdem nicht transheterozygot komple-

mentieren (Abbildung 3.2).
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10 W lacZ negativ

Anzahl der Zellen pro halbem Segment

Abbildung 3.2: rcal-Mutanten haben eine reduzierte Zellzahl

Darstellung der Auszdhlung von Zellkernen innerhalb eines halben Segments fiir heterozygote und homozygote Embryo-
nen fur die rca-Allele rca1’ und rea1“”, wie in Abbildung 3.2 dargestellt.

Die Zahl in der Basis der Saulen des Diagramms zeigt die Anzahl der ausgewerteten Embryonen auf.

1474 mit einer Punktmutation in der F-box-Domine ist

Der embryonale Phanotyp des Alleles rcal
somit identisch mit anderen rcal-Allelen und deutet darauf hin, dass die F-box-Domane in vivo fir

die APC/C-Inhibition benétigt wird.
3.1.2 Analyse transgener Fliegen, die Rcal unter dem endogenen Promoter exprimieren

19** wurde nur fiir die transkribierte Region des Gens bestimmt. Zusatzliche

Die Sequenz von rca
Mutationen im Promoter/Enhancerbereich kénnten jedoch auch die Expressionsstarke des Gens
beeintrachtigen. Um zu bestatigen, dass der Verlust der F-box-Domane zu einem starken rcal-
Phanotyp fihrt, wurden transgene Fliegen erstellt, die Rcal und Rcal ohne F-box unter der Kontrolle
des endogenen Promoters exprimieren.

Es wurde bereits von der Arbeitsgruppe von Zipursky beschrieben, dass ein von Xbal-
Restriktionsstellen flankiertes 10 kb groRes Fragment aus der genomischen rcal-Region ausreicht,
um den rcal-mutanten Phanotyp zu komplementieren (Abbildung 3.3, schwarzer Pfeil; Dong et al,,
1997). Sowohl die zu Grunde liegenden Vektoren als auch die hergestellten Fliegenstdmme standen
jedoch nicht mehr zu Verfiigung. Die genomische Region musste deshalb erneut kloniert werden,
wobei ein etwas kleineres Fragment von 7,5 kb ausgewahlt wurde. Das genomische Fragment wurde
mithilfe von Adelheid Weissgerber durch mehrere PCR-Reaktionen amplifiziert und in den Vektor

pCasper kloniert. Uber P-Element vermittelte Keimbahntransformation wurden von diesem Plasmid

transgene Fliegen hergestellt.
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Durch in vitro Mutagenese wurden anschlieBend in die genomischen DNA-Sequenz Restriktions-
schnittstellen am Beginn und Ende der kodierenden Sequenz eingefligt. Dadurch konnten modifizier-
te Rcal-Gene in den genomischen Kontext eingebracht und von diesen dann wieder transgene Flie-
gen hergestellt werden. Auf diese Weise entstanden transgene Fliegen, die ein Rcal mit N-
terminalen HA-Epitop tragen und zusatzlich ein HA-Rcal-Gen, in dem die Sequenz fiir die F-box-

Domane deletiert ist (Abbildung 3.4).
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Abbildung 3.3: Ubersicht iiber die klonierten Konstrukte, die die putative Promoter Sequenz von rcal und die kodierende
Region von Rcal, HA-Rcal oder HA-RcalAF-box enthielten

Es wurde ein ca. 7,5 kb groRBes Fragment kloniert (roter Pfeil). Nach Dong & Zipursky (1997) reicht ein 10 kb groRes Frag-
ment (schwarzer Pfeil) aus, um den rcal-mutanten Phanotyp zu retten.

In der folgenden Tabelle ist eine Ubersicht {iber die Anzahl der erhaltenen transgenen Fliegenstim-

me zusammengestellt.

Tabelle 3.1: Anzahl und Insertionsort der erhaltenen transgenen Fliegenstimme.

Transgen-Insertion Chromosom 2 Chromosom 3
P{w+, rcal_E(-5664)->rcal} 1 1
P{w+, rcal_E(-5664)->HA-rcal} 6 5
P{w+, rcal_E(-5664)->HA-rcal-Del(164-203_F-box) 3 3

Es wurde zunachst Uberprift, ob der klonierte genomische Bereich fiir eine Komplementation des
rcal-mutanten Phanotyps und der Letalitat von rcal komplett ausreicht und ob das HA-Epitop die
Funktion von Rcal beeintrachtigt. Aus diesem Grund wurden Fliegenstamme etabliert, die trans-

1474
1

heterozygot furr die beiden rcal-Allele rca1’und rca sind. Dabei wurden andere Letalitdaten auf
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den einzelnen rcal-mutanten Chromosomen vermieden. Die beiden rcal-Allele rca1?und rca1“*”*

kénnen sich, genauso wie alle anderen Kombinationen, von rcal-Allelen miteinander nicht trans-
heterozygot komplementieren (Sprenger, persénliche Mitteilungen). Jedoch in der Gegenwart der
genomischen Region, die die kodierende Region von Rcal und die putativen regulatorischen Regio-
nen enthalt, konnte der rcal-mutante Phanotyp komplementiert werden. Dabei wurden Fliegen er-

1474 tragen. Diese Fliegen besitzen kein

halten, die auf den homologen Chromosomen rcal? und rcal
CyO-Balancer-Chromosom mehr und haben deshalb gerade Fliigel. Im Gegensatz dazu wurden Flie-
gen mit gebogenen Fliigeln erhalten, wenn rca1’ oder rcal““’ heterozygot tiber CyO balanciert vor-
kamen. Es konnten dabei keine Fliegen mit geraden Fliigeln erhalten werden, die transheterozygot

1474 3uf Chromosom 2 waren und auf dem dritten Chromosom homozy-

fur die Allele rca1? und rcal
got oder heterozygot fiir HA-RcalAF-box unter der Kontrolle der putativen regulatorischen Region
von rcal stehen.

Die Ergebnisse dieser Kreuzungen und die jeweiligen Genotypen der transheterozygoten Fliegen sind

in der Abbildung 3.4 zusammengefasst.

Kreuzungen gerade Fliigel (- CyO)
w rea1€1474 prd-Gal4
SP-0489: ; ;
7 0 ) WIKRS w rea1? P{w+, rcal_E(-5664)->rcal}
w rea1? P{ws, rcal_E(-5664)->rcal} - " TaiCiana

prd-Gald / MKRS

SP-0500: ; H
w &yO (x-lacz) P{w+, rcal_E(-5664)->rcal}

w rea1C1474

SP-0478 H
/ CyO (x-lacZ) w reall P{w+, rcal_E(-5664)->HA-rcal)

reall P{w+, rcal_E(-5664)->HA-rcal}

SP-0466 ; ;
CyO (x-lacZ) P{w+, rcal_E(-5664)->HA-rcal}

rea1C1474 +

W rco1€1474
SP-0478 ;
/ CyO (x-lacZ)
w rea1l P{w+, rcal_E(-5664)->rcalAF-box}

SP-0469 ; ;
W CyO (x-lacz) P{w+, rcal_E(-5664)->rcalAF-box}

QO QA0

Abbildung 3.4: Die genomische Region, die die putativen regulatorischen Elemente und die kodierende Region von rcal
enthalten, konnen den rcal-mutanten Phinotyp komplementieren

Im transheterozygoten Zustand kann die genomische Region den Arrest im Zellzyklus 16 aufheben und es kdnnen adulte
Fliegen mit geraden Fligeln (-CyO) erhalten werden. Bei der Expression von HA-RcalAF-box wurden nur heterozygote
Fliegen erhalten. Die jeweiligen Genotypen der Fliegen, die fur die Kreuzung verwendet wurden, sind dargestellt.

Es wurden im Folgenden Embryonen von Fliegenstimmen analysiert, die auf dem zweiten Chromo-

1474 \waren und auf dem dritten Chromosom homozygot die

som heterozygot fir rcal? oder rcal
genomische Region von rcal enthielten. Die Unterscheidung dieser Embryonen erfolgte durch die
LacZ-Antikorperfarbung, die bei heterozygoten Embryonen zu einem Streifenmuster fihrte (Abbil-
dung 3.2). Das Kreuzungsschema zur Entstehung der Fliegenstimme ist in Abbildung 3.5 exempla-

risch dargestellt.
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5-0143 . . Q X ’ ’ (_‘3' 5-0432
1 I
w- CyO(wg->lacz) T™M6B CyO(wg->lacZ) ™68
W- rea1? P{w+, rcal_E(-5664)->rcal}lil.1
. ; @ x d
w- CyO(wg->lacz) TM6B
w- real? P{w+, rcal_E(-5664)->rcal}lll.1
; ) Q X d $-0500
W- CyO(wg->lacZ) P{w+, rcal_E(-5664)->rcalllil.l
W- real? P{w+, rcal_E(-5664)->rcal}lil.1 W- rcal? P{w+, rcal_E(-5664)->rcal}lll.1
; ) ; ;
w- CyO(wg->lacZ) P{w+, rcal_E(-5664)->rcal}lil.1 w- rea1? P{w+, rcal_E(-5664)->rcal}lil.1
lacZ positiv lacZ negativ

Abbildung 3.5 Kreuzungsschema und Genotypen der im Folgenden betrachteten Fliegenstamme

Exemplarisch ist ein Kreuzungsschema dargestellt, wie die Fliegenstamme hergestellt wurden, die mikroskopisch analysiert
wurden. Die Ausgangsstamme S-0143 und S-0432 wurden gekreuzt. Das Endprodukt enthielt das rcal’ Allel auf Chromosom
2 und die genomische Region auf Chromosom 3.

Die N-terminale Fusion mit einem HA-Epitop beeintrachtigt die Funktionalitdit von Rcal nicht.
HA-Rcal kann genauso wie das nicht-Epitop-markierte Rcal unter der Kontrolle des putativen Pro-
moters den rcal-mutanten Phanotyp in Mitose 16 komplementieren (Abbildung 3.7). Die Betrach-
tung der Komplementation des rcal-mutanten Phanotyps von Embryonen im Stadium 13 ist in der
folgenden Abbildung dargestellt. Diese Ergebnisse zeigen, dass die N-terminale Fusion von Rcal mit

einem HA-Epitop keinen Einfluss auf die Funktionalitdt von Rcal besitzt.
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Abbildung 3.6 Die Expression von Rcal oder HA-Rcal unter Kontrolle des putativen endogenen Promoters kann rcal’-
mutanten Pndanotyp komplementieren

Embryonen, die homozygot fiir rca1’sind und Rcal oder HA-Rcal unter der Kontrolle des putativen endogenen Promoters
exprimieren, kénnen den rcal’-mutanten Phdnotyp komplementieren und in die Mitose 16 eintreten. Sie zeigen keine
Verminderung der Zellzahl.

3.1.3 Analyse von HA-RcalAF-box unter Kontrolle der genomischen Region im Embryo

Es wurde im Folgenden Uberprift, ob endogene Mengen von HA-RcalAF-box unter Kontrolle der
genomischen regulatorischen Elemente den Arrest in der G2-Phase des 16. Zellzyklus aufheben kén-
nen. Es wurde bereits gezeigt, dass bei Uberexpression von HA-Epitop markiertem Rcal mit
deletierter F-box eine Komplementation dieses Phdnotyps maglich ist (Zielke et al., 2006).

Die Fliegenstamme wurden analog zum Kreuzungsschema in Abbildung 3.6 gekreuzt. Es wurden dann

homozygote und heterozygote Embryonen fiir die rcal-Allele rca1’ und rca1<**”*

analysiert und ver-
glichen.

Im Unterschied zur Uberexpression von HA-RcalAF-box im Embryo (Zielke et al., 2006) konnten HA-
RcalAF-box unter Kontrolle der genomischen regulatorischen Region den Arrest in Zellzyklus 16 nicht
aufheben (Abbildung 3.8). Es gibt dabei keinen Unterschied, ob HA-RcalAF-box im Hintergrund von

C1474

rcal’ oder rcal exprimiert wird. Diese Ergebnisse zeigen, dass die F-box-Funktion von Rcal in

vivo auch schon wahrend der Embryogenese im 16. Zellteilungszyklus bendtigt wird.
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Abbildung 3.7: Die Expression von HA-RcalAF-box unter Kontrolle der genomischen Region kann den rcal-mutanten
Phanotyp nicht komplementieren, die Expression von Rcal dagegen schon

Embryonen, die homozygot fir rca1’ oder rcal“**” sind und Real unter der genomischen Region exprimieren, kdnnen den
Arrest in der G2-Phase des 16. Zellzyklus komplementieren und in die Mitose 16 eintreten. Sie zeigen keine Verminderung
der Zellzahl. Die Expression von HA-RcalAF-box kann dies jedoch nicht.

Rcal

3.1.4 Dacapo als mégliches Substrat eines SCF"“"-Komplexes

Waiahrend der Embryogenese wurde Rcal bisher ausschlieRlich eine Rolle in der direkten APC/C-
Inhibition zugeschrieben, indem Rcal als Pseudosubstrat agiert. Die Ergebnisse aus dem vergange-
nen Abschnitt legen jedoch nahe, dass es auch eine F-box-abhdngige Funktion bei der Inhibition des
APC/C in der Embryogenese gibt. Der APC/C wird wahrend der Embryogenese neben Rcal auch
durch Cyclin A/Cdk1, Cyclin E/Cdk2 und Rcal inhibiert (Dienemann und Sprenger, 2004, Knoblich et
al., 1994; Sigrist und Lehner, 1994). Es konnte auflerdem in vorangegangen Analysen eine F-box-
abhangige Interaktion von Rcal mit SCF-Komponenten nachgewiesen werden (Zielke et al., 2006).
Rcal konnte also ein Teil eines SCF-Komplexes sein, der den negativen Regulator von Cyclin E/Cdk2,
Dacapo, fur den Abbau markiert und somit die Inhibition des APC/C indirekt und F-box-abhangig,
beeinflusst. Wenn Rcal eine F-box-abhangige Funktion bei der Regulation von Dacapo wahrend der

Embryogenese erfiillt, dann missten Embryonen, die das rcal-Allel rca1<**”*

tragen und aulRerdem
dacapo-mutant sind, keinen Arrest im Zellzyklus zeigen, weil die F-box-abhdngige Funktion dann
nicht gebraucht werden sollte. Die direkte APC/C-Inhibition als Pseudosubstrat sollte ein Rcal-

. . . 1
Protein ausfihren kdnnen, das aus dem rcal-Allel rca1<**”*

hervorgeht, welches einen
Aminosaureaustausch innerhalb der F-box tragt.
Deswegen wurden Embryonen untersucht, die sowohl fiir rcal als auch fir dacapo-mutant sind. Im

Rahmen dieser Arbeit wurde das dacapo-Allel dap® verwendet. Das dacapo-Allele dap® entstand
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durch unprézises Ausschneiden eines P-Elements aus dap® (Lehner, persdnliche Kommunikation).
dap® wiederum ist ein Allel, das bei einem Enhancer Trap Screen identifiziert wurde und im Promo-
ter-Bereich eine P-Element Insertion tragt (Lane et al., 1996; de Nooij et al., 1996). Bei dathandeIt
es sich aufgrund der fehlenden Cdk2-Bindestelle, um ein Nullallel (C. Lehner, persénliche Mitteilun-
gen).

Zunachst wurden dap6—mutante Embryonen untersucht, die auf dem dritten Chromosom die Trans-
geninsertion der genomischen Region tragen, die die Expression von Rcal und HA-RcalAF-box ver-
mittelt, um mogliche negative Auswirkungen von erhdhter Rcal-Expressionsmenge durch diese
Transgeninsertionen auszuschlieBen. Die Anwesenheit der genomischen Region, die die Expression
von Rcal und HA-RcalAF-box vermittelt, wirkte sich nicht auf die Anzahl der Zellen pro halbem Seg-
ment aus (Abbildung 3.8). In der Gegenwart dieser Konstrukte zeigte sich der dap®-mutante Phano-
typ. Dieser Phanotyp spiegelt sich in einer Erhéhung der Zellzahl wider, da epidermale Zellen einen
weiteren kompletten 17. Zellzyklus durchlaufen, und nicht wie im Wildtyp aus dem Zellzyklus austre-
ten und eine stabile G1-Phase einleiten.

Im nachsten Schritt sollten Embryonen analysiert werden, die die rcal-Allele rca1? oder rca1<**’* und

zusatzlich das dacapo-Allel dap® auf einem Chromosom tragen.
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Abbildung 3.8: Die Expression von Rcal und HA-RcalAF-box unter der Kontrolle der genomischen Region wirken sich
nicht auf den dacapo-mutanten Phanotyp aus

Embryonen, die homozygot fir dap6 sind durchlaufen einen zusatzlichen 17. Zellzyklus und konnen keine stabile G1-Phase
nach Mitose 16 ausbilden. Dies flihrt zu einer erhohten Zahl epidermaler Zellen pro ausgewertetem halbem Segment (B).
Embryonen, die heterozygot fiir dap6 sind, entwickeln sich normal (A). Die zuséatzliche Expression von Rcal unter Kontrolle
des putativen endogenen Promoters mit und ohne F-box verdndert diesen Phdnotyp nicht (C).

Ziel war es hierbei, Fliegenstdamme zu generieren, die sowohl ein rcal-Allel als auch das dacapo-Allel

auf dem zweiten Chromosom tragen. Aus diesem Grund wurden rekombinante Fliegen hergestellt,

C1474

die auf Chromosom 2 neben den mutanten Allelen rca1? oder rcal auch das dacapo-Allel dap®

besitzen. Das fiir die Erstellung des rekombinanten Stammes mit rcal’und dap®zugrunde liegende
Kreuzungsschema ist in Abbildung 3.9 dargestellt und ist gleichzeitig exemplarisch fir die Herstellung

C1474

des rekombinanten Stammes mit rcal und dap®.
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Abbildung 3.9: Kreuzungsschema fiir die Herstellung eines auf dem zweiten Chromosom rekombinanten Fliegenstammes

mit den Allelen rca1’ und daps
Aus den Ausgangsstimmen S-078 und S-0143 wurden rekominante Fliegenstaimme fir rca1’ und daps hergestellt. Analog
dazu wurde ein ebenfalls fiir das zweite Chromosom rekombinanter Stamm aus S-0413 rcal“*“’* und S-0078 dapE herge-

stellt.

Es konnten erfolgreich Stamme etabliert werden, die rca1® dap® oder rca1**dap® auf dem zweiten

C1474 6

Chromosom tragen. Die Rekombinanten aus den beiden rcal-Allelen rcal? oder rcal und dap

lieferten unterschiedliche Phanotypen. Bei rcal’dap® kam der dap®-Phanotyp zum Tragen, da eine
Erhéhung der Zellzahl pro ausgewertetem halben Segment erkennbar war. Bei der Rekombinante aus
rcal“”* und dap® ist bei homozygoten Embryonen der rcal-mutante Phinotyp ausgepragt, es ist
also eine Verringerung der Zellzahl erkennbar, wie schon bei den rcal-Allelen allein wie in Abbildung

3.2 dargestellt (Abbildung 3.11).
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Abbildung 3.10 Die Rekombinanten aus dap6 und rca1’® bzw. real zeigen unterschiedliche Phinotypen

Homozygote real’ dapG—mutante Embryonen durchlaufen genauso wie homozygote dapE—Mutanten einen zusatzlichen
Zellzyklus und konnen keine stabile G1 Phase ausbilden. Es kommt zu einer Zunahme epidermaler Zellen. Dagegen arretie-
ren homozygote rca1“ daps-mutante Embryonen, wie homozygote rcal-mutante Embryonen in Mitose 16, und weisen
als Folge eine verringerte Anzahl epidermaler Zellen auf.

Bei transheterozygoten Embryonen, die auf Chromosom 2 rcai? dapE und rca1<**”* dapstragen, findet kein Arrest in Mito-
se 16 statt, sondern ein zusatzlicher 17. Zellzyklus und eine Erhhung der Anzahl an epidermalen Zellen, wie es bei homo-
zygoten rcal’ dap6 Embryonen der Fall ist.

Zur Kontrolle wurde auBerdem Uberpriift, ob die Expression von Rcal in endogenen Mengen in den
rekombinanten Fliegenstammen zur Auspragung des dacapo-mutanten Phanotyps fihrt. AuBerdem
wurden endogene Mengen von HA-RcalAF-box in den rekombinanten Fliegenstdmmen exprimiert.
Die Stamme wurden durch Kreuzungen analog zum Kreuzungsschema in Abbildung 3.5 erstellt, die
neben dem rekombinanten zweiten Chromosom auf dem dritten Chromosom homozygot fiir die
genomische Region, die die Expression von Rcal oder HA-RcalAF-box vermittelt, sind. Im ersten Fall
ergab sich fiir die Stamme rca1’? dap® und rca1“**”* dap® mit der zusatzlich durch die genomische Re-
gion vermittelten Rcal-Expression die Auspragung des dap®-Phanotyps. Die epidermalen Zellen
konnten nach der Mitose 16 nicht aus dem Zellzyklus austreten und durchliefen einen 17. Zellzyklus.
Im Falle der Expression von HA-RcalAF-box zeigte sich bei rcal® dap® wie bereits in der Abwesenheit
von Rcal in Abbildung 3.10 der dap®-Phanotyp (Abbildung 3.11). Im Falle von rcal“**”* dap® arretier-
ten die Embryonen ebenfalls in der G2-Phase der Mitose 16 (Abbildung 3.10; Abbildung 3.11).
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Abbildung 3.11: HA-RcalAF-box kann in rca1? dap6 bzw. rcal
ren

Homozygote real’ daps—mutante Embryonen, die zusatzlich endogen Rcal exprimieren, durchlaufen einen zusétzlichen
Zellzyklus, wie auch rcalzdapgalleine. Sie konnen keine stabile G1 Phase ausbilden und es kommt zu einer gréReren An-
zahl an epidermalen Zellen. Die Expression von Rcal unter Kontrolle des endogenen Promoters fiihrt auch bei homozygo-
ten rca1™’”* dapE-Mutanten zur Komplementation des rcal-mutanten Phanotyps. Diese Embryonen kénnen ebenfalls
keine stabile G1-Phase ausbilden und zeigen eine Zunahme epidermaler Zellen.

Die endogene Expression von HA-RcalAF-box bewirkt bei homozygoten rcal’ dapEMutanten, wie zu erwarten, eine Zu-
nahme an epidermalen Zellen, wie es bei (rca1’) dap® Mutanten der Fall war.

Der Phanotyp der rca1™ 4dap -mutanten homozygoten Embryonen bleibt ebenfalls unverandert, wenn HA-RcalAF-box
unter der Kontrolle des putativen endogenen Rcal Promoters exprimiert wird. Es findet ein Arrest in Mitose 16 statt, der
sich in einer Reduzierung an epidermalen Zellen dufiert.

daps-mutanten Embryonen rcal nicht komplementie-

Dieser interessante, Allel-spezifische Unterschied zwischen rca1? dap® und rca1“*’* dap®deutet da-
rauf hin, dass es eine spezifische Funktion der F-box in Rcal gibt und Dacapo vermutlich mit dieser F-

box-Funktion in Verbindung steht.

32



Ergebnisse

3.2 Analyse von Rcal in S2R+-Zellen

Um die Interaktion zwischen Rcal und Dacapo naher zu untersuchen, wurden weitere Analysen von
Rcal und Dacapo in S2R+-Zellen durchgefiihrt. Diese Zellen ermdglichen eine schnelle und einfache
Analyse von unterschiedlichen Rcal-Proteinen und deren Auswirkungen auf Dacapo. Zudem enthalt
der Zellzyklus dieser Zellen eine stabile G1-Phase. Es ist auRerdem moglich lebende Zellen unter dem
Mikroskop zu verfolgen oder durch Durchflusszytometrie Zellpopulationen verschiedenen Zellzyklus-

phasen zuzuordnen.

3.2.1 Die Uberexpression von Rcal fiihrt zu einer Verkiirzung der G1-Phase

Rcal wird benétigt, um den APC/C™ in der G2-Phase und am G2-M-Ubergang des Zellzyklus zu inhi-
bieren (Grosskortenhaus und Sprenger, 2002). Die Uberexpression von Rcal kann auRerdem S-
Phasen induzieren. Diese beiden Funktionen wurden im Rahmen dieser Doktorarbeit ndher charakte-
risiert. Aus vorangegangenen Studien in Drosophila Embryonen ist bekannt, dass die Uberexpression
von Rcal wahrend der Augenentwicklung zu einer Induktion von S-Phasen fiihrt. Wird HA-Rcal wah-
rend der Augenentwicklung in Drosophila Uberexprimiert, dann entstehen raue Augen, welil
ektopische S-Phasen in Zellen induziert werden, die sich normalerweise in der G1-Phase befinden
wirden. Dieser Effekt ist F-box-abhangig (Zielke et al.,, 2006). Aus diesem Grund wurde der G1-S-
Ubergang naher untersucht. Hierfiir wurde wéhrend dieser Arbeit ein Zellkultursystem etabliert,
welches es erméglicht, den Einfluss der Uberexpression verschiedener Rcal-Derivate auf den G1-S-
Ubergang, zu ermdglichen. Es wurde zunichst untersucht, wie sich die Uberexpression von Rcal auf
den G1-S-Ubergang und den Zeitpunkt des Eintritts in die S-Phase auswirkt. Mithilfe von Lebendzell-
beobachtungen (live cell imaging) wurde die Lidnge der G1-Phase bestimmt. Es wurde ein Zeitraum
zwischen der Anaphase und dem Beginn der S-Phase betrachtet. Um den Eintritt in die S-Phase an-
ndhernd zu bestimmen, wurde der Zellzyklusmarker E2F1 1-230-3xCherry iberexprimiert (Abbildung
13, A).

E2F1 gehort der Familie der E2F-Transkriptionsfaktoren an, die sowohl die Expression von Genen, die
in der DNA-Synthese, Mitose, Apoptose, DNA Reparatur und Zelldifferenzierung regulieren (Burkhart
und Sage, 2008; van den Heuvel und Dyson, 2008). In Drosophila wird der starke positive Aktivator
des G1-S-Ubergangs durch die Ubiquitin-E3-Ligase CRL4“™ fiir den Abbau markiert. Dies geschieht
Uber die im N-Terminus vorhandene PIP-box zu Beginn der S-Phase (Shibutani et al., 2008).

Der Zellzyklusmarker E2F1 1-230-3xCherry (Abbildung 3.13) enthélt im N-Terminus die PIP-box, je-
doch sind die Strukturmotive fiir die DNA-Bindung, die Interaktion mit Dp oder dem Retinobastoma-

Protein (Rb) im C-Terminus deletiert. Somit sollte der Zellzyklus bei Uberexpression dieses Konstrukts
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nicht beeinflusst werden. Der Zellzyklus-spezifische Abbau ist jedoch aufgrund des Degrons im N-
Terminus immer noch moglich.

In Abbildung 3.13 sind Zellen dargestellt, bei denen der Zellzyklusmarker E2F1 1-230-3xCherry Uber-
exprimiert wurde. Es wurde dabei der Zeitraum von der Anaphase bis zum Verschwinden des Zellzyk-
lusmarkers E2F1 1-230-3xCherry betrachtet. Diese Zeitwerte als Mal fir die Lange der G1-Phase
wurden mit und ohne die simultane Uberexpression von 4xFLAG-Rcal (Abbildung 3.13) verglichen.
Die transient transfizierten Zellen wurden via live cell imaging Gber 48 h beobachtet. Die in
Abbildung 3.13 dargestellten Zellen sind reprdsentativ fiir die in Abbildung 14 in Boxplots dargestell-
ten Zellen, bei denen die relative Lange der G1-Phase bestimmt wurde.

Abbildung 3.13, A zeigt eine sich teilende Zelle. E2F1 1-230-3xCherry befindet sich wahrend der
Interphase im Kern. Nach dem Zusammenbruch der Kernmembran (Abbildung 3.13, A: 20 min) ver-
teilt sich das Protein innerhalb der gesamten Zelle. Nach der Mitose akkumuliert E2F1 1-230-
3xCherry wieder im Kern (ab 60 min). Das Signal verschwindet bei ca. 540 min, d.h., dass zu diesem
Zeitpunkt

E2F1 1-230-3xCherry vom CRLA“ fiir den Abbau markiert und im 26 S Proteasom degradiert wurde.
Der Zeitraum fiir die G1-Phase liegt ohne zusétzliche Uberexpression von Rcal bei ca. 490 min. Bei
der simultanen Uberexpression von 4xFLAG-Rcal und E2F1 1-230-3xCherry (Abbildung 3.13, B) ist die
Signalintensitat des Cherry-Signals etwas geringer als bei A. Der Zusammenbruch der Kernmembran
findet ebenfalls nach ca. 20 min statt. Nach der Anaphase akkumuliert E2F1 1-230-3xCherry erneut
nach ca. 50 min im neugebildeten Kern. Nach ca. 170 min wird E2F1 1-230-3xCherry abgebaut, was
am Verschwinden des Cherry-Signals erkennbar ist. Die zeitliche Differenz zwischen der Anaphase
und dem Verschwinden des Cherry-Signals bei der Uberexpression von 4xFLAG-Rcal liegt bei ca. 130
min. Die Differenz mit und ohne Rcal-Uberexpression (Abbildung 3.13, A und B) liegt demnach bei

ca. 360 min. Die Uberexpression von 4xFLAG-Rcal verkiirzt somit wesentlich die Dauer der G1-Phase.
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Abblldung 3.12: Exemplarische Zellen fiir die Uberexpressmn von 4xFLAG-Rcal in Gegenwart des S Phasenmarkers E2F1
1-230 -3xCherry

In S2R+-Zellen wurde der S-Phasenmarker E2F1 1-230-3xCherry transient transfiziert und Gberexprimiert, um die Dauer
der G1-Phase durch Rcal-Uberexpression zu bestimmen. Die Zellen wurden 48 h beobachtet und sind reprisentativ fiir die
Ergebnisse in

Abbildung 3.13 ,B. Es wurde der Zeitraum zwischen Anaphase und Abbau von E2F1 1-230-3xCherry zu Beginn der S-Phase
gemessen. Die Zellen wurden ohne (A) und mit 4xFLAG-Rcal-Uberexpression (B) verglichen.

Nach ca. 170 min ist E2F1 1-230-3xCherry bei 4xFLAG-Rcal-Uberexpression komplett abgebaut und nicht mehr
detektierbar (B, weiRer Pfeil). Ohne 4xFLAG-Rcal-Uberexpression, also nur in Gegenwart von E2F1 1-230-3xCherry ver-
schwindet E2F1 erst nach ca. 540 min (A, weiRer Pfeil). Das bedeutet, dass die G1-Phase bei Rcal-Uberexpression verkiirzt
ist.

DIC: Durchlichtkanal, E2F1 1-230-3xCherry: Cherry Fluoreszenz, merge: Uberlagerung aus Durchlicht-und Cherry Kanal
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In Abbildung 3.14, B sind die Ergebnisse aus dem live cell imaging in einem Boxplot dargestellt. Die
Uberexpression von 4xFLAG-Rcal fiihrt zu einem vorzeitigen Eintritt in die S-Phase und somit zu ei-

ner verkiirzten G1-Phase.
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Abbildung 3.13: Die Uberexpression von 4xFLAG-Rcal fiihrt zu einer verkiirzten G1-Phase

A: Schematische Darstellung des S-Phasen-Zellzyklusmarkers E2F1 1-203-3xCherry, der ohne den Zellzyklus zu beeinflussen
Uiber die PIP-box im N-Terminus Zellzyklus-spezifisch am Beginn der S-Phase von der Ubiquitin-Ligase CRL4“™ abgebaut
wird.

B: E2F1 1-203-3xCherry wird im Zellzyklus friiher abgebaut, wenn 4xFLAG-Rcal-Uberexprimiert wird, weil die Zellen friiher
in die S-Phase eintreten. Die Uberexpression von Rca1 fiihrt somit zu einer Verkiirzung der G1-Phase. Innerhalb der Box ist
das Spektrum der mittleren 50 % der Daten dargestellt, die Fehlerbalken zeigen die maximalen Abweichungen auf, also die
geringsten und die héchsten Datenwerte. Der Querstrich innerhalb der Box steht fiir den Median, den Zentralwert. Die
Werte oberhalb des Medians sind die groBeren 50 % der Datenwerte, die Werte unterhalb des Medianes also die kleineren
50 % der Datenwerte. AuBerdem sind die Mittelwerte und der Median der dargestellten Werte angegeben.

Griines Kreuzchen: Mittelwert

Mittlerer Querstrich im Box-Plot: Median
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Die Verkiirzung der G1-Phase durch die Rcal-Uberexpression wurde auBerdem anhand eines weite-
ren S-Phasenmarkers bestatigt. Flr diese Analysen wurde der Lebendzellmarker HA-NLS-Cdt1 1-101-
2xGFP verwendet. Cdt 1 ist ein Protein, das fiir die Lizenzierung von DNA-Replikationsstellen benotigt
wird (Maiorano et al., 2000). Der Abbau von Cdtl erfolgt in Drosophila ebenfalls PIP-box-abhangig
und wird durch die E3-Ligase CRLA““vermittelt (Lee et al., 2010). Beim Zellzyklusmarker HA-NLS-
Cdtl 1-102-2xGFP ist ein GroRteil der Geminin-bindenden Doméane sowie die Domane fur die Interak-
tion mit MCM deletiert, aber der PIP-box-abhangige Abbau ist nach wie vor moglich. Der Zellzyklu-
spezifische Abbau von Cdtl erfolgt durch den CRL4A““*-Komplex. HA-NLS-Cdt1l 1-102-2xGFP eignet
sich somit genauso wie E2F1 1-230-3xCherry als Marker, um die Lange der G1-Phase zu bestimmen.

Wahrend der Interphase lokalisiert HA-NLS-Cdt1l 1-102-2xGFP im Zellkern (Abbildung 3.15). Nach
dem Zusammenbruch der Kernmembran verteilt sich HA-NLS-Cdt1 1-102-2xGFP Uber die gesamte
Zelle (Abbildung 3.15, 20 min). Nach der Mitose lokalisiert HA-NLS-Cdt1 1-102-2xGFP erneut im Zell-
kern (Abbildung 3.15, 50 min). HA-NLS-Cdt1 1-102-2xGFP wird nach ca. 600 min abgebaut (Abbildung
3.15, A). Daraus ergibt sich ein Zeitraum von ca. 550 min von der Anaphase bis zum Abbau des Prote-
ins in der S-Phase. Wird zusatzlich 4xFLAG-Rcal lberexprimiert, dann erfolgt der Abbau von HA-NLS-
Cdt1 1-102-2xGFP bereits nach ca. 210 min abgebaut (Abbildung 3.15, B). Dies bedeutet wiederum,
dass HA-NLS-Cdt1 1-102-2xGFP nach ca. 160 min abgebaut wird. Die zeitliche Differenz mit und ohne

4xFLAG-Rcal-Uberexpression liegt demnach bei ca. 390 min.
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Abbildung 3.14: Exemplarische Zellen fiir dle Uberexpressnon von 4xFLAG-Rcal in Gegenwart des S- Phasenmarkers HA-
NLS-Cdt1 1-101-2xGFP

In S2R+-Zellen wurde der S-Phasenmarker HA-NLS-Cdt1 1-101-2xGFP Gberexprimiert, um die Verkiirzung der Ldnge der G1-
Phase durch Rcal-Uberexpression zu bestimmen. Die Zellen wurden 48 h beobachtet und sind reprasentativ fiir Ergebnisse
in Abbildung 3.16. Es ist der Zeitraum zwischen Mitose (Zusammenbruch der Kernmembran) und Abbau von Cdtl darge-
stellt. HA-NLS-Cdt1 1-101-2xGFP wird am Beginn der S-Phase abgebaut. Es wurden Zellen ohne (A) und mit (B) Rcal-
Uberexpression verglichen, in denen auch der Zellzyklusmarker HA-NLS-Cdt1 1-101-2xGFP {iberexprimiert wurde.

Nach ca. 210 min ist HA-NLS-Cdt1 1-101-2xGFP bei 4xFLAG-Rcal-Uberexpression komplett abgebaut und nicht mehr
detektierbar (B, weiRer Pfeil). Ohne 4xFLAG-Rcal-Uberexpression, also nur in Gegenwart von HA-NLS-Cdt1 1-101-2xGFP,
verschwindet Cdt1 erst nach ca. 600 min (A, weiBer Pfeil). Das bedeutet, dass die G1-Phase bei Rcal-Uberexpression ver-
klirzt ist.

DIC: Durchlichtkanal, HA-NLS-Cdtl 1-101-2xGFP: GFP-Fluoreszenz, merge: Uberlagerung aus Durchlicht-und GFP-
Fluoresenz.
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Die Auftragung, der beim Live-Cell-imaging aufgenommenen Zellen, erfolgte ebenfalls durch einen
Boxplot (Abbildung 3.16, B). Wie auch bei E2F1 1-230-3xCherry, zeigte die Verwendung des Markes
HA-NLS-Cdt1 1-101-2xGFP eine Verkiirzung der G1-Phase bei Rcal-Uberexpression.
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Abbildung 3.15: Die Uberexpression von 4xFLAG-Rcal fiihrt zu einer verkiirzten G1-Phase

A: Schematische Darstellung des S-Phasenzellzyklusmarkers HA-NLS-Cdt1l 1-101-2xGFP. Dieses Konstrukt beeinflusst den
Verlauf des Zellzyklus nicht, wird aber wie Cdt1 Zellzyklus-spezifisch liber die Erkennung der PIP-box am Beginn der S-Phase
von der Ubiquitin-Ligase CRL4 fiir den Abbau markiert.

B: Die Uberexpression von 4xFLAG-Rcal fiihrt zu einem verfriihten Abbau von HA-NLS-Cdt1 1-101. Die Zellen treten somit
vorzeitig in die S-Phase ein. Es sind die Mittelwerte und der Median der dargestellten Werte angegeben.

Griines Kreuzchen: Mittelwert

Mittlerer Querstrich im Box-Plot: Median

Beim Vergleich der Mittelwerte und Mediane aus den Boxplots (Abbildung 3.14, B und Abbildung
3.16, B) fallt auf, dass E2F1 1-230-3xCherry und HA-NLS-Cdtl 1-101-2xGFP nicht zur gleichen Zeit
abgebaut werden. Diese beiden Zellzyklusmarker sind noch nicht vollstandig charakterisiert und der
genaue Zeitpunkt des Abbaus ist nicht genau bekannt. Sie liefern jedoch einen ungefdhren zeitlichen
Rahmen ({ber die Verkiirzung der G1-Phase nach Rcal-Uberexpression.

Es konnte durch die Verwendung zweier unterschiedlicher S-Phasenmarker gezeigt werden, dass die

Uberexpression von 4xFLAG-Rcal zu einer verkiirzten G1-Phase fiihrt.
39



Ergebnisse

3.2.2 Die Rolle von F-box und Zinkbinderegion auf den G1-S-Ubergang in S2R+-Zellen

Den Beobachtungen aus dem live cell imaging lag technisch bedingt nur eine limitierte Anzahl von
Zellen zu Grunde. Es wurden deswegen im Folgenden lebende, transfizierte Zellen im
Durchflusszytometer analysiert. Diese Technik erlaubt die Analyse einer gréRBeren Zellpopulation. Es
wurde dabei die Uberexpression von verschiedenen Rcal-Versionen auf Verschiebungen des Zellzyk-
lusprofils Gberpriift. Ein besonderer Fokus lag dabei auf der Induktionsfahigkeit von S-Phasen von
verschiedenen Deletionen und Aminosdureaustauschen in Rcal.

Im Durchflusszytometer wurde der DNA-Gehalt durch die Farbung der Zellen mit Hoechst sichtbar
gemacht. Hoechst 33342 ist ein Fluoreszenzfarbstoff, der an die DNA bindet und im UV-Bereich ange-
regt werden kann. Durch diese DNA-Farbung ist es moglich aufgrund des DNA-Gehaltes bestimmte
Zellpopulationen bestimmten Zellzyklusstadien zuzuordnen. Zellen, die in der G1-Phase sind, enthal-
ten den einfachen DNA-Gehalt und bilden den ersten Hochpunkt im Zellzyklusprofil (1C Zellen). Zel-
len, die den doppelten DNA-Gehalt aufweisen, weil das Genom repliziert wurde, bilden den 2. Hoch-
punkt im Zellzyklusprofil (2C-Zellen). Im Tiefpunkt zwischen dem 1C-und 2C-Peak sind Zellen enthal-
ten, die sich in der S-Phase befinden und in denen das Genom noch nicht vollstandig repliziert ist.

Die Expression der verschiedenen Rcal-Konstrukte, die mit HA- oder FLAG-Epitopen markiert sind,
erfolgte durch transiente Transfektion. Transfizierte Zellen konnten durch die Expression von
(HA-NLS-)3xCherry-Plasmiden identifiziert werden, die mit den Rcal-Plasmiden cotransfiziert wur-
den. Cotransfektions-Kontrollexperimente zeigten, dass liber 90 % der transfizierten Zellen bei einer
Cotransfektion Proteine von zwei verschiedenen Plasmiden exprimieren (Daten nicht gezeigt). Somit
kann der Einfluss der Rcal-Uberexpression anhand der Cherry-positiven Zellen untersucht werden.
Durch die Analyse des DNA-Gehaltes Uber die Hoechst-Farbung und die anschlieBende Detektion im
FL2-Kanal konnten Verschiebungen im Zellzyklusprofil von den Cherry-positiven Zellen analysiert
werden. Alle Rcal-Konstrukte wurden auRerdem unter dem gleichen induzierbaren Metallothionein-
Promoter exprimiert, sodass angenommen werden kann, dass die mRNA-Menge und die Translation
fiir alle Rcal-Derivate identisch ist.

Bei der Transfektion von (HA-NLS-)3xCherry ist eine leichte Zunahme an Cherry-positiven 2C-Zellen
im Vergleich zu untransfizierten Zellen erkennbar. Diese Verschiebung des allgemeinen Zellzykluspro-
fils kommt vermutlich daher, dass die Plasmid-DNA dieser Konstrukte bei der Transfektion zuerst nur
ins Zytoplasma aufgenommen werden und erst transkribiert werden kénnen, wenn die Plasmid-DNA
in den Zellkern aufgenommen wurde. Nachdem die Zellen einen Zellteilungszyklus durchlaufen ha-
ben, bei dem zu Beginn der Mitose die Kernhiille aufgelost und am Ende der Mitose neu gebildet
wird, kann somit die Plasmid-DNA in den neu gebildeten Zellkern gelangen und transkribiert werden.

In der folgenden G2-Phase tauchen die von der Plasmid-DNA synthetisierten Proteine auf und es sind
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dann relativ gesehen eine groRere Anzahl 2C-Zellen Cherry-positiv. Um dies zu beriicksichtigen, wur-
de diese Verschiebung in die Berechnung mit einbezogen.

Bei den Zellzyklusprofilen kommt es zu einer Uberlagerung der Zellpopulationen. Der 1C- und 2C-
Peak kann dabei sehr friihe bzw. sehr spate S-Phase-Zellen enthalten. Um Zellen, die sich in der S-
Phase befinden, aus der Berechnung von 1C/2C Verhiltnissen zu entfernen, wurden in den folgenden
Berechnungen mit halben 1C und 2C Peaks gearbeitet (Abbildung 3.17). Es wurden dafiir die Anzahl
der Zellen innerhalb distinkter Grenzen bestimmt, die 1C-Zellen bis zum 1C-Peak, bzw. 2C- Zellen
vom 2C-Peak ab, beinhalteten. Somit wurden die S-Phasen-Zellen aus der Berechnung entfernt, die
innerhalb der 1C und 2C-Peaks liegen. Es wurde zunachst der Quotient aus Cherry-positiven 1C- und
2C-Zellen gebildet und durch den Quotient aus nicht-transfizierten, Cherry negativen 1C- und 2C-
Zellen geteilt, um die Zelldichte und die dadurch mogliche Verschiebung des Zellzyklusprofils mit
einzubeziehen. Dieser Quotient der Cherry-positiven Zellen (ohne Rcal-Konstrukt) diente als Refe-
renz in jeder Messreihe. Die Quotienten aus 1C- und 2C-Zellen der Cherry-positiven und Cherry nega-
tiven Zellen wurden ebenfalls fiir alle untersuchten Rcal-Derivate berechnet durch den Wert fiir die
(HA-NLS-)3xCherry-Kontrolle geteilt. Der sich hier ergebende Faktor spiegelt wider, wievielfach mehr
2C-Zellen in Abhingigkeit von der (HA-NLS-)3xCherry Kontrolle bei der Uberexpression von Rcal-

Konstrukten vorhanden sind.
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Abbildung 3.16: Auswertung der Ergebnisse aus der Durchflusszytometrie

Die Einzelkurven aus der Durchflusszytometrie dienten dazu, die Zellzyklusprofile in die jeweiligen Zellzyklusphasen auf-
grund der Intensitat der DNA-Farbung einzuteilen. Die gestrichelten Histogramme stellen dabei das Zellzyklusprofil der nicht
transfizierten, Cherry negativen Zellen dar. Die farbigen Histogramme stellen die transfizierten, Cherry-positiven Zellen dar.
Es wurde dabei eine Selektion von halben Peaks verwendet (rot), um S-Phasen-Zellen aus der Berechnung zu entfernen. Die
einzelnen Rechenschritte konnen in der Tabelle unterhalb der Histogramme nachvollzogen werden, die dazu verwendet
wurden, die Daten aufzuarbeiten und um einzelne Messreihen miteinander zu vergleichen.

A: Histogramm fiir Cherry-negative und transfizierte, Cherry-positive Zellen.

B: Histogramm fiir Cherry-negative und transfizierte, Cherry-positive Zellen, die zusatzlich 4xFLAG-Rcal Uiberexprimieren.

C: Histogramm fiir Cherry-negative und transfizierte, Cherry-positive Zellen, die zusatzlich 4xFLAG-RcalAF-box
Uberexprimieren.

D: Rechenweg fiir die Prozessierung der Daten aus der Durchflusszytometrie, um zu berechnen, wievielfach mehr Zellen
sich in der G2-Phase aufhalten, nachdem verschiedene Rcal-Derivate Giberexprimiert wurden. Diese Daten konnen auch in
Abhdngigkeit von 4xFLAG-Rcal angegeben werden.

Zunichst wurde die Analysen des Einflusses der Uberexpression verschiedener N-terminal markierter
Epitope von Rcal auf den G1-S-Ubergang untersucht. Hierfiir wurden N-terminale HA-, 10xHA-,
FLAG- und 4xFLAG-Epitop-Markierungen von Rcal transient transfiziert und miteinander verglichen.
Der Vergleich erfolgte Uber die Zellzyklusprofile der transfizierten Zellen, die durch die Expression
von HA-NLS-3xCherry markiert wurden. Die Werte fir die oben beschriebene Berechnung sind fiir die

Rcal-Konstrukte mit unterschiedlicher Epitopmarkierung in Abbildung 3.18 dargestellt.
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Abbildung 3.17: Unterschiedliche Epitope beeinflussen die Fihigkeit von Rcal bei Uberexpression die S-Phase zu indu-
zieren
A: Schematische Darstellung der verwendeten Rcal-Konstrukte mit unterschiedlicher Epitop-Markierung
B: Die Induktionsfihigkeit der S-Phase bei der Uberexpression von unterschiedlichen Rcal-Konstrukten ist als Faktor dar-
gestellt, der beschreibt, wievielfach mehr Zellen sich nach Rcal-Uberexpression in der G2-Phase aufhalten.

x-fach mehr 2C-Zellen

Es zeigte sich fiir alle Epitop-Markierungen, dass diese Einfluss auf den G1-S-Ubergang ausiiben, da
alle Rcal-Proteine zu einer erhéhten Anzahl an G2-Zellen fiihrten (Faktor > 1). Dabei zeigte sich, dass
die N-terminale Fusion von FLAG oder 4xFLAG an Rcal die héchste S-Phasen-Induktion verursachte.
Es ist daher wichtig, dass in einer Messreihe nur Rcal-Derivate verglichen werden, die die gleiche
Epitopmarkierung aufweisen.

Im Gegensatz zu Abbildung 3.18 wurden nun bei der Analyse verschiedener Rcal-Derivate auf den
G1-S-Ubergang die einzelnen Messreihen in Abhingigkeit von 4xFLAG-Rcal dargestellt. Diese sind in
Prozent angegeben (Abbildung 3.18, D). In Abbildung 3.18, A und B, ist eine Ubersicht iiber die be-
trachteten Konstrukte angegeben. Abbildung 3.18, A zeigt das cotransfizierte HA-NLS-3xCherry Kon-
strukt, das verwendet wurde, um transfizierte Zellen zu markieren. Es wurden dabei Konstrukte ana-

lysiert, bei denen die F-box deletiert (4xFLAG-RcalAF-box) ist oder eine Mutation innerhalb der F-box
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vorliegt (4xFLAG-Rcal M182T). AulRerdem wurde ein Austausch eines Cysteins im zweiten Teil der
Zinkbinderegion (4xFLAG-Rcal C351S) und eine Austausch am Rande des zweiten Teils der Zinkbinde-
region (4xFLAG-Rcal A344T) analysiert (Abbildung 3.19, B). Der Austausch der Aminosdauren M182T
und A344T stammen aus Proteinsequenzen, die sich aus der sequenzierten kodierenden Region der

€474 und rcal? ergeben. Es wurden des Weiteren die Kombination aus der

beiden rcal-Allele rcal
Deletion der F-box und der Mutation C351S (4xFLAG-RcalAF-box C351S) und der Mutationen M182T
und A344T (4xFLAG-RcalM182T A344T) hergestellt.

Die Uberexpression von 4xFLAG-Rcal fiihrt wie bereits bei der Lebendzellbeobachtung erkennbar, zu
einer verkiirzten G1-Phase (Abbildung 3.18, C). Im Zellzyklusprofil ist der 1C Peak im Vergleich zur
Transfektionskontrolle HA-NLS-3xCherry stark erniedrigt (Abbildung 3.18 C). Diese Verkiirzung der
G1-Phase wird gleichzeitg damit kompensiert, dass prozentual mehr Zellen in der G2-Phase sind. Der
Riickgang der G1-Zellen nach der Uberexpression von 4xFLAG-RcalAF-box ist weniger stark ausge-
pragt (Abbildung 3.18, C und D). Alle 2C Peaks der Zellzyklusprofile in Abbildung 3.18, C sind normiert
und die jeweiligen Messreihen wurden in Abhdngigkeit von 4xFLAG-Rcal dargestellt. Es zeigte sich,
dass 4xFLAG-RcalAF-box in seiner Aktivitdt eingeschrankt ist. Dies kann ebenfalls fiir 4xFLAG-Rcal
M182T, 4xFLAG-Rcal C351S und 4xFLAG-Rcal A344T beobachtet werden. Die Kombination aus
deletierter F-box und mutiertem Cystein im zweitenTeil der Zinkbinderegion (4xFLAG- RcalAF-box
C351) oder Mutation in F-box M182T und unmittelbar vor dem zweiten Teil der Zinkbinderegion
A344T (4xFLAG-Rcal M182T A344T) fiihrt zu einer fast vollstdandigen Einschrankung der Aktivitat. Die
Fahigkeit der Konstrukte, S-Phasen zu induzieren ist kein Effekt, der nur von der F-box oder nur von
der Interaktionsfahigkeit mit dem APC/C™ abhéngt. Es scheint vielmehr ein additiver Effekt zu sein.

In Abbildung 3.18, E sind die Proteinnachweise der 4xFLAG-Epitop markierten Proteine dargestellt. Es
wurde dabei eine konstante Zellmenge aufgetragen, bei der die Transfektionsrate nicht berticksich-
tigt wurde. Es ist erkennbar, dass die Banden von 4xFLAG-Rcal eine gréRere Proteinmenge aufwei-
sen. Es ist davon auszugehen, dass die Menge an Transkript bzw. die Expressionslevel gleich sind, da
konstante DNA-Mengen transfiziert wurden und derselbe induzierbare Metallothionein-Promoter bei
allen Konstrukten verwendet wurde. Die Banden im Western Blot sind nur bedingt vergleichbar, weil
die Transfektionsrate unterschiedlich ist, die Rcal-Versionen den Zellzyklus unterschiedlich stark
beeinflussen und die Stabilitdt von Rcal vom Zellzyklustadium abhangt. So wird Rcal in der G1-Phase
abgebaut (Morgenthaler, personliche Mitteilungen) und kann somit in einem Experiment, in dem der
Anteil an G1-Zellen gréRer ist, nicht so stark akkumulieren. Bei 4xFLAG-Rcal Uberpression kommt es
insgesamt zu der gréBten Verschiebung des Zellzyklusprofils, was eine erhéhte Menge an 2C-Zellen
bewirkt. Aus diesem Grund findet man fiir 4xFLAG-Rcal die hochsten Intensitaten im Western Blot,
da eine Verschiebung des Zellzyklusprofils zu mehr Zellen in der G2-Phase und zu einer Stabilisierung

des Proteins fuhrt.
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Abbildung 3.18: Der Einfluss der Uberexpression verschiedener 4xFLAG-markierter Rcal-Derivaten mit Mutationen und
Deletionen auf den G1-S-Ubergang

Es wurden u.a. Deletionen und Mutationen in F-box und Zinkbinderegion und die Kombination aus Deletion und Mutatio-
nen analysiert. Die Zellen wurden transient transfiziert und im Durchflusszytometer analysiert.

A: Die Uberexpression von HA-NLS-3xCherry beeinflusst den Zellzyklus nicht und diente als Marker fiir transfizierte Zellen.
B: Schematische Darstellung der verrwendeten, 4xFLAG-Epitop markierten Rcal-Derivaten.

C: Histogramme von Zellen, die neben der Uberexpression von HA-NLS-3xCherry (grau) zusitzliche 4xFLAG-Rca1l (tiirkis)
oder 4xFLAG-RcalAF-box (blau) Uberexprimieren. Die Histogramme wurden auf 2C- Zellen normiert.

D: Auftragung der S-Phaseninduktionsfahigkeit verschiedener getesteter Rcal Konstrukte (siehe B). Die Auftragung erfolg-
te in Abhdngigkeit der Messung von 4xFLAG-Rcal (100 %) aus jeder Messreihe.

E: Ubersicht iiber den immonulogischen Proteinnachweis im Western Blot aus den Einzelmessreihen. 4xFLAG-Rcal ist
51 kDa, 4xFLAG-RcalAF-box 46,6 kDa groR.

Die Zahlen innerhalb der Sdulen im Diagramm geben die Anzahl der durchgefiihrten Messungen in der
Durchflusszytometrie wieder.

4xFLAG-Rcal
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Die Deletion oder der Austausch von Aminosauren in konservierten Sequenzen oder Strukturmotiven
fihrt dazu, dass die Uberexpression dieser Rcal-Versionen den G1-S-Ubergang weniger stark be-
schleunigen kénnen. Dies ist erkennbar bei der Deletion der F-box oder beim Austausch der Amino-
saure M182T innerhalb der F-box, aber auch beim Austausch der Aminosduren C351S und A344T

innerhalb oder der Zinkbinderegion angrenzend.

3.2.3 Analyse von Mutationen innerhalb des F-box-Motivs

Im vorherigen Abschnitt war erkennbar, dass die Deletion der F-box eine grofRere Aktivitat am G1-S-
Ubergang zeigte, als der Aminosdureaustausch M182T. Um den Einfluss des Austausches von Amino-
sauren innerhalb der F-box nadher zu analysieren, wurden weitere Aminosauren innerhalb der F-box
ausgetauscht und Uberprift. Es wurden Uber in vitro Mutagenese zwei Mutationen in das F-box-
Motiv von Rcal eingebracht. Aus klonierungstechnischen Griinden wurde dafiir ein Konstrukt ver-
wendet, in dem schon zwei Punktmutationen enthalten waren, die eine Xmal Schnittstelle bildeten.
Diese Punktmutationen, Q164P und P165G, wirken sich jedoch nicht auf die Rcal-Aktivitdt aus (Da-
ten nicht gezeigt).

Es wurden die Aminosauren Leucin 160 zu Asparaginsaure mutiert und Isoleucin 170 zu Threonin. Die
unpolaren Aminosduren wurden somit zu sauren bzw. polaren Aminosduren verandert. Die Wahl
dieser Aminosauren wurde aufgrund der Proteinstruktur der F-box-Doméane von humanem Skp2 mit
der SCF-Komponente Skpl getroffen. Die beiden Aminosauren liegen an der Interaktionsflache von
Skpl und Skp2. Ein Vergleich der Sequenzen der Emil und Emi2 homologen Proteine in Xenopus,
Maus, Zebrafisch und Mensch ergab, dass diese beiden Reste auch in Rcal konserviert sind. Abbil-
dung 3.19 zeigt die moglichen dquivalenten Aminosduren der mutierten Aminosaurereste aus Rcal in
der Raumstruktur der F-box-Domane von Skp2. Des Weiteren sind die F-box-Mutationen im Se-
quenzvergleich markiert. Es wurde hierbei auch die F-box-Mutation M182T aus dem rcal-Allel

rcal“"* eingezeichnet.
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L160D 1170T M182T
Skp2-H.s./1-424 - - -VRRPKLNRENFPGVSWDSBIPDELLLGIFSC
FBXO5-(Emi1)-H.s./1-447 4 ILSEBFRRGLRHVEAT
FBXO-43-(Emi2)-H.s./1-708 ILTEBKYRNLKHI
FBXOS5-(Emi1)-M.m./1-421 ILAEBISRRGF VHL
FBX0-43-(Emi2)-M.m./1-641 ILTEBQYRNLKH I
FBXO5-(Emi1)-X.1/1-392 ILAEBIF HRDF KHL
FBXO-43-(Emi2)-X.1./1-651 I LAEBIKNRNLKH |
FBXOS5-(Emi1)-D.r/1-384 Itc RKDMRH |
FBXO-43-(Emi2)-D.r./1-557 L | SEIRKRNL RHVEA SDV | SEDKRAAH 406
Rca1/1-411 LVAKE- - AQWaPA KQAVYRSQRDLE 201

F-box
Abbildung 3.19: Auswahl von Aminosaure-Resten, die an der Interaktionsflache von F-box und Skp1 liegen sollten und
mutiert wurden
Innerhalb der F-box befinden sich viele konservierte Aminosaurereste. Aufgrund der Proteinstruktur von Skp1 und der F-
box-Domane aus Skp2 wurden konservierte Aminosdauren mutiert, die auch in der F-box von Rcal wichtig fiir Protein-
Protein-Interaktionen sein kdnnten. Dabei wurden die unpolaren Aminosduren Leucin 160 und Isoleucin 170 ausgewahlt
und mutiert (PDB:1FQV, Schulman et al., 2000; F-Box Protein Sequenzen: Jin et al., 2004).

YRLAS -DESLWQ 137
AQL SDMDL | NV/SK KKI1LEDDKGAFQ 293
ESLTAESLCS|VWK RE | VVQDKNANR 544
TKLSGMDLVN[L|SK KKILENNKGAFQ 268
ESLTSESLYSAWN RE | VAQDKKANR 478
RHLSAMDL | NV|I S RKLLQKDNWAYN 242
DLVNAAS | CSMICR RDVVLQDKSAHQ 496
GLLEADCDL | S|C[TK RK 1 |cabaLALQ 232

Es wurde analysiert, wie gut die F-box-Mutationen den G1-S-Ubergang beschleunigen kénnen. In
Abbildung 3.21 sind die Ergebnisse dargestellt. Die Ubersicht tiber die transient transfizierten Kon-
strukte ist in Abbildung 3.21, A und B gezeigt. Wie zuvor wurde HA-NLS-3xCherry cotransfiziert, um
transfizierte Zellen zu markieren.

Es zeigte sich wie bereits vorher fir 4xFLAG-RcalAF-box beobachtet, dass die F-box-Mutationen den
G1-S-Ubergang im Gegensatz zu 4xFLAG-Rcal weniger gut beschleunigen kénnen wie das volle Linge
4xFLAG-Rcal-Konstrukt. Interessanterweise zeigten dabei die Punktmutationen in der F-Box weniger
Aktivitat als die komplette Deletion der F-Box Region. Alle hier getesteten F-box-Mutationen kénnen
nicht mehr mit SkpA interagieren und stellen deshalb vermutlich keinerlei F-box-Funktion mehr zur
Verflgung (siehe Abschnitt 3.3). Das jedoch die komplette Deletion der F-box eine héhere Aktivitat
zeigt, ist Uberraschend.

Die Punktmutationen in der F-box fihren vermutlich zu einer fehlerhaft gefalteten F-box-Domane
und damit zu einem verstarktem Abbau dieser Proteine. Eine komplette Deletion der normalerweise

gefalteten F-box kénnte dagegen stabiler sein, da die ganze Domane nicht vorhanden ist.
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Abbildung 3.20: Die Induktionsfahigkeit von S-Phasen von Konstrukten mit mutierter oder deletierter F-box

A: Die Uberexpression von HA-NLS-3xCherry erfolgte, um transfizierte Zellen zu markieren.

B: Schematische Datstellung der verwendeten Rcal-Versionen mit N-terminal fusioniertem 4xFLAG-Epitop.

C: Auftragung der S-Phaseninduktionsfahigkeit verschiedener Rcal-Derivate. Die Auftragung erfolgte in Abhdngigkeit der
Messung von 4xFLAG-Rcal (100 %) aus jeder Messreihe.

D: Ubersicht {iber den immonulogischen Proteinnachweis im Western Blot aus den Einzelmessreihen. Die Werte iiber den
Western Blot Banden sind die Einzelwerte der Messreihen, die im Diagramm in C dargestellt sind. 4xFLAG-Rcal ist 52 kDa,
4xFLAG-RcalAF-box 46,6 kDa groR3.
Die Zahlen innerhalb der Saulen
Durchflusszytometrie wieder.

im Diagramm geben die Anzahl der durchgefiihrten Messungen in der
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Die Deletion oder der Austausch von konservierten Aminosauren innerhalb der F-box wirken sich auf
den G1-S-Ubergang aus. Dabei wird die Aktivitit der Rcal-Derivate mit dem Austausch von Amino-

sauren innerhalb der F-box starker beeinflusst als die Deletion der gesamten F-box-Domane.

3.3 Interaktion von Rcal mit SkpA

Um die F-box-Funktion von Rcal in einem SCF-Komplex (Skp-Cullin-F-box-Protein) weiter zu analysie-
ren, wurde die Interaktion von den F-box-Mutationen mit SkpA Uberpriift. Das SkpA-Protein ist dabei
der direkte Bindungspartner zu den restlichen Komponenten in solch einem Komplex. In Drosophila
konnte bereits eine Interaktion von Rcal mit SkpA nachgewiesen werden (Zielke et al., 2006). Um zu
Uberprifen, ob die in dieser Arbeit erstellten Mutationen in der F-Box sowie die Punktmutation des
Allels rca1“**”* die Interaktion mit SkpA beeintrachtigen, sollte die Interaktion von Rcal mit SkpA

durch Yeast 2 Hybrid sowie durch Immunprazipitation getestet werden.

3.3.1 Interaktionsstudien mittels Yeast 2 Hybrid

Zunachst wurde in einem Yeast-2-Hybrid Interaktionsscreen die Wechselwirkung von verschiedenen
Rcal-Versionen mit SkpA getestet. Von den beiden Komponenten des Yeast-2-Hybrid-System (Hefe-
Zwei-Hybrid, Y2H), der DNA-Bindedomane und der Transkriptions-Aktivierungsdomane wurden N-
terminale Fusionen mit Rcal bzw. SkpA hergestellt. Verschiedene 12xFLAG-Rcal-Proteine wurden
dafiir N-terminal mit der Transkriptionsaktivierungsdomane fusioniert. HA-SkpA dagegen wurde N-
terminal mit der DNA-Bindedoméane des GAL4-Transkriptionsfaktors fusioniert. Beide Domanen wur-
den in der Hefe Saccharomyces cerevisiae exprimiert. Ein X-Gal-Farbassay und ein Wachstumstest

sollten Aufschluss liber die Interaktionen verschiedener Rcal-Konstrukte mit SkpA geben.

3.3.1.1 Analyse der Interaktion von SkpA und Rcal durch X-GalFarbassay

Beim X-Gal Farbassay findet eine Blaufarbung statt, wenn die DNA-Binde- und Transkriptionsaktivie-
rungsdomdne in raumliche Nahe kommen und miteinander interagieren, weil dann die
B-Galaktosidase chromogenes Substrat umsetzen kann, was zu einer Blaufarbung fihrt.

In Abbildung 3.21, A sind eine Positiv- und eine Negativkontrolle fiir den Farbassay dargestellt. Au-
Rerdem sind in Abbildung 3.21, B die positive Interaktion (Blaufarbung) fiir die Aktivierungsdoméane
(AD) am N-Terminus von 12xFLAG-Rcal und DNA Bindedomane (BD) am N-Terminus von HA-SkpA zu
sehen. Eine negative Interaktion (keine Blaufarbung) zeigte sich fiir 12xFLAG-RcalAF-box und HA-
SkpA fusioniert an die jeweilige Transkriptionsfaktordomane. Es konnte somit bestatigt werden, dass

die Interaktion von Rcal und SkpA F-box-abhéangig ist (Zielke et al., 2006).
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AD-12xFLAG-Rcal

Positivkontrolle + BD-HA-SkpA

AD-12xFLAG-RcalAF-box

Negativkontrolle + BD-HA-SkpA

Abbildung 3.21 X-Gal Farbassay fiir verschiedene Kontrollen im Yeast-2-Hybrid Experiment

Beim Yeast-2-Hybrid System wurden verschiedene Kontrollen verwendet. Eine Positivkontrolle, die eine Blaufarbung zeigte,
eine Negativkontrolle, die keine Blaufarbung zeigte

Die Fusionsproteine AD-12xFLAG-Rcal und BD-HA-SkpA zeigten eine Interaktion und somit eine Blaufarbung. Bei der
Deletion der F-box-Domane konnte die Interaktion nicht stattfinden.

Es wurden zudem noch weitere Interaktionen von verschiedenen Aminosdureaustauschen in
AD-12xFLAG-Rcal mit BD-HA-SkpA Uberpriift. Sowohl die Rcal-Proteine mit dem Austausch der KEN-
box zu KAA und der Aminosaureaustausch in der Zinkbinderegion, C351S, zeigten eine Interaktion
mit BD-HA-SkpA.

Wie bereits erwahnt, verhindert die Deletion der F-box eine Interaktion mit SkpA. Dies war auch bei
dem Aminosadureaustausch innerhalb der F-box von L160D(Q164P P165G) und bei AD-12xFLAG-Rcal
L160D (Q164P P165G) 1170T zu beobachten. Der Austausch von (Q164P P165G) 1170T zeigte jedoch
eine Blaufarbung und somit nach wie vor eine Interaktion mit BD-HA-SkpA. Es wurden aullerdem
unspezifische Interaktionen von BD-HA-SkpA mit der Aktivierungsdomane ohne 12xFLAG-Rcal und
AD-12x-FLAG-Rcal mit der DNA-Bindedomane ohne HA-SkpA (iberprift. Hierbei war keine unspezifi-
sche Blaufarbung erkennbar. Es findet daher keine unspezifische Interaktion statt, die im Farbassay

nachweisbar ware. Die Ergebnisse des Farbassays wurden in Tabelle 3.2 zusammengefasst.

Tabelle 3.2: Ergebnisse des X-Gal-Farbassays

A . .. DNA-Bindedomine | Interaktion /
Transkriptionsaktivierungsdomane (AD) (BD) Blaufirbung
AD-12xFLAG-Rcal BD-HA-SkpA ja
AD-12xFLAG-RcalAF-box BD-HA-SkpA nein
AD-12xFLAG-Rcal L160D Q164P P165G BD-HA-SkpA nein
AD-12xFLAG-Rcal Q164 P165GP 1170T BD-HA-SkpA ja
AD-12xFLAG-Rcal L160D Q164P P165G 1170T BD-HA-SkpA nein
AD-12xFLAG-RcalAKEN-box (KAA) BD-HA-SkpA ja
AD-12xFLAG-RcalC351S BD-HA-SkpA ja
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Die AD-12xFLAG-Rcal Proteine konnten im Vergleich zu BD-HA-SkpA im Western Blot nicht eindeutig
nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt). Deswegen kdnnten die nicht vorhandenen Interaktio-
nen (keine Blaufarbung), auch bedeuten, dass die Proteine nicht oder nur zu einem geringen MaRe

exprimiert wurden, sodass die Menge fiir eine Interaktion nicht ausreicht.

3.3.1.2 Analyse der Interaktion von SkpA und Rcal Konstrukten im Wachstumstest

Es wurde deswegen fir die Rcal-Derivate mit Aminosdureaustauschen innerhalb der F-box ein
Wachstumstest durchgefihrt. In diesem Fall ist ein Wachstum der Hefe nur moglich, wenn eine In-
teraktion zwischen der Aktivatordomane und der DNA-Bindedomane stattfindet (Abbildung 3.22), da
dies eine Komplementation der Aminosaure-Auxotrophien zur Folge hat.

Der Wachstumstest konnte die Ergebnisse der Blaufarbung bestatigen.

AD-12xFLAG-Rcal Q164P P165G 1170T
AD-12xFLAG-Rcal + BD-HA-SkpA

+ BD-HA-SkpA

Negativkontrolle AD-12xFLAG-Rcal L160D Q164P P165G
Yy . o oy + BD-HA-SkpA

Positivkontrolle \
\  AD-12xFLAG-Rcal L160D Q164P P165G 1170T

+ BD-HA-SkpA

Abbildung 3.22: Uberpriifung der Interaktion von HA-SkpA und verschiedenen F-box-Mutationen in 12xFLAG-Rcal durch
einen Wachstumstest

Der Wachstumstest bestétigt die Ergebnisse des Farbassays. Die F-box-Mutante AD-12xFLAG-Rcal L160D Q164 P165G und
12xFLAG-Rcal L160D Q164 P165G 1170T zeigen keine Interaktion mit BD-HA-SkpA. 12xFLAG-Rcal Q164 P165G I1170T kon-
nen dagegen miteinander interagieren.

3.3.2 Biochemische Interaktion von SkpA und Rcal

Um die Daten aus dem Yeast-2-Hybrid-Experiment zu bestatigen, wurden im Folgenden biochemi-
sche Analysen verwendet. Es wurden HA-Epitop-markiertes SkpA und 4xFLAG-Epitop markierte Rcal
Proteine in S2R+-Zellen exprimiert. Durch die Verwendung von monoklonalen FLAG-Antikdrpern fir
die Immunprazipitation sollte HA-SkpA mit den 4xFLAG-Rcal-Proteinen coprazipitiert werden.

Abbildung 3.23 zeigt die Ergebnisse aus der Co-Immunprazipitation. HA-SkpA konnte mit dem volle
Lange Konstrukt 4xFLAG-Rcal coprazipitieren, jedoch nicht wenn die F-box deletiert (4xFLAG-

RcalAF-box) oder die Aminosdureaustausche innerhalb der F-box vorhanden waren, wie dies bei
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4AXFLAG-Rcal L160D Q164P P165G und 4xFLAG-Rcal L160D Q164P P165G I170T (Abbildung 3.23), der

Fall ist.
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Abbildung 3.23 Mutationen in der F-box wirken sich auf die Interaktion mit SkpA aus

Es wurden HA-SkpA und verschiedene 4xFLAG-Rcal-Konstrukte in S2R+-Zellen liberexprimiert. Die Zelllysate (whole cell
lysate, WCL) und die im Anschluss durchgefiihrte Immunprazipitation mittels FLAG-Antikorper wurde im Western Blot
analysiert. Es wurde dabei eine Farbung gegen das HA- (oben) und das FLAG-(unten) Epitop vorgenommen.
AXFLAG-RcalAF-box und die F-box-Mutationen 4xFLAG-Rcal L160D Q164P P165G und 4xFLAG-Rcal L160D Q164P P165G
1170T kdnnen nicht mehr mit HA-SkpA interagieren. Somit kann HA-SkpA nicht coprazipitieren. Die Proteinmengen dieser
beiden Mutationen sind signifikant niedriger im Vergleich zu 4xFLAG-Rcal. Dies kann entweder an einer verringerter Pro-
teinexpression oder einer héheren Degradationsrate innerhalb der Zellen liegen. Es wurden jedoch auch Prazipitationen
vorgenommen, in denen eine hohere Proteinmenge dieser beiden Konstrukte eingesetzt wurde (gréRere Ausgangszell-
menge), dies wirkte sich aber nicht auf das Ergebnis der Prazipitation aus (Daten nicht gezeigt).

Sternchen: Immunoglobin-Kreuzreaktion

Die Proteinmengen von Rcal mit Amiosdureaustauschen innerhalb der F-box waren im Vergleich zu
4xFLAG-Rcal deutlich unterreprasentiert. Dies kann zum einen an der weniger starken Verschiebung
des Zellzyklusprofils liegen. Aufgrunddessen ist eine grolRere Anzahl an Zellen, die Rcal-Derivate ent-
halten, in der G1-Phase, in der Rcal instabil ist. Eine andere Moglichkeit wéare, dass die Mutationen
die Faltung der F-box-Domane beeinflussen, sodass die Proteine somit weniger stabil sind und ver-
starkt abgebaut werden. Es wurde deshalb auch eine Co-Immunprazipitation durchgefiihrt, in die
eine groRere Ausgangsmenge an Zellen, die mit diesen Konstrukten transfiziert wurden, eingesetzt
wurde (Daten nicht gezeigt). Es zeigte sich jedoch kein Unterschied in der Interaktion.

Es konnte in weiteren Co-Immunprazipitationen gezeigt werden, dass 4xFLAG-Rcal mit der F-box —
Mutation M182T (Abbildung 3.24) genauso wie die Deletion der F-box eine Interaktion mit HA-SkpA
verhindert. Dagegen konnten die 4xFLAG-Rcal-Proteine mit Aminosdureaustausch innerhalb der
Zinkbinderegion oder ihr angrenzend weiterhin mit HA-SkpA interagieren (Abbildung 3.24).

Die Deletion der F-box verhindert die Interaktion mit der SCF-Komponente SkpA wie auch der Aus-

tausch von konservierten Aminosauren innerhalb der F-box.
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Abbildung 3.24: Eine intakte F-box ist wichtig fiir die Interaktion mit SkpA

Es wurde HA-SkpA und verschiedene 4xFLAG-Rcal-Konstrukte in S2R+-Zellen Gberexprimiert. Die Zelllysate (WCL) und die
im Anschluss durchgefiihrte Immunprazipitation mittels FLAG-Antikérper wurde im Western Blot analysiert. Es wurde dabei
eine Farbung gegen HA-(oben) und FLAG-(unten) Epitop vorgenommen.

AXFLAG-RcalAF-box und 4xFLAG-RcalM182T konnen nicht mehr mit HA-SkpA interagieren. Somit kann HA-SkpA nicht
coprazipitieren. Die Mutation A344T in der Ndhe der Zinkbinderegion und die Mutation C351S innerhalb der Zinkbinderegi-
on beeinflussen die Interaktion mit HA-SkpA nicht.

Sternchen: Immunoglobin-Kreuzreaktion

Tirkiser Punkt: Nachweis von Ha-SkpA in der FLAG-IP.

3.4 Die Rolle der KEN-box am G1-S-Ubergang

Die KEN-box ist genauso wie die D-box ein Interaktionsmotiv, das vom APC/C erkannt wird (Glotzer et
al., 1991; Pfleger und Kirschner, 2000). Wenn die Aminosauren des KEN-box-Motivs in Rcal ausge-
tauscht werden, KEN zu KAA, ist trotzdem eine Interaktion mit SCF-Komponenten maoglich (Daten
nicht gezeigt). Es ist davon auszugehen, dass sich die Mutation des KEN-box-Motivs auf die Interakti-
on von Rcal und dem APC/C auswirkt (Radermacher, 2007).

Die Uberexpression von 4xFLAG-Rcal, bei dem das KEN-box-Motiv mit KAA oder AEN ausgetauscht
wurde, fiihrt ebenfalls zu einer Verringerung der S-Phaseninduktion von Rcal. Dabei handelt es sich
um einen F-Box-unabhangigen Effekt, der auf die verdnderte Interaktion dieses Proteins mit dem
APC/C zuriickgeht, denn die Deletion der F-box und der Austausch der Aminoséduren in der KEN-box
von KEN zu KAA fiihren zu einer noch groReren Verringerung der S-Phaseninduktion (Daten nicht
gezeigt).

Die Ergebnisse der Uberexpression von 4xFLAG-Rcal mit zu KAA oder AEN ausgetauschten KEN-box

sind in der folgenden Abbildung 3.25 zusammengestellt.
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Abbildung 3.25: Der Einfluss der Uberexpression verschiedener 4xFLAG-markierten Rcal Konstrukte mit einem mutierten
KEN-box-Motiv auf den G1-S-Ubergang

Es wurden Aminosdureaustausche innerhalb des KEN-box-Motivs analysiert. Die Zellen wurden transient transfiziert und im
Durchflusszytometer analysiert.

A: Die Uberexpression von HA-NLS-3xCherry beeinflusst den Zellzyklus nicht und diente als Marker fiir transfizierte Zellen.
B: Schematische Darstellung der transfizierten 4xFLAG-Rcal Konstrukte.

C: Histogramme von HA-NLS-3xCherry transfizierten Zellen (grau), die zusatzlich 4xFLAG-Rcal (turkis) oder 4xFLAG-
RcalAKEN-box (blau) iiberexprimieren. Die Histogramme wurden auf 2C- Zellen normiert. Bei der Uberexpression von
4xFLAG-Rcal ist eine starke Abnahme von 1C-Zellen zu beobachten. Die Deletion der KEN-box bewirkt eine weniger groRe
Abnahme der 1C-Zellpopulation.

D: Auftragung der S-Phaseninduktionsfahigkeit verschiedener getesteter Rcal Konstrukte (siehe B). Die Auftragung erfolgte
in Abhangigkeit der Messung von 4xFLAG-Rcal (100 %) aus jeder Messreihe.

E: Ubersicht {iber den immunologischen Proteinnachweis im Western Blot aus den Einzelmessreihen. 4xFLAG-Rcal ist
51 kDa groR.

Die Zahlen innerhalb der Sdulen im Diagramm geben die Anzahl der durchgefiihrten Messungen in der
Durchflusszytometrie wieder.
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Der Austausch von Aminosauren innerhalb des KEN-box-Motivs fiihrt bei der Uberexpression der
Rcal-Proteine zu einer weniger starken Induktionsfahigkeit des G1-S-Ubergangs. Die F-box ist in die-
sen Proteinen intakt, deshalb wirkt sich der Austausch der Aminosduren des KEN-box-Motivs auf die
Interaktion mit dem APC/C aus. Am G1-S-Ubergang ist der Einfluss von Rcal sowohl auf APC/C-

Inhibition als auch auf die F-box-Funktion zurtickzufiihren.

3.5 Die APC/C-Inhibitionsfahigkeit von verschiedenen Rcal-Konstrukten

Um den Einfluss der APC/C-Inhibition der verschiedenen Rcal-Derivaten ndher zu untersuchen, wur-
de ein in vivo APC/C-Inhibitionsassay etabliert. Dieser Assay beruht darauf, dass APC/C-Aktivitat in
der G2-Phase des Zellzyklus induziert wird, in der dieser Komplex normalerweise nicht aktiv ist. Dies
erfolgt durch die Uberexpression von Fzr. Die APC/C-Aktivitit wiederum wird durch einen Zellzyk-
lusmarker detektiert. Als Zellzyklusmarker wurde in diesem Assay HA-NLS-Cyclin B 1-285-2xGFP ver-
wendet. Dieser Zellzyklusmarker enthéalt im N-Terminus eine D-box, die als Degron des APC/C™ fun-
giert und einen Zellzyklus-spezifischen Abbau ermdéglicht. AuBerdem sind die Cyclin-Boxen im C-
Terminus deletiert, die fiir eine Interaktion mit Cdk1 benotigt werden. Somit eignet sich das Cyclin B-
Konstrukt als indirekter Sensor fir APC/C™-Aktivitat. Cycline akkumulieren im Zellzyklus in der G2-
Phase und werden fiir den Eintritt in die Mitose gebraucht. Durch die Uberexpression von Fzr wird in
der G2-Phase APC/C-Aktivitat induziert, was anhand einer fehlenden Akkumulation des Cyclin B-
Konstrukts detektiert werden kann (Grosskortenhaus und Sprenger, 2002). Neben der Uberexpressi-
on von HA-NLS-Cyclin B 1-285-2xGFP wurde HA-NLS-3xCherry (iberexprimiert, um transfizierte Zellen
zu markieren(Abbildung 3.26, Abbildung 3.27, Abbildung 3.28, A).

In der G1-Phase, wenn der APC/C™ aktiv ist, wird HA-NLS-Cyclin B 1-285-2xGFP abgebaut. Es ist be-
reits bekannt, dass die Uberexpression von Fzr in der Embryogenese zu APC/C '-Aktivitat in der G2-
Phase fuhrt (Grosskortenhaus und Sprenger, 2002). Es wurde zunachst getestet, ob dies auch in
S2R+-Zellen der Fall ist. Durch die Transfektion und Uberexpression von 4xFLAG-Fzr wurde die Akku-
mulation des APC/C Sensors in der G2-Phase mittels Durchflusszytometrie verfolgt. Durch die Uber-

Fzr

expression von 4xFLAG-Fzr konnte erfolgreich der APC/C™ in der G2-Phase aktiviert werden. Es kam
dadurch zu einer sehr starken Abnahme an HA-NLS-Cyclin B 1-285-2xGFP-positiven Zellen und es war
eine Akkumulation von Zellen in der G2-Phase erkennbar (Abbildung 3.26). In den Zellen, in denen
4xFLAG-Fzr Gberexprimiert wurde, konnte aufgrund der APC/C™-Aktivitat in G2 keine Akkumulation
der Cycline stattfinden. Um die APC/C-Inhibitionsfahigkeit verschiedener 4xFLAG-Rcal-Derivate zu
berechnen, wurde die Abnahme an HA-NLS-Cyclin B 1-285-2xGFP positiven Zellen berechnet
(Abbildung 3.26). Es wurde fir jede Messreihe die Abnahme der Anzahl von HA-NLS-Cyclin B 1-285-

2xGFP-positiven Zellen nach Uberexpression von 4xFLAG-Fzr berechnet und auf 100 % gesetzt.
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Abbildung 3.26: Berechnung der Abnahme von HA-NLS-Cyclin B 1-285-2xGFP in der G2-Phase vor und nach Uberexpressi-
on von 4xFLAG-Fzr

Histogramme mit und ohne 4xFLAG-Fzr-Uberexpression fiir HA-NLS-3xCherry und HA-NLS-Cyclin B 1-285-2xGFP. Es ist eine
starke Abnahme an GFP-positiven Zellen zu erkennen, wenn 4xFLAG.Fzr liberexprimiert wird.

Es wurde die Abnahme an HA-NLS-Cyclin B 1-285-2xGFP positiven Zellen berechnet. Die Abnahme von HA-NLS-Cyclin B 1-
285-2xGFP nach 4xFLAG-Fzr Uberexpression diente in jeder Messreihe als Referenz und wurde auf 100 % gesetzt.

Durch die zuséatzliche Uberexpression von 4xFLAG-Rcal konnte die Aktivitat des APC/C™ in der G2-
Phase erneut inhibiert werden. Daraufhin konnte eine Akkumulation von HA-NLS-Cyclin B 1-285-
2XGFP in der G2-Phase im Zellzyklus beobachtet werden (Abbildung 3.27). Es wurde aufRerdem die
Verschiebung des Zellzyklusprofils mit einbezogen, die durch die Uberexpression von 4xFLAG-Rcal
und die daraus resultierende Beschleunigung des G1-S-Ubergangs zustande kommt. Aus diesem

Grund wurde 4xFLAG-Rcal mit und ohne 4xFLAG-Fzr iberexprimiert. Es wurde dann die Abnahme
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von HA-NLS-Cyclin B 1-285-2xGFP nach 4xFLAG-Rcal und 4xFLAG-Fzr Uberexpression berechnet

(Abbildung 3.27).
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Abbildung 3.27: Berechnung der Abnahme von HA-NLS-Cyclin B 1-285-2xGFP in der G2-Phase nach Uberexpression von

4xFLAG-Rcal und/ oder 4xFLAG-Fzr

Histogramme mit und ohne 4xFLAG-Fzr Uberexpression fiir HA-NLS-3xCherry, HA-NLS-Cyclin B 1-285-2xGFP und 4xFLAG-
Rcal. Es wurde die Abnahme an HA-NLS-Cyclin B 1-285-2xGFP positiven Zellen nach 4xFLAG-Fzr Uberexpression berechnet
Die Uberexpression von 4xFLAG-Rcal kann den {iberaktiven APC/™ inhibieren und die Uberexpression von 4xFLAG-Fzr
kompensieren. HA-NLS-Cyclin B 1-285-2xGFP kann bei der Uberexpression von 4xFLAG-Rcal und 4xFLAG-Fzr akkumulie-

ren.

Die Berechnung erfolgte auch in Abhingigkeit der Abnahme von HA-NLS-Cyclin B 1-285-2xGFP nach 4xFLAG-Fzr Uberex-

pression aus Abbildung 3.27.

Mithilfe dieses Assay konnte die APC/C™ Inhibitionsfahigkeit verschiedener 4xFLAG-Rcal Derivate

getestet werden (Abbildung 3.28). Im Fokus dieses Experiments standen 4xFLAG-RcalAF-box,

4XFLAG-Rcal M182T, das einen Austausch innerhalb der F-box enthalt, 4xFLAG-Rcal C351S und
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4xFLAG-Rcal A344T, die einen Austausch innerhalb bzw. der Zinkbinderegion angrenzend aufweisen
(Abbildung 3.28, D und E).Es zeigte sich, dass nach 4xFLAG-Fzr Uberexpression 4xFLAG-Rcal die Inhi-
bition von APC/C™-Aktivitit in der G2-Phase vollstandig wiederhergestellt werden konnte. 4xFLAG-
RcalAF-box und 4xFLAG-Rcal M182T konnten den APC/C™ nur noch partiell inhibieren Abbildung
3.28, D). Der Aminosaureaustausch des Cysteins 351 in der Zinkbinderegion flihrte zu einem voll-
standigen Verlust der APC/C™ Inhibition und bestatigt somit, dass die Zinkbinderegion fiir die APC/C-
Inhibition essentiell ist. Der Aminosdureaustausch an Position 344 von Alanin zu Threonin wirkte sich
nicht ganz so stark auf die APC/C-Inhibition aus (Abbildung 3.28, D).

Bei der Western Blot Analyse der Messreihen zeigte sich, dass 4xFLAG-Rcal Proteine mit geringer
APC/C-Inhibitionsfahigkeit, wie 4xFLAG-Rcal C351S und 4xFLAG-Rcal A344T, nur sehr schwache

Fzr

Banden lieferte. Das kann daran liegen, dass Rcal vermutlich auch ein Substrat des APC/C™ ist und
eine eingeschrankte Aktivitat der liberexprimierten Rcal-Proteine dazu flihrt, dass die Proteine ein

gutes Substrat fir den APC/C™ sind und deshalb nur sehr schwache Banden erkennbar sind.
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Abbildung 3.28: Assay zur Uberpriifung der APC/C inhibitorischen Funktion verschiedener 4xFLAG-Epitop markierter
Rcal-Konstrukte

Durch die Uberexpression von verschiedenen 4xFLAG-Epitop-markierten Rcal-Derivate und 4xFLAG-Fzr wurde anhand der
Abnahme der HA-NLS-Cyclin B 1-285-2xGFP positiven Zellen tiberpriift, wie gut diese Proteine den in der G2-Phase aktivier-
ten APC/C™ inhibieren kénnen.

A: Schematische Darstellung von HA-NLS-3xCherry, das benutzt wurde, um transfizierte Zellen zu identifizieren, von
HA-NLS-Cyclin B 1-285-2xGFP, der Sensor, der fir die Messung der APC/C-Aktivitit eingesetzt wurde und 4xFLAG-Fzr, das
fiir die Aktivierung des APC/C verwendet wurde.

B: Schematische Darstellunf der N-terminal mit 4xFLAG-Epitop-markierten Rcal Derivate.

C: Abnahme an HA-NLS-Cyclin B 1-285-2xGFP positiven Zellen nach 4xFLAG-Fzr-Uberexpression. Dargestellt ist die Abnahme
in Prozent nach Uberexpression von 4xFLAG-Fzr und dem entsprechenden Rcal-Protein, wobei als Referenz (100 %) fiir
jeden Wert die Anzahl an HA-NLS-Cyclin B 1-285-2xGFP positiven Zellen nach alleiniger Expression des Rcal-Proteins ge-
nommen wurde

D: Die jeweiligen 4xFLAG-Epitop-markierten Proteine wurden {iber den immunologischen Proteinnachweis im Western Blot
nachgewiesen. Der Wert (iber den Proteinbanden gibt die jeweiligen Einzelwerte an, die im Diagramm D dargestellt sind.
AxFLAG-Fzr ist 57,8 kDa groR, 4xFLAG-Rcal 51 kDa und 4xFLAG-RcalAF-box 46,6 kDa.

Die Zahlen innerhalb der Saulen im Diagramm geben die Anzahl der durchgefiihrten Messungen in der Durchfluss-
zytometrie wieder.

Diese Daten bestatigen, dass die Zinkbinderegion fir die APC/C-Inhibition essentiell ist, denn durch
die Mutation C351S, geht die APC/C™—Inhibitionsfahigkeit verloren. Die Mutation A344T des rcal’-
Allels zeigt dagegen noch eine begrenzte Aktivitat, sodass diese Mutation wohl keine Null-Mutation
darstellt. Interessanterweise zeigen die F-Box-Mutation und die F-box-Deletion auch eine verringerte

APC/C™-Inhibitionsfahigkeit.
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Rcal

3.6 Identifikation von Substraten des SCF"“"-Komplexes

Aufgrund der Interaktion von Rcal und Komponenten von SCF-Komplexen war es von Interesse, wel-

Real_Komplex fiir den Abbau im 26 S-Proteasom

che Substrate moglicherweise von einem solchen SCF
markiert werden kdnnten.
Die Uberexpression von Rcal bewirkt einen vorzeitigen Eintritt in die S-Phase. Dies legt nahe, dass

Real_Komplex den Abbau eines negativen Regulators des G1-S-Ubergangs vermitteln

Rcal in einem SCF
konnte. Es wurden deshalb verschiedene Regulatoren untersucht und lberpriift, ob sie ein Substrat
von diesem Komplex sein kdnnten. Neben Dacapo kommt auch die Kinase Wee in Frage, die Cyclin
A/Cdk1 und Cyclin B/Cdk1 inibitorisch phosphoryliert (Sprenger et al., 1997). AuRerdem koénnte ein
Faktor, der die Cyclin E/Cdk2 Transkription negativ reguliert ein Ziel dieses SCF-Komplexes sein. Dies
konnte z.B. das Retinoblastoma Protein (Rb) sein, das E2F1 inhibiert und somit Einfluss auf die Trans-
kription von Cyclin E nimmt (Du et al., 1996; Du und Dyson, 1999; Frolov et al., 2001). Archipelago,
das ebenfalls in einem SCF-Komplex vorkommt und den Abbau von Cyclin E vermittelt, konnte wiede-

rum auch Gber einen SCFR!

-Komplex abgebaut werden (Koepp et al., 2001; Moberg et al., 2001;
Schwab und Tyers, 2001). Cyclin A/Cdk1-Aktivitat kann ebenfalls den Eintritt in die S-Phase ausl&sen.
Deswegen kame auch der Cyclin-abhangige Kinase-Inhibitor von Cyclin A Roughex (Rux) (Sprenger et
al., 1997; Thomas et al., 1997) oder Fzr, das als Aktivatorprotein des APC/C™ Cyclin A abbauen kann,
in Frage (Pimentel und Venkatesh, 2005).

Studien in S2R+-Zellen haben gezeigt, dass die Uberexpression von Rcal die Stabilitit von Rux, Wee,
Fzr, Archipelago oder Rb nicht beeinflusst (Bauer, 2011). Deswegen war die Analyse von Dacapo, als

Rcal

mogliches Substrat eines SCF™°"-Komplexes, vielversprechend, weshalb der Einflus von Rcal auf Da-

capo naher untersucht wurde.

3.6.1 Die Uberexpression von 10xHA-Rcal bewirkt eine Abnahme von GFP-Dacapo

Wie bereits in Abschnitt 3.1.4 beschrieben, wurde der Zusammenhang zwischen Rcal und Dacapo
wahrend der Embryogenese untersucht. Diese Analysen wurden mithilfe der Zellkultur fortgesetzt.
Dafiir wurde die simultane Uberexpression von Dacapo und verschiedenen Rcal-Derivaten in S2R+-
Zellen ndher betrachtet. Hierflir wurden GFP-Dacapo (Abbildung 3.29, C) und 10xHA-Epitop markier-
te Rcal-Proteine (Abbildung 3.29, D) tGberexprimiert und dabei die Stabilitdat von GFP-Dacapo mittels
Durchflusszytometrie verfolgt. AuRerdem wurde 3xCherry Uberexprimiert (Abbildung 3.29, B), um
transfizierte Zellen zu markieren.

Die Uberexpression von GFP-Dacapo fiihrt zu einem Arrest der Zellen in der G1-Phase des Zellzyklus

(Abbildung 3.29, A). GFP-Dacapo ist ein Cyclin-abhangiger Kinase-Inhibitor von Cyclin E/Cdk2, der bei
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Uberexpression verhindert, dass die Zellen in die S-Phase eintreten kénnen. Bei der gleichzeitigen
Uberexpression von 10xHA-Rcal nehmen die Proteinmengen von GFP-Dacapo um ca. 50 % ab
(Abbildung 3.29, A und E). Bei der Uberexpression anderer 10xHA-Rcal Derivate (Abbildung 3.29, D)
findet keine Abnahme von GFP-Dacapo statt. Die Uberexpression eines Rcal-Proteins mit Deletion
(10xHA-RcalAF-box) oder ein Aminosaureaustausch (10xHA-Rcal M182T) in der F-box, hatte keinen
Effekt auf die Proteinlevel von GFP-Dacapo. Die Uberexpression eines Rcal-Proteins mit einem
Aminosaureaustausch innerhalb (10xHA-Rcal C351S) oder der Zinkbinderegion angrenzend (10xHA-
Rcal A344T) bewirkt eine Abnahme der GFP-Dacapo Menge um 15 - 20 %. Es handelt sich bei dieser
Abnahme aber um keine signifikante Abnahme (Abbildung 3.29, E).

In Abbildung 3.29, F sind die immunologischen Nachweise einzelner Messreihen von 10xHA-Epitop-

markierten Rcal-Konstrukte im Western Blot dargestellt.
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Abbildung 3.29 Die Uberexpression von 10xHA-Rca1 fiihrt zu einer Abnahme von GFP-Dacapo

A: Verschiedene Histogramme mit {iberexprimierten Proteinen. Die Uberexpression von 3xCherry allein beeinflusst den
Zellzyklus nicht und stellt das allgemeine Zellzyklusprofil dar. Die Uberexpression von GFP-Dacapo fiihrt zu einem Arrest der
Zellen in der G1-Phase des Zellzyklus. Die Uberexpression von 10xHA-Rca1l fiihrt zu einer Abnahme von GFP-Dacapo in den
transfizierten Zellen. Die Deletion der F-box dagegen verhindert eine Abnahme der GFP-Dacapo Menge. In blau ist die Se-
lektion von % 1C-Zellen gekennzeichnet, die fiir die Berechnung in E verwendet wurden. Es wurde insgesamt auf 1C Zellen
normiert. Die GFP-positiven Zellen wurden mit dem jeweiligen Faktor zur Angleichung multipliziert.

B: Um transfizierte Zellen zu markieren wurde, 3xCherry Uberexprimiert.

C: Schematische Darstellung von Dacapo, das N-terminal mit einem GFP-Epitop fusioniert und tGberexprimiert wurde.

D: Schematische Darstellung der 10xHA-Epitop-markierten Rcal-Proteine, die in den Einzelmessungen verwendet wurden.
E: Dargestellt ist die Menge an GFP-Dacapo nach der Uberexpression von 10xHA-Rcal Proteinen. Die Einzelwerte wurden
auf die Anzahl von tGberexprimiertem GFP-Dacapo in der Abwesenheit von 10xHA-Rcal normiert.

F: Ubersicht iiber den immunologischen Nachweis im Western Blot von 10xHA-Epitop-markierten Rcal-Proteinen der ein-
zelnen Messreihen. Die Werte liber den einzelnen Proteinbanden geben die Einzelmesswerte an, die im Diagramm E darge-
stellt sind. 10xHA-Rcal ist 59,3 kDa grof8, 10xHA-RcalAF-box 54,8 kDa.

Die Zahlen innerhalb der Saulen im Diagramm geben die Anzahl
Durchflusszytometrie wieder.

der durchgefiihrten Messungen in der
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3.6.2 Die Uberexpression von 10xHA-Rcal kann den Zellzyklusarrest in G1 aufheben

Die gleichzeitige Uberexpression von GFP-Dacapo und 10xHA-Rcal hat auch Auswirkungen auf den
durch GFP-Dacapo induzierten G1-Arrest. Bei den transfizierten Zellen, also den Cherry-positiven
Zellen, ist eine Abnahme an 1C-Zellen und eine Zunahme von S-Phasen und 2C-Zellen zu beobachten.
Die Uberexpression von 10xHA-Rcal fiihrt demnach dazu, dass der Arrest in der G1-Phase iberwun-
den werden kann und die Zellen im Zellzyklus fortschreiten kdnnen (Abbildung 3.30, A, E). Diese Auf-
hebung des Arrestes in der G1-Phase des Zellzyklus kann nur durch 10xHA-Rcal stattfinden, jedoch
nicht durch die Uberexpression von anderen 10xHA-Rcal Derivaten, die Deletionen bzw. den Aus-
tausch von Aminosauren aufweisen, die sich in wichtigen Strukturdomanen befinden (Abbildung

3.30, D, E).
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Abbildung 3.30: Durch die Uberexpression von 10xHA-Rcal konnte der G1-Arrest aufgehoben werden

Die Uberexpression von 10xHA-Rcal fiihrt dazu, dass die Zellen in die S-Phase eintreten und den durch GFP-Dacapo indu-
zierten G1-Arrest Gberwinden kénnen. Deletionen oder der Austausch von Aminosauren in Rcal kénnen dies verhindern
und bleiben im G1-Arrest.

A: Zellzyklus-Profile von transfizierten Zellen (Cherry-positive Zellen), die GFP-Dacapo und zusatzlich 10xHA-Rcal oder
10xHA-RcalAF-box enthalten.

B: Transfizierte Zellen wurden durch die Uberexpression von 3xCherry markiert.

C: Schematische Darstellung von GFP-Dacapo, das bei Uberexpression zu einer Akkumulation von Zellen in der G1-Phase
fahrte.

D: Schematische Darstellung der transfizierten 10xHA-Rcal-Konstrukte.

E: Im Diagramm E sind die Anteile transfizierter 2C-Zellen im Verhaltnis zur Gesamtpopulation der transfizierten Cherry-
positiven Zellen dargestellt.

Die Zahlen innerhalb der Saulen im Diagramm geben die Anzahl der durchgefiihrten Messungen in der
Durchflusszytometrie wieder.

Diese Daten bestitigen, dass Dacapo bei Rcal-Uberexpression destabilisiert wird und deuten darauf

Rcal

hin, dass Dacapo ein Substrat eines SCF™*"-Komplexes sein konnte. Dieser Effekt ist F-box-abhangig,

genauso wie die Aufhebung des durch Dacapo-Uberexpression induzierten G1-Arrestes durch Rcal.
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3.6.3 In Abwesenheit von Rcal findet eine Stabilisierung von Dacapo statt

Es konnte gezeigt werden, dass eine Destabilisierung von GFP-Dacapo nach Uberexpression von
10xHA-Rcal vorhanden ist. Im Folgenden wurde die Expression von Rcal durch RNA-Interferenz
(RNAI) abgereichert und gleichzeitig inaktives GFP-Dacapo Uberexprimiert. Die Proteinmengen des
inaktiven GFP-Dacapo wurden mittels Durchflusszytometrie verfolgt. Das inaktive GFP-Dacapo kann
aufgrund von Aminosduredeletionen, 38-44 und 103 -105, nicht mehr mit Cyclin E /Cdk2 interagieren
(Abbildung 3.31, A; Abbildung 3.33) und somit den Zellzyklus nicht beeinflussen. Das inaktive Dacapo
wird nach wie vor Zellzyklus-spezifisch abgebaut (Bauer, 2011). Es wurde wie in vorangegangenen
Versuchen HA-NLS-3xCherry cotransfiziert und lGberexprimiert, um transfizierte Zellen zu markieren.
Nach RNA-Interferenz gegen endogenes Rcal wurden die Proteinmengen von (iberexprimiertem
inaktiven GFP-Dacapo im Durchflusszytometer verfolgt.

Nach RNAi gegen Rcal fand eine Abnahme von 1C-Zellen statt. Die Menge an 2C Zellen und tberrep-
lizierenden Zellen (>2C) nahm zu. In der Abwesenheit von Rcal kann der APC/C™ in der G2-Phase des
Zellzyklus nicht mehr ausreichend inhibiert werden und es kann keine Akkumulation von mitotischen
Cyclinen erfolgen. Die Zellen kdnnen sich nicht mehr teilen, aber trotzdem noch DNA replizieren. Aus
diesem Grund steigt die Anzahl an (berreplizierenden Zellen an, wie bereits fiir das Rcal Ortholog
Emil beschrieben wurde (Machida und Dutta, 2007) (Abbildung 3.31, A). Das inaktive GFP-Dacapo
wird am G1-S-Ubergang abgebaut. Aus diesem Grund kann anhand der 2C Zellen eine Aussage iiber
die Stabilitat von inaktivem Dacapo getroffen werden.

Nach RNAi gegen Rcal findet eine starke Stabilisierung von GFP-Dacapo in 2C Zellen statt (Abbildung
3.31, C). Uber 80 % der transfizierten 2CZellen sind GFP-positiv und exprimieren inaktives GFP-

Dacapo.
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Abbildung 3.31: Die Stabilitdt von GFP-Dacapo ist abhangig von Rcal

A: Schematische Darstellung der transfizierten Konstrukte, HA-NLS-3xCherry fiir die Markierung transfizierter Zellen und das
inaktive Dacapo.

B: Das Zellzyklusprofil der transfizierten Zellen verschiebt sich nach RNAi stark gegen Rcal. Die Zellen in 1C verringern sich
und die Zahl der 2C-Zellen und der tiberreplizierenden Zellen (>2C) nimmt zu. Die Histogramme wurden auf 2C-Zellen nor-
miert.

C: Anteil an GFP-positiven 2C-Zellen, die inaktive Dacapo liberexprimieren, in Abhdngigkeit zu allen transfizierten Zellen, der
nach RNAi gegen Rcal stark ansteigt. Es kommt also zu einer Stabilisierung des inaktiven GFP-Dacapos.

SCF-Substrate werden in den meisten Fallen phosphoryliert, bevor sie vom SCF-Komplex erkannt und
fiir den Abbau markiert werden konnen (Deshaies et al., 1999; Skaar et al., 2013). Dies kdnnte auch
fiir Dacapo der Fall sein. Dacapo ist zwar ein Cyclin-abhangiger Kinase Inhibitor, der spezifisch Cyclin
E/Cdk2 inhibiert. Jedoch kénnte Cyclin E/Cdk2 auch die Kinase sein, die Dacapo vor dem Abbau
phosphoryliert.

Aus diesem Grund wurden HA-Cyclin E und inaktives Dacapo in S2R+-Zellen Uberexprimiert. Im
nachsten Schritt wurde die Expression von Rcal durch RNA-Interferenz herunterreguliert und die
Stabilitat von inaktivem GFP-Dacapo wurde im Durchflusszytometer analysiert. Dabei zeigte sich eine
sehr starke Abnahme an inaktivem GFP-Dacapo nach Uberexpression von HA-Cyclin E (Abbildung
3.32, C). Dies kann zum einen dadurch zustande kommen, dass HA-Cyclin E Dacapo phosphoryliert
und somit einen vorfrithten Abbau von Dacapo induziert und die S-Phase vorzeitig einleitet, weil Da-
capo als negativer Regulator des G1-S-Ubergangs nicht mehr vorhanden ist. Zum anderen bewirkt die
Uberexpression von HA-Cyclin E eine sehr starke Verschiebung des Zellzyklusprofils (Abbildung 3.32,
A).

Nach zusatzlicher Abreicherung von Rcal durch RNAi konnte erneut eine Stabilisierung von inaktivem

GFP-Dacapo beobachtet werden (Abbildung 3.32, C).
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Abbildung 3.32: Die Stabilitdt von Dacapo ist abhdngig von der Phosphorylierung durch Cyclin E24

A: Das Zellzyklusprofil der transfizierten, Cherry-positiven Zellen verschiebt sich stark nach Uberexpression von HA-Cyclin E
und RNAi gegen Rcal. Die 1C-Zellen verringern sich stark nach der Uberexpression von HA-Cyclin E (tiirkis). Nach RNAi
gegen Rcal nimmt zusatzlich die Zahl der Uberreplizierenden Zellen (>2C) zu (lila). Die Histogramme wurden auf 2C-Zellen
normiert.

B: Schematische Darstellung liber die transfizierten Proteine. HA-NLS-3xCherry wurde verwendet, um transfizierte Zellen zu
markieren, auRerdem sind inaktives GFP-Dacapo und HA-Cyclin E gezeigt.

C: Der Anteil an GFP-positiven 2C-Zellen, die das inaktive Dacapo {iberexprimieren, sinkt sehr stark nach der Uberexpression
von HA-Cyclin E. Die Anzahl der Dacapo-positiven Zellen steigt jedoch nach RNAi gegen Rcal stark an.

D: Modell fir den Dacapo-Abbau. Bevor Dacapo durch den SCF*! erkannt wird, muss Dacapo von einer Kinase
phosphoryliert werden. Diese Kinase kénnte Cyclin E/Cdk2 sein.

Rcal

Diese Daten legen nahe, dass Dacapo ein Substrat des SCF™*"-Komplex sein konnte, das vor der Er-

kennung durch den SCF-Komplex durch Cyclin E/Cdk2 phosphoryliert wird (Abbildung 3.32, D).

3.6.4 Identifikation von Cdk-Phosphorylierungsstellen im C-Terminus von Dacapo

Sowohl in humanem p27 als auch in humanem p21 konnten Aminosaurereste im C-Terminus identifi-
ziert werden, die durch Cdks phosphoryliert werden und somit eine Erkennung durch einen SCF-
Komplex ermoglichen. Bei p27 handelt es sich um die Aminosaure T187 (Montagnoli et al., 1999), bei
p21 um T130 (Bisteau et al., 2013)(Abbildung 3.33). Deshalb wurden Aminosduren im C-Terminus
von Dacapo an Position 205 und 214 ausgewahlt, weil sie potentielle Cdk-Phosphorylierungsstellen
sein konnten, die vor der Erkennung durch den SCF-Komplex phosphoryliert werden kénnten. Die

Konsensussequenz von Cdks, S/T-P-X-Z (Z: typischerweise eine basische Aminosaure), ist fur das Serin
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205 gegeben. Bei Serin 214 fehlt jedoch die flankierende basische Aminosaure (Adams et al., 1996).
Obwohl keine starke Konservierung von Dacapo und seinen homologen Proteinen im humanen Sys-
tem vorhanden ist, wurde getestet, ob mogliche Cdk-Phosphorylierungsstellen im C-Terminus identi-
fiziert werden kdnnen, die den Abbau von Dacapo beeinflussen kénnen. Aus diesem Grund wurden
die im C-Terminus liegenden Aminosauren Serin 205 und 214 ausgetauscht (Abbildung 3.33). Zum
einen erfolgte der Austausch dieser Aminosduren zu Glutamat, um eine permanente Phosphorylie-
rung zu imitieren. Zum anderen wurde ein Austausch dieser Aminosauren zu Alanin verwendet, die
eine Phosphorylierung verhindert sollte und somit eine Stabilisierung von Dacapo zur Folge haben
sollte.

In Abbildung 3.33 ist ein Sequenzvergleich von humanem p27 und p21 mit dem Drosophila-Homolog
Dacapo dargestellt. Es sind die Cdk-Phosphorylierungsstellen von p21 und p27 eingezeichnet sowie
die potentiellen Cdk-Phosphorylierungsstellen im C-Terminus von Dacapo. Auflerdem sind die
Deletionen angegeben, die innerhalb der Cyclin- und Cdk-Bindestelle liegen und zur Inaktivitat dieses

Proteins flihren, aber nach wie vor einen Zellzyklus-abhangigen Abbau gewahrleisten.
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D.m.Dacapo 1 MVSARVLNPVMISEFCKMSSSPAVSRNLACGRQLNRIKR 39
h.s. p27 1 MSNVRVSNGSPSLERMDARQAEHPK - - - - - - - - - PSACR 30
h.s. p21 1 - - ce-- MSEPAGDVRQNPCG - - - - - - - - - - SKACR 19
Deletion von Cyclin-Bindestelle
D.m.Dacapo 40 DLFGSSKSAEGTANKTPFNSELERHQELATQKWGFEDFRA 78
H.s.p27 31 NLFGPVDHEELTR- - -DLEKHCRDMEEASQRKWNEDFQN 66
H.s.p21 20 REFGPVDSEQLSR- - -DCDALMAGCIQEARERWNEDEVT 55
Deletion von Cdk-Bindestelle
D.m.Dacapo 79 GCPLAEKSPY IWERVSFQESSFAPEMYTLTRAAHVRPSA 117
H.s.p27 67 HKPLEG - - KYEWQEVEKGS - - -LPEFYYRPPRPPKGACK 100

Hsp2t 56 ETPLEG - -DFAWERV - - -RGLGLPKLYL -PTGPRRGRDE 88
D.m.Dacapo 118 DAS - - - - = = - - - - PSDMD/ILVNERSERENFGSNLVNSSL 146
Hs.p27 101 VPAQESQDVSGSRPAAPL IGAPANSEDTHLVDPKTDPSD 139
Hs.p2l 89 LGG- - - -GRRPGTSPALLQGTAEEDHVDLSLSCTLVPRS 123
T130
D.m.Dacapo 147 ESNTDNESCYDSQDESLAMRLSSSSTTSTSS | VLRKRQP 185
Hs.p27 140 SQTGLAEQECAG | RKR- - - - - - PATDDSSTQNKRANRTEE 172
Hs.p2l 124 - -GEQAEGSPPEG - - - - - - FGD-- ~- =~ SQGRKRRQTSMT 148
o T187 $205 S214
D.m.Dacapo 186 K | TEFMKERKRL AQAPKKL[SPAKRMRT S[SPSSSATSSSS 224
Hs.p27 173 NVSDGSPNAGSVEQTPKKPGLRRRQT - - - - - - - - - - - - - 198
Hs.p2l 149 DFYHSKRRL IFSKRKP - - - - - -« - - o oo oom oo 164
D.m.Dacapo225 SSGGFGLGAHFGAML KRPRHN 245
H.s.p27 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Hs.p2l = = e e e e e e e e e e e e - - - - -

Abbildung 3.33: Sequenzvergleich der Proteinsequenzen von Dacapo (Drosophila), p27 (human) und p21 (human)

Die Sequenzen von Dacapo und p21/p27 sind nur wenig konserviert. Die regulierenden Cdk-Phosphorylierungsstellen in
p21/p27 befinden sich im C-Terminus. p21 wird an T130 durch Cyclin D/Cdk 4 oder Cdk6 phosphoryliert (Bisteau et al.,
2013, p27 dagegen an T187 von Cyclin E/Cdk2 (Montagnoli et al., 1999). Deshalb wurden bei Dacapo die Positionen S205
und S214 ausgewahlt, weil diese Aminosduren Teil einer Cdk-Phosphorylierungsstelle sein kénnten und im C-Terminus von
Dacapo liegen.

In tirkis sind die Bereiche innerhalb der Cyclin- und Cdk-Bindestellen eingezeichnet, deren Deletion eine Interaktion von
Dacapo mit Cyclin E/Cdk2 verhindern.

Die Mutationen der Aminosauren 205 und 214 in GFP-Dacapo wurden im Hintergrund des inaktiven
Dacapo getestet, um die Auswirkungen der Mutationen im Bezug auf Stabilisierung oder Destabilisie-
rung unabhangig der Beeinflussung des Zellzyklus zu analysieren.

Die GFP-Dacapo-Konstrukte wurden zusammen mit HA-NLS-3xCherry transfiziert und die GFP-Dacapo
Mengen mit und ohne Uberexpression von 4xFLAG-Rcal verglichen (Abbildung 3.34, A). Die Abnah-
me an inaktiven GFP-Dacapo positiven Zellen nach 4xFLAG-Rcal-Uberexpression ist in Abbildung 3.34
dargestellt. Anhand der Histogramme in Abbildung 3.34, B ist das Verhaltnis zwischen GFP-und Cher-
ry-positiven Zellen zu erkennen. Im Vergleich dazu zeigten jedoch die Konstrukte des inaktiven GFP-
Dacapo mit dem Austausch der Aminosdauren S204E und S214E keine erhohte Abnahme der GFP-
positiven Zellen nach 4xFLAG-Rcal-Uberexpression (Abbildung 3.34, C). Die Imitation einer Phospho-
rylierung durch den Aminosaureaustausch zu Glutamat zeigte keine signifikant héhere Instabilitat des
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Proteins. Auch der Austausch zu Alanin von S204 und S214 im inaktiven GFP-Dacapo konnte wiede-
rum keine Stabilisierung des Proteins erwirken (Abbildung 3.34, C). Der Aminosdureaustausch zu
Alanin sollte, wenn diese putativen Cdk-Phosphorylierungsstellen vor dem Abbau von Dacapo
phosphoryliert werden, zu einer erhéhten Stabilitdt des Proteins flihren.

Diese Daten zeigen, dass die Aminosduren Serin 205 und Serin 214 fir den Abbau von Dacapo nicht

entscheidend sind.

— s transfizierte Zellen
A c B (Cherry positiv)
Q
HA-NLS-3xCherry o GFP- Daa:?o (inaktiv)
N (GFP positiv)
HA-NLS g 4000
L] chey H  hewy  H  chey ]
1 726 = -E 3500
o O o L) 'g
GFPDacapo sk — /" | &2 ™
1 39 94 45 ; z‘ 2500
PO ofu s e g
2 . = £
R ] T P f—- R
1 s N s E 'g
s:‘:q col ms&ws SZUSA‘ s214A < ; 1500 +
orr-Dacapo 205 s2104 el e T ] 5
. 5 - hes 5 1000 1
£ 0+
AxFLAG F-box KEN-bax ZBR ZBR RL ‘6
=2 0
4xFLAG-Rcal-Konstrukt —

100

400

700
1000
1300
1600
1900
2200
2500
2800
3100
3400
3700
4000
4300
4600
4900

1 115 133 iso 195 24216 mam 36 39 400 41

g

transfizierte Zellen

@

H 5 -E (Cherry positiv)
§ G 80 o @ GFP- Dacapo (inaktiv)
g e K] + AXFLAG-Rcal
c g N (GFP positiv)
3 Q aw;
-2 N
=) o
g >
= 2 3500
a s E s
6= Qg
c9 % T g 3000
g3 N g
o % -
£EY o S o200
£ £ T w
S 5 2 = £
5 < £ 0 200
2 g 2
e 3
< ® 150 f
0 6o
c
GFP-Dacapo GFP-Dacapo S205E S214E |GFP-Dacapo S205A 5214A S5 1000 +
(inaktiv) (inaktiv) (inaktiv) E
D E
-4xFLAG-Rcal +d4xFLAG-Rcal | - 4xFLAG-Rcal +d4xFLAG-Rcal | - 4xFLAG-Rcal +d4xFLAG-Real | °
= = = ——— = | | —— . =3
GFP-Dacapo (inaktiv) — |Ee || \ | | WB: GFP §gsgs838388888¢8¢8¢
B s e LR

Abbildung 3.34 Punktmutationen von potentiellen Cdk-Phosphorylierungstellen im C-Terminus von Dacapo

Es wurden im C-Terminus Punktmutationen eingefiigt, um potentielle Cdk-Phosphorylierungsstellen (S/T-P) zu identifizie-
ren. Dabei wurden S205 und S214 ausgewahlt (Abbildung 3.33). Die Serine wurden zu Glutamin oder Alanin ausgetauscht.
Fur das inaktive GFP-Dacapo S205E S214E wurde ein schnellerer Abbau erwartet, wenn S205 und S214 Phosphorylierungs-
stellen sind, denn die Mutation beider Positionen zu Alanin sollte eine erhohte Stabilitat vermitteln.

A: Ubersicht tiber die verwendeten Konstrukte: Transfizierte Zellen wurden durch HA-NLS-3xCherry markiert. Die Mutatio-
nen der potentiellen Phosphorylierungsstellen wurden im Hintergrund des inaktiven Dacapos getestet, um die Beeinflus-
sung des Zellzyklus von Dacapo auf den Zellzyklus auszuschlieBen. Es wurde zusatzlich 4xFLAG-Rcal Uberexprimiert, um
einen Unterschied in der Stabilitdt der Konstrukte zu tGberprifen.

B: Die Einzelhistogramme reprasentieren die Uberexpression des inaktiven GFP-Dacapo, mit oder ohne 4xFLAG-Rcal-
Uberexpression.

C: Es waren nur minimale Unterschiede in der Stabilitit von inaktivem GFP-Dacapo nach 4xFLAG-Rcal-Uberexpression
erkennbar. Diese Daten sprechen dafiir, dass es sich um keine flr die Stabilitdit von Dacapo relevanten Cdk-
Phosphorylierungsstellen handelt.

D: Immunologischer Nachweis von inaktivem GFP-Dacapo und 4xFLAG-Rcal durch die jeweiligen N-terminalen Epitope der
einzelnen Messungen im Durchflusszytometer. Das inaktive GFP-Dacapo ist 53,3 kDa grof3, 4xFLAG-Rcal 51 kDa.
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3.7 Nickel NTA Prazipitation fiir in vivo Ubiquitinylierungsassay

Sowohl durch Daten aus der Embryogenese als auch durch die Analyse von S2R+-Zellen konnte ge-
zeigt werden, dass ein regulatorischer Zusammenhang zwischen Dacapo und Rcal besteht. Diese in
vivo Daten sollten durch biochemische Experimente zusatzlich untermauert werden. Dazu wurde
zunachst versucht einen in vitro Ubiquitinylierungsassay flir Dacapo zu etablieren. Hierfir sollte der
SCF*’-Komplex durch Co-Immunprazipitation von 4xFLAG-Rcal prazipitiert werden. Durch Zugabe
von 4xHA-Dacapo, das durch in vitro Translation in Retikulozytenlysat aus Kaninchen hergestellt wur-
de, sollte die Ubiquitinylierung gezeigt werden. Dacapo (hier inaktives Dacapo) kénnte vor dem Ab-

bau phosphoryliert werden, bevor es durch einen SCF*!

-Komplex erkannt und fiir den Abbau mar-
kiert werden kann. Hierflir wurde HA-Cyclin E und HA-Cdk2 ebenfalls in vitro translatiert. Es gelang
jedoch nicht, mit diesen Komponenten eine in vitro Ubiquitinylierung zu erhalten. Dies kann mogli-
cherweise daran liegen, dass Cyclin E/Cdk2 zundchst selbst durch cyclin activation kinases (CAK)
phosphoryliert werden muss, um aktiv zu sein (Rank et al., 2000). Es wurde versucht diese Phospho-
rylierung durch die Zugabe von Embryonenlysat (1-2h), dass eine hohe Aktivitdt am CAKs aufweist, zu
induzieren, jedoch konnte auch dann keine in vitro Ubiquitinylierung beobachtet werden (Daten
nicht gezeigt). Eine Alternative zu der in vitro Ubiquitinylierung sollte ein in vivo
Ubiquitinylierungsassay sein, in dem die Ubiquitinylierung von Dacapo durch die gleichzeitige Uber-
expression von Rcal verstarkt wird. Daflir wurde ein leicht abgedndertes Protokoll fiir eine Nickel-
NTA-Prazipitation verwendet, das bei Campanero und Flemington, 1997 beschrieben wurde. Mithilfe
dieses Protokolls konnte in der Vergangenheit bereits ein in vivo Ubiquinitylierungsassay etabliert
werden, bei dem das Zentriolenprotein HsSAS-6 als Substrat des SCF®*">-Komplexes mit dem F-box
Protein FXBWS5 coprazipitierte (Puklowski et al., 2011).

Verschiedene Proteine, die wahrend des Zellzyklus ubiquitinyliert werden, wurden mit einem 6xHis-
AXFLAG-Epitop versehen und iberexprimiert. AuRerdem erfolgte eine Uberexpression von 4xFLAG-
Ubiquitin, um endogene Ubiquitin-Mengen zu erhéhen. Das 6xHis-Epitop wurde fiir die Nickel-NTA-
Prazipitation verwendet, der Nachweis im Western Blot erfolgte Gber das 4xFLAG-Epitop. Der His-
Antikorper war nicht spezifisch genug, um aus den Zelllysaten verlasslich die Proteinfusionen nach-
zuweisen (Daten nicht gezeigt). Es wurde auBerdem das 26S Proteasom durch MG132 inhibiert, um
den Abbau der mit Polyubiquitin konjugierten Proteine zu verhindern (Lee und Goldberg, 1998).
Abbildung 3.35, A zeigt eine Ubersicht (iber die verwendeten Proteine. Es wurde zum einen aktives
und inaktives 6xHis-4xFLAG-Epitop-markiertes Dacapo verwendet. Als Kontrolle fir Proteine, die
wahrend des Zellzyklus ubiquitinyliert und abgebaut werden, diente 6xHis-4xFLAG-Geminin 1-101,
das ein Substrat des APC/C™ ist und am Ende der Mitose und wihrend der G1-Phase im Zellzyklus
abgebaut wird (McGarry und Kirschner, 1998). Rcal wird ebenfalls wiahrend der G1-Phase abgebaut
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Fzr

(Morgenthaler, persénliche Kommunikation), vermutlich ebenfalls durch den APC/C™ und wurde
deswegen in einer inaktiven Form, als 6xHis-4xFLAG-Rcal M182T A344T exprimiert, um den Zellzyk-
lus nicht zu beeinflussen.

Die ubiquitinylierten Substrate sollten (iber die 6xHis-Epitope an Nickel-NTA-Beads gebunden werden
und im Anschluss im Western Blot (iber die 4xFLAG-Epitope immunologisch nachgewiesen werden
(Abbildung 3.35, B). Im Gesamtzelllysat vor der Prazipitation (whole cell lysate, WCL), Abbildung 3.35,
B links) konnten in jedem Lysat polyubiquitinylierte Proteine detektiert werden, die mit 4xFLAG-
Ubiquitin konjugiert wurden. Nach der Prazipitation der 6xHis-4xFLAG-Epitop-markierten Proteine
konnte nur fiir 6xHis-4xFLAG-Dacapo eine Anreicherung an ubiquitinylierten Proteinkonjugaten de-
tektiert werden. Obwohl alle getesteten Substrate wahrend des Zellzyklus fiir den Abbau markiert

werden sollten, zeigt sich nur bei 6xHis-4xFLAG-Dacapo eine Anreicherung im hoher molekularen

Bereich (Abbildung 3.35, B rechts).
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Abbildung 3.35 Verschiedene Substrate mit 6xHis-4xFLAG-Epitop wurden fiir einen in vivo Ubiquitinylierungsassay iiber-
priift

Es wurden verschiedene Substrate mit 6xHis-4xFLAG-Epitop in S2R+-Zellen iberexprimiert, Gber Nickel-NTA Beads prazipi-
tiert und im Western Blot Gberpriift. Dabei wurden alle Zellen zusatzlich mit 4xFLAG-Ubiquitin transfiziert, um endogene
Level von Ubiquitin zu erhéhen und, um die Polyubiquitinkonjugate durch das 4xFLAG-EPitop sichtbar machen zu kénnen.
AuBerdem wurde das 26S-Proteasom durch MG132 inhibiert, um die Anreicherung von Polyubiquitinkonjugaten zu erho-
hen.

A: Ubersicht Giber die transfizierten Konstrukte.

B: Western Blot der Zelllysate und Prazipitationen. Es ist eine signifikante Anreicherung an polyubiquitinyliertem 6xHis-
AxFLAG-Dacapo erkennbar, jedoch nicht fiir die anderen Substrate.

Im Folgenden wurde Uberpriift, ob 6xHis-4xFLAG-Dacapo in Gegenwart von 4xFLAG-Rcal verstarkt

Rcal

polyubiquitinyliert und somit verstarkt durch den SCF™*"-Komplex fiir den Abbau markiert wird. Da-
bei wurden Zellen analysiert, die unter MG132 Zugabe mit 4xFLAG-Ubiquitin und 6xHis-FLAG-Dacapo
transfiziert wurden. Es wurde verglichen, ob die zusatzliche Uberexpression von 4xFLAG-Rcal eine
Verstarkung der Polyubiquitinylierung von 6xHis-4xFLAG-Dacapo bewirkt (Abbildung 3.36, A).

Der immunologische Nachweis im Western Blot zeigte jedoch, dass schon im Gesamtzelllysat von

6xHis-4xFLAG-Dacapo ohne 4xFLAG-Rcal mehr polyubiquitinylierte Proteinkonjugate zu detektieren

73



Ergebnisse

waren, als zusatzlich mit 4xFLAG-Rcal. Auch nach der Prazipitation zeigte sich keine Anreicherung
von Polyubiquitin-Konjugaten nach Uberexpression von 6xHis-4xFLAG-Dacapo und 4xFLAG-Rcal. Des
Weiteren konnte eine unspezifische Bindung von 4xFLAG-Rcal an die Nickel-NTA-Beads beobachtet
werden (Abbildung 3.36, B).

A 4xFLAG-Ubiquitin 6xHis-4xFLAG-Dacapo
AxFLAG AxXFLAG CDI
1 76 6xHis 1 38 94 245
4xFLAG-Rcal
4xFLAG NLS F-box KEN-box ZBR— ZBR RL
L]
i I133 iSO 19; 214”216 272; '282 :346 '369 40‘2 lllll
B wmG132(4n) o+ e+ e+ 4
4xFLAG-Ubiquitin + + + + + + + +
4xFLAG-Rcal + + + +
6xHis-4xFLAG-Dacapo + + 2 ok
WB: FLAG )

250 kDa
150 kDa ———
100 kDa ——

s 6xHis-4xFLAG-Dacapo-(4xFLAG-Ubiquitin) |
75kDa =—

- — - | 4XFLAG-Rcal
@D &a® ' G is-axFLAG-Dacapo

50 kDa =—

37kba ——

WCL Prazipitation
Abbildung 3.36 in vivo Ubiquitinylierungsassay in Gegenwart von 4xFLAG-Rcal
A: Verwendete Konstrukte.
B: Immunologischer Nachweis von 4xFLAG-markierten Ubiquitin-Konjugaten. Es ist keine Zunahme an polyubiquitinyliertem
6xHis-4xFLAG-Dacapo erkennbar, wenn 4xFLAG-Rcal zusatzlich Gberexprimiert wird. AuRerdem scheint 4xFLAG-Rcal un-
spezifisch an die Nickel-NTA Beads zu binden. Es konnte somit nicht nachgewiesen werden, dass 4xFLAG-Rcal sich auf den
Abbau von 6xHis4xFLAG-Dacapo auswirkt.

Aufgrund dessen, dass die Prazipitation von ubiquitinylierten Substraten fiir verschiedenste Proteine,
die im Laufe des Zellzyklus polyubiquitinyliert und abgebaut werden und, mithilfe von Nickel-NTA-
Beads wie in Abbildung 3.35 gezeigt, nicht erwartungsgemal funktioniert hat, kann es sein, dass die
Anreicherung von 6xHis-4xFLAG-Dacapo bei der Prazipitation andere Ursachen hat und nicht spezi-
fisch war. Es konnte sein, dass die stark denaturierenden Pufferbedingungen des Harnstoffpuffers

nicht optimal waren, um die Polyubiquitin-Konjugate zu prazipitieren.
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4 Diskussion

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Bedeutung der F-box-Funktion von Rcal naher betrachtet. Zum
einen lag ein Fokus auf der Rolle der F-box bei der APC/C-Inhibition im Zellzyklus. Zum anderen wur-

de die F-box-Funktion am G1-S-Ubergang untersucht.

4.1 APC/C-Inhibition benotigt die F-box-Funktion im 16. Zellzyklus in der
Embryogenese

In vorangegangenen Studien wurde gezeigt, dass die Uberexpression von HA-Rcal oder HA-RcalAF-
box den rcal-mutanten Phanotyp in der G2-Phase des 16. Zellzyklus wahrend der Embryogenese
komplementieren kann und die F-box fir die APC/C-Inhibition nicht gebraucht wird (Zielke et al.,
2006). In dieser Arbeit konnte jedoch gezeigt werden, dass die Expression von endogenen Mengen
an HA-RcalAFbox den rcal-mutanten Phdnotyp nicht retten kann. Das bedeutet, dass bei Uberex-
pression die F-box nicht erforderlich ist, aber bei endogenen Mengen die F-box notwendig ist, um
den APC/C erfolgreich inaktiv zu halten. Diese Schlussfolgerung wird durch die Analyse von rcal-
Allelen und der Auswertung von transgenen Fliegen, die rcal unter Kontrolle der seiner genomischen
Region exprimieren, gestiitzt.

Bei der Analyse von rcal-Allelen waren die Allele rcal’sowie rcal®** von entscheidender Bedeu-
tung. Das rcal-Allel rcal? stammt aus dem Labor von Zipursky (Dong et al., 1997). Bei diesem Allel
kommt es zu einem Aminosdureaustausch an Position 344 (A344T), also kurz vor dem zweiten Teil
der Zinkbinderegion. Das Allel rca1’ wurde in vorigen Studien intensiv untersucht und es konnte ge-
zeigt werden, dass der embryonale Phanotyp darauf beruht, dass der APC/C in der G2-Phase von
Zellzyklus 16 nicht mehr inhibiert wird. Fur die Inhibition des APC/C ist die ZBR essentiell und die
Mutation in der Ndhe der ZBR ist damit gut vereinbar.

Das andere Allel, rca1®**, aus dem Labor von Frank Schnorrer (Chen et al, 2008) hat einen
Aminosaureaustausch innerhalb des F-box-Motivs. Dabei wird an Position 182 ein Methionin gegen
ein Threonin ausgetauscht.

Der Vergleich von rca1? und rca1““”*homozygoten Embryonen zeigte den gleichen Phénotyp in der
Embryogenese, obwohl bei dem rca1“**-Allel die Mutation in der F-box liegt und somit die Zinkbin-
deregion intakt ist. Es konnte auch keine Komplementation im transheterozygoten Zustand stattfin-
den. Prinzipiell ware es moglich, dass eine Kombination aus beiden Proteinen zu einer Aufhebung des
Phanotyps fuhrt, wenn eine funktionale F-box und eine funktionale Zinkbinderegion auf zwei Protei-
nen verteilt vorliegen wirden. Allerdings besteht auch die Mdéglichkeit, dass die exprimierten Prote-

inmengen durch Mutationen auferhalb der kodierenden Regionen beeinflusst werden, und somit
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niedriger sind als die endogenen Mengen beim wildtypischen Rcal. Beide Allele wurden durch EMS
induziert und die transkribierte Region sequenziert. Die Wahrscheinlichkeit, dass eine weitere EMS-
induzierte Mutation, die die Transkriptionsmenge beeinflusst, vorliegt ist zwar gering, aber nicht
auszuschliellen. Somit kdnnte die Menge an Transkripten reduziert sein und den Phanotyp verursa-
chen.

Es wurden transgene Fliegen hergestellt, bei denen die Expression von Rcal unter der Kontrolle der
genomischen Region stand. Die genomische Region um rcal, die fiir die Expression von rcal benétigt
wird, konnte erfolgreich kloniert werden. Orientiert wurde sich dabei an der 10 kb groRen genomi-
schen Region, die schon bei Dong et al., 1997 erfolgreich den rcal-mutanten Phanotyp komplemen-
tieren konnte. AuBRerdem wurde eine Deletion der F-box vorgenommen, die unter der Kontrolle der
genomischen Region exprimiert wird. Es konnten aus diesen klonierten Plasmiden erfolgreich trans-

c1474 oetestet werden.

gene Fliegen erhalten und im Hintergrund beider Allele rca1? und rcal
Die genomische Region enthélt alle fir die Expression und Regulation von Rcal wichtigen Elemente,
denn es konnte erfolgreich der rcal-mutante Phanotyp, also der Arrest in der G2-Phase des 16. Zell-
zyklus, komplementiert werden. Dies war sowohl fir das rcal-Allel rcai’ als auch fur rca1“*’* mog-
lich. Die Expression von HA-RcalAF-box unter Kontrolle der genomischen Region konnte jedoch den
rcal-mutanten Phdnotyp nicht retten. Dabei ist die N-terminale Fusion von Rcal mit einem HA-
Epitop nicht der Grund, dass keine Komplementation stattfinden kann, denn die Expression von Rcal
mit N-terminalem HA-Epitop kann den rcal-mutanten Phanotyp komplementieren.

Da die Insertion der Transgene von Rcal und HA-RcalAF-box unter Kontrolle der genomischen Regi-
on durch eine zufallige Integration im Genom Uber P-Element vermittelte Keimbahntransformation
entstanden sind, konnte der Insertionsort die Expression der Transgene beeinflussen. Aus diesem
Grund wurden alle vorhandenen, unterschiedlichen Transgeninsertionen von HA-AF-box Uberprift.
Dabei konnten keine Unterschiede im Bezug auf die Rettung des rcal-mutanten Phanotyps festge-
stellt werden (Daten nicht gezeigt). Es ist daher zwar nicht auszuschlieRen, dass die Expression von
HA-RcalAF-box niedriger ist als die von HA-Rcal, jedoch durch die Analyse von 3 unabhangigen
transgenen Linien eher unwahrscheinlich. AuRerdem zeigten alle transgenen Fliegen dhnliche Expres-
sion des white-Gens, das auf dem Integrationsplasmid vorhanden ist. Alle Transgene liegen somit in
genomischen Regionen vor, die nicht stark durch epigenetische Effekte beeinflusst werden.

Leider war es nicht moglich, die Expression der Rcal-Proteine in den verschiedenen Allelen oder von
den transgenen Linien zu bestimmen. Die zur Verfligung stehenden Rcal-Antikérper konnten die
endogenen Rcal-Mengen nicht detektieren (Kies, personliche Kommunikation). Auch der Nachweis
der HA-Epitop-markierten Proteine mittels Immunfluoreszenz oder Western Blot mit HA-Antikorper

war nicht moglich, weil die Expression fiir die Detektion vermutlich zu gering ist. Aus diesem Grund

wurde begonnen Fliegenstamme zu erzeugen, die mit 4xFLAG-Epitop versehenes Rcal und
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RcalAF-box unter der Expression der genomischen Region enthalten und Uber eine virale ®C31-
Integrase an einer attP-Stelle auf dem dritten Chromosom integriert werden (Bergér, 2013; Bischof et
al., 2007). Diese Transgene werden also am gleichen Genort integriert und exprimieren dann ver-
gleichbare Proteinmengen.

Zusammenfassend sprechen die Ergebnisse dafiir, dass neben der etablierten Inhibition des APC/C
durch die C-terminale Halfte von Rcal weiterhin eine F-box-abhangige Funktion von Rcal bei der

Inhibition des APC/C wihrend der Embryogenese notwendig ist.

4.2 Allelspezifische genetische Interaktion von Rcal und Dacapo

Wahrend der Embryogenese beruht die Inhibition des APC/C auf der direkten Interaktion von Rcal
mit dem APC/C, wodurch dieser, in Analogie zu den Emil-Daten (Miller et al., 2006), durch einen
Pseudosubstratmechanismus inhibiert wird. Weiterhin wird eine erfolgreiche Komplexbildung vom
APC/C mit dessen Aktivatorprotein Fzr durch dessen Phosphorylierung und durch die Phosphorylie-
rung durch Cyclin A/Cdk1 und Cyclin E/Cdk2 verhindert (Grosskortenhaus und Sprenger, 2002; Reber
et al., 2006). Die F-box-abhéngige Funktion fiir die APC/C-Inhibition kénnte somit auf diesem zweiten
Weg, der Phosphorylierung von Fzr, einwirken. Ein Kandidat, fiir einen SCF-abhangigen Abbau ware
dann Dacapo, als Inhibitor von Cyclin E/Cdk2. Es sollte deshalb tGberprift werden, ob in der Abwe-
senheit von Dacapo die F-box-abhangige Funktion von Rcal benétigt wird.

Es wurden rekombinante Fliegen hergestellt, die die rcal-Allele rcal’ oder rca1“*’* und dap® auf
dem 2. Chromosom tragen. Die Embryonen dieser Stamme zeigen unterschiedliche Phanotypen. Es
kommt bei rcal® mit intakter F-box zu einer Auspragung des dacapo-Phinotyps, also zu einer Erho-
hung der Zellzahl im Vergleich zu heterozygoten Fliegen, die eine Kopie von rcal auf dem Balancer-

1474 mit intakter Zinkbinderegion dagegen kam es zur Auspragung des

Chromosom tragen. Bei rcal
rcal-mutanten Phanotyps, also zu einer Erniedrigung der Zellzahl pro halbem Segment. Diese Ergeb-
nisse entsprachen nicht den Erwartungen. Wenn Rcal zwei Funktionen erfillt, die Inhibition des
APC/C und die Regulation von Cyclin E Uber Dacapo, dann sollte in der Abwesenheit von dacapo kei-
ne F-box-abhangige Funktion von Rcal notwendig sein. Somit sollte es zu keinem Arrest in Zellzyklus
16 kommen.

Dacapo mRNA ist Teil der maternalen Kontribution im Ei (

Abbildung 1.2; Tomancak et al., 2002; Tomancak, 2007; Lane et al., 1996; de Nooij et al., 1996). In
den synzytialen Teilungen des Embryos wird diese mRNA verwendet, um Protein herzustellen. Die
zygotische Expression startet wahrend der Zellularisierung (Lane et al., 1996; de Nooij et al., 1996;

Tomancak et al., 2002; Tomancak, 2007). Die Expression von Dacapo ist vor allem in Regionen zu

finden, in denen Zellen aus dem Zellzyklus austreten (de Nooij et al., 1996).
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Ein Unterschied zwischen den beiden rcal-Allelen rca1? und rca1“*’*ist, dass das aus dem rcal?-Allel

resultierende Rcal-Protein mit dem Aminosaureaustausch A344T dazu fiihrt, dass die Interaktion mit
SkpA im SCF-Komplex nach wie vor moglich ist, beim Aminosadureaustausch M182T jedoch nicht (sie-
he Abbildung 3.24). Wahrend der Embryogenese verschwinden die Transkripte maternalen Ur-
sprungs im synzytialen Blastoderm und sind dann nicht mehr detektierbar. Es konnte sein, dass Reste
der maternale Kontribution in Form von mRNA und/oder Proteinen bis in die Mitose 16 persistieren.
Dann kénnte das aus dem rcal?-Allel resultierende Rcal-Protein ausreichen, um den Abbau von die-
sen Dacapo-Proteinen zu vermitteln. Die in situ Hybridisierung der Transkripte oder der Protein-
nachweis mittels Immunfluoreszenz kénnten aber nicht sensitiv genug sein, um eventuelle Restmen-
gen an mRNA oder Protein zu detektieren. Wenn maternale Kontribution von Dacapo solange persis-
tieren wiirde, kdnnte es am G2-M-Ubertritt Cyclin E/Cdk2 inhibieren. Fiir den Abbau dieser Dacapo-
Proteine wirde aber die F-box-Funktion in Rcal bendtigt werden. Somit kénnte die Inaktivierung des
APC/C durch die Phosphorylierung durch Cyclin A/Cdkl1 oder mit geringen Mengen an Cyclin E/Cdk2
nicht ausreichen. Der APC/C wiére aktiv und kénnte Cycline abbauen. Somit kann kein Eintritt in die
Mitose erfolgen, weil die Cycline nicht akkumulieren kénnen. Die aus dem rcal-Allel rcal? resultie-
renden Proteine haben eine intakte F-box und kénnten den F-box-abhangigen Abbau von dem aus
der maternalen Kontribution resultierenden Dacapo bewerkstelligen. Dadurch kénnten groRere
Mengen an Cyclin E/Cdk2 vorhanden sein, die zusammen mit Cyclin A/Cdkl den APC/C ausreichend
inhibieren kdnnen.

Eine Moglichkeit dieser Hypothese nachzugehen ware, die maternale Kontribution von Dacapo zu
inaktivieren. Dies konnte mithilfe von RNA-Interferenz funktionieren. Durch die Injektion von
doppelstrangiger RNA gegen Dacapo konnte vor der Zellularisierung von der Mutter deponierte
mRNA von Dacapo beseitigt werden. Man kdnnte in Folge dessen die rcal? dap®-mutanten Embryo-
nen ohne die Beeinflussung durch die maternale Kontribution analysieren.

C1474

Es konnte auch sein, dass in der regulatorischen Region des Allels rcal zusatzliche Mutationen

vorhanden sind, die die Expressionsmenge beeinflussen. Es wurde lediglich die kodierende Region

der Allele rca1? und rca1**’*

sequenziert. Der Austausch der Aminosaure M182T innerhalb der F-box
konnte aulRerdem zu einer Instabilitdt im Protein flihren, indem es zu einer Fehlfaltung der F-box-
Domane kommt. Eine Moglichkeit, dies zu iberprifen ware die Erstellung eines rekombinanten Flie-
genstamms, der rcal® und dap® enthilt. Das Genprodukt aus rcal®? enthilt eine Sinn-
entstellende Mutation, die zu einem vorzeitigen Stopp-Codon am Anfang des F-box-Motivs fiihrt und

der C-Terminus dadurch deletiert ist. In dem aus dem Allel rca1“**°

gebildeten Protein waren alle
wichtigen Strukturdomanen wie F-box, KEN-box, ZBR und RL-Tail nicht enthalten. Somit ware weder
eine Interaktion mit dem APC/C noch mit dem SCF-Komplex mdglich und der rcal-mutante Phanotyp

sollte auftreten.
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4.3 Ektopische S-Phaseninduktion durch Rcal-Uberexpression benétigt die
F-box und APC/C-Interaktionsmotive

Die Uberexpression von Rcal wahrend der Augenentwicklung fiihrt zu ektopischen S-Phasen. Dieser
Effekt ist F-box-abhiangig (Zielke et al., 2006). In S2R+-Zellen fiihrt die Uberexpression von Rcal zu
einer Abnahme an G1-Zellen aufgrund dessen, dass der G1-S-Ubergang beschleunigt wird. Dies wur-
de mit Lebendzellbeobachtungen von Zellen mit und ohne Rcal-Uberexpression gezeigt. Die Linge
der G1-Phase wurde mithilfe von den Zellzyklussensoren E2F1 1-230-3xCherry und HA-NLS-Cdt1 1-
101-2xGFP gemessen, die beide zu Beginn der S-Phase abgebaut werden. Neben der APC/C-
Inhibition, die durch den Austausch der Aminosdauren des KEN-box-Motivs gezeigt wurde ist auch
eine F-box-abhingige Funktion von Rcal am G1-S-Ubergang zu beobachten.

Alle getesteten Rcal-Proteine, die Deletionen oder den Austausch von Aminosduren in konservierten
Strukturdoméanen wie der F-box, der KEN-box und der Zinkbinderegion aufweisen, kénnen den G1-S-
Ubergang weniger stark beschleunigen als 4xFLAG-Rcal. 4xFLAG-RcalAF-box zeigt dabei eine héhere
Aktivitat als der Austausch von Aminosduren bei 4xFLAG-Rcal M182T und 4xFLAG-Rcal L160D
(Q164P P165G). Der Unterschied zwischen der Aktivitat von 4xFLAG-RcalAF-box und der etwas star-
ker reduzierten Aktivitdt von 4xFLAG-Rcal M182T und 4xFLAG-Rcal L160D kommt vermutlich da-
durch zustande, dass durch den Aminosidureaustausch in der F-box die Raumstruktur des F-box-
Motivs verandert wird und somit die F-box-Doméane weniger gut gefaltet ist. Fehlgefaltete Proteine
in der Zelle werden erkannt und fiir den Abbau im Proteasom markiert. Die Deletion der F-box dage-
gen flhrt anscheinend nicht zu einer Destabilisierung.

Sowohl die Deletion der F-box als auch der Austausch der Aminosduren in der KEN-box zu KAA oder
AEN oder der Austausch von Aminosauren innerhalb oder der Zinkbinderegion angrenzend, fiihren
alle zu einer Erniedrigung der S-Phaseninduktion bei Uberexpression im Vergleich zum volle-Linge-
Protein.

Neben der Funktion von Rcl als Inhibitor des APC/C, erfiillt Rcal bei Uberexpression eine zweite

Rcal

Funktion am G1-S-Ubergang als Teil eines SCF*“*'-Komplexes, der Dacapo fiir den Abbau markieren
konnte. Die Deletion oder der Austausch von Aminosauren innerhalb der F-box verhindern, wie auch
in den Interaktionsstudien durch Yeast-2-Hybrid oder Co-Immunprazipitation gezeigt werden konnte,
eine Interaktion mit der SCF-Komponente SkpA. Da Dacapo ein negativer Regulator des G1-S-
Ubergangs ist, kann Dacapo durch Uberexpression von 4xFLAG-Rcal friiher oder schneller fiir den
Abbau markiert werden, Rcal ohne oder mit mutierter F-box kann dies dagegen nicht.

Der Austausch von Aminosauren im KEN-box-Motiv oder innerhalb der Zinkbinderegion fiihrt dage-

gen zu einer verringerten Inhibition des APC/C.
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Die Uberexpression von Rcal gibt Hinweise auf eine Funktion neben der Rolle als direktem Inhibitor

Rcal

des APC/C am G1-S-Ubergang. Diese Funktion kénnte in einem SCF*“**-Komplex sein, durch den der

Abbau eines negativen Regulators des G1-S-Ubergangs, Dacapo, vermittelt wird.

Rcal

4.4 F-box-abhangiger Abbau des Zellzyklusregulators Dacapo durch SCF

Dacapo wird am G1-S-Ubergang abgebaut und dies konnte durch einen SCF**

-Komplex vermittelt
werden. Durch den Abbau von Dacapo wird der Cyclin E/Cdk2 Inhibitor entfernt und Cyclin E/Cdk2
kann den G1-S-Ubergang induzieren.

In Zellkultur konnte beobachtet werden, dass die Uberexpression von GFP-Dacapo in S2R+-Zellen zu
einer Akkumulation in der G1-Phase des Zellzyklus fiihrt. Die gleichzeitige Uberexpression von
10xHA-Rcal fiihrt zu einer Progression im Zellzyklus und die Menge an GFP-Dacapo nimmt stark ab
(Abbildung 3.29). Dieser Effekt ist F-box-abhingig, denn die Uberexpression von 10xHA-RcalAF-box
in Gegenwart von Uberexprimiertem GFP-Dacapo fiihrte weiterhin zu einer G1-Anreicherung der
Zellen. Es kénnte aber sein, dass die Uberexpression von 10xHA-Rcal das Zellzyklusprofil dahinge-
hend verschiebt, dass sich die Zellen langer in der S- und G2-Phase des Zellzyklus aufhalten und somit
kein G1-Arrest zustande kommt. Um dies zu Uiberprifen, ware ein langerer Zeitraum zwischen Induk-
tion der Proteinexpression und Analyse der Zellen im Durchflusszytometer moglich, um zu Gberpri-
fen, ob die Zellen nach langerer Zeit in der G1-Phase arretieren.

Es sollte zudem Uberpriift werden, ob Rcal eine bestehende, durch Dacapo Uberexpression induzier-
te Akkumulation der Zellen in der G1-Phase aufheben kann. Hierzu sollte eine konstitutive Expression
von Dacapo durch einen actin-Promoter und dadurch ein G1-Arrest erreicht werden, bevor die Ex-
pression von Rcal induziert wird. Die Expression von Dacapo durch den actin-Promoter reichte je-
doch nicht aus, um einen Zellzyklusarrest zu erlangen. Es ware daher sinnvoll, Dacapo unter der Kon-
trolle eines anderen starken, induzierbaren Promoters, z.B. unter Kontrolle des Heat shock protein 70
Promoters, zu bringen, um nach dem Arrest der Zellen in der G1-Phase die Expression von Rcal zu
induzieren.

Dass Rcal den Abbau von Dacapo férdern kann, zeigten die Experimente, bei denen durch Uberex-
pression von 10xHA-Rcal eine Abnahme von GFP-Dacapo zu beobachten war. Weiterhin konnte
durch eine Abreicherung von Rcal mittels RNAI eine Stabilisierung von GFP-Dacapo beobachtet wer-
den.

Es wurde deshalb versucht, einen in vivo Ubiquitinylierungsassay zu etablieren, um zu zeigen, dass
Rcal die Ubiquitinylierung von Dacapo fordert. Es konnten jedoch keine optimalen Bedingungen fir

eine Polyubiquitinylierung von Dacapo oder anderer APC/C-Substrate gefunden werden.
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Die Abnahme von Dacapo nach Rcal-Uberexpression ist klar erkennbar, jedoch kann dieser Effekt
durch indirekte Effekte verursacht worden sein. So erfolgt der Abbau von Dacapo zusatzlich in der S-
Phase PIP-box-abhangig durch die E3-Ligase CRL4 (Christina Swanson und Robert Duriono, University
of North Carolina, unveréffentlicht). Die PIP-box befindet sich im C-Terminus von Dacapo. Der Abbau
durch die E3-Ligase CRL4 findet spezifisch in der S-Phase statt und bendtigt PCNA, das wiederum
unter Kontrolle von E2F1 steht und in der S-Phase transkribiert wird (Royzman et al., 1997). Der PIP-
box-abhangige Abbau kdonnte dazu dienen, den Abbau von Dacapo zu beschleunigen und das Fort-
schreiten der S-Phase voranzutreiben. Der niedrige Level von Dacapo in der G2-Phase kdnnte auf den
S-Phase Abbau durch CRL4 zuriickzufiihren sein. Um diesen Abbau auszuschalten, sollten Mutationen
in dem PIP-box-Degron eingefiihrt werden und dann die Folgen von Rcal-Uberexpression und RNAi
gegen Rcal nochmals untersucht werden.

In einer weiteren erst kiirzlich veroffentlichten Arbeit von Dui et al., 2013 wird auRerdem der SCF**%-
Komplex fiir einen Abbau von Dacapo verantwortlich gemacht. Der Abbau soll analog zur Degradati-
on der humanen homologen Cip/Kip Proteine p21°, p27"*, und p57"* durch SCF*"* vermittelt
werden (Yu et al., 1998; Amati und Vlach, 1999; Carrano et al., 1999; Tsvetkov et al., 1999; Kossatz et
al., 2004; Nakayama et al., 2004; Pagano, 2004; Bond et al., 2006; Pateras et al., 2006; Yung et al.,
2007). Jedoch erfolgte eine Untersuchung ohne Berlicksichtigung der Zellzyklusstadien der verwen-
deten Zellen. AuRerdem ist der Einfluss einer Uberexpression von Skp2 auf den Zellzyklus nicht be-
kannt. Somit konnten Verschiebungen des Zellzyklusprofils den Abbau von Dacapo beeinflussen. In
einer anderen Veroffentlichung von Ghorbani et al., 2011, konnte kein Zusammenhang zwischen
Skp2 und Dacapo gezeigt werden. Der Einfluss des Abbaus von Dacapo durch einen SCF**%-Komplex
ist demnach vermutlich nicht so bedeutend und die Fluktuation von Dacapo im Zellzyklus geht
héchstwahrscheinlich nicht allein darauf zurtick.

Im Bezug auf den Einfluss im Zellzyklus sind die Ergebnisse dieser Arbeit viel weitreichender und tief-
grindiger durch die Verfolgung von GFP-Epitop-markierter Dacapo-Proteine  durch
Durchflusszytometrie wahrend der einzelnen Zellzyklusphasen.

Die hier gezeigten Daten sprechen dafiir, dass Rcal einen F-box-abhdngigen Abbau von Dacapo ver-
mittelt und des Weiteren am G1-S-Ubergang auch sowohl an der APC/C-Inhibition {iber direkte Bin-
dung an den APC/C als auch indirekt Gber den Abbau des Cdk-Inhibitorproteins Dacapo beteiligt sein

konnte. Das Modell fir diese beiden Funktionen ist in der Abbildung 4.1 zusammengefasst.
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Abbildung 4.1: Modell fiir die Regulation des G1-S-Ubergangs

Rcal kann den G1-S-Ubergang durch zwei Mechanismen induzieren. Zum einen kann Rcal in einem SCF-Komplex den
Abbau von Dacapo férdern und damit die Aktivitat von Cyclin E/Cdk2 heraufsetzen. Zum anderen kann es den APC/C inhi-
bieren, sodass dessen Substrate, wie z.B. Cyclin A wieder akkumulieren kénnen und somit auch in der Lage sind, den G1-S-
Ubergang zu induzieren.

Abkiirzungen: degr.: Abbau; P: Phosphorylierung, PS inh.: Pseudosubstratinhibition, CK inh.: Cdk-Inhibition

4.5 Die APC/C™ Inhibition benétigt ebenfalls die F-box-Funktion am G2-M-
Ubergang in S2R+-Zellen

Die Uberexpression von Fzr fiihrt zu einer Aktivierung des APC/C in der G2-Phase. Dadurch werden
Substrate des APC/C, wie z.B. mitotische Cycline abgebaut und der G2-M-Ubertritt verhindert. Die
gleichzeitige Uberexpression von Rcal kann dies durch die Inhibition des APC/C verhindern
(Grosskortenhaus und Sprenger, 2002). Auch in Zellkultur konnte dies beobachtet werden und bot
die Moglichkeit die APC/C-Inhibition verschiedener Rcal-Derivate zu liberpriifen. Dabei zeigte sich,
dass sich wie erwartet, der Austausch von Aminosauren innerhalb der Zinkbinderegion die Inhibiti-
onsfahigkeit von Rcal stark verringerte. Auch Mutationen in der KEN-box, von der angenommen
wird, dass diese fir die Interaktion mit dem APC/C benutzt wird, fihrten zu einer Herabsetzung der
APC/C-Inhibitionsfahigkeit. Uberraschend war dagegen das Ergebnis, dass auch der Austausch von
Aminosauren innerhalb der F-box und die Deletion der F-box die APC/C-Inhibition einschrankte. Dies

Fzr

zeigte, dass die F-box-Funktion fir die vollstdndige Inhibition des APC/C™ benétigt wird.
In diesem in vivo Assay wurde durch die Uberexpression von 4xFLAG-Fzr die APC/C™-Aktivitat in der
G2-Phase des Zellzyklus erzeugt. Die APC/C™-Aktivitat wurde anhand der Abnahme des Zellzyklus-

markers HA-NLS-Cyclin B 1-285-2xGFP im Durchflusszytometers verfolgt. Die Uberexpression von
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AXFLAG-Epitop-markiertem Rcal konnte die durch Uberexpression von 4xFLAG-Fzr in der G2-Phase
induzierte Aktivitat des APC/C™, erfolgreich inhibieren.

Der Austausch des Cysteins an Position C351 zu Serin fuhrte zu der starksten Abnahme der APC/C-
Inhibition. Diese Cystein ist Teil der Zinkbinderegion im C-Terminus, die innerhalb der Rcal/Emil
Familie stark konserviert ist. Die Zinkbinderegion enthalt 2 Zinkionen, die durch 8 Cysteine stabilisiert
werden. Zusammen mit dem RL-Tail ist dieses Motiv fir die APC/C-Inhibition sehr wichtig. Es wird
vermutet, dass die Zinkbinderegion und der RL-Tail die Interaktion mit dem E2-Enzym verhindern,
analog zu den jlingst veroffentlichten Strukturdaten des humanen Emil (Frye et al., 2013).

Der Austausch des Alanins an Position 344 zu Threonin hat ebenso einen groRen Einfluss auf die
APC/C-Inhibition, jedoch nicht ganz so stark wie das Cystein 351. Die Amniosdure A344 in Rcal liegt
beim Vergleich der Aminosauresequenz mit dem humanen Emil unmittelbar in der Nahe des stark
konservierten Arginins 393 und konnte so die Umgebung dieser Aminosdure negativ beeinflussen
(Frye et al., 2013). Aus diesem Grund konnte sich der Austausch der Aminosadure 344 negativ auf die
umliegenden Aminosduren und damit auf die Tertidrstruktur in diesem Bereich des C-Terminus aus-
wirken. Dadurch kénnte die APC/C-Inhibition beeinflusst werden.

Der Austausch der Aminosauren innerhalb des KEN-box-Motivs fiihrt ebenfalls zu einer Verringerung
der APC/C-Inhibition und einer Abnahme der Menge an Cyclin B 1-285-2xGFP um ca. 40 % (Daten
nicht gezeigt). Der Grund dafiir ist vermutlich, dass das KEN-box-Motiv fiir die Interaktion und Blo-
ckade mit der Substratbindestelle des APC/C wichtig ist. Emil enthalt in diesem Bereich ein D-box-
Motiv. Es handelt sich hierbei um ein schwaches D-box-Motiv, sodass die Inhibition des APC/C“™
durch einen additiven Effekt aus D-box Interaktion innerhalb der Substratbindestelle und Inhibition
des APC/C durch ZBR und RL-Tail zustande kommt (Frye et al., 2013). Dadurch wirkt sich vermutlich
der Austausch der Aminosauren zu KAA oder AEN nicht so stark auf die APC/C-Inhibition aus.

Die Deletion der F-box bzw. der Austausch der Aminosaure an Position 182 wirkt sich vermutlich nur
indirekt auf die APC/C-Inhibition aus. Es konnte bereits gezeigt werden, dass die Uberexpression
eines Rcal-Proteins ohne F-box den rcal-mutanten Phanotyp im Zellzyklus 16 der Embryogenese
komplementieren kann (Zielke et al., 2006). Die Uberexpression eines Rcal-Proteins, bei dem die F-
box deletiert ist, sollte sich also nicht so stark auf die APC/C-Inhibition auswirken. Jedoch wird der
APC/C am G2-M-Ubergang nicht allein durch Rcal inhibiert, sondern ebenfalls durch die Cyclin-
abhingigen Kinasen Cyclin A /Cdk1 und Cyclin E/Cdk2 unterstiitzt (Dienemann und Sprenger, 2004;
Knoblich et al., 1994; Sigrist und Lehner, 1997). Die Aktivitdt von Cyclin E/Cdk2 wird vermutlich auch
durch den SCF*“'-Komplex beeinflusst, wenn dieser Komplex das Cdk-Inhibitor-Protein Dacapo fiir
den Abbau markiert. Wenn also Fzr (iberexprimiert wird, wird der APC/C in der G2-Phase aktiv und
das gleichzeitig tiberexprimierte Rcal, ohne funktionsfihige F-box, wird fir die Inhibition des APC/C,

aber auch im SCF-Komplex gebraucht, um den Abbau von Dacapo zu vermitteln. Es wird also die Ba-
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lance zwischen den APC/C-Inhibitoren Kinasen Cyclin A /Cdk1 und Cyclin E/Cdk2 sowie Rcal gestort,
weil der SCF-Komplex durch die endogenen Rcal-Mengen nur eingeschrdnkt funktionsfahig ist. Des-
wegen ist bei der Uberexpression von Fzr und Rcal ohne funktionsfahige F-box die APC/C-Inhibition
weniger gut als durch das volle-Lédnge-Protein.

Der in vivo APC/C-Inhibitionsassay liefert demnach nur eine begrenzte Aussage Uber die direkte
APC/C-Inhibitionsfihigkeit von Rcal-Derivaten, weil am G2-M-Ubergang hdchstwahrscheinlich auch
das Cdk-Inhibitor-Protein Dacapo fiir die Inhibition des APC/C eine Rolle spielt, fiir dessen Regulation
die F-box-Funktion von Rcal gebraucht wird. In Abbildung 4.2 ist das Modell fiir die Regulation des

Rcal

APC/C am G2-M-Ubergang dargestellt, an dem auch Dacapo als Substrat eines SCF“**-Komplexes

beteiligt ist.

| @ P @
<—(Cdc255% —»
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Cdk1 Cdk1l
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Abbildung 4.2: Modell fiir die Regulation des G2-M-Ubergangs

Am G2-M-Ubergang ist ein komplexes, verzahntes Netzwerk an Regulation vorhanden. Der APC/C wird {iber Cyclin A/Cdk1,
Cyclin E/Cdk2 und Rcal inhibiert (Dienemann und Sprenger, 2004; Knoblich et al., 1994; Sigrist und Lehner, 1997). Ein
SCFRcal—Komplex konnte jedoch das Cdk-Inhibitor-Protein Dacapo fur den Abbau markieren und somit die APC/C-Inhibition
Uber Cyclin E/Cdk2 zusatzlich beeinflussen. Des Weiteren kann der APC/C jedoch Cyclin A und die Phosphatase CdCZSStg,
die inhibitorische Phosphorylierungen von Cyclin A/Cdk1 und Cyclin B/Cdk1 entfernt, fir den Abbau markieren (Reber et
al., 2006). Rcal selbst kann héchstwahrscheinlich ebenfalls zu einem Substrat des APC/C werden. Es handelt sich hierbei
also um ein sehr fein abgestimmtes Regulationssystem.

Abkiirzungen: degr.: Abbau; P: Phosphorylierung, PS inh.: Pseudosubstratinhibition, CK inh.: Cdk-Inhibition
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5 Materialien

5.1 Chemikalien

Acrylamid/Bisacrylamid-Lésungen (30 % 37,5:1) Roth
Agar-Agar, bakteriologisch Roth

Agarose ultra purelnvitrogen
Ammoniumpersulfat Merck
Ampicillin Roth

Apfelsaft Rio D’Oro, Aldi Sud
Bactoagar Becton

Bacto Trypton Becton

Bacto Yeast Extract Becton
Bromphenolblau SERVA
Dinatriumhydrogenphosphat (NaH,P04) Fluka

DMFA (Dimethylformamid) Roth

DMSO (Dimethylsulfoxid) Merck

DTT (Dithiothreitol) AppliChem

EGTA (Ethylenglycol-bis(aminoethylether)-N,N,N',N'-tetra- Sigma Aldrich

essigsaure)

Ethanol (100 %) Roth

Ethidiumbromid Serva Electrophoresis
EDTA (Ethylendiamtetraacetat) Fluka

Glucose Merck

Glycerin Roth

Hoechst 33342 Sigma Aldrich

Igepal CA-630 Sigma Aldrich
Isopropanol Roth, Merck
Kaliumchlorid Sigma Aldrich
Kaliumhydrogenphosphat Merck

Lithiumacetat AppliChem
Magermilchpulver Milchunion eG Lasana, Everswinkel
Magnesiumchlorid Sigma Aldrich
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Methanol

Natriumazid

Natriumchlorid
Natriumdihydrogenphosphat, (Na,HPO4)
Natriumhydroxid
Natrium-B-Glycerophosphat pH 7,3
Nipagin

Paraformaldehyd

Polyethylenglykol PEG 3350
Phenylendiamin

Propylgallat

D-Saccharose

Salzsdure

SDS (Natriumdodecylsulfat)

TEMED (N,N,N°,N’, Tetramethylendiamin)
Tris-Base (Tris(hydroxymethyl)aminomethan)
Tween 20

X-Gal (5-Brom-4-chlor-3-indoxyl-B-D-galactopyranosid)
B-Mercaptoethanol

Kupfersulfat

YeastNitrogen Base

Natriumacetat

Ammoniumsulfat

Harnstoff

L-Alanin

L-Arginin

L-Asparagin-Monohydrat
L-Asparaginsaure
L-Cystein-HCI-Monohydrat

L-Glutamin

L-Glutaminsdure

L-Histidine HCI

L-Isoleucin

L-Leucin

L-Lysin-Monohydrochlorid
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Roth

Merck

Roth

Fluka

Merck

Roth

Merck
AppliChem
Sigma Aldrich
AppliChem
Merck

Merck

Merck
SERVA

Fluka

UsB

Roth
ApplicChem
AppliChem
Sigma Aldrich
Becton Dickinson
Fluka

Merck

Merck
AppliChem
Sigma Aldrich
AppliChem
AppliChem
AppliChem
AppliChem
AppliChem
Serva
AppliChem
AppliChem
AppliChem
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L-Methionin
L-Phenylalanin
L-Prolin

L-Serin

L-Threonin

L-Tyrosin

L-Valin

L-Glycin
(myo)-Inositol
p-Aminobenzoesaure
MG132

dNTPs
Propidiumiodid
Penicillin/Streptomycin 100x

Trypan-Blau

5.2 Enzyme und Proteine

ProteoBlock (Protease Inhibitor)
RiboLock (RNase Inhibitor)
T7-RNA-Polymerase

T4-Ligase und —Puffer
Restriktionsenzyme und —Puffer
Precision Plus Protein Standard
KOD-DNA-Polymerase

1 kb Gene Ruler DNA-Mix
RNase A

1x Trypsin/EDTA
Rinderserumalbumin (BSA)
Lysozym

Kélberserumalbumin (FCS)
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AppliChem
AppliChem

Merck

AppliChem
AppliChem
AppliChem
AppliChem

Biomol

AppliChem

Sigma Aldrich

Enzo Live Sciences und Sigma Aldrich
New England Biolabs
Sigma Aldrich

Pan Biotech

Sigma Aldrich

Fermentas

Fermentas

Bioline und Fermentas
New England Biolabs
New England Biolabs
Biorad

Novagen

Fermentas

Roche Diagnostics GmbH
Pan Biotech

Sigma Aldrich

Fluka

Pan Biotech
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5.3 Antikorper

5.3.1 Primare Antikorper

Antikérper Antigen hergestellt | Verdiinnung | Herkunft Verwendungs-

Nr. in zweck

294 GFP Kaninchen | 1:2500 Torrey Pines | Western Blot

Biolabs Inc

371 B-Galactosidase | Maus 1:80 AG Schneuwly | Embryonenfarbung

373 HA Maus 1:5000 Cavance Western Blot

374 FLAG Maus 1:5000 Sigma Aldrich | Western Blot

5.3.2 Sekundare Antikorper

Antikérper | Antigen markiert | hergestellt | Verdiinnung | Herkunft | Verwendung

Nr. mit in

286¢ Maus Alexa Ziege 1:500 Molecular | Embryonenfarbung
488 Probes

364 Maus IR-Dye- Ziege 1:5000 Licor Western Blot
800CW

367 Kaninchen | IR-Dye- Ziege 1:5000 Licor Western Blot
680

5.4 Verbrauchsmaterialien

1,0ml; 1,5 ml; 2,0 ml ReagiergefaRe Sarstedt

10 pl, 100 pl, 1000 pl Pipettenspitzen G. Kister Gbr

15 ml, 50 ml Falcon Tube Sarstedt

Deckglaser 24 mm x 60 mm Menzel

Elektroporationskiivetten
Immersionsol 518N
Impfose, steril
Nitrocellulose-Membran

Objekttrager 76 mm x 26 mm

Equibio oder Peqglab Biotechnologie GmbH
Zeiss

Neolab Migge Laborbedarf

Schleicher Schuell BioSchience

Menzel Glasbearbeitungswerk GmbH KG
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PCR GefaRe

Petrischalen 92 x 26 mm (mit Nocken)
Petrischalen klein

Sterilfilter (0,2 um)

Whatman GB004 und GB005

Gel Extraction Kit

PCR Purification Kit

Plasmid Mini Kit

GenElute HP Plasmid DNA Midiprep Kit

Gel Extraction Kit

PCR Purification Kit

Plasmid Mini Kit

GenElute HP Plasmid DNA Midiprep Kit
Ultrapure Plasmid DNA-Prep
ProteinG-Sepharose-Beads 4 Fast Flow
Nickel NTA Beads

FUGENE HD

p-Slide, 8 wells

6 well-Platten (83.1839.300)

12 well-Platte (Kat. Nr. 665180) Cellstar
75 cm?, 250 ml Zellkulturflasche Cellstar
25 cm?, 50 ml Zellkulturflasche Cellstar
3,5 ml Tubes (FACS)

Einwegpipetten 10 ml Cellstar, gestopft

Brand GmbH & Co
Sarstedt AG &Co

Schleicher & Schuell Bioscience GmbH
Schleicher & Schuell Bioschience GmbH
Qiagen

Qiagen

Peqlab

Sigma Aldrich

Qiagen

Qiagen

Peqglab

Sigma Aldrich

Qiagen

GE Healthcare

Sigma Aldrich

Promega und Roche

IBIDI

Sarstedt

Greiner Bio-one

Greiner Bio-one

Greiner Bio-one

Sarstedt

Greiner Bio-one
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5.5 Puffer, Losungen und Medien

5.5.1 Maedien und Agarplatten

5.5.1.1 Bakterienmedien

LB (autoklaviert) Bacto Trypton 10 g/l
Bacto Yeast Extract 5g/l
NaCl 10 g/|
NaOH 0,3 mM

Fir die Herstellung von festem Medium wurde 1,7 % Bactoagar hinzugegeben. AuBerdem wurden 10

ug / ml Ampicillin zur Selektion der Bakterien zugegeben.

SOC (sterilfiltriert) Bacto Trypton 20 g/l
Bacto Yeast Extract 10 g/l
NaCl 10 mM
KCl 2,5mM
MgCl, 10 mM
Glucose 20 mM

5.5.1.2 Hefemedien und die dazugehdrigen Stammldsungen

5.5.1.2.1 Hefemedien

Vollmedium (XY) Bacto Pepton 20 g/l

autoklaviert Bacto Yeast Extract 10g/I
Tryptophan 200 mg/ |
Adensinsulfat 100 mg/I
KH,PO, 10 mM
Zucker (nach Autoklavierung) 20g/l

Selektivmedium (S) 10x Yeast Nitrogen Base (YNB) 100 ml /I
10x Drop-out-5 100 ml/I
Zucker 20g/I
Adenin 50 mg /I
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Histidin 50 mg/I
Leucin 100 mg/I
Tryptophan 100 mg/I
Uracil 50 mg/I

Fiir eine Selektion nach Auxotrophiemarkern wurden Selektivmedien ohne die entsprechenden Ami-
nosauren bzw. Basen hergestellt.

Fir die Herstellung von festem Medium wurde 1,7 % Bactoagar hinzugegeben.

Im Falle des X-Gal-Farbassays wurde festes Medium ohne Leucin und Tryptophan verwendet, im

Wachstumstest zusatzlich ohne Histidin und Adenin.

5.5.1.2.2 Stamml6sungen

Wenn nicht anders beschrieben, wurden die Stammldsungen steril filtriert.

10x Drop-out-5 Alanin 0,5 g/l
Arginin 0,5 g/l
Asparagin 0,5g/l
Aspartat 1,0g/l
Cystein 0,5 g/l
Glutamin 0,5 g/l
Glutamat 1,0 g/l
Glycin 0,5 g/l
(myo-)Inositol 0,5 g/l
Isoleucin 0,5 g/l
Lysin 0,5 g/l
Methionin 0,5 g/l
p-Aminobenzoesaure 50 mg/I
Phenylalanin 0,5 g/l
Prolin 0,5 g/l
Serin 1,0 g/l
Threonin 1,0 g/l
Tyrosin 0,5 g/!
Valin 1,0 g/l

20 % Glukose (autoklaviert) Glukose-Monohydrat 20g/l

100x Adenin Adenin 5g/l
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100x Histidin Histidin 5g/l
100x Leucin Leucin 10 g/l
100x Tryptophan Tryptophan 10 g/l
10x YNB Yeast Nitrogen Base 17 g/l
Ammoniumsulfat 50g/I

5.5.1.3 Zellkulturmedien und Stammldsungen

5.5.1.3.1 Zellkulturmedien

Transfektionsmedium Pan Biotech
Vollmedium Pan Biotech
10 % FCS Pan Biotech
5 % Penicillin /Strepomycin Pan Biotech

5.5.1.3.2 Stamml6sungen

Kupfersulfat (steril filtriert) 0,1M

5.5.1.4 Apfelagarplatten

Agar 12 ¢
Wasser 600 ml

Wasser und Agar 3x aufkochen oder autoklavieren. Leicht abkihlen lassen.

Saccharose in Apfelsaft 100¢g/|

20 g Zucker in 200 ml Apfelsaft bei ca. 60°C I16sen.

Nipagin in 100 % Ethanol 7,5 %

Nipagin wurde in 10 ml Ethanol geldst. Alle Losungen wurden dann vereinigt und gut durchgerihrt.

AnschlieBend wurden die Platten gossen.
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5.5.1.5 Fliegenfutter

Agar

Zuckerribensirup

Malzextrakt
Bierhefe
Sojamehl
Maismehl

Nipagin

Das Fliegenfutter wurde zusatzlich mit Trockenhefe bestreut.

5.5.2 Puffer und Losungen

Dm-PBS-Puffer (10x)

EasyPrep-Puffer

Homemount

NaCl

Na,HPO,
NaH,PO,

pH

Tris/HCl pH 8,0
EDTA
Saccharose
Lysozym

Rnase A

BSA

Glycerin
Dm-PBS (10x)
TrispH 7,5
Propylgallat
Phenylendamin

H,0

0,8%
2,2%
8,0%
1,8%
1,0 %
8,0%
0,3%
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130 mM

10 mM
3mM

7,2

10 mM
1mM

150 mg / ml
2mg/ ml
0,2 mg/ ml
0,1 mg/ ml
70 %

5%

5%

0,01 mg/ ml
0,5 mg/ ml
20 %
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Injektionspuffer (10x)

DNA-Ladepuffer (10x)

Paraformaldehyd (4 %)

PBS-Tween

Propidiumiodid

10x TE - Puffer

50x TAE-Puffer

4x LSB

Transferpuffer

(far Proteine < 100 kDa)

Transferpuffer

(far Proteine > 100 kDa)

10x Turbo LRB Puffer

Natriumphosphatpuffer
pH 6,8

KCl

Glycerin

Xylencyanol
Bromphenolblau

EDTA

Tris/HCl pH 7,8

In 1x Dm-PBS pH 7,2 gelost
PBS

Tween 20

Natriumazid

in H,0 gelost

EDTA

Tris/HCl pH 7,5

Tris

EDTA

Eisessig zum pH einstellen
0,5 M Tris pH 6,8

SDS

Glycerin
Bromphenolblau
B-Mercaptoethanol
Glycin

Tris-Base

SDS

Methanol

Glycin
Tris-Base
SDS
Methanol
Tris-Base
SDS
Glycin
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1mM

50 mM
50 %

0,25 % (w / v)
0,25 % (w / v)
1mM

10 mM
4% (w/v)
1x

0,1%
0,01%

10 mg/ ml
10 mM
100 mM
2M

50 mM
pH=8

240 mM
80 mg/ ml
400 mg/mll
800 pg / ml
20 %

192 mM
25mM
0,04 %
20 %

192 mM
25mM
0,1%
10%
250 mM
10g/|
9,46 M
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IP-Puffer

Ni-NTA-Prazipitation

TrispH 7,5
MgCIZ

Na-B-Glycerophosphat pH 7,3

EGTA
Glycerin
IGEPAL
DTT

Protease Inhibitor

Na,HPO, pH 8.0

(Lyse-Puffer) NacCl

Ni-NTA-Prazipitation

Protease Inhibitor
Harnstoff

Na,HPO, pH 8.0

(Wasch-Puffer) NacCl

Harnstoff

5.6 Oligonukleotide

10 mM
15 mM
80 mM
20 mM
10 %

0,2 % (nur Lyse-Puffer)

0,5 mM
1x

50 mM
0,3M
1x

6 M
50 mM
0,5M
6 M

Nummer | Sequenz Verwendung
CO_004 ATATAGATCTCTCGCGCTGAAACTCGCCGGCCTGGATATTGCCATGGCCCGGGCGAG | Sequenzierung
CTCGAATTC
CO_005 GGATAACAATTTCACACAG Sequenzierung
CO_166 GATGAACGAGTCTGGCTACACATC Sequenzierung
CO_167 CCAAGCGACGCAAGAAACACTTTC Sequenzierung
CO_373 GAGCTGGCAAATTTGTCAGTGGG Sequenzierung
CO_380 GTTGACATTCCGCGGTAAATTACC Sequenzierung
CO_381 CGAAAGGGTAGCAAGAATGAGTACTC Sequenzierung
CO_389 GACTAATAAAATGTTATATTCCCTGTAG Sequenzierung
CO_401 GTAATACGACTCACTATAGGGCG Sequenzierung
CO_481 AATTTCACACAGGAAACAGC Sequenzierung
OzH_013 TCTCTGTAGGTAGTTTGTCC Sequenzierung
SPO_002 GATGGAGGATGGGGTGGAGTTGGAGATG Sequenzierung
SPO_007 GTCCTGGGAAGTCGTGGTCACCC Sequenzierung
SPO_011 GCCTCATTGTCCTTCTAAATGCTT Sequenzierung
SPO_017 CCAATTGCGATTTTGTTGTATTTT Sequenzierung
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Nummer | Sequenz Verwendung
SPO_025 TTTTGGATCCTAGCTTTATCATAGGCTTTT Klonierung
SPO_026 ATATTCTAGAAGTTAGTATTTTATTGGGG Klonierung
SPO_096 TAATACGACTCACTATAGGG PCR fur RNAI
SPO_159 CCGGCATCCACGTCCATCAG Klonierung
SPO_160 ATATGGTACCTAATACGACTCACTATAGGGCGAGGATCCATGTCCGCCTATTATCGGC | Klonierung
GCG

SPO_174 ATATCCCGGGCCATTGCGCGTCCTTGGCCACGATGTC Mutagenese
SPO_175 ATATCCCGGGGCACTGCAGTGCACACTGCGTCATGTGGGCGCC Mutagenese
SPO_240 CCAGGCACCCAAGAAACTAGAGCCCGCAAAGCGCATGCGCACC Mutagenese
SPO_241 GCAAAGCGCATGCGCACCAGTGAGCCCAGTTCGTCCGCCACTTC Mutagenese
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5.7 Plasmide

Plasmid | Name Verwendungs- | Herkunft

Nr. zweck

pFSR-048 3xCherry-MT FACS Michaela Bauer

pFSR-081 rcal-E_(-5664)->Rcal-pCasper Injektion Adelheid WeiRgerber
Alting-Mees und

pFSR-092 pBSIl Bluescript KS+ FACS Short, 1989

pFSR-140 HA-NLS-3xCherry FACS Katharina Kawall

pFSR-201 rcal_E(-5664)->HA-Rcal -pCasper Injektion Adelheid WeiRRgerber

pFSR-202 rcal_E(-5664)->HA-Rcal-d-Fbox-pCasper Injektion Adelheid WeilRgerber

pFSR-207 HA-NLS-CycB-N285-2xGFP FACS und live cell | Adelheid WeilRgerber

imaging

pFSR-213 Matchmaker pGBKT7-Gal4-DNA-BD Cloning Vector Yeast-2-Hybrid Clontech

pFSR-214 Matchmaker pGADT7-Gal4-AD Cloning Vector Yeast-2-Hybrid Clontech

pFSR-215 Matchmaker pGBKT7-53 Control Vector Yeast-2-Hybrid Clontech

pFSR-216 Matchmaker pGBKT7-Lam Control Vector Yeast-2-Hybrid Clontech

pFSR-244 E2F1-3-230-3X-Cherry live cell imaging Adelheid WeilRgerber

pFSR-251 4x-Flag-Rcal MP CO-IP, FACS und Adelheid Weilgerber

live cell imaging

pFSR-255 T7-Rcal-T7 RNAi Rcal, FACS Eigene Herstellung

pFSR-269 GFP-dap-MP (mit Linker) FACS Michaela Bauer

pFSR-299 T7-dap-T7-MP FACS Michaela Bauer

pFSR-313 13xFLAG-Rcal in pGADT7 Yeast-2-Hybrid Christoph Morgen-
thaler

pFSR-315 HA-SkpA in pGADT7 Yeast-2-Hybrid Christoph Morgen-
thaler

pFSR-321 HA-SkpA in pGBKT7 Yeast-2-Hybrid Christoph Morgen-
thaler

pFSR-342 13xFLAG-Rcal-dF-box-pGADT7 Yeast-2-Hybrid Eigene Herstellung

pFSR-343 13xFLAG-Rcal_C351S-pGADT7 Yeast-2-Hybrid Eigene Herstellung

pFSR-344 13xFLAG-Rcal-dKEN(KAA)-box-pGADT7 Yeast-2-Hybrid Eigene Herstellung

pFSR-345 pADH1-GAL4-AD_13xFLAG_L160D_Q164P_P165G in | Yeast-2-Hybrid Eigene Herstellung

pGADT7
pFSR-346 pADH1-Gal4-AD_13xFLAG- Yeast-2-Hybrid Eigene Herstellung
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Plasmid | Name Verwendungs- | Herkunft
Nr. zweck
Rcal_Q164P_P165G_I170T-in pGADT7
pFSR-347 pADH1-Gal4-AD_13xFLAG- Yeast-2-Hybrid Eigene Herstellung
Rcal_L160D_Q164P_P165G_I170T-in pGADT7
pFSR-354 10xHA-RcaldF-Box MP FACS Michaela Bauer
pFSR-361 10xHA-Rcal MP FACS Michaela Bauer
Mikhail Porfenenko
pFSR-369 HA_NLS-Cdt1-1-101-2XGFP live cell imaging
pFSR-372 4xFLAG-Rcal-dF-box-MP CO-IP ,FACS und Eigene Herstellung
live cell imaging
pFSR-373 4AXFLAG-RcalC351S-MP CO-IP, FACS Eigene Herstellung
pFSR-374 4xFLAG-Rcal-dKEN-box(KAA)-MP CO-IP, FACS Eigene Herstellung
pFSR-392 4xFLAG-Fzr FACS Eigene Herstellung
pFSR-393 E2F-1-224-GFP live cell imaging Philipp Denninger
pFSR-394 | MtPro-4xFLAG-Rcal_L160D_Q164P_P165G_|170T CO-IP und FACS Eigene Herstellung
pFSR-405 MtPro-4xFLAG-Rcal_L160D_Q164P_P165G CO-IP und FACS Eigene Herstellung
pFSR-419 HA-CycE FACS Michaela Bauer
pFSR-437 4xFLAG-Rcal_d1-203(203-411) FACS Eigene Herstellung
pFSR-481 4XFLAG-Rcal-dFbox-C351S FACS Adelheid Weilgerber
pFSR-499 4XFLAG-Rcal-dKEN-box(AEN)-MP FACS Eigene Herstellung
pFSR-505 4xFLAG-Ubiquitin-MP Nickel NTA Prazi- Eigene Herstellung
pitation
pFSR-512 actin-3Xcherry FACS Frank Sprenger
pFSR-527 Dap-451-507_S205A-S214A in pUC57 Klonierung Genscript
pFSR-533 AXFLAG-Rcal[2]-A344T FACS Matthias Kies
pFSR-540 4xFLAG-Rcal[w]-M182T FACS Matthias Kies
pFSR-574 Actin_P->3X-Cherry-MT->4XFLAG-Rcal live cell imaging Adelheid WeilRgerber
pFSR-575 10xHA-RcaldKEN-box_(KAA)-MP FACS Eigene Herstellung
pFSR-576 10xHA-RcaldKEN-box_(AEN)-MP FACS Eigene Herstellung
pFSR-577 10xHA-Rcal _M182T_(C1474)-MP FACS Eigene Herstellung
pFSR-578 10xHA-Rcal_C351S-MP FACS Eigene Herstellung
pFSR-583 GFP(G)-dap-MP FACS Eigene Herstellung
pFSR-584 GFP(G)-Dap-Del-38-44-RAR_Del-103-105-G-MP FACS Eigene Herstellung
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Plasmid | Name Verwendungs- | Herkunft
Nr. zweck
pFSR-585 GFP(G)-Dap-Del-38-44-RAR_Del-103-105-G-S205A- FACS Eigene Herstellung
S214A-MP
pFSR-586 GFP(G)-Dap-Del-38-44-RAR_Del-103-105-G-S205E- FACS Eigene Herstellung
S214E-MP
pFSR-595 Actin->3X-Cherry_MT->4xFLAG-Rcal[w]-M182T live cell imaging Adelheid WeilRgerber
pFSR-605 4xFLAG-Rcal[w]-M182T_A344T-MP FACS Adelheid WeiRgerber
pFSR-607 10XHA-Rcal-A344T-MP FACS Adelheid WeilRgerber
pFSR-637 actin-HA-NLS-3Xcherry-MT-HA-NLS-GFP(G)-Dap-Del- | FACS Frank Sprenger
38-44-RAR_Del-103-105-G
pFSR-642 6xHis-4XFLAG-Dap-Del-38-44-RAR_Del-103-105-G Nickel NTA Prazi- | Eigene Herstellung
pitation
pFSR-646 6xHis -4xFLAG-Geminin-1-101 Nickel NTA Prazi- | Frank Sprenger
pitation
pFSR-647 6xHis -4xFLAG-dap Nickel NTA Prazi- | Frank Sprenger
pitation
pFSR-648 6xHis -4xFLAG-Rcal_M182T-A344T-MP Nickel NTA Préazi- Frank Sprenger
pitation
pHT-013 HA-SkpA in RmHARW?2 CO-IP Heidi Thelen
pOT-024 A2-3 Transposase Injektion Laski et al., 1986
5.8 Hefestimme
Bezeichnung | Genotyp Verwendungs- | Herkunft
zweck

MATa, trp1-901, leu2-3, 112, ura3-52, his3-
200, galdl, gal80A, LYS2::GAL1UAS-

James et al. 1996;

AH109 GALITATA-HIS3, GAL2UAS-GAL2TATA-ADE2, | east-2-Hybrid .
A. Holtz, unpublished,
URA3::MEL1UAS-MEL1 TATA-lacZ
MATa, ura3-52, his3-200,
ade2-101, trp1-901, leu2-3, 112,
Y187 galdA, gal80A, met—, Yeast-2-Hybrid Harper et al, 1993

URA3::GAL1UAS—Gall TATA-LacZ, MEL1
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5.9 Fliegenstamme

Es wurde als Wildtyp Kontrolle der Stamm w

1118 \;erwendet.

Stamm Genotyp Herkunft
S-0078 dap®/ CyO(wg-lacz) Christian Lehner,
personliche
Kommunikation
S-0143 w; rcal’ / CyO(wg-lacZ); MKRS / TM6B Dong et.al., 1997
S-0364 IF / CyO(wg-lacZ); MKRS / TM6B Thomas Klein
S-0413 rcal“**’* / cyO (x-lacz) Chen et al., 2008
S-0432 IF / CyO(wg-lacZ); P{w+, rcal->rcal} Eigene Herstellung
S-0460 IF / CyO(wg-lacZ); P{w+, rcal>HA-RcalAF-box} Eigene Herstellung
S-0465 rcal’/ CyO(wg-lacZ); P{w+, rcal->HA-rcal } Eigene Herstellung
S-0465 Rcal>HA-Rcal Eigene Herstellung
S-0466 Rcal>HA-Rcal Eigene Herstellung
S-0469 rcal’/ CyO(wg-lacZ); P{w+, rcal>HA-RcalAF-box} Eigene Herstellung
S-0489 rcal“'*’* / cyO(wg-lacz); MKRS / prd-Gald Matthias Kies
S-0500 rcal’/ CyO(wg-lacZ); P{w+, rcal->rcal} Eigene Herstellung
S-0597 rcal’ daps/ CyO(wg-lacZ);P{w+, rcal->rcal } Eigene Herstellung
S-0601 rca1C1474dap6/ CyO(wg-lacz);P{w+, rcal—>rcal } Eigene Herstellung
S-0603 dap®/ CyO(wg-lacz); MKRS / TM6B Eigene Herstellung
S-0604 dap®/ CyO(wg-lacZ); P{w+, rcal=>rcal} Eigene Herstellung
S-0605 rcalzdape/ CyO(wg-lacZ);P{w+, rcal>HA-RcalAF-box} Eigene Herstellung
S-0607 rcal“"** dap®/ CyO(wg-lacZ);P{w+, rcal > HA-RcalAF-box} Eigene Herstellung
S-0609 dap6/CyO(wg-IacZ); P{w+, rcal->HA-RcalAF-box} Eigene Herstellung
S-0610 rcal“¥’*/ CyO(wg-lacZ); P{w+, rcal—>rcal} Eigene Herstellung
S-0611 rcal“¥’*/ CyO(wg-lacZ); P{w+, rcal>HA-RcalAF-box} Eigene Herstellung
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5.10 Gerdte und Software

5.10.1 Gerate

Gerdtebezeichnung

Apparatur fiir Agarosegele, Modell HE33
Brutschranke

Durchflusszytometer
Elektroporationsapparatur Easyject Prima
Heizblock

Magnetriihrer

Photometer

Pipettierhilfe pipetus-akku
Reagenzglasroller TC-7

RED Imaging System

Mini-PROTEAN Tetra Cell
Tischzentrifuge

UV-Tisch TF-20 M

Waage Kern EW6200-2NM

Waage Mettler AE50
Wasseraufbereitungsanlage MilliQ
PerfectBlue Semi-Dry Electro Blotter
Odyssey Infrared Imaging System
Sterilbank

Zenrifuge

Pipettierhilfe Fast Pipette V-2
Vakuum Gaspumpe

Zeiss IM

Vortexer Reax Top

Heizsystem HT 200

Hersteller

Hoefer

Memmert

Partec

Equibio

Peqglab

Heidolph

Eppendorf

Hirschman Laborgerate
New Brunswick Scientific
Biozym

Biorad

Eppendorf

Vilbert Lourmat

Wern & Sohn GmbH
Mettler Toledo Intl. Inc.
Millipore GmbH

Peqlab

Licor

Ceag Schirp Reinraumtechnik
Hettich

Labnet

VWR

Zeiss Mikroskop
Heidolph

IBIDI
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5.10.2 Software

Adobe Photoshop CS4
AxioVision 4.8
Microsoft Office 2007 und 2010
Imagel

FilemakerPro 10
Vector NTI Advance 11
Canvas 11

FCS Express 4

Endnote X.4.0.2

Bulk Rename Utility
FloMax©

Jalview 2.6.1

Adobe Systems
Zeiss

Microsoft Corp.
NIH

Filemaker Inc.
Invitrogen
Deneba Systems
De Novo Software
Thomson Reuters
TGRMN Software

Partec

The Barton Group, Waterhouse et al., 2009
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6 Methoden

6.1 Molekularbiologische Methoden

6.1.1 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die Polymerasekettenreaktion erlaubt eine Vermehrung von DNA-Fragmenten in vitro (Mullis et al.,
1986). Der von 2 Primern flankierte Bereich wird dabei vervielfiltigt. Die Primer sind einzelstrangige
Oligonukleotide, die komplementéar zu den Enden des Zielfragments sind.

Fiir Polymerasekettenreaktionen wurde die KOD-Polymerase von Novagene (Merck) verwendet. Es

wurde folgender PCR Ansatz verwendet:

DNA-Template 100-200 ng
10x KOD-Puffer 5ul

MgS0, (25 mM) 2 ul
dNTPs-Mix (2 mM) 2 ul
Forward Primer (10 uM) 5ul
Reverse Primer (10 uM) 5ul
KOD-Polymerase 1l

H,0 | ad 50 pl

Das PCR-Programm setzte sich folgendermaRen zusammen.

Initiale Denaturierung 94 °C 5 min

Denaturierung 94 °C 1 min

Primer-Annealing 55°C 30 sek 29 Zyklen
Elongation 72 °C 1 min / 1kb Fragmentlange
Rest-Elongation 72 °C 10 min

6.1.2 Restriktionshydrolyse von DNA

Restriktionsendonukleasen ermoglichen die spezifische Spaltung von DNA an gezielten Positionen.
Die Verwendung von Restriktionsenzymen erméglicht beispielsweise die Uberpriifung einer Plasmid-
DNA in einer analytischen Restriktionshydrolyse. Im praperativen Restriktionsverdau werden die
erzeugten gleichen oder kompatiblen Enden der Vektor- und Insertfragmente verwendet, um neue

Plasmide zu klonieren.
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Fiir analytische Restriktionshydrolysen wurde folgender Ansatz verwendet:

DNA 400 -600 ng
10x Restriktionspuffer 1,5 ul
Enzym(e) 4-6U

H,0 ad 15 pl

Fir praperative Restriktionsverdaus wurde folgender Ansatz verwendet:

DNA 5ug
10x Restriktionspuffer 2 ul
Enzym(e) 20U
H,0 ad 30l

Restriktionshydrolysen wurden mit Enzymen von NEB durchgefiihrt. Die Reaktionsbedingungen, wie

Puffer, Temperatur und Inkubationszeit, wurden nach Empfehlung des Herstellers gewahlt.

6.1.3 Dephosphorylierung

Nach Restriktionshydrolysen wurde die 5 Phosphatgruppe der Desoxyribose an den Vektorenden in
Fallen von kompatiblen Enden oder Linearisierung der Vektoren entfernt, um eine Religation zu ver-
hindern. Dabei wurde 1/10 Reaktionspuffer und 1 ul der Shrimp Alkaline Dephosphatase von NEB

zum Reaktionsmix hinzugeben und bei 37 °C fiir 30 min inkubiert.

6.1.4 Erstellung von glatten DNA-Enden

Fir Ligationen mit glatten DNA-Enden wurden nach Restriktionshydrolysen die Gberhdngenden Vek-
torenden mit der T4 DNA-Polymerase von NEB aufgefiillt oder entfernt. Die T4 DNA-Polymerase
katalyiert dabei die DNA-Synthese in 5‘-3‘ Richtung von einzelstrangiger DNA und hat eine 3 -5
Exonuklease Aktivitdt, wobei die 5‘-3‘ Exonukleaseaktivitat fehlt.

Nach dem Restriktionsverdau wurden 1/10 Reaktionspuffer zugegeben und 1 pl T4 DNA Polymerase.

6.1.5 Gelelektrophorese von DNA

Die Auftrennung von DNA nach ihrer GroRe erfolgte mittels Agarosegelelektrophorese. Dabei wan-
dert die negativ geladene DNA im elektrischen Feld zur Anode. Kleinere DNA-Molekiile bewegen sich
dabei im Agarosegel schneller als groRere (Ausubel et al., 2005).

Es wurden 1%ige Agarosegele mit 1x TAE-Puffer und einer Konzentration von 0,2 pg/ml Ethidium-

bromid verwendet. Als Ladepuffer wurde ein 10x konzentrierter Puffer verwendet. Als DNA-
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GroBenstandard wurde der Gene Ruler DNA Ladder Mix verwendet. Der Gellauf erfolgte fiir 1 h bei
80 V.
Die DNA-Banden konnten mithilfe von UV-Licht sichtbar gemacht werden und wurden mit dem RED

Imaging System dokumentiert.

6.1.6 Aufreinigung von DNA

Die Aufreinigung von PCR-Anséatzen bzw. die Elution von aus dem Agarosegel ausgeschnittenen DNA-
Fragmenten erfolgte mit dem PCR Purification Kit bzw. mit dem Gel Extraction Kit von Qiagen. Dabei
wurden die Anweisungen des Herstellers befolgt. Die Elution der DNA erfolgte in 30 ul

nukleasefreiem Wasser.

6.1.7 Ligation

Zunachst wurde die DNA-Menge von Vektor-und Insertfragment auf einem 1%igen Agarosegel mithil-
fe des DNA Standards Gene Ruler DNA Ladder Mix der Firma Fermentas grob abgeschatzt.

Die Ligation von Vektor- und Insertfragmenten der DNA aus der Restriktionshydrolyse erfolgte dann
in einem molaren Verhaltnis von 1:4 in einem 20 ul Ansatz. Es wurde dabei die T4-DNA Ligase von

NEB verwendet. Die Ligation erfolgte fir mindestens 2 h bei Raumtemperatur.

6.1.8 Herstellung kompetenter Zellen

Fiir die Herstellung elektrokompetenter Zellen wurden E. coli DH5a in LB-Medium bei 37°C angezo-
gen. Die Zellen wurden dann in 2x750 ml TB-Medium (iberimpft und bei 25°C tiber Nacht bis zu einer
ODggo von 0,5 schiittelnd kultiviert. Nach dem Abkiihlen der Kulturen auf Eis wurden die Zellen in
sterilen GSA-Bechern bei 3000 rpm fir 15 min und 4°C zentrifugiert. Die Zellen wurden im Anschluss
zweimal mit 150 ml kaltem Wasser gewaschen und, wie zuvor beschrieben, zentrifugiert. Die Zellen
wurden danach in 70 ml 10% Glycerin resuspendiert, in 2 50 ml Falcon-Réhrchen Gberfiihrt und bei
4000 rpm fir 10-15 min zentrifugiert. Die pelletierten Zellen wurden zum Schluss in 2ml 10% Glycerin
resuspendiert und in 100 pl Aliquots auf Trockeneis eingefroren. Die aliquotierten elektrokompeten-

ten Zellen wurden bei -70°C gelagert.
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6.1.9 Transformation von Plasmid-DNA mittels Elektroporation

Ein Aliquot elektrokompetenter Zellen des E. coli Bakterien-Stammes DH5a von 100 pl wurde zu-
nachst auf Eis aufgetaut und dann mit 100 pl H,0 verdiinnt. 100 pl der verdiinnten Zellen wurden in
eine vorgekihlte Elektroporationskiivette Uberflihrt. Fiir eine Retransformation von Plasmid-DNA
wurden 40-50 ng der Plasmid-DNA zu den Zellen pipettiert, flir die Transformation eines
Ligationsansatzes wurden 1-2 ul des Ligationsansatzes eingesetzt. Die Elektroporation erfolgte bei
einer Feldstdrke von 12,5 kV/cm, einem Widerstand von 200 Q, einer Kapazitidt von 25 uF und einer
Kondensatorspannung von 2,5 kV.

Die Zellen wurden im Anschluss in 1 ml SOC-Medium {berfiihrt. Zur Selektion auf transformierte
Bakterien wurden 100 pl der Zellsuspension auf Selektivplatten mit entsprechender Antibiotikum-
Resistenz ausplattiert. Je nachdem welche Resistenz auf dem transformierten Plasmid enthalten war,
wurde bei Ampicillin direkt auf LBym,-Platten ausplattiert, bei Kanamycin nach 3 h Inkubation bei 37°C

auf LBy,n -Platten.

6.1.10 Plasmidschnellisolierung

Bei der Plasmidschnellisolierung oder der Kochlysat-Methode wurden Plasmide mit hoher Kopienzahl
aus E. coli isoliert (Berghammer and Auer, 1993).

Die bei der Transformation der Ligation entstandenen Kolonien wurden in 3 ml Flissigmedium ange-
zogen. 2 ml dieser Kultur wurden bei 13000 rpm abzentrifugiert und das Zellpellet in 40 ul EasyPrep-
Puffer gelost. Das gel6ste Pellet wurde dann 1 min bei 100 °C auf dem Heizblock erhitzt und danach
1 min auf Eis abgekiihlt. Nach der Zentrifugation wurden 5 pl des Uberstandes mit den isolierten

Plasmiden durch Restriktionshydrolyse liberprift.

6.1.11 Plasmid Midi-Praparation

Die Plasmidisolierung erfolgte durch das Midikit von GenElute HP Plasmid DNA Midiprep Kit von Sig-
ma nach Angaben des Herstellers oder durch die Verwendung des Minikits peqGOLD Plasmid
Miniprep Kit. Das Protokoll des Herstellers wurde in abgewandelter Form verwendet.

Eine Giber Nacht Kultur von 50 ml wurde abzentrifugiert. Das Zellpellet wurde in 1,6 ml Losung | mit
RNase A resuspendiert. Die Zelllyse erfolgte iber die Zugabe von 1,6 ml Losung Il. Die Neutralisation
wurde durch die Zugabe von 1,6 ml Kaliumacetat pH 5,2 bewerkstelligt. Die Losung wurde bei 4500
rpm abzentrifugiert. Der Uberstand wurde mit 4 ml Isopropanol gefillt und erneut zentrifugiert. Die

prazipitierte DNA wurde in 800 ul TE geldst und 600 ul Losung Il zugeben. Diese Lésung wurde in 2
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Schritten auf die PerfectBind DNA Column aufgetragen. Im Anschluss wurde die Saule mit Waschpuf-

fer gewaschen und trocken zentrifugiert. Die Elution der Plasmid-DNA erfolgte in TE-Puffer.

6.1.12 Ortsspezifische Mutagenese-PCR

Mithilfe der ortsspezifischen Mutagenese-PCR kdnnen gezielt Mutationen in eine DNA Sequenz ein-
gebracht werden. Als Primer dienten Oligonukleotide von ca. 50 bp Ldnge, die in der Mitte die zu
mutierende Sequenz beinhalten, flankiert von der umgebenden Sequenz. Bei diesem Verfahren wur-
de ausgehend von den Primern das gesamte Plasmid amplifiziert. Wahrend der PCR fand eine lineare
Vermehrung der Plasmide statt.

Als Template wurde das Plasmid verwendet, in das die Mutation(en) eingefligt werden sollen.

Es wurde folgender Reaktionsansatz verwendet.

DNA-Template 100-200 ng
10x KOD-Puffer 5ul

MgS0, (25 mM) 2 ul
dNTPs-Mix (2 mM) 5 pl
Forward Primer (10 uM) 5yl
Reverse Primer (10 uM) 5yl
KOD-Polymerase 1l

H,0 ad 50 pl

Das PCR-Programm setzte sich folgendermaRen zusammen.

Initiale Denaturierung 94 °C 5 min

Denaturierung 94 °C 1 min

Primer-Annealing 50 °C 30 sek 15 Zyklen
Elongation 72 °C 1 min / 1kb Fragmentlange
Rest-Elongation 72 °C 10 min

Im PCR-Produkt liegt nach Ablauf der Reaktion eine Mischung des mutierten DNA-Fragments und des
Templates vor. Da es sich bei der Matrize um eine Plasmid-DNA aus dem E.coli-Stamm DH5a handelt,
die an 5-GATC-3‘ methyliert ist, kann diese durch Restriktionshydrolyse mit Dpnl verdaut werden.
Dpnl spaltet DNA an methylierten GATC-Sequenzen. Die mutierte, durch PCR entstandene DNA bleibt
erhalten.

Fir den Dpnl-Verdau wurden 1/10 NEB Puffer 4 und 1 pl Dpnl zu dem PCR-Ansatz gegeben und 2 h
bei 37°C hydrolysiert. Nach der Entsalzung des verdauten PCR-Ansatzes durch das PCR-Purification

Kit von Qiagen wurden 7ul des Ansatzes wie unter 6.1.9 transformiert.
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6.1.13 Bestimmung der Konzentration einer DNA-L6sung mittels Photometer

Die Konzentration doppelstrangiger DNA wurde mithilfe eines Photometers mit einer 1:40 Verdin-
nung gemessen. Es wurde dabei die Extinktion bei 260 nm gemessen. Der Quotient der Extinktionen

bei 260 und 280 nm gab dabei Auskunft lber die Reinheit der DNA.

6.1.14 Bestimmung der Konzentration einer DNA- oder RNA-L6sung mittels Agarose-
Gelelektrophorese

Fiir die DNA-Konzentrationsabschatzung mithilfe der Agarosegelelektrophorese wurde 500 ng
Plasmid-DNA in 30 pl linearisiert. Daflir wurde ein Restriktionsenzym gewahlt, das genau einmal in-
nerhalb des Plasmids schneidet. Die Restriktionshydrolyse erfolgte fiir mindestens 1 h bei 37°C. Die
Enzymreaktion wurde durch die Zugabe von 10 pul 10x Ladepuffer ohne Bromphenolblau abgestoppt.
Es wurde dann 1/10 des Restriktionsverdaus auf ein 1%iges Agarosegel aufgetragen und aufgetrennt.
Die DNA-Banden wurden mithilfe des RED Imaging System von Biozym mit UV-Licht bestrahlt, doku-
mentiert und elektronisch gespeichert. Die Bandenintensitdten wurden mit dem Programm Image)
guantifiziert. Mithilfe des Gene Ruler DNA Ladder Mix der Firma Fermentas wurden die Bandenin-
tensitaten in DNA-Konzentrationen umgerechnet.

Fur die Quantifizierung der doppelstrangigen RNA wurden 1/10 des Transkriptionsansatzes (siehe
Abschnitt 6.1.15) und die dquivalente Menge PCR-Produkt auf ein 1%iges Agarosegel aufgetragen
und aufgetrennt. Die Banden wurden, wie oben beschrieben, quantifiziert und die Konzentration der

Ausgangs-DNA-Menge von der Konzentration des Transkriptionsprodukts subtrahiert.

6.1.15 in vitro Transkription fiir RNAi

Fiir die Herstellung von doppelstrangiger RNA flir RNA-Interferenz wurden Plasmide erstellt, die die
DNA-Sequenz, die in RNA transkribiert werden sollte, enthielt. Diese DNA-Sequenz wurde an jedem
Ende flankiert von einer T7-Promoter-Sequenz, der Bindestelle fiir die DNA-abhidngige RNA-
Polymerase. Auf diesem Wege konnte in vitro jeweils eine einzelstrangige RNA-Sequenz in sense- und
antisense-Richtung der DNA-Sequenz hergestellt werden. Um die Effektivitdt dieser Reaktion zu er-
hohen, wurde die Region der DNA-Sequenz mit T7-Promotern an beiden Enden mit Primern, die in
der Promoterregion binden, mithilfe von PCR mit der tag- Polymerase der Firma Qiagen amplifiziert.

Es wurde dann eine T7-RNA-Polymerase von Bioline verwendet.
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Der Transkriptionsansatz setzte sich folgendermaflen zusammen:

PCR-Produkt 35,5 ul

5x Ultimate Puffer 10 pl
NTP-Mix (100 m M) 1,6 ul
RNase Inhibitor 1,5 ul
RNA-Polymerase 1,4 ul (30 V)
H,0 ad 50 pl

Die Transkription erfolgte bei 42°C fiir 4-8 h.

Die RNA wurde dann, wie unter Abschnitt 6.1.14 beschrieben, quantifiziert.

6.1.16 Sequenzierung

Zur Verifizierung von klonierten Plasmiden wurde Plasmid-DNA zur Sequenzierung an Seglab (Gottin-

gen) geschickt.

DNA 600 -700 ng
Primer (10uM) 2 ul
H,0 ad7 l.ll

Die Analyse der Sequenzen erfolgte mit dem Programm Align X von Vector NTI 11, Invitrogen.

6.2 Methoden in der Zellkultur

6.2.1 Kultivierung von Drosophila Schneiderzellen

In den Zellkultur-Experimeten wurden adhasive S2R+-Zellen verwendet (Yanagawa et al., 1998). Die
Zellen wurden bei 27°C in 200 ml Gewebekulturflaschen gehalten. Das Zellkulturmedium wurde von
Promocell und Pan Biotech bezogen. Dem Medium wurden 10 % fotales Rinderserum (FCS) und 1%
Penicillin/Streptomycin-Mix zugesetzt, im Falle des Mediums von Promocell musste zusatzlich 1,8
mg/| L-Glutamin zugesetzt werden.

Die Zellkulturarbeit wurde in einer Sterilbank durchgefiihrt.

6.2.2 Splitten von Zellen

Die Zellen wurden in der Regel zweimal pro Woche in einem Verhaltnis 1:4 gesplittet. Daflir wurde
das Medium aus den Gewebekulturflaschen mithilfe einer Pasteurpipette entfernt. Die adhdasiven
Zellen wurden mit 5 ml sterilem 1xPBS in der Flasche gewaschen. Nach dem Absaugen wurden 4 ml

Trypsin zugegeben, um die Zellen von der Gewebekulturflasche abzulésen. Nach einer Inkubations-
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zeit von 2 min wurden die noch nicht gelésten Zellen durch auf- und abpipettieren gel6st und die
Zellsuspension wurde in ein 15 ml Falcon-Réhrchen Gberfihrt und 2 min bei 1000 rpm in der Zentri-
fuge pelletiert. Nach dem Entfernen des Trypsinlberstandes wurde das Zellpellet in 8 ml Zellkultur-
medium gelost.

Zum Weiterfiihren der Zellen wurden 2 ml in eine neue Gewebekulturflasche mit 13 ml Zellkultur-

medium pipettiert.

6.2.3 Zellzahlbestimmung

Die Zellzahl wurde mit einer Fuchs-Rosenthal-Kammer (Marienfeld) bestimmt. Die Zdhlkammer hatte
eine Gesamtflache von 16 mm?, eine Tiefe von 0,2 mm und einen Rauminhalt von 3,2 pl. Die Zahl-
kammer besteht aus 4x4 grolRen Quadraten, die wiederum jeweils in 4 kleine Quadrate unterteilt
sind, also in insgesamt 256 kleine Quadrate. In der Regel wurden 4 kleine Quadrate von 8 groRRen
Quadraten ausgezahlt. Es wurde der Durchschnitt der Zellen pro kleinem Quadrat berechnet und mit
dem Verdiinnungsfaktor 0,32 multipliziert. Das Ergebnis ergibt die Zellzahl x 10° pro ml Zellsuspensi-
on.

Fiir das Zahlen der Zellsuspension wurden 20 pl Zellen in Zellkulturmedium aus Abschnitt 6.2.2. mit
80 ul Trypan-Blau gemischt und davon 20 pl in die Zahlkammer pipettiert. Trypan-Blau wird von le-

benden Zellen ausgeschleusst und diese erscheinen dann in weiler Farbung in der blauen Lésung.

6.2.4 Aussden und Transfektion von Schneiderzellen

Die Zellen wurden wie unter Abschnitt 6.2.2. und 6.2.3. beschrieben, trypsinisiert, in Zellkulturmedi-
um geldst und gezahlt. Fir die Zellkulturexperimente wurden die zwischen 600.000 und 750.000
Schneiderzellen in 6-well Platten und 125.000 Zellen in 12 well Platten ausgesat.

Am darauffolgenden Tag wurden die Zellen transfiziert. Fir die Transfektion wurden 150 ul
Transfektionsmedium (Schneiderzellmedium ohne FCS und Penicillin/Streptomycin-Mix) in Reakti-
onsgefdBe vorgelegt. Es wurden dann jeweils die zu transfizierenden Plasmide zum
Transfektionsmedium gegeben. Es wurden Plasmide mit konstitutivem actin-Promoter und/oder mit
CuSO, induzierbarem Metallothionein-Promoter verwendet.

Fir die 6-well-Reaktionskammern wurden 750-800 ng Plasmid-DNA eingesetzt. Bei zu hoher DNA
Konzentration und demnach zu kleinen Pipettiervolumina wurden die Plasmide mit Wasser verdiinnt.

Bei mehreren transfizierten Plasmiden in einer Messreihe wurden unterschiedliche DNA-Mengen mit
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einem Leervektor (pBSIl Bluescript KS+) aufgefillt, um innerhalb einer Messreihe gleiche DNA-Mengen
fir die Transfektion zu verwenden.

Als Transfektionsreagenz wurde FUGENE HD von Roche oder Promega verwendet. Pro Reaktionsge-
fak wurden 2-3 ul FUGENE zugegeben. Direkt nach der Zugabe des Transfektionsreagenz wurde kurz
gevortext. Nach 15 min wurde der Transfektionsansatz auf die Zellen geben. Friithestens nach 3 h
wurde CuSO, zugeben, sodass eine Konzentration von 2 mM CuSO, im Medium eingestellt wurde.

Die Zellen wurden in der Regel 2,5 bis 3 Tage nach der Induktion weiterverarbeitet.

6.2.5 Einfrieren von Zellen

Fir das Einfrieren der Zellen wurde ein spezielles Einfriermedium hergestellt, dass sich aus 4,5 ml
gebrauchtem Medium aus einer Zellkulturflasche, 4,5 ml frischem Zellkulturmedium und 1 ml steri-
lem DMSO zusammengesetzt hat.

Die einzufrierenden Zellen wurden, wie unter Abschnitt 6.2.2. beschrieben, trypsinisiert und in 4 ml
Zellkulturmedium geldst. AnschlieRend wurde die Zellzahl, wie unter Abschnitt 6.2.3. beschrieben,
bestimmt.

Die Zellen wurden erneut abzentrifugiert und im Einfriermedium gel6st, sodass eine Zellkonzentrati-
on von 5x10° Zellen / ml eingestellt wurde.

1 ml der Zellen wurde dann in vorgekuihlte Cryoréhrchen gegeben. Die Zellen wurden dann zuerst auf

-70°C und dann in flissigem Stickstoff eingefroren.

6.3 Mikroskopie

Es wurden zum einen die Lebendzellbeobachtung (live cell imaging) von transient transfizierten Zel-
len unter einem Mikroskop beobachtet. Das Wachstum, die Zellteilungen und der Abbau von Fluo-
reszenz markierten Proteinen konnten somit im Zeitraffer analysiert werden. Es wurden Fusionspro-
teine verwendet, bei denen die zu beobachtenden Zielproteine mit Fluoreszenz-Epitopen wie GFP
oder Cherry versehen wurden.

AulRerdem wurden fixierte Embryonen mikroskopiert, bei denen die DNA durch Propidiumiodid ange-
farbt wurde und auRRerdem eine Antikorperfarbung gemacht wurde, die mithilfe von sekundéaren

Antikorpern bei 488 nm angeregt wurden.
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6.3.1 Mikroskopsystem

Das verwendete Mikroskopsystem fiir das live cell imaging war der Cell Observer©SD der Firma Carl
Zeiss. Es handelt sich dabei um ein konfokales und inverses Mikroskopsystem, das mit einer Spinning
Disc CSU-X1 von Yokogawa bestlickt wurde. Es wurde das Modell Cell Observer Z.1 verwendet. Au-
Rerdem wurde die Heizkammer HT 200 von IBIDI verwendet, die die optimalen Bedingungen fir die

Beobachtung von Zellen Uber einen langeren Zeitraum gewahrleistete.

In der folgenden Tabelle ist eine Ubersicht der verwendeten Laser gezeigt:

Tabelle 6.1: Ubersicht iiber die verwendeten Laser

488 nm 100 mW OPSL Laser

561 nm 40 mW Dioden Laser

Die Mikroskopie-Aufnahmen der Zellen wurden mit Kameras des Typs AxioCam MRm Rev3 getatigt,
die eine Auflésung von 1388 Pixel x 1040 Pixel betrug, bei einer Pixelgrofle von 6,45 um x 6,45 um.

Beim live cell imaging wurde vorwiegend das 20x Plan-Apochromat Objektiv verwendet. Fir die Auf-
nahmen der Embryonen wurde das 20x Plan-Apochromat Objektiv und das 40x Fluar Objektiv ver-

wendet.

6.3.2 Vorbereitung der Zellen

Die Zellen wurden in einem p-slide von IBIDI ausgesat. Dieser spezielle Objekttrager enthalt 8 Kam-
mern, in die Zellen ausgesat werden kénnen. Es wurden 80.000 Zellen vorgelegt. Zur Transfektion
wurde eine DNA-Menge von 150 ng DNA mit 1 pl FUGENE HD transfiziert. Wie bereits vorher (Ab-
schnitt 6.2.4. beschrieben, wurden die Zellen mit CuSQO, indiziert.

Vor dem Beginn der live cell imaging Aufnahmen wurde das Medium (mit CuSQO,) erneuert.

6.3.3 Bedingungen am Mikroskop

Das Mikroskop und die Inkubationskammer wurden vor dem live cell imaging angeschaltet und vor-
gewdrmt. Wahrend der Messung wurde eine Temperatur von 27°C verwendet.

2 h nach dem Beginn der live cell imaging Aufnahmen wurde die Fokussierung der Zellen Gberpruft
und gegebenenfalls nachfokussiert.

Die Aufnahmen erfolgten liber 48 h und es wurde alle 10 min eine Aufnahme gemacht. Es wurden in

jeder Kammer der 8-well Platte 4 Positionen aufgenommen.
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6.3.4 Prozessierung der Daten

Die Daten wurden mit der Software Imagel prozessiert. Ein exemplarisches Makro, das fir die

Prozessierung der Daten verwendet wurde, befindet sich im Anhang im Abschnitt 9.3.

6.4 Proteinanalytische Methoden

6.4.1 Co-Immunprazipitation (Co-IP)

Die Immunprazipitation eignet sich, um mithilfe von Antikorpern, spezifisch Antigene zu prazipitie-
ren. Ein bestimmtes Protein wird bei der Analyse z.B. von Zelllysaten mitsamt seiner Interaktions-
partner co-prazipitiert. Diese Methode dient dadurch zur Analyse von Protein-Protein-
Wechselwirkungen, weil auch ganze Proteinkomplexe prazipitiert werden kdnnen. Der Nachweis
funktioniert gewdhnlich (iber SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE), Western-Blot und
immunologischen Nachweis der Interaktionspartner.

Fur die Co-Immunprézipitation wurden 2 6-wells verwendet. Die Zellen wurden mit 1xPBS/0,5 mM
EDTA im 6-well gewaschen und mit 700 ul Trypsin versetzt und abgel6st. Anschlielend wurden die
Zellen 4 min bei 4000 rpm abzentrifugiert. Das Zellpellet wurde dann in 1 ml 1xPBS resuspendiert
und 1/10 entnommen (WCL). Die Zellen wurden erneut abzentrifugiert. Die Input-Zellen wurden in
20 pl 4xLSB gelost und bei 100°C 10 min aufgekocht.

Die restlichen Zellen wurden in 200 pl Lyse-Puffer aufgenommen und durch auf- und abpipettieren
gelost. Die Zellen wurden dann fir 1,5 - 2 h auf Eis inkubiert und alle 20-30 min wurde das
Pipettieren wiederholt. Wahrenddessen wurden die Protein G Beads vorbereitet. Es wurden 20 pl
Beads verwendet, die zundchst 30 min in 5% BSA in Verdiinnungspuffer geblockt und danach zwei-
mal mit 500 ul Verdiinnungspuffer gewaschen wurden. Die Beads wurden jeweils 4 min bei 4000 rpm
zentrifugiert.

Zu den lysierten Zellen wurden 500 pl IP-Puffer zugegeben und bei 13000 rpm und 4°C fiir 10 min
zentrifugiert. Der Uberstand wurde dann zu den gewaschenen Beads gegeben und 1,5 pl FLAG-M2
Antikorper zugegeben. Es wurde 2 h rotierend bei 4°C inkubiert.

Die Beads wurden zentrifugiert und der Uberstand abgenommen. AuRerdem wurden sie drei Mal mit
500 pl Verdinnungspuffer gewaschen. Zu den Beads wurde zum Schluss 40 ul 4xLSB gegeben und
10 min aufgekocht.

Es wurden 10 pl Input und 10 pl CO-IP durch SDS-Gel, Western Blot und immunochemische Verfah-

ren analysiert.
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6.4.2 Prazipitation mithilfe von Nickel-NTA-Agarose

Mithilfe der Nickel-NTA-Prazipitation sollte ein in vivo-Assay fiir Dacapo erstellt werden. Dafir wur-
den 3 transfizierte 6-wells eingesetzt. Die Zellen wurden 4 h vor dem Ernten mit MG132 inkubiert,
um das 26S-Proteasom zu inhibieren.

Zu Beginn wurden die Zellen mit 1xPBS/0,5 mM EDTA im 6-well gewaschen und mit 600 pl Trypsin
versetzt und abgeldst. Die Zellen wurden dann 4 min bei 4000 rpm in der Zentrifuge pelletiert und in
1 ml 1xPBS resuspendiert. Es wurde 1/20 entnommen (WCL). Die Zellen wurden danach erneut
abzentrifugiert. Die WCL-Fraktionen wurden in 20 ul 4xLSB gel6st und bei 100°C 10 min aufgekocht.
Es wurden spater 8 ul auf einem SDS-Gel analysiert.

Die restlichen Zellen wurden in 1 ml Nickel-NTA-Lysepuffer resuspendiert und anschliefend 3x 20 sec
auf Eis sonifiziert. Die Suspension wurde dann bei 14000 rpm auf 4°C zentrifugiert.

Wahrenddessen wurden die Nickel-NTA-Beads vorbereitet. Es wurde pro Ansatz 50 ul Beads ent-
nommen. Zuerst wurden die Beads mit 1 ml Wasser gewaschen, im Anschluss mit 1 ml Nickel-NTA-
Waschpuffer.

Die lysierten Zellen wurden auf die Nickel-NTA-Beads pipettiert fir mindestens 2 h bei 4°C inkubiert.
Danach wurden die Beads bei 4000 rpm abzentrifugiert und 2x mit 1 ml Waschpuffer gewaschen.

Die Beads wurden dann mit 40 ul 4xLSB versetzt und 10 min bei 100°C aufgekocht. Es wurden 20 ul

auf einem SDS-Gel analysiert.

6.4.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) , Western Blot und immunologi-
scher Nachweis von Proteinen

Bei der SDS-Gelelektrophorese werden denaturierte Proteine nach ihrer GroRe aufgetrennt (Ausubel
et al., 2005). SDS (sodium dodecylsulfate) ist ein anionisches Detergenz, das sich an denaturierte Pro-
teine anlagert. Durch die stark negative Ladung wandern die Proteine dann im elektrischen Feld,
unabhangig von ihrer Eigenladung, zur Anode und werden dabei nach ihrer Masse aufgetrennt. Klei-
nere Proteine bewegen sich schneller durch die Polyacrylamidgelmatrix als groRere.

Die Polyacrylamidgele bestanden nach dem Prinzip der diskontinuierlichen SDS-PAGE aus einem
Sammel-und Trenngel. Diese zwei Gelschichten unterscheiden sich hinsichtlich der
Polyacrylamidkonzentration, der lonenstarke und des pH-Werts. Dabei werden die Proteine im nied-
rigkonzentrierten, grolRporigen Sammelgel in einer engen Bande aufkonzentriert und im
héherprozentigen, engmaschigen Trenngel dann nach ihrer GréRe aufgetrennt.

Als Acrylamid-Mix wurde eine 30% Acrylamid-Bisacrylamid-L&sung verwendet, die ein Mischungsver-
héltnis von Acrylamid/Bisacrylamid von 37,5:1 aufwies.
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Die Proben wurden mit der Mini-PROTEAN Tetra Cell SDS-Gelapperatur von Biorad bei konstanter
Spannung von 200 V aufgetrennt. Es wurden 1,5 mm dicke Gele gegossen und je nach Proteingrof3e
wurden Gele von 10-17% verwendet. Die SDS-Gele wurden mithilfe der PerfectBlue Semi-Dry Electro
Blotter von peqlab auf Nitrocellulose-Membranen geblottet bei einer konstanten Stromstarke von
1,5 mA pro cm? fir 1,5 h.

Die Membranen wurden in 5 % Milchpulver, PBS/ 0,1 % Tween 20 und 0,01 % Natriumazid 30 min
lang geblockt.

Die Inkubation mit primarem Antikorper erfolgte schiittelnd in PBS/ 0,1 % Tween 20 oder 5 % Milch-
pulver, PBS/ 0,1 % Tween 20 und 0,01 % Natriumazid Gber Nacht bei 4°C. Nach zwei maligem Wa-
schen in PBS/ 0,1 % Tween 20 wurde der sekundare Antikorper 1 h bei Raumtemperatur inkubiert.
Nach zwei maligem Waschen in PBS/ 0,1 % Tween 20 wurde die Membran in PBS gelegt.

Die Detektion der Proteine erfolgte mit dem Odyssey Infrared Imaging System.

6.5 Yeast-2-Hybrid

Das Yeast-2-Hybrid-System (Hefe-Zwei-Hybrid, Y2H) wird zur Analyse von Protein-Protein-
Interaktionen verwendet (Fields & Song, 1989; Chien et al., 1991). Dabei nutzt man die Tatsache,
dass Transkriptionsfaktoren (blicherweise aus zwei Teilen bestehen, einer DNA-Bindedomane und
einer Transkriptions-Aktivierungsdomane. Es werden Fusionsproteine aus den zu untersuchenden
Interaktionspartnern mit Transkriptions-Aktivierungsdomane und DNA-Bindedomdne des GAL4-
Transkriptionsfaktors hergestellt. Beide konnen getrennt voneinander exprimiert werden, und durch
geeignete Reportergene kann eine Interaktion nachgewiesen werden, wenn beide Proteine inter-
agieren. Wenn die Fusionsproteine einen Komplex bilden und Transkriptions-Aktivierungsdomane
und DNA-Bindedomane in raumliche Ndhe zueinander kommen, kann der Transkriptionsfaktor wir-
ken.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde als Yeast-2-Hyrid-System das Matchmaker™ GAL4 Two-Hybrid Sys-
tem 3 von Clontech verwendet, um die Interaktion von HA-SkpA und verschiedenen 13xFLAG-Rcal
Konstrukten zu zeigen. Daflir wurden dem Vektor pGADT7 (2u, Leu2) zugrunde liegende Konstrukte
kloniert, die unter einem ADH1-Promoter die 13xFLAG-Rcal-Konstrukte in N-terminaler Fusion an die
Aktivierungsdoméne exprimieren. Des Weiteren wurde ein dem Vektor pGBKT7 (2u,Trp1) zugrunde
liegender Vektor kloniert, der HA-SkpA ebenfalls unter der Kontrolle des ADH1-Promoter in N-
terminaler Fusion an die DNA-Bindedomane exprimiert.

Die Aktivierungsdomanen-Fusionen wurden in den Stamm AH109 transformiert. Die DNA-

Bindedomanen-Fusionen dagegen in den Stamm Y187. Es wurde sowohl eine Positiv- (pGADT7- T und
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pGBKT7-53) als auch Negativkontrolle (pGBKT7-53 und pGBKT7-Lam) transformiert. AuRerdem wur-
den die Ausgangsvektoren (Leervektoren) in Kombination mit dem AD-13xFLAG-Rcal Konstrukte

oder dem BD-HA-SkpA Konstrukt transformiert, um eine Autoaktivierung auszuschlieRen.

6.5.1 Hefetransformation

Die beiden Stamme AH109 und Y187 wurden in XYD-Medium angeimpft und Gber Nacht bei 30°C
inkubiert. Die Kulturen wurden verwendet, um 20 ml Medium so zu lberimpfen, dass eine OD von
0,8 zum Zeitpunkt der Ernte erreicht war.

Fiir die Hefetransformation wurden 2 ml Zellen geerntet und in 1 ml Wasser gewaschen. Auf die Zel-

len wurde folgender Transformationsansatz pipettiert:

PEG 50% 240 pl

1 M LiAc 36 ul

Trager-DNA 50 ul (Hering-oder Lachssperma 1:5 mit 1x TE verdiinnt)
DNA 34 pl (ca. 1 ug DNA in H,0)

Der Ansatz wurde gut gemischt (4x 10 sec vortexen) und 20 min bei Raumtemperatur inkubiert. Es
folgte eine Inkubation von 15 min auf 42°C.

Der Ansatz wurde kurz bei maximaler Geschwindigkeit zentrifugiert. Das Pellet wurde in 1 ml Wasser
aufgenommen. 250 pl davon wurden auf Selektivplatten und XYD-Platten ausplattiert.

Einzelkolonien von den XYD-Platten wurden auf Selektivplatten (ohne Leucin und Tryptophan) mitei-

nander verkreuzt und fiir 2 Tage auf 30°C inkubiert.

6.5.2 X-Gal-Farbassay

Beim Farbassay macht man sich den Umstand zu Nutze, dass sowohl der Stamm AD109 als auch der
Stamm Y187 unter GAL1 (URA3::GALIUAS-GALITATA-lacZ ) bzw. MEL1 (URA3::MEL1UAS-MEL1
TATA-lacZ) Promoterkontrolle lacZ hergestellt wird, wenn der Transkriptionsfaktor GAL4 an die UAS
(upstream activating sequence) bindet. Dies ist jedoch nur der Fall, wenn die beiden Fusionsproteine
aus 13xFLAG-Rcal und Aktivierungsdomane und HA-SkpA und DNA-Bindedomane miteinander inter-
agieren. Durch die Verwendung chromogener Substrate kann die Expression der B-Galaktosidase auf
Selektivplatten nachgewiesen werden. Die B-Galaktosidase spaltet X-Gal (5-Brom-4-chlor-3-indoxyl-
B-D-galactopyranosid) unter Bildung eines blauen Farbstoffs. Die Blaufarbung zeigt somit eine Inter-

aktion der zu untersuchenden Proteinfusionen an.
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Fiir den Farbassay wurden die diploiden Hefestamme auf Selektivmedium (ohne Leucin und
Tryptophan) ausgestrichen und fiir 2 Tage auf 30°C inkubiert.
Es wurden folgende Komponenten zusammenpipettiert und Luftblasen frei fiir die Uberschichtung

der Platten verwendet:

1 M Natriumphosphatpuffer pH 7,0 5ml
DMFA 600 pl
10 % SDS 100 pl
X-Gal (20 mg/ ml in DMFA) 100 ul
1 % Agarose 5ml

Die Platten wurden dann bei 30 °C iber Nacht inkubiert und bei 4°C gelagert, bis eine gute Blaufar-

bung sichtbar wurde.

6.5.3 Wachstumstest

Fir den Wachstumstest wurden die diploiden Hefezellen auf Selektivplatten ohne Leucin,
Tryptophan, Histidin und Adenin ausgestrichen. Das Wachstum ist nur moglich, wenn die Fusionspro-
teine interagieren und der Transkriptionsfaktor GAL4 die Auxotrophie der beiden Ausgangsstamme
AD109 und Y187 komplementieren kann (LYS2::GALI1UAS-GALITATA-HIS3, GAL2UAS-GAL2TATA-

ADE?2). Dieser Test ist sensitiver als der Farbassay.

6.6 Durchflusszytometrie

Es wurde das Durchflusstzytometer CyFlow®space von Partec verwendet. In folgender Tabelle 6.2

sind die eingebauten Laser aufgelistet:

Tabelle 6.2: Ubersicht iiber die im Durchflusszytometer verbauten Laser.

375 nm 16 mW UV Dioden Laser Hoechst Farbung
561 nm 100 mW Gelber Laser mCherry
488 nm 20 mW Blauer Solid State Laser GFP

Fiir die Durchflusszytometrie wurden S2R+-Zellen, wie unter 6.2.4. beschrieben, in 6-well Platten
ausgesat und transfiziert. Die Zellen wurden 2,5- 3 h mit CuSO, induziert und dann lebend im
Durchflusszytometer analysiert.

Die Zellen wurden folgendermaRen aufgearbeitet. Zuerst wurden die Zellen mit PBS/ 5 mM EDTA
gewaschen und dann 5 min trypsinisiert. Es folgte die Uberfiihrung der Zellen in ReaktionsgefaRe und

eine Zentrifugation bei 4000 rpm fiir 4 min, um die Zellen zu pelletieren. Die Zellen wurden dann in
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1 ml PBS gelost und fiir die durchflusszytometrische Analyse in PBS verdiinnt. Es wurden 200-300 pl
Zellen in einem Endvolumen von 900 pl analysiert.

Die Zellen wurden vor der Messung mit 1,5 pl Hoechst 33342 (0,5 mg/ml in H,0) fiir 10-15 min ge-
farbt. Die Endkonzentration betrug somit 0,83 mg/ul. Dieser Farbstoff kann von lebenden S2R+-
Zellen aufgenommen werden und interkaliert bevorzugt in AT-reiche Sequenzen (Arndt-Jovin und
Jovin, 1977). Dadurch konnte mithilfe einer UV-LED im Durchflusszytometer das Zellzyklus-Profil von
gefarbten S2R+-Zellen analysiert werden.

Die Daten wurden mit der Software FCS von De Novo Software analysiert.

Die restlichen Zellen wurden fiir den Proteinnachweis im Western Blot verwendet und deswegen

erneut abzentrifugiert, in 50- 100 pl 4xLSB gel6st und 10 min bei 100 °C im Heizblock aufgekocht.

6.7 Drosophila-Methoden

6.7.1 Fliegenhaltung und Zucht

Die Fliegen wurden in mit Schaumstoffstopfen verschlossenen Futterréhrchen gehalten und bei 18

oder 24°C gehalten (Ashburner, 1989; Wieschaus und Nisslein-Vollhard, 1986).

6.7.2 Sammeln und Dechorionisierung von Drosophila-Embryonen

Die Fliegenstamme fiir die zu sammelnden Embryonen wurden in Kollektionskéafige Gberflhrt. Fir die
w-Fliegen, die fiir die Injektion verwendet wurden, wurden groRe Kollektionskafige verwendet, fiir
die Embryonen, die fiir die Fixierung und Antikorperfarbung verwendet wurden, wurden kleine Kol-
lektionskafige verwendet.

Die Kafige wurden mit beheften Apfelagarplatten verschlossen und bei 23 °C gehalten. Fir die Injek-
tion wurden Eiablagen von 30 min verwendet, fiir die Antikérperfarbung von Embryonen Gelege, die
Uber Nacht zustande kamen.

Die auf Apfelagar abgelegten Embryonen wurden in einem Netzchen vereinigt und in PBS/ 0,1 %
Tween 20 gewaschen, um Hefereste zu entfernen. Danach wurden sie in eine Lésung aus 50 % Chlor-
bleiche Giberfiihrt und fiir 3 min inkubiert. Die Embryonen wurden dann gewaschen, bis kein Chlorge-

ruch mehr wahrnehmbar war.

118



Methoden

6.7.3 Vorbereitung der DNA fiir die DNA-Mikroinjektion

Bei der P-Element-vermittelten Keimbahntransformation wird ein bewegliches DNA-Element durch
das Enzym Transposase mobilisiert. Dieses P-Element integriert dann idealerweise im Fliegengenom.
Fir die Herstellung transgener Fliegen nach Rubin und Spradling (Rubin und Spradling, 1982) wird ein
Injektionsmix hergestellt, der ein Helferplasmid und ein Plasmid mit dem Zielgen enthalt. Auf dem
Helferplasmid ist die kodierende Sequenz der Transposase enthalten, wobei die gegenlaufigen
Wiederholungssequenzen (inverted repeats), die die Erkennungssequenz fiir die Transposase darstel-
len, fehlen. Dadurch kann die Transposase selbst nicht mobilisiert werden. Das Plasmid mit dem
Zielgen kann jedoch mobilisiert werden, denn dieses Gen wird von den gegenlaufigen Wiederho-
lungssequenzen flankiert.

Die beiden Plasmide missen im Verhaltnis 1:4 Helferplasmid zu Plasmid mit Zielgen gemischt und in
Injektionspuffer aufgenommen werden. Die DNA wurde deshalb gefallt, gewaschen und im Injekti-
onspuffer aufgenommen. Daflir wurden 2 pg Helferplasmid und 8 pg Plasmid mit Zielgen vermischt.
Es wurden 1/10 3 M Natriumactetat pH 5,2 und 2 Volumen kaltes 96 % Ethanol zugesetzt. Die Fallung
erfolgte bei -70 °C flir mindestens 1 h. Die DNA wurde dann bei 4 °C und maximaler Umdrehung in
einer Tischzentrifuge pelletiert. Es erfolgte dann ein Waschschritt mit kaltem 70%-Ethanol. Nach dem
Trocknen des DNA-Pellets wurde die DNA in 10 pl Injektionspuffer aufgenommen. Mittels Photome-
ter wurde die Konzentration des Injektionsmixes bestimmt. Der Mix wurde dann auf eine Konzentra-
tion von 0,5 mg/ml mit Injektionspuffer verdiinnt.

Vor der Verwendung des Injektionsmixes wurde dieser 5 min bei maximaler Umdrehung zentrifugiert

und der Uberstand in ein neues ReaktionsgefaR iiberfiihrt.

6.7.4 Herstellung transgener Fliegen

Fur die Injektion wurden 30 min Kollektionen von Embryonen angefertigt. Die Embryonen wurden
nach dem Dechorionisieren auf Apfelagarbldckchen aufgereiht, sodass das anteriore Ende des Emb-
ryos nach auen zeigte. Die Embryonen wurden dann mithilfe eines Klebers auf Deckglaser aufge-
klebt, der aus Heptan und Paketklebeband hergestellt wurde. Das posteriore Ende der Embryonen
zeigt dann nach auflen und kann injiziert werden. Die Embryonen wurden dann 8 min auf Kieselgel
getrocknet und mit 10 S Voltalef-Ol (iberschichtet.

Die DNA-Mikroinjektion wurde an einer speziellen Injektionsapparatur am Lehrstuhl Zoologie bei
Prof. Dr. Schneuwly durchgefihrt.

Fir die Injektion wurde der Fliegenstamm S-0394 verwendet. Das white Gen dieses Fliegenstammes

ist mutiert, und die Fliegen haben deswegen weiRe Augen. Wenn das P-Element mit dem Zielgen
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mobilisiert wurde und in der Keimbahn des Genoms integriert wurde, ist es erst in der nachsten Ge-
neration sichtbar. Sind injizierten Embryonen transgen, geben sie diese Transgene lber die Keim-
bahnzellen an die nachste Generation weiter. Die transgenen Fliegen sind dann anhand von roten
Augen zu erkennen, denn das Plasmid mit dem Zielgen enthalt auch das mini-white Gen, das fiir die
Rotfarbung der Fliegenaugen verantwortlich ist.

Die injizierten Embryonen wurden dann bei 18 °C liber Nacht auf eine teilweise mit Wasser gefiillte
Apfelagarplatte gelegt. Am darauffolgenden Tag wurden die sich zu Larven entwickelten, injizierten
Embryonen in groBe Futterréhrchen lberfihrt und auf 24 °C gestellt.

Die sich aus den Larven entwickelten Fliegen wurden mit dem Mannchen bzw. Weibchen mit dem

Multimarker-Stamm S-0364 verkreuzt, um den Insertionsort der P-Elemente zu bestimmen.

6.7.5 Herstellung von rekombinanten Fliegen

dap®-mutante Jungfrauen (S-0078) wurden mit Mannchen verkreuzt, die das rcal-Allel rcal’ bzw.

C1474

rcal tragen. Es wurden Weibchen gesammelt, die gerade Fliigel haben, also auf dem 2. Chromo-

“47pllel tragen. Diese wurden mit Mannchen des Multimarker-

som das dap®- und rcal’ bzw. rcal
Stammes S-0364 verkreuzt.

Es wurden zunachst stabile Stamme etabliert. Um die erfolgreiche Rekombination auf Chromosom 2
zu Uberpriifen, wurden die etablierten Stamme mit den Ausgangsstammen S-078 und S-0143 riickge-
kreuzt. Im Falle einer erfolgreichen Rekombination auf Chromosom 2 wurden bei beiden Rickkreu-
zungen keine Fliegen mit geraden Fligeln erhalten.

2

Die Herstellung der Stamme kann im Kreuzungsschema in Abbildung 3.9 fiir die Rekombinante rcal

dap® nachvollzogen werden. Fiir rcal®*” dap® wurde analog dazu vorgegangen.

6.7.6 Fixierung von Drosophila Embryonen

Die Embryonen geeigneten Alters wurden, wie unter 6.6.3. beschrieben, dechorionisiert und in ein
Reaktionsgefall mit jeweils 700 pl 4% para-Formaldehyd und n-Heptan gegeben. Die Fixierung erfolg-
te fur rotierend 15 min bei Raumtemperatur. Danach wurde die untere para-Formaldehyd-Phase
entnommen und 700 pl Methanol zugegeben, um die Embryonen zu devitellinisieren. Nach der Ent-
fernung der oberen n-Heptanphase wurden erneut 700 pl Methanol hinzugegeben. Die Embryonen

wurden im Anschluss mit 1 ml Methanol gewaschen und bei -20 °C eingefroren.

120



Methoden

6.7.7 Antikorperfarbung von Drosophila Embryonen

Die Methanolphase der unter 6.6.6. fixierten Embryonen wurde entfernt und die Embryonen 3x 5
min in PBS/ 0,1 % Tween 20 gewaschen und rehydriert. Danach wurden sie in 5 % FCS in 1 ml PBS/
0,1 % Tween 20 geblockt. Der primare Antikérper wurde dann in 400 pl und 5% FCS tber Nacht bei
4°C mit den Embryonen inkubiert.

Am folgenden Tag wurden die Embryonen wieder 3x 5 min in PBS/ 0,1 % Tween 20 gewaschen. Der
sekundare Antikoérper wurde dann 1 h bei Raumtemperatur in 400 pl inkubiert. Es wurde auBerdem
20 mg/ml RNase A zugegeben (10 mg/ml Stammldsung). Nachdem nochmal 3x 5 min in PBS/ 0,1 %
Tween 20 gewaschen wurde, erfolgte dann die DNA Farbung durch die Zugabe von Propidiumiodid
(Endkonzentration 0,02 mg/ml) fir 15 min bei Raumtemperatur. Zum Schluss wurde erneut 2x5 min

mit 500 ul PBS/ 0,1 % Tween 20 gewaschen und mit 40-50 ul Homemount eingebettet.
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8 Abstract

Rcal is an important inhibitor of the ubiquitin E3-ligase APC/C with the activator Fzr (Fizzy-related, a
homolog to Cdh1), mainly in the G2-phase of the cell cycle. It enables the accumulation of cyclins for

1474 arrest in cell cycle 16

the subsequent mitosis. Embryos that carry the rcal-alleles rcal? and rcal
and cannot enter mitosis 16™. This phenotype could be complemented through the overexpression
of Rcal or Rcal with a deleted F-box-motif. Here, the genomic region of rcal was cloned and intro-
duced into flies. This region was able to rescue the rcal-mutant phenotype. However, the expression
of RcalAF box under the control of this region could not complement this phenotype.

Rcal interacts with SkpA and therefore could be part of an SCF-complex. The Cyclin E/Cdk2 inhibitor
Dacapo could be a substrate of this complex. Hence, recombinant fly strains were produced which
carry apart from the rcal-alleles the dap® allele on the second chromosome. For these recombinants
different phenotypes for the two rcal-alleles could be observed. rcal? dap® embryos show the phe-
notype of dap® mutants and undergo an additional 17" cell cycle, whereas rcal“*”* dap® mutant
embryos arrested in the G2 phase of the cell cycle 16" like rcal-mutants. The coding region of rca1?
carries the exchange of an amino acid at the position A344T proximately to the zinc binding region,
whereas there is a amino acid exchange in the F-box-domain in the coding region of rca1“**’%. Thus,
the F-box-function is needed at endogenous levels at the G2-M-transition in cell cycle 16.
Overexpression of Rcal during eye development leads to ectopic S-phase and a rough eye pheno-
type. This phenotype is dependent on the F-box-motif and since the interaction of Rcal with SkpA, a
subunit of the SCF-E3-ligase is also F-box dependant, Rcal has a further F-box-function at the G1-S-
transition. By the use of live cell imaging it could be shown that the overexpression of 4xFLAG-Rcal in
S2R+ cells accelerates the G1-S-transition and the cells enter earlier into the S-phase. Through the
overexpression of various 4xFLAG-epitope labeled Rcal derivates and an in vivo APC/C-inhibition
assay, it could also be shown that the function of Rcal the G1 -S transition could be fulfilled by an-

Rcal

other function apart from the direct APC/C-inhibition as part of an SCF™" complex.

1 .
Real complex. For this

Furthermore it was analyzed whether Dacapo could be a substrate of the SCF
purpose, various 10xHA-epitope tagged Rcal derivates were simultaneously overexpressed with
GFP-epitope tagged Dacapo. An F-box dependant reduction of GFP-Dacapo amounts to about 50 %
could be observed using flow cytometry. Apart from that the G1-arrest induced by the overexpres-
sion of GFP-Dacapo in cell culture could be overcome by overexpression 10xHA-Rcal. Furthermore
the depletion of Rcal by RNAI led to a stabilization of GFP-Dacapo. Dacapo therefore could be a sub-

Rcal

strate of an SCF™®" complex, that is on the one hand involved in the APC/C regulation at the G2-M-

transition by influencing the activity of Cyclin E/Cdk2 as a regulator of the APC/C apart from
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Cyclin A/Cdk1 and Rcal. And on the other hand Rcal could regulate Dacapo as a negative regulator

of the G1-S-transition by mediating the degradation of Cyclin E/Cdk2 at the G1-S-transition.
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9 Anhang

9.1 Abkiirzungsverzeichnis

1C

2C
amp
ATP
bp
BSA
C-Terminus
D.m.
Da

DIC
DMFA
DNA
dNTPS
ds

E. coli
EGTA
EMS
etal.
FCS

g

h

H.s.
HA

IP

k

kb
KOD-DNA-Polymerase
I

mikro

einfacher DNA-Gehalt (vor der Replikation)
doppelter DNA-Gehalt (nach der Replikation)
Ampicillin

Adenosintriphosphat

Basenpaar

Rinderserumalbumin

Carboxy-Ende der Polypeptidkette

Drosophila melanogaster

Dalton

Differentialinterferenzkontrast (differential interference contrast)
N,N-Dimethylformamid

Desoxyribonukleinsadure
Desoxyribonukleotidtriphosphat

doppelstrangig

Escherichia coli
(Ethylenglycol-bis(aminoethylether)-N,N,N‘,N‘-tetra-essigsaure)
Ethylmethansulfonat

Und andere (et alii)

Fotales Kalberserum

Gramm

Stunde

Homo sapiens

Hemagglutinin

Immunprazipitation

Kilo

Kilobasenpaar

DNA-Polymerase aus Thermococcus kodakaraensis

Liter
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LB

min

mol

mwW
N-Terminus
NTP

PBS

PCR

RNA

RNAI

rpm

RT

S

SDS

sek

taqg DNA-Polymerase
TE

TEMED

UTR
uv

WB
WCL
wt

ZBR

Luria Broth (Bakterienmedium)
Mol pro Liter

Minute

molar

Milliwatt

Amino-Ende der Polypeptidkette
Ribonukleotidtriphosphat
Phosphatgepufferte Saline
Polymerasekettenreaktion
Ribonukleinsdure

RNA-Interferenz

Umdrehung pro Minute
Raumtemperatur

Svedberg (Einheit des Sedimentationskoeffizienten)
Natriumdodecylsulfat

Sekunde

DNA-Polymerase aus Thermus aquaticus
Tris /EDTA
N,N,N‘,N‘-Tetramethylendiamin
Unit

Untranslatierte Region

ultraviolet

Volt

Western Blot

Gesamtzelllysat (whole cell lysate)
Wildtyp

Zinkbinderegion
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9.2 Einbuchstabencode der Aminosauren

A Ala Alanin

C Cys Cystein

D Asp Aspartat

E Glu Glutamat

F Phe Phenylalanin
G Gly Glycin

H His Histidin

I lle Isoleucin

K Lys Lysin

L Leu Leucin

M Met Methionin
N Asn Asparagin
P Pro Prolin

Q GIn Glutamin

R Arg Arginin

S Ser Serin

T Thr Threonin
\Y Val Valin

w Trp Tryptophan
Y Tyr Tyrosin

9.3 Makros fiir live cell imaging

setBatchMode(true);

ibid01="-2012-06-19 \npFSR-207 HA-NLS-CycB-N285-2xGFP \npFSR-244 E2F1-3-230-3X-CherrypFSR-092a pBSIl Bluescript
KS+";

/111114

ibid02="CM-2012-06-19-CM \npFSR-207 HA-NLS-CycB-N285-2xGFP \npFSR-244 E2F1-3-230-3X-CherrypFSR-251-B 4XFLAG-
Rcal";

111111/5-8

ibid03="CM-2012-06-19-CM \npFSR-369 HA_NLS-Cdt1-1-101-2XGFP \npFSR-150 CycB-N285-Cherry-Aktin-HygropFSR-092a
pBSII Bluescript KS+";

/111111912
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ibid04="CM-2012-06-19-CM \npFSR-369 HA_NLS-Cdt1-1-101-2XGFP \npFSR-150 CycB-N285-Cherry-Aktin-HygropFSR-251-B
4XFLAG-Rcal";

/1111//13-16

ibid05="CM-2012-06-19-CM \npFSR-584 GFP(G)-Dap-Del-38-44-RAR_Del-103-105-G-MP \n pFSR-092a pBSII Bluescript KS+";
/11111117-20

ibid06="CM-2012-06-19-CM \npFSR-584 GFP(G)-Dap-Del-38-44-RAR_Del-103-105-G-MP \n pFSR-251-B 4XFLAG-Rcal";
/1111112124

ibid07="CM-2012-06-19-CM \npFSR-580 HA-NLS-GFP(G)_Rcal-204-218-G_Dap-Del-1-105\n ";

/11111125-28

ibid08="CM-2012-06-19-CM \npFSR-567 HA-NLS-GFP-Rcal-DEL-1-25_DEL-204-411 \npFSR-115-D Rcal-3xCherry-Metallo ";
/11111129-32

///// enter number images (num)to process: default is 9999, for testing the script change to small number that can be
evenly divided by the number of z-stacks

num=9999;

t=10;

zstacks=3;

///// directories

dir1="R:\\2012-06-19-CM"

dir2="2012-06-19-CM-0005"

dirout="N:\\2012-06-19"

run("Colors...", "foreground=white background=white selection=white");

//////m is the number of different positions

for (m=1; m<33; m++)

{

//11111////DIC-average-ch01

run("Image Sequence...", "open="+dirl+"\\"+dir2+"\\"+dir2+"_"+m+".tif_Files\\ number=num starting=1 increment=1
scale=100 file=c01 or=[] sort");

rename("ch01");

run("Grouped Z Project...", "projection=[Average Intensity] group=zstacks");

rename("chOlavg");

selectWindow ("ch01");

run("Close");

call("java.lang.System.gc");

run("Enhance Contrast", "saturated=0.35 normalize normalize_all");

(
run("Time Stamper", "starting=0 interval=t x=10 y=1000 font=40 decimal=0 anti-aliased or=min");
run("Tiff...", "save="+dirout+"\\"+m+"-chOlavg.tif");
rename("ch01");
getDimensions(w,h,c,s,f);
if (s>1)

{

rd=" slices keep";
}

if (f>1)
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{

rd=" frames keep";
}

frames=f;

/1111111111111//GFP-ch03

run("Image Sequence...", "open="+dirl+"\\"+dir2+"\\"+dir2+"_"+m+".tif_Files\\ number=num starting=1 increment=1
scale=100 file=c03 or=[] sort");

rename("ch03");

run("Grouped Z Project...", "projection=[Sum Slices] group=zstacks");

rename("ch03sum");

selectWindow ("ch03");

run("Close");

call("java.lang.System.gc");

selectWindow ("ch03sum");

Stack.getStatistics(voxelCount, mean, min, max, stdDev);

setMinAndMax(0.000000000, max);

run("16-bit");

run("Tiff...", "save="+dirout+"\\"+m+"-ch03sum.tif");

rename("ch03");

call("java.lang.System.gc");

[1111111111111//Cherry-ch02

run("Image Sequence...", "open="+dirl+"\\"+dir2+"\\"+dir2+"_"+m+".tif_Files\\ number=num starting=1 increment=1
scale=100 file=c02 or=[] sort");

rename("ch02");

run("Grouped Z Project...", "projection=[Sum Slices] group=zstacks");

rename("ch02sum");

selectWindow ("ch02");

run("Close");

call("java.lang.System.gc");

Stack.getStatistics(voxelCount, mean, min, max, stdDev);

setMinAndMax(0.000000000, max);

run("16-bit");

run("Tiff...", "save="+dirout+"\\"+m+"-ch02sum.tif");

rename("ch02");

call("java.lang.System.gc");

I1111111111]/Hyperstack

run("Concatenate ", " title=[Concatenated Stacks] image_1=ch01 image_2=ch02 image_3=ch03 image_4=[-- None --]");
run("Stack to Hyperstack...", "order=xytcz channels=3 slices=1 frames=frames display=Composite");
run("Channels Tool...");

Stack.setDisplayMode("color");

Stack.setChannel(1);

run("Grays");

Stack.setChannel(2);
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run("Red");

Stack.setChannel(3);

run("Cyan");

Stack.setDisplayMode("composite");

run("Tiff...", "save="+dirout+"\\"+m+"-hyper.tif");

run("Size...", "width=333 height=309 time=frames constrain average interpolation=Bilinear");
rename("hyper2");

run("Stack to Hyperstack...", "order=xyctz channels=3 slices=1 frames=frames display=Composite");
//run("Fonts...");

//setTool(9);

setFont("SansSerif", 16, "bold antialiased");

selectWindow("hyper2");

run("Channels Tool...");

Stack.setDisplayMode("grayscale");

Stack.setChannel(1);

run('Duplicate...', 'title=ch1 duplicate channels=1-1");

run

'Enhance Contrast", "saturated=0.1 normalize_all use");

(

(
run("Grays");
run("8-bit");
run("Canvas Size...", "width=336 height=312 position=Center");
drawsString("Ch1-DIC", 100, 100);

rename("chl1");

selectWindow("hyper2");

Stack.setDisplayMode("grayscale");

Stack.setChannel(2);

run('Duplicate...', 'title=ch2 duplicate channels=2-2");
run("Enhance Contrast", "saturated=0.1 normalize_all use");
run("Grays");

run("8-bit");

run("Canvas Size...", "width=336 height=312 position=Center");
drawsString("Ch2-Cherry", 100, 150);

rename("ch2");

selectWindow("hyper2");

Stack.setDisplayMode("grayscale");

Stack.setChannel(3);

run('Duplicate...', 'title=ch3 duplicate channels=3-3");

(
run("Enhance Contrast", "saturated=0.1 normalize_all use");
run("Grays");
run("8-bit");
run("Canvas Size...", "width=336 height=312 position=Center");
drawString("Ch3-GFP", 100, 200);
rename("ch3");

/111111]/red-cyan
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non

run("Merge Channels...", "red=ch2 green=ch3 blue=*None* gray=*None* create keep");
Stack.setChannel(1);

run("Red");

Stack.setChannel(2);

run("Cyan");

run("RGB Color", rd);

rename("RGB1");

/11111///Gray-red

run("Merge Channels...", "red=ch1 green=ch2 blue=*None* gray=*None* create keep");
Stack.setChannel(1);

run("Grays");

Stack.setChannel(2);

run("Red");

run("RGB Color", rd);

rename("RGB2");

/11111///Gray-cyan
run("Merge Channels...", "red=ch1 green=ch3 blue=*None* gray=*None* create keep");
Stack.setChannel(1);
run("Grays");
Stack.setChannel(2);
run("Cyan");
run("RGB Color", rd);
rename("RGB3");
run("Stack Combiner", "stackl=ch1 stack2=ch2");
run("Stack Combiner", "stack1=[Combined Stacks] stack2=ch3");
run("RGB Color");
rename("combinel");
run("Stack Combiner", "stack1=RGB1 stack2=RGB2");
run("Stack Combiner", "stackl=[Combined Stacks] stack2=RGB3");
rename("combine2");
run("Stack Combiner", "stackl=combinel stack2=combine2 combine");
rename("combined");
call("java.lang.System.gc");
run("Colors...", "foreground=yellow background=yellow selection=yellow");
//run("Fonts...");
//setTool(9);
setFont("SansSerif", 18, "bold antialiased");
if (m<5) {
drawString(""+ibid01+"", 40, 40);
}
else
if (m<9) {
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drawString(""+ibid02+"", 40, 40);
}

else

if (m<13) {
drawString(""+ibid03+"", 40, 40);
}

else

if (m<17) {
drawString(""+ibid04+"", 40, 40);
}

else

if (m<21) {
drawString(""+ibid05+"", 40, 40);
}

else

if (m<25) {
drawString(""+ibid06+"", 40, 40);
}

else

if (m<29) {
drawString(""+ibid07+"", 40, 40);
}

else

if (m<33) {
drawString(""+ibid08+"", 40, 40);
}

run("AVL... ", "compression=JPEG frame=7 save=["+dirout+"\\"+m+".avil");
while (nImages>0) close();
call("java.lang.System.gc");
print(m);

}
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