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ZUSAMMENFASSUNG

1 ZUSAMMENFASSUNG

Der APC/Qanaphasepromoting complex/cyclosoe) ist eine konservierteE3Ubiquitin
Ligase mit essentiellen Funktionender Kontrolle degukaryotischen Zellteilungszyklus. Die
Ubiquitinierung von Substraten durch den APC/C erfordert die BindwrgAktivator
Proteinen die den APC/C in einer Suladtspezifischen Weise und zu untehsedlichen
Zeitpunkten im Zetlyklus aktivieren. Der frihe Aktivator Cdc20 bindet den APC/C in der
Metaphase undnitiiert durch die Ubiquitinierung von Securin und der CyctireeTrennung

der SchwesteChromatidensowie die Inaktivierungder Cyclirabhéngigen KinasefCdks)

Am Ende der Mitosewird Cdc20 durch derspaten Aktivator Cdhlersetzt der die
Degradation der Cycline bis in die -Bliase aufrecht erhalt und durch Ubiquitinierung
zahlreicher MitoseProteine den Astritt aus der Mitose unterstutztDie Aktivatorensind
durch eine WD4omaéane charakterisiert, dikonservierteRezeptorstellerfir die Bindung

von Substraspezifischen Sequenzmotiven, wie diedder die KEMBox,enthalt. Dennoch
unterscheidensich dieAktivatorenaus noch unvollstandig verstandenen Griinden in ihrer
SubstratspezifitatUm eine geordnete Degradation der AP&bstrate zu gewahrleisten,
wird die Bindung der Aktivatoren an den APC/C durch multiple Mechanismen reguliert, zu
denen die APC/Cdhlvermittelte Degradation von Cdc20 und die inhibitorische
Phosphorylierung von Cdhl durch Cdks zahlen. Gaind an zahlreichen Positionen
phosphoryliert doch die Notwendigkeit und der prazise Wirkmechanismus dieser multiplen
Phosphorylierung wurdenoch nicht im Detail geklart.

Um die Regulation der Aktivatoren im Zellteilungszyklus ®rcerevisiaebesser zu
verstehen wurden die Rolle individueller CeRhosphorylierungsstellen fur die Inhibition von
Cdhl analysiert sowie die minimale AbbausequébBegron) fir die Cdhivermittelte
Proteolyse von Cdc20 charakterisiert. Zudem wurde die Aktivierung des APC/C dureh die N
terminale Doméne von Cdc20 und die Ursache fir die unterschiedliche Substratspezifitat der
Aktivatorenuntersucht

In dieserArbeit kaante gezeigt werden, dasschdie N-terminalen CdiPhosphorylierungs
stellenvon Cdhlin zwei autonome Subgruppen unterteiléassen welche die Interaktion

von Cdhlimit dem APC/Guf unterschiedliche Weiseegulieren Die Phosphorylierunder
CdkKonsenassequenzeri-3 inaktiviert eine bipartite Kernlokalisationsseque(idLS)und
verhindert die Akkumulationvon Cdhl im ZellkerrDie tbrigen sechs Phosphorylierungs

stellen haben keinen Einfluss auf die subzelluldrekalisation von Cdhl, sondern
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beeintrachigen nach Phosphorylierungpezifischdie Bindungan den APCLC. Die Cdk
Phosphorylierungsstellen-4 befinden sich in der Nahe von kirzlich identifizierten APC/C
Bindemotiven in einer Anordnung, die in humanem Cdhl konserviertSewohl die
Inaktivierurg der NLS als audtie Inhibitionder APC/eBindemotivesind fir dienegative
Regulationvon Cdhl durch CdkPhosphorylierungvon Bedeutung Diesdeutet an, dass
APC/A&Cdh1 im Zellkern aktiv ist

Diese Schlussfolgerung konnte an HandKientierungdes Degons von Cdc2€@ir die APC/C
CdhZtvermittelte Degradationuntermauert werden Das Cdc2@egron umfasst die N
terminalen 80 Aminosauren des Proteins utiégnt als autonome Degradationsdomafig

eine APC/&dhlspezifische Proteolys@ vivo. Neben einerD-Boxals APC/€Erkennungs
signalist eine NLSein essentieller Bestandteil des Degrolmsder Tat ist die Lokalisation des
Cdc26Degrons im Zellkern eine wichtige Voraussetzung fir dessen ARIBVEVermittelte
Proteolyse. Durch eine gezielte Lokalisierung des Degrons in verschiedemeZelt
kompartimenten konnte belegtwerden, dass die Aktivitat von APCEZIh1 auf den Zellkern
beschrankt istZudem wurden Hinweise darauf gefunden, ddss Erkennung de€dc20
Degrons durch APCG/Cdhldurch eine CdkPhosphorjierungsstellein der N&he der BBox
reguliert sein kdnnte.

DarlUber hinaus konnte in dieser Arbasichgewiesenverden, dasslie Nterminale Domane
von Cdc20 hinreichenidt, um den APC/C zu aktivieren. Dabei stellte sich heraus, dass die D
Box von Cdc20icht nur die Degradation des Aktivators vermittelt, sondern auch eine Rolle
fur die Aktivierung des APC/C spielt. Die Entfernung dBowirkte sich jedoch nur auf die
Cdc26Funktion aus, wenn die Fahigkeit zur Bindung des APC/C bereits beeintrachtigt wa
sodass die BBox moglicherweise der Feisfierung der APCACdc20Interaktion dient.

Die Analyse von Chimaren aus Cdc20 und CaHidgte dass die Merminalen Doméanen
austauschbare Regulationand Aktivierungselemente sind und die Substratspezifitét d
Aktivatoren durch die @rminalen WD40Domane festgelegt wird. Mit Hilfe eines
genetischen Screensurden Bereiche in der WD4Domane von Cdhl idenittiert, die zu

der Diskriminierung zwischen Cde20nd CdhiSubstraten beitragen undpezifischdie
Ekennung des Cdc2Bubstrats Pdsl betrefferbies lasst vermuten, dass die Aktivatoren
zusatzlich zuder Bindung von Bund KEMNBoxen individuelle Interaktionen mit ihren

Substraten eingehen.
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2 ABSTRACT

The anaphas@romoting complex¢yclosome (APC/C) ixanserved E3 ubiquitihgasethat

has essential functions in the control of the eukaryotic cell division cycle. Substrate
ubiquitination by the APC/C depds onrelated activator proteins thatbind the APC/Git
different times during the cell cycland adivate the ubiquitinligase tavardsdistinct sets of
substrates The early activator Cdc20 binds the APC/C in metaphase and initiates sister
chromatid separation anthactivation of cyclirdependent kinases (Cdks) by ubiquitination

of securin and cyclingespectively. At the end of mitosis, Cdc20 is replaced by the late
activator Cdhl, which facilitates mitotic exit by targeting several mitotic proteins for
degradation and maintains the destruction of cyclins during the following G1 plak0

and Cdhlare characterized by WD40 domairikat carry conserved receptor sitet®
recognize specific sequence motifs in substrates, such-asd KENboxes However, for
reasons thatare stillincompletely understood, Cdc20 and Cdtdnfer different substrate
specficities to the APC/QMultiple mechanisms control the binding of the activators to the
APC/C, including APCEZIhtmediated proteolysis of Cdc20 and inhibitory phosphorylation
of Cdhl by Cdkdo ensure ordered degradation of APC/C substra@shl iknown to be
phosphorylated at numrous Cdk sitesbut the requirement and the precise mechanism of
this multisite phosphorylation have remained uncleahisT study analyzed the role of
individual Cdk sites faregative controbf Cdhl and characterized the mrnhal degradation
sequence (degron) of Cdc20 for Cehgdiated proteolysis tobetter understand the
regulation of Cdc20 and Cdh1l in the cell division cycl8.aferevisiadn addition, APC/C
activation by the Nerminal domain of Cdc20 and the moleculbasis of the distinct
substrate specificities of the activators were examined.

This work revealed that the -dérminal Cdk phosphorylation sites of Cdhl arganizedin
autonomous subgroupshat regulate the interaction of Cdhl with the APC/C by distinct
mechanisms.Phosphorylation of Cdk sites3linactivates a bipartite nuclear localization
sequence (NLS) and prevents accumulation of Cdhl in the nucleus. In contrast, the
remaining six Cdk phosphorylation sites do not influence the subcellular localipaticothl,

but their phosphorylation specifically inhibits the binding of Cdh1 to the APC/C. Cdk sites 4
9 reside in close proximity to recently identified APC/C interaction motifs in a pattern

conserved with the human Cdh1l ortholog. Both inactivatiothef NLS and inhibition of the
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APC/C interaction motifs are important for negative control of Cdhl by Cdkl
phosphorylation, indicating that APC(h1 is active in the nucleus.

Thisfinding received further support by the characterization of the Cdd2@ran for APC/E
CdhXmediated proteolysis. The degron of Cdc20 comprises therminal 80 residues of

the activator and serves am autonomous degradation domain for APGdhtspecificin

vivo degradation In addition to a single dbox as APC/C recognitisignal, an NLS was
identified as an essential part of the degron. Indeed, localization of the Cdc20 degron in the
nucleus is an important prerequisite for its AP@@htmediated proteolysis. Forced
localization of the degron into different subcellular coantments revealed that the activity

of APC/&Cdh1 is confined to the nuclear compartment. Moreover, this work suggests that a
Cdk site adjacent to the-Box may regulate the recognition of the Cdc20 degron by APC/C
Cdh1.

Furthermore, this study shows th#éte N-terminal domain of Cdc20 is sufficient to activate
the APC/Cinterestingly, besidetargeting Cdc20 for Cdhhediated degradationthe D-box

was also found to play a role in activation of the APC/C. Deletion of thex@nly affected
Cdc20 functia when the ability of Cdc20 to bind the APC/C was already reduced, suggesting
that the Dbox maybe involved irthe fine-tuning of the APC/ECdc20 interaction.

Analysis ofcdc26Cdhlchimeras revealed that the-drminal segments of the activatorare
interchangeableregulatory and APC/@ctivation domains while the Gterminal WD40
domains determine the substrate specificities of the activators. A genetic screen identified
residues within the WD40 domain of Cdhl that contribute to the discrimination batwee
Cdc20 and Cdhl substrates and specifically affected the recognition of the Cdc20 substrate
Pdsl. This suggests that the activatmsntain individual binding siteen their WD40
domains in addition tothe conserved Band KEMNiox receptors for selectie binding of

substrates

11
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3 EINLEITUNG

Der mitotische Zellteilungszyklus dient der Vermehrung von Zellen und seine essentiellen
Aufgaben umfassen insbesondere die Verdopplung des genetischen Materials und dessen
gleichmalige Aufteilung auf die neu entstekden Tochterzellen. Der fehlerfreie Ablauf
dieser Prozesse wird durch das Zellzykluskontrollsystem tberwacht. Auch wenn im Detail
kleine Unterschiede zwischen den verschiedenen Organismen bestehen, sind der Ablauf und
die Regulation des eukaryotischen Zslliingszyklus grundséatzlich konservigMorgan,

2007) Der APC/Canaphasepromoting complexkyclosomg ist eine konservierte Ubiquitin
Ligase und ubernimmt witige Funktionen in der Zellzykluskontrolle. In dieser Arbeit
wurden die Mechanismen der Regulation und Substraterkennung des APC/C und seiner
Aktivatoren inS.cerevisiaauntersucht. Daher liegt in den nachfolgenden Kapiteln neben der
allgemeinen Vorstélng des Zellzyklus und seiner Regulation ein besonderer Fokus auf der

Situation inS. cerevisiae

3.1 Der eukaryotische Zellteilungszyklus

Der mitotische Zellteilungszyklus der Eukaryoten Ilasst sich in verschiedene Phasen
unterteilen (Morgan, 2007) In der SPhase $/nthesePhase) werden die im Zellkern
befindlichen = Chromosomen, die das genetische Material in Form der
Desoxyribonukleinsdure (DNéeoxyribaucldac acid) enthalten, zusammen mit den tbrigen
Zellbestandteilen dupliziert(Bell und Dutta, 2002) Nach der $hase bestehen die
Chromosomen aus zwei identischen Chromatiden, den Schw€stermatiden, die durch
KohasinProteinkomplexe miteinander verbunden sind. Wahrend defPNase Mitose-
Phase) werden die Schwest€hromatiden auf die entstehenden Tochterzellen aufgeteilt,
sodass nach erfolgter Zellteilung zwei genetisch identische Zellen vorliptighison und
Slmon, 2001) Die Mitose gliedert sich in mehrere Subphasen, in denen die
Chromosomentrennung vorbereitet und durchgefuhrt wird. In der Prophase kondensieren
die Chromosomen zu kompakten Strukturen, um eine raumliche Trennung der langen
Makromolekile zu emoglichen. Zudem beginnt sich die Mitosespindel aus speziellen
Proteinfilamenten (Mikrotubuli) zwischen den beiden Zentrosomen auszubilden, die
wahrend der SPhase durch Duplikation entstanden sind und die Pole der Mitosespindel

bilden. In héheren Eukaryen 106st sich zu diesem Zeitpunkt die Kernhille auf. In der

12
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Metaphase verbinden sich die kondensierten Chromosomen bipolar mit der Mitosespindel,
sodass die beiden Schwest@hromatiden mit den entgegengesetzten Polen der Spindel
verknupft sind. Die Trenmg der Chromosomen erfolgt wahrend der anschlielRenden
Anaphase, in der die Schwes€hromatiden nach Spaltung der Kohasinverbindung zu den
entgegengesetzten Polen der Mitosespindel gezogen werden. In der Telophase 16st sich die
Mitosespindel auf, die Kehillle bildet sich in hoheren Eukaryoten neu und die
Chromosomen dekondensieren. Nach der Mitose wird die Zelle in der abschlieRenden
Zytokinese in zwei Zellen geteilt, wobei die Teilungsachse zwischen den neu entstandenen
Zellkernen verlauftPollard, 201Q)In Zellen, die sich permanent teilen, wechseln sialmn8
M-Phase zyklisch ab. Dabei sind die beiden Phasen in der Regel durch Zwischenphasen,
sogenanntegap-Phasen, voneinandagetrennt. Die Zwischenphase vor dePBase wird als

G1 und die Phase vor der-Rhase als G2 bezeichnet. Degp-Phasen dienen einerseitem
Wachstum der Zellen und werden andererseits durch das Zellzykluskontrollsystem (Kapitel
3.2) genutzt, um den Zellzyklus bei Bedarf anzuhalten. Auf &uf3ere Einflussgrof3en wie
extrazellulare Signale oder Nahrstoffoedingungen kann die Zelle dabei speziell in-der G1
Phase reagieren und langere Zeit in dieser Phase verharren. Daher wird-Blea&d algine

Art Ruhephase zwischen zwei Zellteilungsrunden angesehen, auch wenn es sich um eine
aktive Phase handelt, in welcher Zellwachstum stattfindet.

Eine Besonderheit im Zellteilungszyklus der H&fecerevisiaest die Vermehrung durch
Knospung, die einasymmetrische Zellteilung mit der Entstehung von zwei ungleich grofen
Zellen zur Folge hgAbb. 3.1;Herskowitz, 1988; Forsburg und Nurse, 19T¢r Eintritt in

die SPhase wird zellmorphologisch von der Aushilgiweiner Knospe gekennzeichnet, die
durch eine Ré&rganisation des AktiZytoskeletts und polares Wachstum entsteht. Der Ort
der Knospungsstelle wird durch sogenanfa@dmarkProteine festgelegtwodurch unter
anderem Septine als Gerustproteine rekrutigreérden (Casamayor und Snyder, 2002; Park
und Bi, 2007) Die Septine bilden eine ringartige Filamentstruktur an der kinftigen
Verbindungsstelle zwischen der Mutterzelle und der entstehenden Knospe, dem
Knospenhalsund erfiillen wichtige Aufgaben in der Organisation des Knospenwachstums,
der Kernteilung und Zytokineg¥'ersele und Thorner, 2005; Caal., 2009) InS. cerevisiae

lasst sich die GPhase weniger klar definien als in anderen Eukaryoten, sodass vielmehr

ein flieRender Uberganguschen Sund M-Phase besteht.
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Abbildung3.1: Schematische Darstellung des Zellteilungszyklus 8oerevisiae

Der Kreis symbolisit einen Zellteilungszyklus bestehend aus def, &1 G2 und M-Phase. Da die Ghase in

S. cerevisiaaicht klar definiert werden kann, sind die entsprechenden Phasengrenzen als gestrichelte Linien
gezeichnet. Nach dem Uberwinden des START am Endgldinase tritt die Zelle in die-Phase ein, um ihr
Genom zu duplizieren. Zellmorphologisch auf3ert sich der Eintritt in-BigaSe durch die Bildung einer Knospe,

die zunéchst apikales Wachstum zeigt. Zudem verdoppelt sich der Spindelpolkdrper (SPKHeAderES
Phasewird in S. cerevisiadereits eine Spindel zwischen den SPKs gebildet, die durch astrale Mikrotubuli
ausgerichtet wird. Zu Beginn der-Rhase befinden sich die SPKs an gegenuberliegenden Polen des Zellkerns
und die Mitosespindel ist vollstélig ausgebildetS. cerevisiaglurchlauft eine geschlossene Mitose, bei der
sich die Kernhille nicht auflést. Somit elongiert der Zellkern wéahrend der Chromosomentrennung, bei der
jeweils eines der Schwest@hromatiden durch den Knospenhals in die Knogpeogen wird.Nach der
Trennung des Zellkerns depolymerisiert die Spindel und die Zellen werden durch die Zytokinese inuvdtter
Tochterzelle getrenntVerandert nach Hockner, 2011.

Wahrend dieses Ubergangs wechselt das Wachstum der Knospe von @p#aisotropem
Wachstum und setzt sich in der anschlielenden Mitose fort. Ein weiteres Merkmal im
Zellzyklus vorS. cerevisiagst das Durchlaufen einer geschlossenen Mitose, bei der die
Kernhille nicht aufgeltst wirdBoettcher und Barral, 2013Die Zentrosomen, die i.
cerevisiaeals Spindelpolkdrper bezeichnet wden, sind indie Kernmembran integriert und
bilden die Mitosespindel innerhalb des Zellkerns aus. Wahrend der Mitose elongiert die
Spindel durch den Knospenhals und der Zellkern wird zusammen mit einem Satz der
duplizierten Chromatiden in die Knospe gezogIm Anschluss an die Mitose werden
wahrend der Zytokinese eine neue Zellmembran und Zellwand, die ein weiteres Kennzeichen
von S. cerevisiasst, am Knospenhals gebildet und die Knospe wird abgetrédaibib, 2004)

Da die Knospe im Laufe des Zellzyklus nicht die gleiche Zellgrol3e der knospenden Zelle
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erreicht, werden die ursprungliche Zelle und die dut€hospung entstandene Zelals
Mutter- bzw. Tochterzellbezeichnet.

S. cerevisiaZellen kénnen zwei verschiedene Paarungstypen aufweldéTaund MATh
(Herskowitz, 1988)In Abhangigkeit des Paarungstyps sezernieren haploide Zellen die
Signalpeptide a und h-Faktor, die als Pheromone auf Zellen des jeweils anderen
Paarungstyps wirken. Die Paarungspheromone bewirken einen Arrest der hapfatiem in

der G1IPhase und leiten zellulare Prozesse ein, die zur VerschmelzundveVier und eineg
MATh-Zelle zu einer diploiden Zygote fuhren. DiploitATah -Zellen vermehren sich
regular durch mitotische Zellteilungen. Wéahrend haploide Zellen berdtigffmangel in der
G1-Phase verharren, sind diploide Zellen in der Lage, durch meiotische Teilungen haploide

Sporen als Uberdauerungsformen zu bilden (Sporulation).

3.2 Die Regulation des eukaryotischen Zellteilungszyklus

Der Zellteilungszyklus ist eirfbfolge vieler Einzelprozesse, die gemeinsam in der Bildung
zweier genetisch identischer Zellen aus einer Vorlauferzelle minden. Im Zellzyklus existieren
drei groRe Kontrollpunkte, die sogenanntemeckpoints an denen das Fortschreiten im
Zellzyklus andwmlten werden kann, wenn vorangegangene Ereignisse nicht fehlerfrei
durchlaufen wurden oder &auf3ere Einflisse ein Unterbrechen des Zellzyklus erfordern
(Hartwell und Weinert, 1989Der Eintritt in die $hase wird am G1/8bergang durch den
Kontrollpunkt START kontrolliert, der nur durchschritten werden kann, wenn externe
Faktoren, inS. cerevisiabeispielsweisein ausreichendes N&hrstoffangebot und das Fehlen
von Paarungspheromonen, sowie interne Faktoren, wie eine ausreichende Zellgrofie, dies
erlauben. Der nachste wichtige Kontrollpunkt befindet sich vor dem Ubergang von dir G2

die M-Phase und ermoglicht ®i Anhalten des Zellzyklus, wenn DRghaden oder
Replikationsstérungen vorliegen. Dadurch wird der Zelle Zeit gegeben, die Fehler in der DNA
zu beheben und die Replikation vollstandig abzuschlieRen. Der letzte glodtskpoint
kontrolliert den MetaphaseAnaphaseUbergang und stellt durch das Spindelkontrollsystem
(SACgspindle assembly checkpajirgicher, dass die Chromosomentrennung nur begonnen
wird, wenn alle SchwestegChromatiden bipolar mit der Mitosespindel verbunden sind.
Dadurch wird einer Aneuploie durch eine fehlerhafte Verteilung der Chromosomen

vorgebeugt.
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Ein komplexes Geflecht aus regulatorischen Proteinen sorgt daftir, dass die einzelnen
Ereignisse des Zellzyklus zur richtigen Zeit gestartet und in der richtigen Reihenfolge
durchlaufen werden Die treibende Kraft sind hierbei die Cydaiohé&ngigen Kinasen (Cdks,
cyclindependent kinases), die durch Phosphorylierung ihrer Zielproteine einzelne
Zellzyklusereignisse in Gang setzen und dadurch den Ubergang in die né&chste
Zellzyklusphase einleitenMorgan, 1997) Eine weitere, wichtige Komponente des
Zellzykluskontrollsystems ist dadbiquitin-ProteasomSystem (UPS), das die Degradation
vieler regulatorischer Zellzlgsproteine vermittelt (Teixeira und Reed, 2013)Beide
Regulationsmechanismen sind eng miteinander verwobeth heeinflussen sich gegenseitig,

da die Aktivitat der Cdks einerseits durch die Ubiqurenmittelte Proteolyse der
aktivierenden Untereinheiten reguliert wird und die Cdks andererseits durch
Phosphorylierung von Substraten oder Komponenten des UPS dauitibvermittelte
Proteolyse hemmen oder forder(Petroski und Deshaies, 2005; Bloom und Cross, 2007;
Teixeira und Reed, 2013pemeinsam bewirken sie einen geordneten Abkderf kritischen
Ereignisse im Zellzyld (Pines, 1999; Sullivan und Morgan, 2007)

3.2.1 Regulation des Zellteilungszyklus durch @ekmittelte Phosphorylierung

Die Cdks stehen im Zentrum der Zellzyklusregulation und kontrollieren durch die
Phosphoriierung ihrer Zielproteine viele verschiedene Prozesse im Zellzyklus, einschlie3lich
der Zellmorphogenese, der DNReplikation, der Chromosomentrennung und des Austritts
aus der Mitose(Morgan, 1997; Satyanarayanandi Kaldis, 2009; Enserink und Kolodner,
2010) Cdks sind SerfThreoninKinasen, die Substrate mit der Konsensussequenz S/TPxK/R
(mit x als beliebiger Aminosaure) phosphorylieren, wobei die minimale Sequenz S/TP
ebenfalls hinreichend fir eine Phosphoeyling durch die Cdks i$8ongyanget al., 1994;

Mok et al, 2010) Die Aktivitdt der Cdks ist grundsatzlich abhangig von der Bindung der
Cycline, die als regulatorische Untereinheiten sowohl die Aktivitdt als adieh
Substratspezifitat der Cdks steue(Bloom und Cross, 2007; Satyanarayana und Kaldis,
2009) Die Proteinlevel der einzelnen Cycline fluktuieren im Zellzyklus in Form von zeitlich
versetzten Wellen, sodass irewl verschiedenen Zellzyklusphasen unterschiedliche Cycline
vorhanden sind und mit der katalytischen Untereinheit der Cdks interagidden Cycline
unterscheiden sich in ihrer Fahigkeit, die Aktivitdt der <rk stimulieren, die minimale

S/TRSequenz zu lmpsphorylieren und spezifiscH&indemotivewie beispielsweise das RxL
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Motiv in den Substraten zu binden, was speziell im Fall Sorcerevisiaaimfassender
untersucht wurde(Loog und Morgan, 2005; Koivomaefi al, 2011a; Koivomaget al,,
2011b) Dies hat zur Folge, dass in den verschiedenen Zellzyklusphasen unterschiedliche
Substrate durch die jeweiligen CyeldukKomplexe phosphoryliert und dadurch
unterschiedliche Zellzyklusprozesse in Gagegsetzt werden. Sorni koordiniert die
Fluktuation der Cyclihevel den Ablauf des Zellzyklus.

Die Cycline kdnnen entsprechend ihres Auftretens und ihrer Funktion fur die jeweilige
Zellzyklusphase in G1G1/S, S und M-PhaseCycline unterteilt werden. Die Oszillationrde
Cydine basiert vor allem aufZellzyklugegulierter Transkription sowie regulierter
Degradation durch Ubiquitiermittelte Proteolyse. Wahrend der &Zhase ist die Cychn
Konzentration und somit die Cd¥ktivitat zunachst niedrig. Die Level der-Gycline geigen

in Reaktion auf extrazellulare und intrazellulare Signale an und leiten den Eintritt in die
nachste Zellzyklusrunde ein. Der anschlieRende, sequentielle Anstieg def S1/8d M-
PhaseCycline bewirkt den Ubergang in die einzelnen ZellzyklusphaBabei ist ein
typisches Merkmal, dass die CyelidkKomplexe die Aktivitat der CycliddkKomplexe der
nachfolgenden Zellzyklusphase fordern und gleichzeitig ihre eigene Inaktivierung verzogert
einleiten, indem sie die Degradation der assoziierten @gcurch das UbiquitiProteasom
System induzierensiehe Kapitel 3.2)2 Der Austritt aus der NPhase erfordert neben der
Inaktivierung der Cdks auch die -Phosphorylierung der Cekubstrate durch
Phosphatasen, um den Ausgangszustand mit einer geringdaAKivitdit und einem
niedrigen Phosphorylierungszustand der Gilbstrate in der GPhase wiederherzustellen
(Wurzenberger und Gerlich, 2011)

Die Aktivierung der Cdk durch die Bindung der Cycline beruht untederam auf
Konformationsanderungen im aktiven Zentrum der Qdffreyet al., 1995; Hondeet al,,
2005) Strukturelle Anderungen im sogenanntéRloop und der Bindestelle fir das
Adenosintriphosphat (ATP) machen sdaktive Zentrum zuganglich fir Substrate und
verbessern die Position des ATP fir die Phosphorylierungsreaktion. Zuséatzlich zu der Bindung
der Cycline wird die Aktivitdt der Cdks durch Phosphorylierung und InhPitdeine
beeinflusst.Die Phosphoryliemg der Cdk durch die Cdktivierende Kinase infrloop wirkt
aktivierend und fordert die Bindung des Substréiissoet al, 1996; Ros&t al, 2000)
Dagegen inhibiert die Phosphorylieruameskonservierten Tygsinressim Bereich der ATP

Bindestelle durch die WeeKinase (Swel 5. cerevisigedie Aktivitat der MPhaseCdks

17



BENLEITUNG

(Booheret al, 1993; Den Haeset al., 1995) Diese Phosphorylierung muss fur den Eintritt in
die Mitose durch die antagonistische Phosphatase Cdc25 (Mil8. icerevisigeentfernt
werden (Russelkt al,, 1989; Strausfel@t al, 1991) Wahrend des Austritts aus der Mitose
und der anschlieRenden @hase den CdKnhibitoren spezifisch an-8nd M-CyclinCdk
Komplexe und tragen zusammen mit der CyElegradation dazu bei, dass die Aktivitat
dieser CdiKomplexe in der GPhase niedrig bleib{Sherr und Roberts, 1999Die Cdk
Inhibitoren wirken nicht gegen die @ldkKomplexe und werden beim Ubertritt in die S
Phase durch die G1/Sdks flr den Abbau markiert.

Viele CdkSubstrate, die an der Regulation des Zellteilungszyklus beteiligt sind, besitzen eine
Haufung an @k-PhosphorylierungsstellefMoseset al, 2007; Holtet al, 2008)und fir
manche dieser Proteine ist die Phosphorylierung an multiplen Positionen eine Voraussetzung
fur die Ausbildung einer Ultrasensitivitat immdchalten zwischen Aktivitatszustanden und
letztlich im Umschalten zwischen Zellzyklusphaggalazar und Hofer, 2009; Thomson und
Gunawardena, 2009; Ferrell und Ha, 2014) Fall der Mitos&kegulatoren Weel unddC25

sind multiple Phosphorylierungen die Basis fur den sprunghaften Anstieg-@idAktivitat

und den klaren Eintritt in die Mitos@Harveyet al., 2005; Kim und Ferrell, 2007; Harety

al., 2011; Trunneliet al, 2011) Die multiple Phosphorylierung von C8kbstraten wird
durch die Interaktion mitlocking sitegAndockstellen) in den Substraten unterstitzt. Diese
docking sitesbeinhalten zum einen Cyclspezifische Bindemotive und zum anderen
Bindestellen flidasakzessorische Protein Cksl, das Uber eine Phodpihdestelle verflugt
und fur die effiziente Phosphorylierung zahlreicher Gdibstrate notwendig igtPatraet al,,
1999; Reynareat al., 2000; Koivomaggt al,, 2011a; Koivomagit al., 2013; McGrattet al,,
2013) Arbeiten inS. cerevisia&konnten zeigen, dass Cksl spezifisch an phosphorylierte
Threoninreste, aber nicht an phosphorylierte Serinreste oder Phospfitierende
Aspartat oder Glutmatreste bindet(McGrath et al, 2013) Eine weitere, essentielle
Anforderung fir die CksBindung ist das Vorhandensein eines Prolins an der Position, die
auf das Phosphdhreonin folgt, sodass Cksl unter anderem an -Cdk
Phosphorjierungsstellen mit phosphoryliertem Threoninrest binden kann. Tatsachlich wird
Cksl im Fall des Gikhibitors Sicl auS. cerevisiadurch Cdkl1 genutzt, um an zuvor selbst
phosphorylierte TREdkKonsensussequenzen zu bindé&oivomaget al, 2011a; Koivomagi

et al, 2013) Diese Cksabhangige Interaktion ermdglicht zusammen mit Cyspezifischen

Bindemotiven eine gerichtete, prozessive Phosphorylierung von Sicl, die letztlich in der
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Phosphorylierung von zwei bRausignalen und der Degradation von Siddsultiert
(Koivomaget al., 2011a)

In S. cerevisiaest eine einzelne Cdk, die als Cdk1 oder Cdc28 bezeichnet wird und mit neun
verschiedenen Cyclinen interagiert, veraortlich fir die Regulation des Zellzykl(Bloom

und Cross, 2007; Enserink und Kolodner, 20kD)der GiPhase wird Cdkl durch das-G1
Cyclin CIn3 aktiviert, dessen Translation bei hoher Proteinsyntheserategin@esammen

mit CIn3 startet Cdkl in erster Linie transkriptionelle Programme fiir den Zellzykluseintritt
und stimuliert unter anderem die Expression der Cy@leneCLN1 CLN2 CLB5und CLB6
(Cross und Tinkelenbgr 1991; Dirick und Nasmyth, 1991; Tyetsal, 1993; Stuart und
Wittenberg, 1995) Die G1/ycline CInl und CIn2 initiieren die Bildung der Knospe und die
Duplikation des Spindelpoléew und Reed, 1993; Jasparst al., 2004) Darlber hinaus
unterstutzendie G1/SCycline zusammen mit CIb5 und CIb6 die Aktivitat der nachfolgenden
ClbCdKL-Komplexe, indem sie die Degradation der-Cirline durch die Ubiquitihigase
APC/ACdh1 verhindernsjehe KapiteB.3.4.2;Zachariaeet al., 1998; Yeonegt al, 2001)und

die Degradation des Cdkhibitors Sicl vermittelfVermaet al., 1997; Nastet al., 2001;
Koivomagiet al, 2011a) der sgzifisch CHCdKL-Komplexe inhibier{Schwobet al., 1994)

Die SPhaseCycline CIb5 und CIb6 steuern den Eintritt in dieh8se und starten unter
anderem die Replikation der DNEpstein und Cross, 1992; Schwob und Nasmyth, 1993)
Vor allem CIb5 ist fur eine effiziente DIR&plikation notwendig und verhindert zusammen
mit Clb6 eine erneute Aktivierung von bereits gestarteten Replikationsurspriiiz@mmann

et al,, 1995; Donaldsoet al, 1998; Mimureaet al., 2004) DieM-PhaseCycline CIb3 und Clb4
akkumulieren ab der -Bhase und sind an der Kontrolle der DRéplikation und dem
Aufbau der Mitosespindel beteiligRichardsoret al, 1992; Mendenhall und Hodge, 1998;
Liakopoulost al., 2003) Die Level deM-Cycline Clbl und Clb2 steigen vor dePkbhse an

und steuern kritische Prozesse in der Mitose wie die Elongatiorsperdel(Widlundet al,,

2006; Woodbury und Morgan, 2007Xudem induzieren Clbl und Clb2 den Wechsel von
einem apikalen zu einem isotropen Wachstum der Kndtp&/ und Reed, 19933uch wenn

die einzelnen Cycline nicht essentiell sind und ihre Funktion durch die anderen Cycline
Ubernommen werden kdénnen, scheinen vor allem Clb5 und Clb2 von besonderer Bedeutung
fur die SPhase und Mitose zu sein. Eine hohe-CllixtAktivitat verhindertden Austritt aus

der Mitose und die anschlieRende Zytokinese, sodass fur den Abschluss der Zellteilung die

Inaktivierung der mitotischen CdkAktivitat notwendig ist. Dies wird durch die Ubiquitin
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vermittelte Proteolyse der Cigycline (Kapitel 3.2.2 ur@l3) und durch die Akkumulation
des CdHKnhibitors Sicl erreichSchwobet al, 1994) Beide Mechanismen werden durch die
Phosphatase Cdc14 eingeleitet, die wahrend des Zellzyklus im NuKigdlisiert und dort

von dem Inhibitor NetACfil inaktiv gehalten wird(Visintin et al., 1999) Wahrend der
Anaphase fuhren die Signalwege FEA&:fourteen early anaphasereleas¢ und MEN
(mitotic exit network) zu einer Phosphorylierung von sowohl Netl als auch Cdcl4 und
bewirken dadurch die Freisetzung von Cd¢Xtegmeier und Amon, 2004; Rock und Amon,
2009) Die freigesetzte CdciBhosphatase aktiviert durch BRhosphoylierung des APC/C
Aktivators Cdhl die Degradation der-RhaseCycline durch das Ubiquitifroteasom
System (siehe auch Kapitel 3.2.2 und Kapitel 3.3) und stimuliert durch die De
Phosphorylierung des Transkriptionsfaktors Swi5 die Expression ddshiloifor-GensSIC1
(Schwabet al, 1997; Visintinet al, 1998; Jasperseat al, 1999) Cdcl4 unterstitzt die
Akkumulation von Sicl zusatzlich durchBreosphorylierung des Cdikhibitors, der dadurch
stabilisiert wirdund verbliebene CHCdK-Komplexe inhibieren kan(Visintinet al, 1998)
Dartber hinaus entfernt Cdcl14 die Phosphorylierung von weitereri-Sdhkstraten sowie
Komponenten des MERignalwegs, wodurch die Freisetzy von Cdcl14 gestopptird und

die Phosphatase in den Nukleolus zurtickkgPereiraet al, 2002; Visintinet al,, 2008)
Neben Sicl existiert i8. cerevisiaaoch ein weiterer Cdknhibitor, Farl, der spezifiecClr
CdK-Komplexe inhibiert und in haploiden Zellen den Eintritt in die nachste Zellzyklusrunde
verhindert, wenn die Paarungspheromone an die Oberflachenrezeptoren der Zellen

gebunden haberfChang und Herskowitz990; Peter und Herskowitz, 1994)

3.2.2 Regulation des Zellteilungszyklus durch Ubiquitgermittelte Proteolyse

Neben der Phosphorylierung durch die Cdks ist die Ubiquéimittelte Proteolyse von
Zellzyklusproteinen ein weiterer, zentraler Mechanismin der Kontrolle des Zellzyklus
(Teixeira und Reed, 2013pas UPS ist unter anderem fir die gerichtete Beégtion der
Cycline verantwortlich und tragt damit maf3geblich zu der FluktuadienCdkAktivitat bei.

Das UPS basiert auf dem kleinen und hoch konservierten Protein Ubiquitin, das tber eine
Isopeptidbindung kovalent an einen Lysinrest eines Zielprotgelenlpft werden kann
(Hershko und Ciechanover, 199®er Transfer von Ubidgin auf andere Proteine wird als
Ubiquitinierung bezeichnet und stellt eine Form der posttranslationalen Modifikation von

Proteinen dar. Dabei kbnnen Proteine an einem einzelnen Lysinrest (Monoubiquitinierung)
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oder an mehreren Lysinresten (Mulonoubiqutinierung) modifiziert werden. Durch das
Anheften weiterer UbiquitifMolekile an bereits gebundenes Ubiquitin kénnen zudem
UbiquitinKettenan dem Zielprotein gebildet werden (Pelybiquitinierung). Je nach Anzahl
der Ubiquitinmolekule und Art der Verknlpfg beeinflusst die Ubiquitinierung die Aktivitat,
Lokalisation und Stabilitat des Proteins. In der Regel dienen Ubidletien, die Gber das
Lysin 48 oder Lysin 11 der UbiguiMMonomere gebildet werden, als Signal fur die
Erkennung und Degradation deZielproteins durch einen Multiproteinkomplex mit
proteolytischer Aktivitat, der als Proteasom bekannt(is@mko und Hochstrasser, 2013)

Die Ubertragung von UbiquitiBinheiten auf die Zielproteine erfolgt Ubeeine
Enzymkaskade bestehend aus drei Enzyrffenb. 3.2) In einem ersten Schritt wird das
Ubiquitin durch das Ubiquitkaktivierende Enzym (E1) gebunden und dadurch fir die
weitere Reaktion aktiviert. Dieser Prozess erfordert die Hydrolyse von ATP urnidzdiihr
Bildung einer ThioesteBindung zwischen einem Cysteinrest im aktiven Zentrum des E1
Enzyms und der -@rminalen Carboxylgruppe des Ubiquitins. AnschlieRend wird das
aktivierte Ubiquitin von dem EEnzym auf einen Cysteinrest des Ubiqukomjugieranden
Enzyms (E2) ubertragen. Der finale Transfer des Ubiquitins auf einen Lysinrest des
Zielproteinswird durch die UbiquitifLigase(E3Ligase) katalysiert, die sowohl das Substrat
als auch das E@biquitinrKonjugat binde Im Fall der Ubiquitibigasen m HECIDomane
wird das Ubiquitin zunachst kovalent durch einen Cysteinrest ddrigg®e gebunden und
anschlieBend auf einen Lysinrest des Substrats Ubertradotin und Kumar, 2009)
Dagegen katalysieren die UbiquHilgasen vom RINGyp den direkten Transfer des
Ubiquitins von dem EEnzym aufdas Substrat, indem sie beide Reaktionspartner fur die
UbiquitinUbertragung optimal orientieren und die Aktivitat des-E2zyms stimulieren
(Deshaies und Joazeir@009) Die Ed.igasen sind in der Lage, Zielproteine selektiv zu
binden, und sind daher fir die Substratspezifitat in der Ubiquitinierungsreaktion
verantwortlich. Die Ubiquitinierung von Proteinen kann durch Ubigdgopeptidasen, die
auch als DdJbiqutinasen bezeichnet werden, editiert oder riickgangig gemacht werden,
wodurch die Ubiquitinierung zu einem reversiblen Prozess (Arderik und Hochstrasser,
2004; Stegmeieret al., 2007) Die DeUbiquitinasen werdeninsbesondere auch fur die
Ruckgewinnung von Ubiquitidolekilen nach der Degradation der Zielproteine durch das

Proteasom und flr die Prozessierung von Ubigevorl&aufermolekilen bendtigt.
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Abbildung3.2: Schematische Darstellundes Ubiquitin-ProteasomSystens

Substrate kdnnen mittels Ubiquitinierung fur die Degradation durch das Proteasom markiert werden. Fir die
Ubiquitinierung eines Substrats wird Ubiquitin unter ATRirolyse kovalent an einen Cgstrest des El
Enzyms (Ubiquitkaktivierendes Enzym) gebunden. Das Ubiquitin wird anschlieBend auf einen Cysteinrest E2
Enzym (Ubiquitirkkonjugierendes Enzym) Ubertragen. Mit Hilfe einerLitfase erfolgt schlieRlich der Transfer
von Ubiquitin auf einen \lsinrest des Substrats. Durch Verknipfung weiterer Ubiciutirbekiile an einen
Lysinrest des bereits Ubertragenen Ubiquitins werden Ubiquitinketten an dem Substrat gekiéttsn aus
mindestens vier UbiquitiMolekilen, die Uber Lys11 oder Lys48 des Uitigs verknipft wurden, dienen als
Signal fir die Erkennung und anschlieBende Proteolyse des Substrats durch das Proteasom. ATP:
Adenosintriphosphat. AMP: Adenosinmonophosphat: BRorganisches Diphosphat. Ub: Ubiquitdaptiert

von Pines, 2011.

In der Kontrolle des Zellzyklus nehmen vor allem die Ubiquiiiasen SCB«p-Qullin-F-Box)

und der APC/Catfaphasepromoting complexkyclosomég zentrale Rollen eifTeixeira und
Reed, 2013)In beiden Fallen handelt es sich um Multiproteinkomplexe, die zu der Familie
der CullinRINGUbiquitin-Ligasen zahlerin diesem Typ von Ubiquiticigasen rekrutiert das
Protein mit RINGDomé&ne das mit Ubiquitin beladene -ERzym, wéhrend die Culin
Untereinheit als Gerustprotein fungiert. Neben dem RiIRiGtein Rbx1 und dem Culin
Protein Cull (Cdc53 i8. cerevisigeenthalt der SCF als weitere zentrale Komponente das
SkptProtein (Cardozo und Pagano, 20043kpl interagiert mit verschiedenenBex
Proteinen, die als austauschbare Adaptorproteintekv Substrate an den SCF rekrutieren
(Skaaret al, 2013) Die FBoxProteine nutzen eine konservierte-lBox zur Bindung an Skpl
und interagieren Uber spezielle Interaktionsdomanen mit verschiedenen Substraten. Der
Zeitpunkt der Substratubiquitinierung wird nicht durch Anderungen in der Aktivitat des SCF
bestimmt, die im Laufe ek Zellzyklus weitgehend konstant ist, sondern wird durch die
Phosphorylierung der Substrate festgelegt. Die Phosphorylierung bestimmter
Sequenzmotive, sogenannter Phospbegrons, erhoht die Affinitdt der Substrate fur das

jeweilige FBoxProtein. Haufigst die Phosphorylierung durch Cdks der Ausloser fur die SCF
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abhangige Ubiquitinierung von Zellzyklusproteinen. Der SCF markief#hidkoren, G1

und G1/SCycline, Replikationsfaktoren und Mitelehibitoren fir den Abbau durch das
Proteasom und bermimt somit wichtige Funktionen am GHbergang, in der-Bhase

und am Ubergang in die fAhase. Zu den SGhbstraten inS. cerevisiagahlen unter
anderem der Cdknhibitor Sicl, die GCycline CInB, das SPhaseCyclin ClbGund der
Replikationsfaktor Cdi; die alle durch Cd&-Phosphorylierung fir den S@Ermittelten
Abbau markiert werderiSkowyreet al,, 1997; Vermaet al,, 1997; Elsasset al., 1999; Drury

et al,, 2000; Perkingt al., 2001; Jacksoet al, 2009. Vor allem die Cycline Ch3linitiieren

durch AutePhosphorylierung ihre eigene Degradati¢fiyerset al, 1992; Lankeeet al.,

1996)

Wahrend der SCF vor allem die frihen Phasen des Zellteilungszyklus tegtdigert der
APC/C den Ablauf sowie den Austritt aus der Mitose und unterstiitzt die Etablierung der G1
Phase (Kapitel 3.3.1). Der APC/C weist einen deutlich komplexeren Aufbau als der SCF auf
(Kapitel 3.3.2) und die Ubiquitinierung der APGi@strate is von der Bindung von
Aktivatorproteinen abhangig. Die Aktivatoren rekrutieren einerseits Substrate an den APC/C
und stimulieren andererseits die katalytische Aktivitat der Ubiqtliigase (Kapitel 3.3.3).

Ein komplexes Regulationsnetzwerk regelt die Bmgdder Aktivatoren an den APC/C und
begrenzt die Ubiquitinierung von APC8Dbstraten zeitlich auf die Mitose und die-Bhase

(Kapitel 3.3.4).

3.3 Der APC/C und die Regulation des Zellteilungszyklus

Die UbiquitinLigase APC/C ist eine wichtige Kompoeetes Zellzykluskontrollsystems und
steuert die Progression durch die Mitose und die-Rase durch die Ubiquitinermittelte
Proteolyse von kritischen Zellzyklusregulatof@mimorac und Musacchio, 2013; Sivakumar
und Gorbsky, 2015Der APC/C ist ein Gegenspieler der Cdks, da er unter anderem- die M
PhaseCdkKomplexe durch Ubiquitinierung der assoziierten Cycline inaktiviert. Auf der
anderen Seite unterliegt der APC/C selbst der Regulation durchveZdittelte
Phosphorylierung. Die gegenseitige Regulation von Cdks und APC/C bildet die Grundlage der
Zellzykluskontrolle. Darlber hinaus kontrolliert der APC/C den Beginn der

Chromosomentrennung, die das zentrale Ereignis der Mitose darstellt.
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3.3.1 Funktionen des ARC im Zellteilungszyklus

Der APC/C markiert wahrend der Mitose und der-Rbihse zahlreiche Zellzyklusproteine
durch Ubiquitinierung fir den Abbau durch das Proteasom und tragt dadurch maf3geblich
zur Kontrolle dieser Zellzyklusphasen b@teters, 2006; Pines, 20110bwohl der
Kernkomplex des APC/C aus zahlreichen Untereinheiten besteht (Kapitel 3.3.2), ist fur die
Ubiquitinierung von APC{Substraten die Bindung von Aktivatorproteinen an den APC/C
erforderlich. Im nitotischen Zellteilungszyklus binden zwei verschiedene Aktivatansen
APCI/C. Der frihe Aktivator Cdc20 aktiviert den APC/C in der Mitose und wird gegen Ende der
Mitose durch den spaten Aktivator Cdhl, auch bekannt als Hctl, er@dtetwell et al,

1973; Dawsoret al, 1995; Schwabt al., 1997; Visintiret al., 1997; Fangt al., 1998) Cdhl

halt die APC/@ktivitat bis in die GPhase aufrech{Huanget al, 2001) Neben diesen
mitotischen APC/@ktivatoren konnten mit Amal i§. cerevisigeMrfl in S. pombesowie

Cort und Fzr2 ilb. melanogastenoch weitere, Meiosepezifische Aktivatoren in manchen
Organismen identifiziert werdefPesin und OrfiWeaver, 2008)

Cdc20 bindet den APC/C in der frihen Mitose und der ARG&20Komplex €fllt zwel
zentrale Aufgaben am Ubergang von der Metaphase in die Anaphase. Zum einen fordert
APC/BCdc20 die Trennung der Schwes@romatiden, indem APCACdc20 den Anaphase
Inhibitor Securin (Pds1 ®. cerevisigefir den Abbau durch das Proteasomniiart (Cohen

Fix et al, 1996; Waizeneggeet al, 2000; Zur und Brandeis, 20015ecurin bindet eine
Protease namens Separase (kodiert dufeBPlin S. cerevisige und inhibiert deren
proteolytische Aktivitat(Ciosket al., 1998) Durch den Abbau von Securin wird Separase
aktiviert und kann anschlieRend die Kohasinverbindung zwischen den Schwester
Chromatiden spalten, wodurch deren Trennung in der Anaphase erleichtert(Wirdnann

et al, 1999; Oliveira und Nasmyth, 20100 S. cerevisia@nterstitzt die Aktivierung der
Separase zudem die Freisetzung der Phosphatase Cdcl4 lber daNdtBadétk, wodurch

der Austritt aus der Mitosegeférdert wird (Kapitel 3.2.1Rock und Amon, 2009YZum
anderen initiiert APC/Cdc20 die Inaktivierung der Cdks durch Ubiquitinierung dem8
M-PhaseCycline(Clute und Pines, 1999; Shirayaertaal., 1999; Yeongt al., 2000; Wasch

und Cross, 2002)Die Cdc2@ermittelte Reduktion der CdRktivitat erleichtert die
Aktivierung der Separase und ist die M@setzung fiir den spateren Austritt aus der Mitose.

In S. cerevisiaeist Cdc20 vor allem fur die Degradation desPHaseCyclins Clb5
verantwortlich und tragt nur geringfligig zur Degradation desPMaseCyclins Clb2 bei,
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dessen Stabilitat starker durch depaten Aktivator Cdhl beeinflusst wi(@chwabet al.,
1997; Visintiret al, 1997; Yeongt al., 2000; Schwalet al., 2001; Wasch und Cross, 2002;
Luet al, 2014) Weitere, gut untersuchte Substrate von APC/IE20 sind die mitotische
Kinase Nek2A in hoheren Eukaryot@gfayeset al., 2006; Sedgwickt al., 2013)sowie das
Spindelmotorprotein KipXGordon und Roof, 2001Qie regulatoriske Untereinheit Dbf4
der SPhaseKinase Cdc{Ferreiraet al,, 2000)und der Cdhdnhibitor Acm1 inS. cerevisiae
(EnquistNewman et al, 2008) Die Cdc2@bhéngige Degradation von Acml unterstitzt
vermutlich den Wechsel der Aktivatoren am Ende der Mitose (Kapitel 3.3.4.3).

In der spaten Mitose bindet der spéate Aktivator Cdhl den APC/C und foérdert den Austritt aus
der Mitose. APC/Cdh1 setzt die Degradation der Cycline und damit die Inaktivierung der
Cdks fort(King et al, 1995; Schwalet al, 1997; Geleyet al, 2001) Dariber hinaus
vermittelt APC/@Cdhl den Abbau weiter mitotischer Kinasen wie der Pelond Aurora
Kinasen(Charleset al, 1998; Hondaet al, 2000; Castroet al., 2002; Littlepage und
Ruderman, 2002; Lindon und Pines, 2004; Nguwteal., 2005) Ein weiteres Sidbrat von
APC/GCdhl ist der frihe Aktivator Cdc20, dessen Gdérinittelte Ubiquitinierung zur
Inaktivierung der APC/Cdc20Isoform beitragt (Kapitel 3.3.4.1). 1 cerevisiaenterstitzt
APC/GCdhl den Abbau der Mitosespindel durch Ubiquitinierung 8pmdelRegulatoren
Cin8 (Hildebrandt und Hoyt, 2001und Asel (Juanget al, 1997) und markiert die
Knospenhalsproteine HslBurton und Solomon, 200@)nd Iggl(Koet al., 2007)flr den
Abbau. Wahrend is. cerevisiadie Degradation der Cycline ausreichend ist, um die Bildung
von PréReplikationskomplexen fur die DNAReplikation in der nachsten-Fhase zu
ermdglichen, muss in hoéheren Eukaryoten zusatzlich Geminin durch ARGAC
ubiquitiniert werden(McGarry und Kirschner, 1998; Zielkeal., 2008) Nach den Austritt

aus der Mitose ist die primare Funktion von ARCHM1 in der GPhase, die Proteinlevel
von S und M-PhaseCyclinen gering zu halten, um eine stabileRiase mit niedriger Cek
Aktivitat zu etablieren und einen friihzeitigen Eintritt in di€’l®se zu verhindern. Neben
der direkten Wirkung auf die Cycline markiert ARCHIh1 in hbheren Eukaryoten zuséatzlich
das FBoxProtein Skp2 fur den Abbau, um die S®Rangige Degradation der Gdk
Inhibitoren p21 und p27 zu verhinde(Bashiret al., 2004; Weket al., 2004)
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3.3.2 Aufbau und Struktur des APC/C und der Aktivatoren

Der APC/C ist eine ungewohnlich grof3e Ubigditgase und setzt sick pach Organismus
aus 13 bis 19iberwiegend konservierten Untereintien zusammen, die eine dreieckige
Struktur mit einem inneren Hohlraum bildeAl§b. 33; Barford, 2011; Chang und Barford,
2014) Die APC/@ntereinheiten bestehen grof3tenteils aus strukturellen Motiven wia de
PG (proteasometyclosomé oder TPR(tetratricopeptide repeal) oder WD4eMotiven. Das
Fundament der Struktur wird vorwiegend aus den Untereinheiten Apc4, Apc5 und der
grol3ten Untereinheit Apcl gebildet. Apcl besitzt unter anderem eirteridinale WD460
Domanesowie P@Viotive, wie sie auch in Untereinheiten des Proteasoms zu finden sind,
und geht zahlreiche Interaktionen mit anderen APCi@ereinheiten ein. Die Riickwand und
die Spitze des Komplexes setzt sich aus den Untereinheiten Apc8/Cdc23, Apc6/Cdcl6,
Apc3/Cdc27 und Apc7 (letztere nicht existent i&. cerevisige zusammen. Diese
Untereinheiten liegen jeweils alsfirmige HomeDimere im APC/C vor und sind durch IPR
Motive charakterisiert. Wahrend die -términalen Doméanen der THRoteine zur
Dimerisierung geutzt werden, halten die @&rminalen Domanen Kontaktstellen zur

Interaktionmit weiteren Proteinen bereit.

cdhi. &&=
KEN box... g3%
Apc6
Apci2
Apci3 o

Apc5

Apci15

Abbildung3.3: ElektronenmikroskopieRekonstruktionen von humanem APC/C

Struktur des humanen RC/C in Komplex mit dem Aktivator Cdhl und dem Substrat Hsl1 mit einer Auflésung
von 7,4 A. Die einzelnen Untereinheiten des APC/C sindctattert und der Komplex ist sowohl in der
Vorderansicht mit Blick auf den Hohlraum und auf das katalytische Mtikg) als auch in der Riickansicht mit
Blick auf den TRRubkomplex (rechts) gezeigt. Enthommen aus Chang und Barford, 2014.
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Die TPRJntereinheiten stapeln sich in paralleler Ausrichtung im Komplex und ihre
Anordnung wird teilweise durch die Untereinheité\pcl13/Swml und Apcl6 (nicht existent

in S. cerevisigebzw. Apc9 (nicht existent id. sapiengstabilisiert. Das katalytische Modul
befindet sich vor dem Hohlraum auf der Vorderseite der Plattform und besteht aus dem
RINGFingerprotein Apcllwelchesdas Ubiquitirbeladene EZEnzym rekrutiert, und dem
Cullinverwandten Protein Apc2, das Apcll im ARKdmplex verankert. Oberhalb des
katalytischen Subkomplexes sind die ARUfereinheit Apcl0/Docl und der Aktivator
lokalisiert, die beide an der Substratdung beteiligt sind (Kapitel 3.3.3).

Die Aktivatoren des APC/C zeigen eine hohe strukturelle Ahnlichkeit und zeichnen sich durch
eine Gterminale WD4@Domane aus, die aus sieben WEMOtiven besteht und eine
Propellerartige Raumstruktur einnimmiChacet al., 2012; Tiaret al,, 2012; Heet al,, 2013)

Die WD4@Doméane besitzt Bindestellen fur Sequenzmotive in den Substraten und
Ubernimmt daher eine wichtige Funktion in der Substratbindung (Kapitel 3.3.3). Im
Gegersatz zur Gterminalen Domane (CTD) ist dieN-terminale Domane (NTD) der
Aktivatoren unstrukturiert und wenig konserviert Aljb. 8.1 im Anhang Als
charakteristisches Motiv enthélt die NTD der Aktivatoren eir@o(Schwabet al, 2001)

die laut kurzlich veroffentlider Struktudaten von humanem APC/C an die APC/C
Untereinheit Apc8/Cdc23 bindefChanget al, 2015; Zhanget al, 2016) Ein weiteres
konserviertes Motiv fur die Interaktion mit dem APC/C ist @asrminale IR Motiv, das sich

aus den Aminosauren Isoleucin und Arginin zusammensetzt und die AR@I@inheit
Apc3/Cdc27 kontaktierfvVodermaieret al., 2003; Chanet al., 2015; Zhangt al, 2016) Als
zusatzlicheAPC/&Motiv wurde in humanem Cdc20 das kMBtiv identifiziert (Zhang und
Lees, 2001; Izawa und Pines, 20H&sgemalder aktuellenAPC/CStruktur mit Apc8/Cdc23
interagiert und die Konformation der-Box stabilisiert(Zhanget al., 2016) In humanem
Cdh1l findet sich zudem ein KEMRtiv, das in der Sequenz dem KiU@tiv ahnelt, sich
jedoch an anderer Position in der NTD befindet und als Teil einer Helix mit der Untereinheit
Apcl interagierChanget al., 2015) Auf Grund ihrer Fahigkeit, sowohl mit dem APC/C als
auch mit den Substéiten zu interagieren, fungieren die Aktivatoren unter anderem als

Adaptorproteine zur Rekrutierung von Substraten an den APC/C.
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3.3.3 Substraterkennungnd Aktivierung des APC/C

Die Erkennung von Substraten durch den ARP&K{GratorKomplex basiert klasstherweise

auf kurzen Sequenzmotiven, die in unterschiedlicher Kopienzahl und in verschiedenen
Kombinationen in den APG&lubstraten vorliegen kdnnen. Die am meisten verbreiteten und
am besten charakterisierten Vertreter dieser Erkennungssignale sind-BaxRlestruction

boX) mit der Konsensussequenz RxxLxxxxN sowie die-BKEN die nach ihrer
Konsensussequenz KENxxxN benannt wyfeletzeret al, 1991; Pfleger und Kirschner,
2000) Mit Hilfe von Strukturdaten kunten in den letzten Jahren tiefere Einblicke in die
Substraterkennung gewonnen und die Bindestellen fur dieimd die KENBox im APC/C
AktivatorKomplex identifiziert werderDie DBox wird durch einen CRezeptorbestehend

aus der WD4@Doméane des Aktators und der APC/Ontereinheit Apc10/Doclgebunden
(Abb. 3.3;Buschhorret al., 2011; da Fonsecat al, 2011) Dabei bindet der Nerminale Teil

der DBox einschliel3lich des konservierten RMdtivs in einer sitlichen Furche zwischen
zwei Blattern des WD4Bropellers, wéahrend der-términale Teil der EBox mit Apc10/Docl
interagiert (Abb. 3.4;Carrollet al, 2005; Heet al, 2013; Chang und Barford, 2018er
Rezepto fur die KENBox wird ausschlief3lich durch den Aktivator gebildet und befindet sich
auf der Oberseite der WD4Doméane(Abb. 3.4,Chaoet al,, 2012; Tiaret al, 2012; Heet al.,
2013) IndiversenSubstraten wurdae noch weitere APCLErkennungssignale gefunden, die
zum Teil eine gewisse Ahnlichkeit zu entweder desd2r der KEMBox aufweisen und somit
degenerierte Varianten dieser Signale darstellen kénr{féimes, 2011)Tatsachlich deuten

in vitro-Ubiquitinierungsexperimente an, dass diese degenerierten Varianten ebenfalls an die
D- und KENBoxRezeptoren der WD4Domane binderfHeet al., 2013)

Interessanterweise sind die Bindestellen fir dieubd KENBox in den Aktivi@ar-Orthologen
konserviert Abb. 8.1 im Anhang Dies spricht gegen die Theorie, dass Cdc20 und Cdhl
unterschiedliche Praferenzen fir Dnd KENBoxen besitzekénnten Stattdessen legen die
Strukturdaten nahe, dass die Bindung derudd KEMNBox ein grundlegender Schritt in der
Erkennung von APGMubstraten durch die Aktivatoren isBomit ist die molekula
Grundlage fur die unterschiedliche Substratspezifitat von Cdc20 und Gaihtin et al,,
1997; Schwalet al, 2001; Wan und Kirschner, 20G19ch wie vor unvollstandig verstanden.
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Abbildung3.4: Bindung der Bund der KENBoxdurch die WD48Doméne der APC/®ktivatoren

(A) Modell der D und KENBoxErkennung durch Cdhl und die APCl@ereinheit Apcl10/Docl. Die-Box
wird durch einen Cdrezeptorbestehendaus der WD4eDoméane des Aktivators und Apcl0/Docl gebunden.
Die Positionen &/ der DBox interagieren mit Cdhl und die Positiod® kontaktieren Apcl(Mer Rezeptor fur
die KENBoxbefindet sichauf der Oberseite des WD4®ropellers. Die Bindestelle fiir dAsMotiv ist ebenfalls
gezeigt. Verandert nach Chang und Barford, 2QBfDetailansicht der Interaktion der KEBdx von Acm1 mit
dem KEMBoxRezeptor von Cdhl. Die Aminosauren der BN interagiert mit polaren, konservierten
Aminosauren auf der Obergeider WD46Domane.Enthommen aus Het al., 2013.(C) Detailansicht der
Interaktion der BBox von Acml mit der -BoxBindestelle von Cdhl. Gezeigt sind die #eininalen
Aminosauren der Box, welche in einer konservierten Furche zwischen den Blatteundl7 des WD40
Propellers des Aktivators binden. Entnommen austia., 2013.

Es wird jedoch vermutet, dass die Substrate weitere Sequenzmotive fur die Interaktion mit
weniger konservierten Bindestellen nutzen und dadurch selektiv mit Cdc20 oder Cdhl
interagieren kénnen, &hnlich wie es fir den Cdhhibitor Acm1 inS. cerevisiabeschrieben
wurde (siehe auch Kapitel 3.3.4.3). Acml besitzt ein sogenannib®tix, das die
spezifische Bindung an und Inhibition von Cdhl, jedoch nicht Cdc20, ermd@icuist
Newmanet al, 2008; Burtoret al, 2011; Heet al,, 2013) Interessanterweise wurde in den
humanen SA®roteinen BubRI und Bubl (siehe Kapitel 3.3.4.3) sowie in humanem Cyclin A
und dessen Pendant CIb5 irS. cerevisiae kirzlich das ABBKotiv (Cyclin

A/BubRIBubl/Acml-Motiv) beschrieben, das in Acm1 konserviert zu sein scheint und das
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urspringliche AMotiv mit einschliel3Luet al,, 2014; Di Fioret al,, 2015) Das BBAMotiv
interagiert mit einem Bereich der WD4Bomane, der zwischen Cdc20 und Cdhl weniger
konserviert ist(Heet al,, 2013; Liet al, 2014, Di Fioret al, 2015) Dabei scheinen einzelne
Aminosaurepositionenni der ABBAindestelle, in denen Cdc20 und Cdhl voneinander
abweichen,die spezifischeBindung der ABBMotive an entweder Cdc20 oder Cdhl zu
bewirken. So wird die Interaktion mit den ABBtiven verhindert, wenn die
Aminosaurereste an diesen nickbnsewierten Positionen durch die &quivalenten
Aminosaurereste des anderen Aktivators ersetzt wer@daet al, 2013; Lwet al, 2014; Di
Fioreet al,, 2015) Da das ABBKotiv von Acml dariber hinaus nicht mit humane&dc20
interagiert (Di Fiore et al, 2015) setzt sich das ABBMotiv offenbar aus einem
konservierten Anteil und aus einem Aktivatgpezifischen Anteil zusammen, der die
selektive Bindung an Cdc20 oder Cdh1 erictig Bislang ist unklar, ob noch weitere solcher
Aktivator-spezifischen Bindemotive in APE3Qbstraten existieren.

Zusammen mit der unterschiedlichen Substratspezifitdit der Aktivatoren wird durch die
geordnete Bindung von erst Cdc20 und anschlieBendL@ahden APC/C grundsatzlich die
Reihenfolgefestgelegt, in der die APG&ubstrate im Zellzyklus degradiert werden. Auch
innerhalb der Cdc2und Cdh1Substrate lasst sich eine gewisse Ordnung in der Degradation
feststellen (Pines, 2006; Sullivan und Morgan, 200R)ittlerweile konnten fiir einige
Substrate die zu Grumdiegenden Mechanismen aufgedeckt werden. In Vertebraten sind
Cyclin A sowie die Kinase Nek2A in der Lage, Aktivatishangig an den APC/C zu l@nd
Wahrend Nek2A ein MRIotiv, das den @erminalen IRMotiven der Aktivatoren ahnelt, zur
unabhéangigen Bindung an den APC/C n(iztyeset al., 2006; Sedgwickt al., 2013) beruht

die Aktivatorunabhangige Intektion von Cyclin A mit dem APC/C auf seinen
Bindungspartnern Cdk und Ck§WVolthuis et al., 2008; Di Fiore und Pines, 201Dies
erlaubt die Degradation von Nek2A und Cyclin A in der frihen Mitose, wenn diada¢ign

von Securin und Cyclin B noch durch den SAC (Kapitel 3.3.4.3) verhindg/Gealeget al.,
2001; Hagtinget al, 2002; Haye®t al., 2006; Wolthuiset al., 2008; Di Fiore und Pines,
2010) Ein weiterer Mehanismus zur Feinregulation des Abbaubeginns ist die
Phosphorylierung der Substrate in der Nahe ihrer AHEEKénnungssignale, wodurch die
Bindung durch den APGHAktivatorKomplex verhindert wird und der Abbau relativ zu
anderen APC/Gubstraten verzogémerden kann Kapitel 3.3.4.2 Dartber hinaus lasst die

Position der Rezeptorstellen auf der WB@0mane vermuten, dass im Fall von Substraten
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mit D- und KENBox eine kooperative Bindung der AP&IGnale moglich ist, sofern sie sich

in der richtigen Odntierung und in einem geeignetem Abstand zueinander befin@d#mao

et al, 2012) Somit ist es denkbar, dass Substrate, die sowohl einend eine KENBox
besitzen, mit hoherer Affinitat an den APC/C binden als Substrate, die nur eines der
Abbausignale enthalten, und dadurch bevorzugt ubiquitinveerden. Allerdings liel3 sich in

in vitro-Experimenten nicht immereine Kooperativitat zwischen Dund KEMNBoxen
beobachten(Chaoet al., 2012; Tiaret al., 2012) sodass die Rolle der kooperativen Bindung
von APC/Erkennungssignalen fur die Effizienz uthié zeitliche Kontrolle der Substrat
Ubiquitinierung unklar bleibt. Zusatzlich kénnte die Prozessivitdt der Ubiquitinierung die
Reihenfolge der Substratdegradation beeinflus§@apeet al, 2006) So erfordert die Poly
Ubiquitinierung von Cyclin A eine mehrmalige Bindung des ProteiolsingegenSecurin
wahrend eines einzelnen Bindungsmgnisses zugig pelybiquitiniert wird. Die Prozessivitéat

der Ubiquitinierung ist BBoxabhangig und Apcl0/Docl als Bestandteil desR€peptors
spielthierbei eine wichtige RollgCarroll und Morgan, 2002; Passraet al, 2003; Carrolkt

al., 2005; Rapeet al, 2006; Buschhorrt al, 2011; da Fonsecat al, 2011) In der Tat
scheint die EBox von Cyclin A eine geringere Affinitat fur den ARP&®/ator-Komplex zu
besitzen als die IBox von Securi(Rapeet al., 2006)

Die Aktivatoren unterstitzen nicht nur die Bindung der Substrate, sondern werden zusatzlich
fur die katalytische Ktivitat des APC/C bendtigt. So erfordert die Degradation von Nek2A
trotz dessen unabhangiger Bindung an den APC/C die Anwesenheit von(Rihc2taet al.,

2008) Strukturanalysen zeigen, dass die Bindung der Aktivatoren Konforreatiderungen

im APC/&omplex auslést und die relative Positionierung der ARGI€reinheiten &ndert
(Dube et al., 2005; Herzoget al, 2009; Changet al, 2014) Speziell der katalytische
Subkomplex Apc2pcll wid in Folge der Aktivatorbindung angehoben und gelangt in
groRere, rdumliche N&he zu der Substratbindestelle, die durch den Aktivator und
Apcl0/Docl gebildet wird. Dadurch wird das Ubiquiiegladene EZEnzym vermutlich in
eine bessere Position fur den Tedar des Ubiquitins auf das Substrat gebracht. Zudem wird
durch die Konformationsanderung die Flexibilitat des katalytischen Subkomplexes erhdht,
wodurch nicht nur die Ubertragung des Ubiquitins auf das Substrat, sondern auch die
Rekrutierung von EEnzymea erleichtert werden kdnnteTatsachlicherhéht der Aktivator

die Affinitat des APC/C fur das-EBzym(Changet al., 2014; Van Voorhis und Morgan, 2014)
und scheint an der Rekrutierung direkt beteiligt zu q&allyet al., 2014)
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3.3.4 Regulation der APC/EBktivitat im Zellzyklus

Fur einen fehlerfreien Ablauf des Zellzyklus ist es essentiell, dass die Substrate des APC/C
zum richtigen Zeitpunkt degradiert werddRines, 2006; Sullivan und Morgan, 200Kine
Vielzahl von zum Teil redundanten Regulationsmechanismen sorgt dafur, dass Cdc20 und
Cdhl den APC/C nur in ausgewahlten Zellzyklusphasen sowie in einer geordneten
Reihenfolge ktivieren (Pesin und OrWeaver, 2008; Sivakumar und Gorbsky, 2015)
Wahrend durch regulierte Transkription und Degradation tber das UPS die Verfugbarkeit der
Aktivatoren gesteuert wird, wird die Interaktion mit se APC/C und mit den Substraten

durch Phosphorylierung und Inhibitétroteine kontrolliert.

3.3.4.1 Regulation der APCG/@ktivitat durch Transkription und Ubiquitirvermittelte

Proteolyse

Im Gegensatz zu Cdhl fluktuiert die Proteinmenge von Cdc20 stdrkufe des Zellzyklus
(Fanget al, 1998; Krameret al., 1998; Prinzet al, 1998; Shirayamat al., 1998) Die
Verfligbarkeit von Cdc20 wird hierbei mal3geblich durch die Zellzyddudierte
Transkription und die ¢he Instabilitdt des Aktivators beeinflusst. In der-R&iase ist Cdc20
nicht vorhanden und seine Proteinlevel steigen auf Grund von regulierter Expression ab der
SPhase anDie Regulation de€DC20rranskription ist ir5. cerevisiaam besten untersucht

und erfordert die Aktivitat von CdkPrinzet al., 1998; Liangt al., 2012) Die Expression von
CDC20wird durch den Transkriptionsrepressor Yoxl unterdriickidkl scheintdie
Expression sowie die Stabilitat voaxY negativ zu regulieren und dadurch die Transkription
von CDC2@u fordern(Lianget al, 2012) Yox1 enthalt mehrere Cdkhosphorylierungs
stellen und konnten vitrodurch Cdkl phosphoryliert werdditubersaxet al., 2003) Zudem
konnte gezeigt werden, dass Cdkl durch die akzessorische Untereinheit Cksl an die
Promotorregion vonCDC20ekrutiert wird (Morris et al., 2003) Somit konnte Cdk#lurch
Phosphorylierunglie Entfernung von Yox1 von de@DC2@Promotor bewirken. Allerdings
scheint Cdk1 fur die Transkription v@@C20anschliel3end wieder von der Promotorregion
dissoziieren zu missen und das Proteasom wird stattdessen anCiED2dPromotor
rekrutiert (Morriset al,, 2003)

Verschiedene, APG#&bhangige Mechanismen halten Cdc20 wéhrends dgesamten
Zellzyklus instabund wirken der regulierten Transkription v&DC2@ntgegen(Prinzet al,,

1998) Zum einen ist Cdc20 ein Substrat des spaten Aktivators Cdhl, der Cdc20 zum Ende der
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Mitose fur den Abbau markiert und eine R&kumulation in der GPhaseverhindert(Prinz

et al, 1998; Shirayamat al, 1998; Pfleger und Kirschner, 2000; Huahgl., 2001; Robbins
und Cross, 2010apa die Transkription von Cdc20 zu diesem Zeitpunkt vermutlich durch den
RepressolYox1 unterdriickt wirdLianget al,, 2012) fuhrt die Cdhivermittelte Degradation
wahrend des Mitoseaustritts zu einer raschen Abnahme der GHef26l, nachdem diese in
der Anaphase ihr Maximum erreicht haben. N¥&nd in Saugerzellen eine KENd eine
CRYBox (Konsensus: CRYxR#9 Abbausignale fir die Cdabhéngige Degradation von
Cdc20 dienerfPfleger und Kirschner, 2000; Retsal., 2006) basiert der Abbau von Cda2
aus S. cerevisiaeauf zwei RxxMotiven, die dem minimalen Konsensus derBbBx
entsprechen. Allerdings wurde der individuelle Beitrag dieser Motive fir die -Cdhl
vermittelte Instabilitat bislang unterschiedlich bewert@rinzet al., 1998; Shirayamat al.,
1998; Robbins und Cross, 2010&)satzlich zur Ubiquitinierung als Substrat von Cdhl wird
Cdc20 zum anderen Uber aukatalytische Mechanismen fir den Abbau markiert. Wahrend
der frihen Mitose, wenn Cdc20 imlge eines aktiven SAC in einem inhibitorischen Komplex
vorliegt (Kapitel 3.3.4.3), erfolgt eine kontinuierliche Aditbiquitinierung von Cdc20 mit
anschlieBender Degradation des Aktivat{ffester und Morgan, 2012Jzunovaet al., 2012)
Diese autekatalytische Ubiquitinierung von Cdc20 erfordert die ARQARereinheit
Mnd2/Apcl5 und soll einerseits die CdeRével niedrig halten, um die Etablierung des SAC
Arrestes zu erleichtern und ein Uberlaufen des Aesstuverhindern(Pan und Chen, 2004,
Nilssonet al.,, 2008; Foster und Morgan, 2012ind wird andererseits fur die Auflosung des
inhibitorischen Komplexes nach Inaktivierung des SAC berfbtagisfeldet al., 2011; Foster
und Morgan, 2012; Uzunowt al., 2012) Eine weitere Form der Autdbiquitinierung von
Cdc20 existiert in der Anaphase und erfatgtis da fur diesen Mechanismus kein weiteres
Aktivatormoleku) aber eine itakte GBox undein intaktesiRMotiv notwendig ist(Foeet al.,,
2011) Die AuteUbiquitinierung von Cdc20 in der Anaphase unterstutzt vermutlich die
Entfernung des Aktivators von dem AP®@nplex, nachdem die C20Substrate
degradert wurden

Die Proteinmenge von Cdhl schwankt im Verlauf des Zellzyklus weniger dramatisch als im
Fall von Cdc2@ennoch konnte vor allem in Sdugerzellen eine gewisse Abnahme der Cdhl
Level in der Glund der SPhase beobachtet werdefhistovskyet al., 2004; Benmaamar und
Pagano, 2005; Fukushine& al,, 2013) In Saugerzellen scheint Cdhl wahrend deiPGase
seine eigene Degradation duréuto-UbiquitinierungherbeizufiihrenListovskyet al., 2004)
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Dartber hinaus bewirkt die Phosphorylierung von Cdhl durch CyelidkZ und Plk1
(Kapitel 3.3.4.2) den Abbau von Cdhl durch die-@@uitinLigase am G1/8bergang
(Benmaamar und Pagano, 2005; Fukush@&nal., 2013) Eine derartige Regulation scheint in
S. cerevisiaaur zum Teil zu existieren. So ist die Proteinmenge von phosphoryliertem Cdhl
wahrend der S und M-Phase hoher als die zu detektierende Menge von nRicht
phosphoryliertem Cdhl in der @lhasgZachariaeet al., 1998; Jaquenouet al., 2002) Dies
lasst vermuten, dass Cdhl auchSncerevisiagvahrend der G¥Phase instabiler als in den
Ubrigen Zellzyklusphasen igedoch scheint der Aktivator durch die Phosphorylierung am
G1/SUbergang, anders als im Sau@stem, stabilisiert zu werden. Ein weiterer
Mechanismus zur Inaktivierung von AP@@Ah1 durch Ubiquithvermittelte Proteolyse in
humanen Zellen ist die Autdbiquitinierung des EEnzyms UbcH10 durch AP&ZGh1,
nachdem die Menge der Cdifubstrate in der GPhase abgenommen hgRape und
Kirschner, 2004)

3.3.4.2 Regulatiomer APC/EAktivitat durch CdkPhosphorylierung

In der Regulation der APCGALktivitat ist die Phosphorylierung durch Cdks ein zentraler
Mechanismus, der die Bindung von Cdc20 und Cdhl an den APC/C steuert. In der friihen
Mitose fordert die Phosphorylierungvon APC/@Jntereinheiten durch Cdks und
moglicherweise auch durch Plk1 die Bindung von Cdc20 an den A®ié&hberget al,

1999; Krameet al,, 2000; Rudner und Murray, 2000; Gokinal., 2002; Krafet al., 20().
Aktuelle Arbeiten konnten den zu Grunde liegenden Mechanismus aufdecken, der vor allem
auf der Phosphorylierung von Apcl berRujimitsuet al., 2016; Qiacet al., 2016; Zhangt

al., 2016) So bindet eine &laufe der WD4MDomé&ne vonApclin nichtphosphoryliertem
Zustand an die -BoxBindestelle in Apc8/Cdc23 und blockiert den Zugang fir C(#tzdng

et al, 2016) Die Phosphorylierung an mehreren Positionen derlApchlaufe 16st deren
Interaktion mit Apc8/Cdc23 auf und gibt die Bindestelle fur diBo& von Cdc20 frei
(Fujimitsuet al, 2016; Qiacet al, 2016; Zhangt al, 2016) Dabei wird die Auflosung dieser
Auto-Inhibition durch die Phosphorylierung der Untereinheit Apc3/Cdc27 unterstiitzt. So
ermoglicht die Phosphorylierung einer Schlaufe in Apc3/Cdc27 die Rekrutierung von Cyclin
CdkKomplexen Uber das Ck&Z2otein und erhoht dadurch die Effizienz der Apcl
Phosphorylieung (Fujimitsuet al., 2016; Zhangt al., 2016)

34



BENLEITUNG

Laut den kurzlich veroffentlitn Kristallstrukturen bildet die NTD von Cdh1l mehr Kontakte
zu APC/@Jntereinheiten aus als die NTD von Cdc20 und die Bindun{Rdéetivs wird im

Fall von Cdhl durch eine assoziieftddelix unterstitzt, die in Cdc20 fehl€Changet al,

2015; Zhanget al, 2016) Diese Unterschiede resultieren vermutlich in einer hdheren
Affinitat von Cdhlfir den APC/C und konnten erklaren, weshalb Cdhl im Gegensatz zu
Cdc20 den APC/C auch in niphtosphoryliertem Zustand binden und aktivieren kg@iao

et al, 2016; Zhangt al, 2016) Vermutlich reicht die hégre Affinitat von Cdhl aus, um die
auto-inhibitorische Schlaufe von Apcl von derB@xBindestelle zu verdrangen. Die
Interaktion von Cdh1l mit dem APC/C wird dennoch durchdisphorylierung beeinflusst,

da die Phosphorylierung von Cdhl dessen BindundesmAPC/C verhinde(Zachariaeet

al., 1998; Lukast al,, 1999; Blancet al., 2000; Krameet al,, 2000) Die entgegengesetzte
Wirkung der Cd#hosphorylierung auf die APGBihdung von Cdc20 und Cdhl hat zur
Folge, dass in Zellzyklusphasen mit hoher-8kivitat nur Cdc20 zur Interaktion mit dem
APC/C fahig ist. Erst nachdem ARCHC20 die CdRktivitdt durch Ubiquitinierung der
Cycline reduziert hat, kann Cdhl durch Phosphatasen, wie der Phosphatase C&14 in
cerevisiae de-phosphoryliert werden und den APC/C anschliel3end bindésintinet al.,

1998; Jasperseat al., 1999; Wurzenberger und Gerlich, 201%pmit legt die CdRktivitat

die Reihenfolge, in der CdcR@d Cdhl den APCHKktivieren, grundlegend fest.

Ebenso wie seine Orthologen aus anderen Organismen besitzt Cdhl aus S. cerevisiae
multiple CdkMotive, die entweder der minimalen (S/TP) oder der vollen Konsensussequenz
(S/ITPxK/R) fur die Phosphorylieruthgrch Cdks entsprechen. In mehreren Arbeiten konnte
gezeigt werden, dass Cdhl tatsachlich an diesenrMeiven in vivo phosphoryliert wird
(Hallet al., 2004; Holtet al., 2009; Swanegt al, 2013) Interessanteweise verhindert die
Phosphorylierung von Cdhl in S. cerevisiae nicht nur die ABIG@dGng(Zachariaeet al,,

1998; Jasperseet al, 1999) sondern beeinflusst zusatzlich die subzellulare Lokalisation des
Aktivators (Jaquenoucet al., 2002) Wahrend sich nichbhosphoryliertes Cdhl im Zellkern
befindet, liegt Cdhl nach Phosphorylierung im Zytoplasma vor. Bislang konnte der APC/C
ausschlief3lich im Zellkern detektiert werdétachariaeet al, 1996; Jaquenoudt al,, 2002;
Melloy und Holloway, 2004)sodass die zytoplasmatische Lokalisation von Cdhl nach
Phosphorylierung die Inaktivierung von APC/@hl unterstitzen kénnte. Da die meisten

Experimente bislang mit einer CdNEkrsion durchgefith wurden, der alle Cdk
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Phosphorylierungsstellen fehlen, ist die genaue Bedeutung der einzelnen Cdk
Phosphorylierungsstellen fir die APE€B@dung und Lokalisation des Aktivators noch unklar.
Interessanterweise wird in hoheren Eukaryoten auch Cdc20 dudéhPBosphorylierung,
insbesonderém Bereich der @ox, an der Interaktion mit dem APC/C gehindddspersen

et al, 1999; Yudkovskst al,, 2000) Dieser Mechanismus dient vermutlich dazu, die Aktivitat
von APC/€dc20 vor allem in der Interphase niedrig zu halten, um eine ausreichende
Akkumulation der Cycline und dadurch einen robusteren Eintritt in die Mitose zu erreichen
(Hein und Nilsson, 2016Xudem stort die Phosphorylierung von humanem Cdc20 an einem
spezifischen Serinrest die Cde&thangige Rekrutierung des {Ehzyms Ube2S an den
APC/CQKellyet al., 2014; Cranewgt al, 2016) Somit ist fur die Aktivierung des APC/C durch
Cdc20 dessen Brehosphorylierung durch die Phosphatase PP2A in derskliesforderlich
(Labitet al,, 2012; Cranegt al,, 2016; Hein und Nilsson, 2016)

Die Phosphorylierung durch Cdks kontrolliert nicht nur die Aktivierung des APC/C durch
Cdc20 und Cdhl, sondern reguliert auch dikeBnung einzelner Substrate durch den
APC/CGAktivatorKomplex. In humanen Zellen stort die Phosphorylierung des
Replikationsfaktors Cdc6 in der Néhe der APEYK&nnungssignale die Bindung und
Ubiquitinierung durch APC/Cdh1(Mailand und Diffley, 2005Padurch wird der Abbau von
Cdc6 relativ zu den weiteren CdsLibstraten Cyclin A und Geminin verzdgert, sodass sich
ein Zetfenster fur die Initiierung praeplikativer Komplexe ergibt. Dariber hinaus hemmt
die Phosphorylierung von Cdkotiven in der Nahe der APC/Erkennungssignale von Pdsl
und Dbf4 deren Ubiquitinierung durch AP&Z@c20 inS. cerevisiaéHolt et al., 2008; Luet

al., 2014) Speziell im Fall von Pdsl scheint dieser Mechanismus der Etablierung einer
positiven Ruckkopplungsschleife zu dienen, die eine abrupte Aktivierung der Separase und
dadurch einen robusteren Eintlriin die Anaphase ermoglichHolt et al, 2008) Im
Gegensatz zur Situation 8. cerevisiasvird die APC/@dc26vermittelte Ubiquitinierung

von humanem Securin durch dessen Phosphorylierung (in diesem Fall durch CaMKIl)
gefordert (Hellmuth et al, 2014) Allerdings befinde sich die verantwortliche
Phosphorylierungssteliein humanem Securinrelativ zu den Abbaugnalen an anderer
Position als im Fall von Pds1SncerevisiaéHolt et al., 2008; Hellmuttet al., 2014) sodass

die Ubiquitinierung von APCG/8ubstraten je nach Anordnung der APEiRennungssignale

und Phospbrylierungsstellen individuell unterschiedlich durch Phosphorylierung reguliert zu

sein scheint.
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3.3.4.3 Regulation der APC/&ktivitat durch PseudeSubstratinhibitoren

Neben der Kontrolle durch Ubiquitvermittelte Proteolyse und CdRhosphorylierung sd
verschiedene InhibiteProteine an der Regulation des APC/C beteiligt, welche vor allem die
Substratbindung und/oder die Aktivitat des APC/C beeinflussen. In der frihen Mitose fuhren
unbesetzte Kinetochore sowie eine fehlerhafte Verknipfung der Chromesomit der
Mitosespindel zu der Aktivierung des SACund Nicklas, 1995; Riedstral.,, 1995) Der SAC
auf3ert sich in der Bildung eines inhibitorischen Komplexes, der als mi@@c(checkpoint
comple® bezeiclmet wird und APC/Cdc20 inhibierMusacchio und Salmon, 2007; Lara
Gonzalezt al,, 2012) Der MCC setzt sich aus den Proteinen Cdc20, Mad2, Mad3/BubR1 und
Bub3 zusammen und die effiziente Assemblierung des M3 @rb auf der schrittweisen
Rekrutierung der Komponenten an das unbesetzte Kinetochor. In derBil@@hg spielt
Mad2 eine zentrale Rolle. Mad2 liegt ungebunden in einer offenen Konformatida(2)

vor und nimmt nach Bindung an Madl oder Cdc20 eine ldessene Konformation (C
Mad2) ein(Luoet al,, 2000; Lucet al., 2002; Sironet al., 2002; Lucet al., 2004) Mad2 wird
zusammen mit Madl in Form eines Ma@GMad2-Komplexes an das unbesetzte Kinetochor
rekrutiert. Dort kann der MadiGMad2-Komplex weiteres @©lad2 rekrutieren und
unterstutzt die Bildung eines-Kad2-Cdc26KomplexegDe Antoniet al, 2005) nachdem
Cdc20 vermutlich Gber Bubl und Mad3/BubR1 an das Kinetaggtmunden hai{Di Fioreet

al., 2015) Der GMad2-Cdc20Komplex bindet schlief3lich an das Heterodimer aus Bub3 und
Mad3/BubR1 zur Bildung des MCC, der ARTHE20 Uber verschiedene Mechanismen
inhibiert. Laut eine Kristallstruktur des MCC a& pombebindet Mad2 vor allem tber das
sogenannte Mad2Interaktiongnotiv (MIM) an Cdc20(Chao et al, 2012) Das MIM
Uberlappt, zumindest in humanen Cdc20, mit dem MWdRv, das fur die Bindung und
Aktivierung des APC/C bedeutend(ishang und Lees, 2001; Izawa und Pines, 2012; #Atang
al., 2016) Somit blockiert Mad2 eine produktive Interaktion zwischen Cdc20 und dem
APC/C. Moglicherweise unterstitzt die Mad@mittelte Blockade des KIiNRotivs die
Positionsanderung von C2lg2 im APC/C, die nach Bindung des MCC beobachtet wurde
(Herzoget al, 2009) Durch die Verlagerung entfernt sich Cdc20 von Apcl0/Docl, wodurch
vermutlich die Ausbildung des @ezeptors fir die Bindung vonHBdxQubstraten gestort
wird (Herzoget al., 2009; Buschhoret al,, 2011; da Fonsecat al,, 2011; Chaet al., 2012)
Dartber hinaus unterstitzt Mad2 die Bindung von Mad3/BubR1 an Cfe@fy, 2002,
Davenportet al, 2006; Burton und Solomon, 2007; Cleiaal,, 2012) Mad3/BubRlbesitzt
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zwei KENMotive, wovon das Merminale KENMotiv an den KEMBoxRezeptor von Cdc20
bindet und dadurch den Zugang flr Substrate mit einer -RBRblockiert (Burton und
Solomon, 2007; Chaet al, 2012) Das @erminale KENMotiv ist zwar nicht fur die Bindung

an Cdc20, Mad2 oder den APC/C erforder{@arton und Samon, 2007; Kingt al., 2007)
scheint jedoch fir die Inhibition der-Boxvermittelten Bindung von Substraten an Cdc20
notwendig zu seirffLaraGonzalezt al., 2011) Zudem konrg die Gterminale KENBox von
BubR1/Mad3 mdglicherweise zu der Bindung eines zweiten GdolBekuls beitragen
(Primorac und Musacchio, 2013; Izawa und Pines, 2@dit fungiert der MCC einerseits
als Pseudeésubsrat-Inhibitor fur KENBoxSubstrate und verhindert andererseits dieBDx
vermittelte Bindung von Substraten durch Konformationsanderungen in AEA¢e0.

Die Bindung des MCC stoért zwar die Interaktion mit Substraten Uber -dimdKENBox
Rezeptoren, beirkt jedoch keine vollstandige, katalytische Inaktivitat des APC/C. So werden
Substrate wie Nek2A und Cyclin A, die ohne Rekrutierung durch Cdc20 an den APC/C binden
bzw. mit BubR1 um die Bindung an Cdc20 konkurrieren ko(idayeset al, 2006; Wolthuis

et al, 2008; Di Fiore und Pines, 2010; Sedgwichl., 2013; Di Fioret al,, 2015) auch bei
aktivem SAC durch den APC/C ubiquitiniert und degratien Elzen und Ping2001; Geley

et al, 2001; Hameegt al, 2001) DesWeiteren wird auch Cdc20 wahrend des aktiven SAC
kontinuierlich auteubiquitiniert und abgebaui{Pan und Chen, 2004; Nilsseh al., 2008;
Foster und Morgan, 2@ Uzunoveet al,, 2012) Dies fuht zu einer Auflésung des MCC, der
somit wahrendeines aktiverSAC permanent neu gebildet werden muss. Die kontinuierliche
Assemblierung und Wiederauflosung des MCC wird als Voraussetzung dafir angesehen, dass
APC/GCdc20schnell aktiviert werden kann, sobald alle Kinetochore regular mit der Spindel
verbunden sind und die MGEBIldung gestoppt wird.

In Vertebraten existiert mit Emil ein weiterer Inhibitor, der sowohl ARCA4C20 als auch
APC/GCdh1 inhibieren kanrfReimannet al, 2001la; Reimanret al, 2001b; Miller und
Gordon, 2005)Emil akkumuliert ab der GXhase und inhibiert den APC/C bis zum Eintritt
in die Mitose, wenn Emil durch den SGFRCRomplex ubiquitiniert und abgebaut wird
(Hsuet al,, 2002; MargottinGoguetet al., 2003; Hanseet al., 2004) Emil nutzt eine IBox

um den entsprechenden Rezeptor im AP@iGivatorKomplex zu besetzen dnfungiert
somit als Pseud&ubstratinhibitor fir DBoxSubstrate(Reimannret al., 2001b; Milleret al.,
2006; Fryeet al,, 2013; Changt al,, 2015) Zusatzlich inhibiert Emil den APC/C auf Ebene
der Ubiquitinieung und stért die Verlangerung der Ubiquitinkette an den Substréftepe
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et al, 2013; Wang und Kirschner, 201B)nilbesitzt an seinem-@&rminalen Ende ein LRRL
Motiv, das identisch zu dem LRMbtiv des EZEnyms Ube2S ist. Uber dieses Motiv
konkurriert Emil mit Ube2S, das die Assemblierung von®Boiguitinkettenan denAPC/C
Substraten vermittelt(Wu et al, 2010) um die Bindung an die APGUDtereinheit Apc2
(Fryeet al, 2013; Wang und Kirschner, 2013; Chabtal., 2015) Darlber hinaus scheint
Emil auch die Ubertragung des ersten Ubigsitauf das Substrat durch das -ERzym
UbcH10(Summerset al, 2008)zu stdren, da Emiiiber seine Zinkbindende Regionund
seine LinkeiRegion die Bindestelle fur UbcH1® Apcliblockiert(Changet al,, 2015)

Mit Rcalexistiertin D. melanogasteein zu Emilorthologes Proteindas den APCACdh1 in

der G2Phase inhibiert(Dong et al, 1997; Grosskortenhaus und Sprenger, 2008)S.
cerevisiaefindet sichhingegen kein EmiDrtholog. Stattdessen wurde Acml als Inhibitor
des APC/@dhl identifiziert, der zusammen mit den-38-Proteinen Bmhl und Bmh2
einenstabilen Komplex mit Cdh1l eingeht und als Pse8dbstratinhibitor die Bindung von
Substraten blockier(Martinezet al., 2006; Diakt al, 2007; Choet al., 2008; Burtoret al.,
2011; Heet al,, 2013) Die Binding an Bmh1 erfordert die Phosphorylierung von Acm1 durch
Cdkl1 und diese Interaktion konnte fir die Stabilisierung und.ék@lisation von Acml aus
dem Zellkern in das Zytoplasma verantwortlich seuglche nach Phosphorylierung des
Inhibitors beobachtet wrde (EnquistNewmanet al., 2008; Halkt al., 2008; Ostapenket

al., 2008) Die Inhibition durch Acml dient als redundanter, jedoch nicht gleichwertiger
Mechanismus zu der negativen Regulation von Cdhl durch-BliésphorylierundRobbins
und Cross, 2010bAcm1l besitzt eine zentrale, inhibitorische Region (GRral inhibitory
region), die hauptverantwortlich fur die Inhibition von Cdh1l ist und sowohl eine- KN
auch eine EBox enthélt. Acm1 nutzt diese Motive, um als PseBdbstrat die Rezeptoren
fur die D und KENBox zu besetzen und den Zugang fur AP&LBstrate ziblockieren(Dial

et al, 2007; Choet al., 2008; EnquisNewmanet al, 2008; Ostapenket al., 2008; Burton

et al, 2011; Heet al, 2013) Daruber hinaus besitzt die CIR von Acml noch weitere
Sequenzmotive wiglas sogenannte -Motiv, das fur eine effiziente Bindung und maximale
Inhibition von Cdh1 notwendig i¢Burtonet al, 2011) Das AMotiv kontaktiert die WD40
Doméane von Cdhl an einem wenig konservierten Bereich und diese Interaktion tragt dazu
bei, dass Acm1l spezifisch Cdhl und nicht CdoBibiert (He et al, 2013) Dadurch kann
APC/&Cdc20 den Inhibitor durch Ubiquitinierung in der Anaphase fir den Abbau markieren
und ermdglicht so die Aktivierung von AP@Ah1(EnquistNewmanet al., 2008)
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4 ERGEBNISSE

Die Ubigitin-Ligase APC/Garfaphasepromoting complex/cyclosomekontrolliert den Ablauf des
eukaryotischen Zellteilungszykludurch Ubiquitinvermittelte Proteolyse vonregulatorischen
Proteinenin der Mitose und der GPhase.Die Aktivitat des APC/C ist von deBindung der
Aktivatoren Cdc20 und Cdhl abhéangidie einerseits Substrateselektiv. und mit
unterschiedlicher Spezifitéhn den APC/C rekrutieren und andererseits den Transfer von
Ubiquitin auf das Substrat unterstiitzen. Digeraktion der Aktivatoren midlem APC/C ist
streng reguliert,um zu gewahrleisten, dasie zahlreichenAPC/CSubstrate zum richtigen
Zeitpunktim Zellteilungszyklus degradiert werden. Die Bindung von Cdhl1 an den APC/C wird
vornehmlich durch die Phosphorylierung des Aktivators an nplétn CdkKonsensus
Sequenzennegativ reguliert Die prazise Rolle einzelner Phosphorylierungsstellen fur die
Regulation von Cdhl ist bislang unklar und sollte im Rahmen dieser Alddaitlierter
untersucht werden. Im Fall von Cdc20 ist die Ubigtugmmittelte Proteolyse ein zentraler
Mechanismus, der die Verfligbarkeit udddurch dielnteraktion von Cdc20 mit dem APC/C
regelt. Dabei tragt die Cdhdbhangige Ubiquitinierung von Cdc20 entscheidend zur
Inaktivierung der APC/Cdc20Isoform in der spaten Nbse bei.Umtiefere Einblicke irdie
Regulation und die Erkennundurch APC/GCdhl zu gewinnen sollte die minimale
Abbausequenz fir die CdhEermittelte Degradation in Cdc2@artiert und funktionell
charakterisiert werden.

Die N-terminalen Domanen der Akivatoren gehen multiple Kontakte mitden
Untereinheiten desAPC/Cein und diese Interaktionen tragerermutlichzur Aktivierung der
Ubiquitin-Ligase beiDie Gterminalen WD4GDomanendienen der Substraterkennung und
enthalten Rezeptorerfur die Bindungspezifische Sequenzmotivén den SubstratenDa die
Rezeptoren der WD4Doméanen von Cdc20 und Cdhl konserviert sind, ist die molekulare
Grundlage fur die unterschiedliche Substratspezifitdt der Aktivatoren noch unvollstandig
verstanden. Aufbauend auf friheen Beobachtungen solltelie Rolleder N-terminalen
Domanevon Cdc2Gir die APC/eAktivierung untersuchtnd in diesem Zusammenhang die
Relevanz einzelner Sequenzelemertetrachtet werden Zudem sollte mit Hilfe von
Chimaren aus Cdc20 und Cdiher untesucht werdenwelche Regionen der Aktivatoren

fur die Unterschiede in deBubstratspezifitatirsachlichsind
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4.1 Regulationvon Cdhl durchilie N-terminale Domane

Die Phosphorylierungdes APC/@ktivatorproteins Cdhl arfCdkKonsensussequenzefim
Folgencen auchals CdkMotive bezeichne} ist ein konservierter Mechanismus, der die
Bindungvon Cdhlan den APC/®ernkomplex verhinderfZachariaeet al, 1998; Jaspersen
et al, 1999; Lukast al,, 1999; Blancet al,, 2001) In der HefeS. cerevisiakonnte dartiber
hinaus nachgewiesenwerden, dassdie Phosphorylierungdurch Cdk1 zuséatzlich eine
Translokationvon Cdhlaus dem Zellkern in das Zytoplasma bewikkiaquenoudet al.,
2002) Wie die Phosphorylierunglie subzellulare Lokalisan von Cdhlin S. cerevisiae
steuert, ist noch nicht vollstandigerstanden Zudem wurde dieBedeutung einzelner Cedk
Phosphorylierungsstellenderen Mehrzahl sich wie in den Orthologen aus anderen
Organismen in der fferminalen Domane befindefiir die Regulation von Cdh1 bislang nicht
im DetailherausgearbeitetUm diese Punktgenauer zu erforscherwurden n dieser Arbeit
Verkiurzungen und mutierte Versionen von Cdhl hergestellt und mittels
Fluoreszenzmikroskopie und -@Gomunprazipitationsanalysehinschtlich Lokalisation und

Wechselwirkung mit dem APCi@tersucht.

4.1.1Die Nterminale Doméne von Cdhl ist hinreichend fur Zellzykhegulierte

Lokalisation im Zellkern

Um die subzellulare Lokalisation von Cdhl und deren RegulatiBn cerevisiabes®r zu
verstehen, sollten zunachst Lokalisationsdomanen in Cdhl identifiziert wetdemzu
wurde das Fluoreszenzprotein GFRreen fluorescent protein) an Cdhl sowie an
Subfragmente des Proteins fusioniert und die LokalisationFdesionsproteinen leberden
Zellen mittels konfokaler Fluoreszenzmikroskopie untersutlrbei wurde zum Teil auf
Konstrukte zuriickgegriffen, die in eindegleitenden Arbeit hergestellt und beginnend
charakterisiert wurden (Bauer, 2013) Im Vorfeld der Lokalisationsstudienwvurde in
WesternblotAnalysen eine vergleichbare Expression der Fusionskonstruktedeim

verwendeten Stamme dberprift (Abb.8.2 A und m Anhang.
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Abbildung4.1: Lokalisationvon Cdhl1Derivaten im Zellteilungszyklus

(A) Schematische Darstellung des AR8Kiivators CH1. Die CBox (Bau), die WD4@omane Kraftigesgelb)
und das IRMotiv (rot) sind als farbige Késten dargestellt. Die Pos#tioater CdkPhosphorylierungsstellen sind
mit weiRen Pins markierDie Zahlen geben die Aminosdurepositionen IdfiD: Nterminale Doméne. CTD: C
terminale Doméane(B) Schematische Darstellung der GE&htFusionskonstruktebasierend auf A(C- F)
Fluoregenanikroskopie voriebendenZellen die entwederGFP(C), GFPCDHL (D), CDHL(1-257)XGFP(E) oder
GFPC(DHL(245566) exprimietten. DieExpression er GFRKonstrukteerfolgte entweder konstitutiv von dem
TEFZPromotor (C, E und F) oder transient von dem regulierb&&T25Promotor (D). Zur Visualisierung des
Zellkernsco-exprimierten die Zellen das Kernmark€onstrukt KerrCherry. Fir ds Anfarben ds Septinrings
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wurde CDC1Ahls endogene 3mCherfyusion ceexprimiert (Bildreihe 5 in DPer Mal3stabsbalkeantspricht5
pum. DIC: DifferentialinterferenzKortrast. Verandert nachHéckneret al,, 2016

Cdhl lasst sich in eine-tdrminale Domane (NTD) und eineté&€minale Domane (CTD)
unterteilen (Abb. 4.1A). Wahrenddie CTD die charakteristische WE40méane umfasst, die
an der Bindung von Substraten beteiligt {§thaoet al, 2012; Tiaret al., 2012; Heet al.,
2013) enthalt die NTDneun der el CdkPhosphorylierungsstellerin einem ersten Ansatz
wurde entweder die NTD oder die CMon Cdhlan GFP fusionier{Abb. 4.1 B). i@
entstandenen Konstruktevurden vondem konstitutiven TEFZPromotor exprimiertund
hinsichtlich dersubzellularenLokalisationmit Cdhlin voller Lange verglicherdas als N
terminale GFHrusion (GFEdhl) transient von dem regulierbareMET25Protmotor
exprimiert wurde.Die Zellen exprimigen zusatzlichein Konstruktzur Visualisierung des
Zellkerns(Arnoldet al, 2015) das sicraus dem roten Fluoreszenzprotein mCherry wed
Kernlokalisationssequenz (NloB¢learlocalizationsequence des Transkriptionsfaktors Swib
(Moll et al,, 1991yusammensetzt unan weiteren Verlauf als Ker@herry bezeichnet wird.

Im Gegensatz ztreiem, nicht-fusioniertem GFP, das in allen Zellzyklusphasen homogen in
der Zelle verteilt war(Abh 4.1 C) anderte GFRCdHL seine Lokalisationm Laufe des
Zellzyklus(Abh 4.1 D) in Ubereinstimmung mit frilheren Date@aquenoudet al, 2002;
Martinezet al,, 2006) In Zellerder GXPhasesowiein spatmitotischen Zellen, in denesich
der Zellkern bereits in zwei separatgtrukturen getrennt hatte, lokalisierte GFPCdh1l
ausschlief3licim Zellkern(Abb. 4.1 D, Bildreihen 1 und ©Hagegen war GF@dh1l in Zellen
mit Knospe und einemmicht getrennten Zellkern iberwiegend zytoplasmatischnd nur
geringfugigim Zellkern angereichert (Abb. 4.1 D, Bildreihen 2 und 3)Zusatzlichzur
Verteilung im Zytoplasmavies GFRPCdh1 in Zellen mit Knospe ein gfirmiges Signal am
Knospenhalsauf (Abh 4.1 D, Bildreihen 2 und 3Pieses Signal dokaliserte mit demdes
Septins Cdcl1l (Abb. 4.1 D, Bildreihe 5), das mit Hilfe einer m&hesign visualisiert wurde
(Cdc113mcCherry).

Interessanterweise zeigte das verkirzte Konstrukt Cd25{)GFP, das die NTD von Cdhl
enthalt, ebenso wie Cdhl in voller Igineine regulierte Lokalisation im Zellkern. So wies
Cdh1(1257)GFPRein intensivesKernsignal in Zellen der &hase und der spaten Mitose auf
(Abb. 4.1E Bildreihen 1 und 4), war jedochiden tbrigen Zellzyklusphasen Zytoplasma
verteilt und nur schwch im Zellkern zu detektieren (Abb. 4.1 E, Bildreihen 2 und 3). Anders

als Cdhl in voller Lange lokalisierte CdH23I)}GFP nicht am KnospenhalBiese
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Beobachtung deckt sich mit Aussagen friherer Arbeiten, nach denen eine intakte-WD40
Domane fur die Lalisation von Cdhhan dieser Struktunotwendig ist(Jaguenoucet al,,
2002; Martinezet al, 2012) Damit Ubereinstimmendkonnte das CTDBKonstrukt GFP
Cdh1(245566), das die gesamte WD4Domane umfasst, am Knosgsals nachgewiesen
werden (Abb. 4.1 F, Bildreihen 2 und 3). Dies zeigt, dass die \@#&@ne nicht nur
notwendig, sondern auch hinreichend fur die Lokalisatordieser Struktur istZusatzlich zu
dem Signal am Knospenhaigar GFPCdh1(24%66) wahrend alkér Zellzyklusphaseim
Zytoplasma und im Zellkemorzufinden (Abb. 4.1 F)Im Gegensatz zum NIKbnstrukt
anderte sichdie Verteilungvon GFPCdh1(24566)zwischenZellkern und Zytoplasmaicht

im Laufe des Zellzyklus. Dies deutet darhuf, dassdie CD nicht zur Regulation der
Kernlokalisation von Cdhl beitradda die WD4@omaneRezeptoren fur didBindung von
APC/CSubstraten bsitzt (Chaoet al, 2012; Tiaret al, 2012; Heet al., 2013) kdnnte die
Lokalistion des CTEXonstrukts vielmehr durch die Wechselwirkung mit Substraten im
Zellkern uncam Knospenhal®edingt seinSomit zeigen diese Datedass die NTD von Cdhl
hinreichend furdesserregulierte Lokalisation im Zellkern ist, wahrend die CTD entscheide
fur die Rekrutierung des Aktivators an den Knospenhals ist.

Im Gegensatz zu GERIhlerzeugtedie konstitutive Uberexpression des verkiirzten NTD
Konstruktsein robustes Signal fur die Mikroskopie olaes Zellwachstumu stéren(Abb8.2

B und D im Anhag). DiesermdglichteAufnahmenmit geringen Laserintensitaten, wodurch
Phototoxizitdtvermiedenund langere Zeitrafferaufnahmen durchgefiihrt werden konnten.
Daher stellte Cdh1(3257)}GFP ein geeignetesKonstrukt dar, um Anderungen inder
Kernbkalisation wn Cdhlim Zellzykluszeitlich detailliert aufzulésen Hierzu wurdenvon
Zellen, dieCDH1(1257)GFPkonstitutiv exprimierten, Aufnahmen Uber einen Zeitraum von
zwei Stunden in #nindtigen Abstédnden gemachsodassdie Lokalisation von Cdh1eb7)
GFP Uber einen gesamten Zellzyklus hinweg verfolgverden konnte Die
Fluoreszenzintensitatdes GFPSignas innerhalb de Zellkerrs wurde anschlieRend
quantifiziert um die Anderungen der Proteinmenge von CdHAFT)}GFP im Zellkern

ermitteln zu kdnnen
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Abbildung 4.2: Nukleo-zytoplasmatischer Transport von Cdh1gb7)}GFP im Zellteilungszyklus
(A) Fluoreszenzmikroskopion lebenden Zellendie CDH1(2257)»GFPvon dem konstitutiven TEFZPromotor

exprimieten. Es wurden Uber einen Zeitraum von 2Zeitrafferaufnahmen miAbstédnden von 5 min erstellt.

Die Zellen cexprimierten das Konstrukt Ket@herry zur Visualisierung des Zellkeriise beginnende
Elongation des Zellkernsurde alsAnaphaseBeginnfestgelegtund diente als zeitlicher Bezugspunkt (t0=

min). Es sind ausgewabhlte Zeitwerte einer représentativen Zelle gezeigt. Der Mal3stabsbalken entspricht 5 um.
DIC: DifferentialnterferenzKontrast. (B und C)Quantifizierungder GFPRIntensitat im Zellkernder in A
gezeigten ZelleDie gemessene Fluoreszenzintensité@rde auf den Maximalwerdes Gesamtsignals normiert

und gegen die Zeit aufgetrageDas Gesamtsign@B)umfassthierbeiausschliel3licllas GFFSignal im Zellkern
(Kapitel 6.4.2und setzt sich nactler Kerntrennung aus der Summe der nukledren-SigiRale von Mutteund
Tochterzelld C)zusammenYerandert nactHockneret al,, 2016

Vor Beginn der Anaphase war Cdh287)GFP in der gesamten Zellerteilt und leicht im
Zellkern angereichert (Abb. 4.2 A). Nach Beginn der Kerntrennung in der Anaphase stieg das
GFPSignal im Zellkern graduell an, wahrend gleichzeitig dasS&fRl im Zytoplasma
abnahm. Daraus lasst sich schliel3en, dass zytoplasmediseth1(257)GFP wahrend der
Anaphase in den Zellkern importiert wurddlach vollstdndiger Trennung siellkerrs
waren die gemessenen Intensitdten der nukleéren Skfhale maximalAbb. 4.2 Aund
erreichtenin manchen Zellemmehr als das Zehnfache désisgangssignalor Beginn der
Anaphase (Abb. 4.2 B)AnschlielBendonnte in der Mutterzelle eine abrupt¥erringerung

des nukledren GF8ignalsum mehr als 40% innerhalb vonniin beobachtet werden (Abb.
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4.2 A und CPDie rasche Signalabnahme im Zellkgimg mit einem benso abrupén Anstieg
von GFPSignal im Zytoplasma der Mutterzekgnher (Abb. 4.2 A)was flr einen aktiven
Export von Cdh1¢257)GFP aus dem Zellkern in das Zytoplasma spiitietressanterweise
trat der Export von Cdh1{257)}GFP irder Tochterzelle verzogerur Mutterzelleauf (Abb.

4.2 A und §; wobeider zeitliche Abstand zwischen dem Export von CH2HZ)GFP in der
Mutter- und in der Tochterzellgon Zelle zu Zelleariierte. Dieszeigt dass dielranslokation
von Cdh1(2257)GFP in das Zytoplasma unabhangig von vorangegandemignissen der
Mitose, wie dem Abbau der Spindel oderder Zytokinese, erfolgt. Stattdessen wurde
beobachtet, dass der Export von Cdh287}GFP mit der Bildung einer neuen Knospe
korreliert, die den Htritt in die nachste Runde des Zellteilungszyklus markiert.
Zusammengenommen sprechen diese Daten daflr, dass Cdhl zu Beginn der Anaphase in
den Zellkern importiert und am Ende der Bhase wieder in das Zytoplasma exportiert

wird.

4.1.2Die Nterminale Domane von Cdhl enthalt einellzyklusregulierte

Kernlokalisationssequenz (NLS)

Um den Bereich, der fir die regulierte Kernlokalisation von Cdh1l verantwortlich ist, weiter
einzugrenzen, wurden Verkirzungen der NTD hergestellt und mit GFP fusioniert.
AnsatlieRend wurden die Fusionsproteine hinsichtlich ihrer subzellularen Lokalisation mit
Cdh1(2257)>GFP verglichen (Abb.3A). Dazu wurdezunachstdas GFFSignal in Zellen
untersucht, die sich entweder vor der Anaphase oder in der spaten AnaphaselbafVVon
Konstrukten, die eine regulierte Kernlokalisation zeigtenwurde auf3erdem der
Kerntransport im Verlauf des Zellzykhgtels Zeitrafferaufnahmepréaziser erfasst

In einem ersten Schritt wurde die NTD halbiert, wodurch die Konstrukte CAH#AGFP

und Cdh1(14257)GFP entstanden. Das Konstruktdhl1(145257)GFP, das den hinteren
Teil der NTD umfasst, war in Zellen der spaten Anaphase nicht im Zellkern angereichert (Abb.
4.3 A, Bildreihe 2). Stattdessen war das Protein in allen Zellzyklusstadiewli@lgesamte

Zelle verteilt und &hnelte in seinem Lokalisationsmuster riaktoniertem GFP (Abb. 4.1 C).
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Abbildung4.3: Regionenfir nukleo-zytoplasmatischen Transpoih der NTD von Cdhl

(A) Fluoreszenzmikroskopie von lebenden Zellen, welche die angegebéeiiirzungen der NTD von Cdhl als
GFPFusionsknstrukte von dem konstitutivenTEFZPromotor exprimierten. Fir jedes Konstrukt sind
reprasentative mitotischeZellen gezeigt, die sich entwederrvder Anaphase (obere Bildreihe) oder in der
spaten Anaphase (untere Bildreihe) befinden. Die Stammexpoimierten das Konstrukt Kei@herry zur
Visualisierung des Zellkerns. Zur Veranschaulichung sind schematische Darstellungen der Cdhl
Fusionskonstrukt gezeigt. Die Box (blau) undder Beginnder WD4GDomane Kraftiges gelp sind durch
farbige Kastemmarkiert. Die Positionen der Cdikhosphorylierungsstellen sind durch weif3e Pins und deletierte
Regionen sind durch schwarze Linien gekennzeictidietZaken beziehen sich awfie Aminosaurepositionen.
Der Mafl3stabsbalken entspricht 5 um. DIC: Déf¢inl-InterferenzKontrast.(B und C\Vergleich von CdRGFP
Fusionskonstrukten hinsichtlich des Zeitpunkts und der Dynamik ihres Kernimports (Bjexports C).
Wachsende Zellen, die entwed@DH1(1257)}GFP(1-257, griin),CDH1(1144)YGFP(1-144, dunkelgelb) oder
CDH1(4100)GFP(1-100, petrol)von dem konstitutivenTEFZPromotor exprimierten, wurden in-gindtigen
Abstanden Uber einen Zeitraum von zwei Stum@eifgenommerund de Fluoreszenzintensitat des GERjnals

im Zellkern (Kapitel 6.4.2 quantifiziert Die fir einzelne Zellen gemessenen Werte wurdeuif den
Maximalwert normiert undfiir jeden Stamndie Mittelwerte und Standardabweichungen fir alle Zelgggen

die Zeitin einem Liniendiagramraufgetragen Der Zeitpunkt, an welchem das nukleédre Gesamtsignal um mehr
als 10% anstieg bzw. abnahm, wurde als Beginn des Imports (B) bzw. des Exports (C) wafimeForm
eines Streudiagramms dargestellh cen Streudiagrammen reprasentiegder Punkteine einzelne Zelle und
die Mittel- und Fehlerbalken entsprechen dem Mittelwert und der StandardabweichimgB wurde die
beginnende Elongation des Zellkerns als Beginn der Anaphase definiert und als zeBkzugspunkt
festgelegt In C wurde der Knospungsbeginn als zeitlicher Referenzpunkt ausgewahlt, wafchtand der
ersten sichtbaren Verédnderung an der kinftigen Knospungsstddlestimmt wurde Die Stichprobengrofe
betrug n = 13 ZellerDie Kriterien flidie Festlegung deExportbeginngerfiillten im Falvon Cdh1(1100}GFP
nur 9 der 13 analysierten Zellen (Streudiagramm in/€)andert nactHockneret al., 2016

Im Gegensatz dazu zeigte Cdhrl1@)GH°, das den vorderen Teil der NTD enthalt, immer
noch Zellzyklusegulierte Kernlokalisation, da das Fusionsprotein in Zellen vor der Anaphase
Uberwiegend zytoplasmatisch war, aber in der spaten Mitose im Zellkern lokalisierte (Abb.
4.3 A, Bildreihe 3). Dée deutete darauf hin, dass die Sequenzen fir die regulierte
Kernlokalisation von Cdh1 innerhalb detédminalen 144 Aminosauren liegen.

Um den Zeitpunkt und die Dynamik des Kerntransports von C&28{tGFP und Cdhi{1
144}YGFP und anderer Derivaten venighen zu kénnen, wurden Anstieg und Abnahme des
nuklearen GFHSignals fir einzelne Zellen gemessen und auf den Beginn der Kerntrennung
beziehungsweise die Bildung einer neuen Knospe bezogen. Dabei zeigte sich, dass der
Kernimport von Cdhl1l¢(257)GFP2,3 min ( 5,3 min n = 13 Zellen) nach Beginn der
Kerntrennung startete (Abb. 4.3 B) und die gemessene Fluoreszenzintensitat im Zellkern
durchschnittlich um das Vierfache anstieg. Der Export von CRB{IGFP ins Zytoplasma
begann im Mittel5,4 min & 3,2 mn; n = 13 Zellen) bevor die Bildung einer neuen Knospe
sichtbar wurde (Abb. 4.3 C). Die Abnahme des Kernsignals erfolgte zunachst sehr abrupt,

sodass die im Zellkern gemessene Signalintensitéat innerhalb der ersten 15 min um etwa die
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Halfte sank (Abb. 4.3)CAnschliel3end nahm die Menge an nuklearem CdR5{A)-GFP nur

in geringen Raten abCdhl1(1144)GFPverhielt sichbezlglichdes Zeitpunks und der
Dynamik des Kernimports weitestgehend wie CdHR23T)GFP (Abb. 3.B). Allerdingsvies
Cdh1(3144)GFReinreduzietes Kerngportverhaltenauf, da das nukledre GF¥gnaim Fall

von Cdh1(2144)GFP in geringerem Umfang abnahm als im Fall von G@BYHGFP (Abb.

4.3. C).Dieser negative Effekt auf den Kernexport wurde verstarkt, wenn derriinale
Verkirzung der NTD erweitert wurdeSoerfolgte der Export vorCdh1(2100}GFPnur in

sehr geringen Raten, sodass die gemessene Signalintensitat im Zellkern auch 25 min nach
Exportbeginn nicht unter 80% des Maximalwerts fiel (Ab®C). Dies zeigt, dass Sequamze
innerhalb der Aminosauren 10257 notwendig fireinen effizienten Export von Cdhl aus
dem Zellkern sindim Gegensatz zu Cdhi{#4)GFP und Cdh1{a57)GFP wies Cdhl{1
100)}GFP in Zellen vor der Anaphase ein erh6htes Kernsignal auf (Bi#h Blldreite 4, und

B), das durch den ineffizienten Export des Proteins erklart werden kdmotz des
reduzierten Exports akkumulierte Cdha{@0)}GFP weiterhin mit Beginn der Anaphase im
Zellkern wodurch sich die Fluoreszenzintensitat des nuklearen-&ifals vetoppelte

(Abb. 43 B). Diese Daterlassenvermuten, dasssich innerhalbder Aminosauren 1100 von

Cdh1 eineZellzyklugregulierte NL®efindet, die wahrend der Anaphase aktiv wird.

In der Tatkann mit Hilfe eines bioinformatischen ProgramniiKosugiet al., 2009)eine
bipartite NLS innerhalb der Aminosauren-2@ in Cdhl vorhergegawerden (Abb. 44 A).

Um die Vorhersage auf ihre Richtigkeit zu GUberprufen, wurderCdh1(1257)GFPalle
basischen Aminosaureste der potentiellen NLS durch Alan@ste ersetzt und anschlie3end

die Lokalisation de hergestellten NLSfMutante untersucht. Das NLSHXonstrukt
lokalisierte in allen Phasen des Zellzyklus im Zytoplasma und reicherte sich in Zellen der
spaten Mitose nicht im Zkkern an (Abb. 4.4 B, Bildreihe 1Dies bestétige die
vorhergesagte Sequenals notwendigen Bestandteileiner funktionellen NLS die fur die
Kernlokalisation von Cdh&erantwortlich ist Da ein Konstrukt bestehend aus den N
terminalen 63 Aminosaure Ch1(1-63>GFP, in allen Zellzyklusphasen sowohl im Zellkern
als auch im Zytoplasma lokalisierte und sich wahrend der Anaphase kaum im Zellkern
anreicherte (Abb. 8 A, Bildreihe 5)scheinen jedoch Sequenzatie sichGterminalzu dem
identifizierten NLSBereichbefinden,ebenfalls notwendig flieine effiziente Lokalisation im

Zellkern zu sein.
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Abbildung4.4: Identifizierung der NLS in der NTD von Cdhl

(A) Sequenz der Nerminalen 65 Aminosauren von CHlausS. cerevisiaeDie GBox (blau) undlie durch
bioinformatische Analyse(Kosugi et al, 2009) vorhergesagten NLS (oligind durch farbige Késten
hervorgehoben.Die durch AlanirSubstitutionen mutierten Amindgiren innerhalb der vorhergesagtenrNLS
(NLSm) sindiurch den roten Buchstaben A gekennzeichnete Sequenzerder CdkPhosphorylierungsstellen
sind unterstrichen und ihre Positionen sind durch weil3e Pins markiert. Die Zahlen beziehen sich auf die
Aminosauepositionen.(B) Fluoreszenzmikroskopie von lebenden Zellen, welche die angegelvenkirzten

oder mutierten Versionemer NTD von Cdhl aBFPFusionskonstrukte von dem konstitutivGieFZPromotor
exprimierten. Fir jedes Konstrukt sind reprasentativetotiiche Zellen gezeigt, die sich entweder vor der
Anaphase (obere Bildreihe) oder in der spaten Anaphase (untere Bildreihe) befinden. Die Stdmme co
exprimierten das Konstrukt Ket@herry zur Visualisierung des Zellkerns. Zur Veranschaulichung sind
schematsche Darstellungen der CdfLisionskonstrukte gezeigt. Die vorhergesagte NLS (oliv);Biox (blau)

und der Beginn der WD4Domane (kraftiges gelb) sind durch farbige Kastemkiert. Die Positionen der Cdk
Phosphorylierungsstellen sind durch weiBe Pimsd deletierte Regionen sind durch schwarze Linien
gekennzeichnetDie Mutation der NLS ist durch ein rotes Kreuz symbolidiaet.Zahlen beziehen sich auf die
Aminosaurepositionen. Der Mal3stabsbalken entspricht 5 um. DIC: DifferértgaferenzKontrast. (C und D)
Vergleich vonCDH1(1257)GFP (12-257, orange) undCDH1(22257)GFP(21-257, grau)hinsichtlich des
Zeitpunkts und der Dynamik ihres Kernimports (C) gesports (D).Die Expression und Mikroskopie der
Konstrukte sowie i@ Quantifizierungdes GFFSignals im Zellkerarfolgte wie in Abbildung 4.3, B und. Die
StichprobengroRe betrug n = 13 Zelkéin Cdh1(12257)GFP und n = 12 fir Cdh1{227)GFPVerandert nach
Hockneret al,, 2016

Interessanerweise befinden sich zwei Céhosphorylierungsstellen unmittelbar vor der
vorhergesagta NLS, wahrend eine weitere CBkosphorylierungsstelle mit der NLS
Uberlappt (Abb. 4.4 A). Da in mehreren Féllen gezeigt werden konnte, dass Phosphorylierung
durch Cdk1 die Aktivitat einer NLS kontrollieren kéioll et al., 1991; Sidorovat al., 1995;
O'Conallairet al,, 1999; Likwet al., 2005; Kosuget al., 2009) stellte sich die Frage, ob dies
auch fur Cdhl zufft. Um diese Mdoglichkeit zu Uberprifen, wurden in einer ersten
Herangehensweise-términale Verkirzungen von Cdhi257)GFP hergestellt und auf ihre
Lokalisation hin untersucht.

Die Deletion der AminosaurenIl blieb ohne wesentlichen Einfluss auf desrrifransport.
Ebenso wie Cdhl{257»GFP war ds verkirzte Konstrukt Cdh1(1:257)GFP vor der
Anaphasesorwiegendzytoplasmatisch und zeigte ein intensives und exklusives Kernsignal in
Zellen der spaten Mitos@Abb. 44 B, Bildreihe 2)Cdh1(12257)GFPahnelte dem Konstrukt

mit intakter NTDauchmit Blick auf dieDynamik und de Zeitpunkt des Imports und Exports
(Abb. 44 Cund D). Indesserwies daskonstrukt Cdh1(2257)GFR dem durch Deletion der
N-terminalen 20 Aminoséauren die zwei GBkosphorylierungstellen vor dem identifizierten
NLSBereich entfernt wurden,nicht nur in der spaten Mitose, sondern auch vor der
Anaphase ein kréftiges Signal im Zellkauf (Abb. 44 B, Bildreihe 3)Diese weitestgehend

konstitutive Kernlokalisation deutetauf einenreduzierten Kerntransport hinin der Tat
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bekraftigte die Quantifizierung des nuklearen GBRynhalsvon Cdh1(2257)GFR dasssich

die Intensitat des Kernsignalgahrenddes Zellzyklugm Vergleich zu Cdh1(#257)GFP in
deutlich geringerem MalRRé&nderte (Abb. 44 Cund D). Darauslasst sich schiigen, dass die
vorderen zwei CdRhosphorylierungsstellen einen wichtigen Beitrag zur Regulation der
Kernlokalisation von Cdhl leistekine weitere Verkirzung der NTBurch welchedie
basischen Aminosdaurem N-terminalen Bereiclder vorhergesagten NLS entfernt wurden,
verhinderte den Import des Proteins in den Zellkern. Das betreffende Konstrukt Cdh1(32
257)}GFP lokalisierte vornehmlich im Zytoplasma und akkumulierte wahrend der Anaphase
nicht im Zellkern (Abb..4 B, Bildreihe 4). Diegestatigtdie Vorhersage der NLS zusatzlich
und hebt die Bedeutung de vorderen Bereichs basischer Aminosaui@ndie Funktion der
NLShervor. Zusammengefasst zeidie Analyse der erkiirzen Cdh1Derivate dass die NTD

von Cdhl me NLS enthélt, deren Aktivitat im Zellzyklus reguliert ist. Zu dieser Regulation
tragt der Bereich bei, der unmittelbar N-terminal zur NLS liegt unddie Cdk

Phosphorylierungsstellen 1 undat einschliel3t.

4.1.3 CdkPhosphorylierungsstellen-B steuerndie Kernlokalisation von Cdhl

Die Beobachtung, aks die Entfernung von zwei GEkosphorylierungsstellen zu einem
nahezu konstitutiven Verbleibdes NTEKonstruktsim Zellkern fuhrte, deutete auf eine
Regulationdes Kernimports durch Cdihosphorylierunchin. In der Tatkonnte in einer
friheren Arbeit bereits gezeigt werden, dass die Phosphorylierung durch Cdkl die
Lokalisation von Cdhl im Zellkern negatieeinflusst (Jaquenoudet al, 2002) Um die
Regulationder Kernlokalisationvon Cdhl durch CdkRhosphorylierung tiergehend zu
untersuchen, wurden die CelRhosphorylierungsstellen der NTdezielt mutiert und die
Auswirkungerder Mutationenauf diezellulare Verteilunggon Cdh1(4257)}GFP untersucht.
Zunachstwurden die Serinund Threonimeste aller neun CdiPhosphoryierungsstellen
durch Alanimeste ersetzt, um ein Konstrukt herzustellen, das nicht mehr durch Cdkl
phosphoryliet werden kannund dasals Cdh1(257)m(1-9)AGFP bezeichneturde. Wie
erwartet lokalisierte ¢ m(19)AMutante nicht mehr wie das WildtypKanstrukt im
Zytoplasmaund befand sichtattdessenin allen Zellzyklusphaseém Zellkern(Abb. 45 A).
Zudem bliebdie gemesseneFluoreszenzintensitat des Kernsignals Uber den gesamten
Zellzyklus hinweg konstanDiesbestatigt dassdie Kerrokalisation va Cdhl durch Cdk

Phosphorylierungsstellen in der NTD gesteuert wird.
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Abbildung 4.5: Nukleo-zytoplasmatischer Transport von Cdh1fb7)GFP nach Entfernung von Gdk
Phosphorylierungsstellen

(A ¢ D) Fluorezenzmikroskopie von lebenden Zellen, wel€@i@H1(1257)m(1-9)AGFRA), CDH1(2257)ym(4-
9)AGFP(B), CDH1(2257)ym(1-3)AGFP(C) oderCDH1(2257ym(1-2)AGFP(D) van dem konstitutiven TEF2
Promotor exprimierten. Es wurden Uber einen Zeitraum von 2 h &f@naufnahmen mit Abstadnden von 5 min
erstellt. Die Zellen cexprimierten das Konstrukt Kei@herry zur Visualisierung des Zellkerns. Fir jedes
Konstrukt sind ausgewéhlte Zeitwerte fiir eine reprasentative Zelle gezeigt. Die Fluoreszenzintensitat-des GFP
Signals im Zellkern wurde fir die gezeigten Zellen wie in Abbildung 4.2 quantifiziert. Die beginnende Elongation
des Zellkerns wurde als Anaph&Beginn festgelegt und diente als zeitlicher Bezugspunkt (t = 0 min). Zur
Veranschaulichung sinschematische 8rstellungen der Fusionskonstrukte gezeigt. Die NLS (oliv),-Biax C
(blau) und der Beginn der WD4Ibmane (kraftiges gelb) sind durch farbige Kéasten hegelmoben. Die
Positionen der CdRhosphorylierungsstellen sind mit weilRen Pins markiBdte Kreuzekennzeichnen i
Mutation von Phosphatakzeptierenden Aminoséaureresieu Alaninresten (S/TP zu ABgr Mal3stabsbalken
entspricht 5 um. DIC: DifferentiatterferenzKontrast.Verandert naciHdckneret al., 2016

Die Beobachtung, dass Cdhi1d4)}GFP, welches nur drei der neunté&iminalen Cdk
Phosphorylierungsstellen enthalt, immer noch reguliert im Zellkern lokabsieliel3
vermuten, dass die CeRhosphorylierungsstellen-4 fur die Kontrolle der Gd-Lokalisation
verzichtbar sind. Um diese Annahme zu Uberprifen, wurden in CHB{IGFP nur die
Serin oder Threoninreste der Phosphorylierungsstelle@ durch Alaninreste ausgetauscht,
wahrend die Phosphorylierungsstellen31nicht verandert wurdenZusatzlich wurde ein
komplementéres Konstrukhergestellt, in welchem die Cdkhosphorylierungsstellen-3
durch AlanirSubstitutionen mutiert und die Ubrigen Phosphorylierungsstellen intakt
gelassen wurden.

Die m(4-9)AMutante, in der eine Phosphoryliergnder CdkMotiven 1-3 noch mdglich ist
anderte wie das WildtyKonstrukt seine Lokalisation im Verlauf des Zellzyiéib. 45 B)
und verhielt sichauchin Zeitpunkt und Dynamik des Kernimports wedportssehr ahnlich

zu der Wildtyp-Version (Abb. Z). Daraus Il&st sich schlieen, dass die €dk
Phosphorylierungsstellen-3 hinreichend fur die Regulation der Kernlokalisation von Cdhl
sind. In Ubereinstimmung mit dieser Schlussfolgergegigtedie Mutation der CdkMotive

1-3, um eineRelokalisatiordes Fgionsproteingn das Zytoplasma zu verhindefgbenso wie
die m(:9)AMutante wies das m(1-3)AKonstrukt ein konstitutives Kernsignal auf, das sich
im Verlauf des Zellzyklus nicht anderte (Abb5 €). Wurden dagegen nur die Cek
Phosphorylierungsstellen-2 durch AlanirSubstitutioneninaktiviert, konnten geringfligige
Zu- und Abnahme des Kernsignalwdhrend des Zellzykluestgestellt werden (Abb. 8.D
und 47). Das betreffende m(R)AKonstrukt zeigte zwar in allen Zellzyklusphasen ein

prominentes GHSgnal im Zellkern, jedoch konntem Ende der GPhaseeine partielle

54



ERGEBNISSE

Relokalisatiordes Konstrukts in das Zytoplasma bei gleichzeitiger Abnahme des Kernsignals
beobachtet werden (Abb. 8.D und 47 B). Zudem wurde wahrend der Anaphase eine
ansteigende Flu@szenzintensitat im Zellkergemessendie jedoch in einem geringeren
Maf3e zunahmals im Fall des Wildtygonstrukts (Abb. Z.A). Im Gegensatz zum Export
wurde flir den Importbeginn der m{2)A-Mutante ein spaterer Zeitwert registriert als fir
den Importbeginn der WildtypVersion Cdhl(257}GFP(Abb. 47 A). Allerdings kdnnte
diese Abweichung durch die bereits vor der Anaphase hohe Signalintensitat von Cdh1(1
257ym(1-2)AGFP im Zellkern bedingt sein, dlen beginnenden Anstieg des Kernsignals
maoglicherwase Uberdeck und dadurch die exakte Bestiimung des Importbeginns
erschwert.Das in allen Zellzyklusphasen gut detektierbare Kernsignal de2pMutante
deutet auf einen wichtigen Beitrag der G&dotive 1 und 2 fir die Regulation der
Kernlokalisatiorhin. Auf der anderen Seiteeigtdie leichte Fluktuationdes nukledren GFP
Signalsdass die dritte CdRhosphorylierungsstie ebenfalls an der Regulation beteiligt ist.

Der regulierte Kerntransport der m@AMutante weist darauf hin, dass die Gdk
Phosphoylierungsstellen @ fir die Kontrolle der Cdhtlokalisation nicht notwendig sind.
Dies schlief3t jedoch nicht aus, dassie Phosphorylierung an diesen Positionen die
Kernlokalisation von Cdhl negativ beeinfluddm diesen Punkt zu klaren und um die
Ergdnisse der AlaniMutationen zu bestatigen, wurden digerint oder Threonimeste der
CdkPhosphorylierungsstelle-9 in Cdh1(3257)}GFP durch Aspartateste ersetzt De
negativ geladene Seitenkettieser Aminosaursollte einedauerhdte Phosphorylierungn

den CdkMotiven imitieren. Das m(49)D-Konstrukt war vor Beginn der Anaphase
vorwiegend zytoplasmatisch, akkumulierte wahrend der Anaphase im Zellkern und
relokalisierte am Ende der GIhase wieder im ZytoplasntAbb. 46 A). Der Zeitpunkt und

die Dynanik des Kerntransports vo@dh1(1257)m(4-9)D-GFPwaren dabeidentischzuder
m(4-9)AMutante und sehr ahnlich zur Wildtygersion Cdhl(257)GFP (Abb. 3%).
AuBerdem konnte festgestellt werden, dass die #8jB-Mutation die konstitutive
Kernbkalisatiom des m(13)AKonstrukts nicht beeintrachtigte (Abb.64B). Diese Daten
bekraftigen die Schlussfolgerung, dalss Phosphorykrung an den Cdklotiven 49 keinen

Einfluss auf die Lokalisation von Cdh1l nimmt.
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Abbildung 4.6: Nukleo-zytoplasmatischer Transport von Cdh12b7)GFPbei Imitierung dauerhafter Cdk
Phosphorylierung

(A ¢ C)Fluoreszenzmikroskopie von lebenden Zellen, welcb#1(1257)m(4-9)D-GFP(A), CDH1(1257)ym(1-
3)Am(4-9)D-GFP(B) oderCDH (1-257ym(1-3)D-GFP(C) van dem konstitutiven TEFZ2Promotor exprimierten.

Es wurden Uber einen Zeitraum von 2 h Zeitrafferaufnahmen mit Abstanden von 5 min erstellt. Die Zellen co
exprimierten das Konstrukt Kei@herry zur Visualisierung des Zellkerns.jedes Konstrukt sind ausgewéhlte
Zeitwerte fUr eine reprasentative Zelle gezeigt. Die Fluoreszenzintensitat deSi@tPs im Zellkern wurde fr

die gezeigten Zellen wie in Abbildung 4.2 quantifiziert. Die beginnende Elongation des Zellkerns wurde als
AnaphaseBeginn festgelegt und diente als zeitlicher Bezugspunkt (t = 0 min). Zur Veranschaulichung sind
schematische Darstellungen der Fusionskonstrukte gezeigt. Die NLS (olivBaiglffau) und der Beginn der
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WD40Domane (kraftiges gelb) sind durchrifige Késten hervgehoben. Die Positionen der CGdk
Phosphorylierungsstellen sind mit weien Pins markiert. Rote Kreuze kennzeichnen die Mutation von
Phosphatakzeptierenden Aminoséureresten zu Alaninresten (S/TP zu AP), wahrend schwarze Pins die
Mutation der Aminoséaurereste zu Aspartatresten (S/TP zu DP) symbolisieren. Der Mal3stabsbalken entspricht 5
pm. DIC: DifferentiainterferenzKontrast.Verandert nactHockneret al., 2016
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Abbildung 4.7: Quantitativer Vergleich des nukleaytoplasmatischen Transports von CdhiZ57)}GFP
Derivaten mit Mutationen in CdiPhosphorylierungsstellen

(A und B)Analyse der GFRtensitat im Zellkern von Zellen, di@DH1(1257)GFP(griin), CDH1(1257)ym(4-
9AGFP (blau), CDH1(4257}m(4-9)D-GFP (orange) oder CDH1(2257 m(1-2)AGFP (braun) von dem
konstitutiven TEFZPromotor exprimiertenEs wurden Uber einen Zeitraum von 2 h Zeitrafferaufnahmen mit
Abstdnden von 5 min erslit. AnschlieRendwurde die Fluoreszenzintensitat des GEgnals im Zellkern
guantifiziert (Kapitel 6.4.2und der Zeitpunkt und die Dynamik des Kernimports (A) und Kernexports (B) der
Konstrukte wie in Abbildung 4.3 (B und C) bestimé Stichprobengif3e betrug je n = 13 Zellen fur Cdhl(1
257YGFP (WT) und Cdh1257}m(4-9)D-GFP (m(®)D) sowigje n = 12 Zellen fur Cdh1:@57ym(4-9)AGFP
(m(4-9)A) und Cdh1(1-257)-m(1-2)A-GHP (m(1-2)A). Reprasentative Zellen sind in den Abbildungen 4.2, 4.5 und
4.6 gezeigtVerandert nactHockneret al., 2016

Als nachstes wurden die Phosplekzptierenden Aminosauren der Cdikotive 1-3 durch

Aspartate substituiert, um die Auswirkung einer dauerhaften Phosphorylierung an diesen
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Positionen zu untersuchen. Ubereinsti|end mit der Beobachtung, dass die @dative fur

einen regulierten Kerntransport intakt sein mussen, verhinderte die-BXMutation die
wechselnde Lokalisation von Cdh87)GFP zwischen Zellkern und Zytoplasma (Abb. 4.6
C). Anders als erwartet wiesasl m(23)D-Konstrukt ein deutliches Kernsignal auf, dessen
Intensitat wahrend der Anaphase jedoch nicht zunahm (Abb. 4.6 C). Im Gegensatz zu
Konstrukten, welche die m{3)A-Mutation tragen und nur im Zellkern nachzuweisen waren
(Abb. 4.5 C und 4.6 B), zmiglie m(:3)D-Mutante in allen Zellzyklusphasen zusatzlich zur
Kernlokalisation ein gut detektierbares Signal im Zytoplasma (Abb. 4.6 C). Daraus lasst sich
einerseits schlieRen, dass didspartatMutationen an den CdKotiven 1-3 die
Phosphorylierung nuunvollstandig imitieren konnten. Andererseits spricht die partielle
Lokalisation im Zytoplasma dafir, dass negative Ladungen an diesen Positionen den Import
von Cdh1(1257)GFP in den Zellkern storen.

Zusammen belegen diese Daten, dass die Kernlokalisation Cdhl durch dieCdk
Phosphorylierungsstellen-3 gesteuert wird. Insbesondere ihre Lage im Bereich der NLS und
der stérende Einfluss der m@D-Mutation auf die Kernlokalisation lassen vermutenssia

die Phosphorylierung der Cdkotive 1-3 den Importvon Cdhl in den Zellkern durch

Inaktivierung der NLS negativ reguliert.

4.1.4 CdkPhosphorylierungsstellen-9 kontrollieren die Bindung von Cdh1l an den
APC/C

In einer friheren Studierbohte die Entfernung der Celotive 4-9 die Aktivitat von Cdhih
vivo (Zachariaeet al, 1998) was auf eine wichtige, regulatorische Funktion dieser
Phoghorylierungsstellen hindeuteDa sichdie Phosphorylierung der CeMotive 4-9 nicht
auf die Kernlokalisation von Cdhauswirkte (Abb. 45 ¢ 4.7), wurde als N&chstes ein
maoglicher Einfluss auf die Wechselwirkung mit dem APC/C Uberpdidt.die Bindung
verschiedener CdhDerivate an den APC/@ vivomittels Celmmunprazipitation (ColP) zu
untersuchen, wurden die hergestellte@DH1Konstrukte von dem induzierbare@ALL
Promotor exprimiert und tber eindérminales HAEpitop immunprazipitiert. Die Zellen-co
exprimierten eine endogen mit Mye®@arkierte Version der APGA@ntereinheit Cdc23, Uber
deren Nachweis in Westernbl@&nalysen die Menge an quéazipitierten APC/&omplexen
bestimmt werden sollte. AuRerdem wurden die Proteinlevel des mitotischen Cyiiln2sin

den Zellextrakten nachgewiesen. Daraus sollten Ruckschlisse auf die Fahigkeit der Cdhl
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Derivate, den APC/C zu aktivieren und den Abbau von CIb2 zu induzieren, gezogen werden.
Um eine vergleichbare Expression der verschiedeG&®H3Konstrukte zu ge@éhrleisten,
wurden die Expressionskonstrukte mit Hilfe eines speziellen Vektorsy¢&adswsket al.,
2007)als eine einzelne Kopie stabil in das Genom der Zellen integriert.

Wahrend Cdhl in Abhangigkeit seines Phosphorylierungszustands entweder im Zytoplasma
oder im Zellkerndkalisiert (Abb. 4.1 und 4.9aquenoudet al, 2002) kann derAPC/C in
allen Zellzyklusphasen im Zellkern detektiert werden (AbB®.il8. AnhangZachariaeet al.,
1996; Jaquenouet al., 2002; Melloy und Holloway, 2004ine Athebung der rdumlichen
Trennung zwischen zytoplasmatischem Cdhl und nugtedPC/C durch Mutation der Gdk
Phosphorylierungsstellen in Cdhl sollte sich innerhalb der Zelle auf die Interaktion des
Aktivators mit dem APC/C auswirken. Dabei stellt sich digd;robsichder Einfluss der
Lokalisation auch in einem CelRperiment auspragt da bei der Herstellung von
Gesamtzellextrakterdie zytoplasmatische und nukleare Bestandteilegemischt werden
und eine Interaktiorzwischen urspringlich zytoplasmatisch€dhl und nukledrem APC/C
nachtraglicherfolgen kénnte Umgrundsatzlicheu Gberprifen,nwieweit sich APC/Cdht
Komplexenach der Lysem Zellextrakide novobilden kdnnensolltenin einem technischem
ColRExperimentCDC23VYQ® und HA3CDH1getrennt in raploiden Stammen exprimiert
und die KulturenanschlieBendtr die Herstellung der Zellextraktan gleichen Verhaltnis
gemischtwerden Als Vergleich wurde@DC23VYC9und HA3CDH1in einem heterozygot
diploiden Stamm co-exprimiert. Durch die CeExpressionin einem heterozygaotliploiden
Stammsollte bertcksichtigt werden, dass digndungspartnerbei getrennter Expression
durch das Mischen der haploiden Stamme verdinnt werd&ls Negativkontroll€ir die
getrennte Expressiorwurde ein haploider CDC23VYC93amm mit einem haploiden
Wildtyp-Stamm gemischt undals Kontrolle fur die CBxpression wurdeein Stamm
verwendet, der heterozygediploid fur CDC23VYC9 war, jedoch kein HA3CDH1
exprimierte.

WennHA3CDH1und CDC23VYC9getrennt exprimiert und nachtraglh gemischt wurden,
war dasim Prazipitat von HABdhldetektierte Signal vorCdc23Myc9 nur unwesentlich
hoher als im Prazipitat der Negativkontrolle (Abb4 &n Anhang, Spureb und 6). Im Fall
der CeExpression VORMA3CDH1 und CDG28Y C%hob sich dasignal von Cdc28lyc9, das
mit HA3Cdhl ceprazipitierte, dagegen deutlich von dem Hintergrundsignal der
Negativkontrolle ab (Abb. 8.im Anhang, Spurer und 8). Aus diesen Daten lasst sich
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schliel3en, dass nach déwyse der Zellen nur eine geringfigiged vernachlassigbare
Neubildung von APC/CdhtKomplexen im Zellextrakt stattfindet. Di&$nnte durch die,
relativ zu denvolumerverhaltnissen in der Zelle, starke Verdinnung der Komponenten im
IP-Ansatz bedingtsein Gleichzeitig lasst sich daraus folgemiass die in einem ColP
Experiment detektierte Interaktionrzumindest im Fall von APGZEh1,auf Proteinkomplexe
zurtckgeht, die sich in der Zelle gebildet haben und wéahrend der Aufarbestufrigcht
erhalten werdenkénnen Somitkann davon ausgegangeremden, dasssichein mdglicher
Einfluss der Lokalisatioron Cdhlauf die APC/@nteraktion auch in einem ColPxperiment
niederschlagt

Als nachstes solltdie Rolle der verschiedenen CBkosphorylierungsstellen in Cdh1 fur die
Bindung an den APC/C unsecht werden.Hierzu wurden die CdKlotive der NTD in
unterschiedlichen Kombinationen in Cdhl voller Lange mutiert (Abb. 4.8 A) und
anschlieBend die APCGEIindung der CdhDerivate in Zellen untersucht, die mit dem
Spindelgift Nocodazol behandelt wurdernieBe Zellen arretieren mit hoher Cdlkktivitat in

der Metaphase, sodass eine maximale Phosphorylierung von Cdhl zu erwarten ist. In der Tat
war das heterogene Laufverhalten von H88h1 in der SBBAGE unter diesen Bedingungen
noch starker ausgepragt (AbB.8B, Spuren 2 und 9) als in asynchron wachsenden Zellen
(Abb. 84 im Anhang), wasich im Westernblot in der Detektion von zahlreichen Banden mit
hoher Signalintensitat auf3ertend mit einer vollstandigen Phosphorylierung an multiplen
Positionen im Eklang steht. Die im Prazipitat von H&8h1l detektierten Mengen an
Cdc23Myc9 waren kaum hoher als der Hintergrund in der Negativkontrolle (AbbB4.8
Spuren 8 und 9). Zudem hatte die Uberexpression HWABCDH1in den Nocodazel
behandelten Zellen keinenennenswerten Einfluss auf die Proteinmenge des Cyclins Clb2
(Abb. 4.8B, Spuren 1 und 2)Dieszeigt, dass phosphoryliertes H&2lh1l in Nocodazel
arretierten Zellen, wenn Uberhaupt, nur selschwach an den APC/C bindet. Mittels
Fluoreszenzmikroskopie vazellen, die Cdhl als GFBsion exprimierten, konnte zudem
gezeigt werden, dass Wildty@dhl in Nocodazdrretierten Zellen im Zytoplasma lokalisiert
und nicht im Zellkern angereichert ist (Abb. 4.8 C, obere Bildreihe), wahrend eire GFP
markierte Versionder APC/@Jntereinheit Cdc23 unter diesen Bedingungen im Zellkern
detektiert wurde (Abb. 4.8). Diese Daten belegen, dass Cdhl in Nocoemzetierten
Zellen in hyperphosphorylierter Form im Zytoplasma vorliegt und nahtden APC/C

gebundenist.
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Abbildung 4.8: APC/CInteraktion und Lokalisatiorvon Cdh1Derivatenin Nocodazolarretierten Zellen

(A) Schematische Darstellung der Celbérivate. Die NLS (oliv), dieBOx (blau), die WD4Doméne (kraftigs

gelb) und das HRotiv (rot) sind durch farbige Kasten gekennzeichn&ie Positionen der Cdk
Phosphorylierungsstellen sind mit weien Pins markiert. Rote Kreuze symbolisieren die Mutation von
Phosphatakzeptierenden Aminoséureresten zu AlaninrestePSzu AP)B) WesternblotAnalyse zur APC/C
Interaktion von Cdhl, Cdhh(1-3)A, Cdhim(4-9)A, Cdhin(1-7)A, Cdhim(1-3, 89)A und Cdhn(1-9)A in
Nocodazofarretierten Zellen. Die Zellen wurden durch Zugabe von Nocodazol in der Metaphase arretiert und
anghlieRend die Expression d&DHKonstrukteflr 2 h von dem GALEPromotor induziert. Die Zellen €o
exprimierten eine endogen mit dem Myd%itop markierte Version der APCGUBitereinheit Cdc23. Nach dem
Zellaufschluss wurden die Cdbkrivate Uber ein Merminales HA&Epitop mit Hilfe eines Hapezifischen
Antikérpers aus dem Gesamtzellextrakt immunprazipitiert. Die cirdvate und Cdc2Blyc9 wurden in én
DSal YGT Sttt SEGNI 1Sy dzy RHAMPY mitielS WestlerMbioAnAlysaldhtei VieivénduigS y 6
von HA und Myespezifischen Antikérpern nachgewiesen. Die Sternchen markieren das Signal des fir die IP
verwendeten HAspezifischen Antikérpers. Diéesamtzellextrakte wurden in einer separaten Westernblot
Analyse zusatzlich auf CIb2 und Gcdl1l, das als Ladekontrolle diente, mit Hilfe von spezifischen Antiseren
untersucht. Als Negativkontrolle (NK, Spuren 1 und 8) diente ein StamnCRIER3VYC9aber kein HA3
CDH1Konstrukt exprimierte. Die Spuren 2 und 9 enthalten das Wildtgpstrukt HASCdhl (WT). Die
Saulendiagramme zeigen die Quantifizierung der Slighale im Gesamtzellextrakt und Cdd2gc9-Signale in

den Immunprazipitaten. Die Signalintensgé von CIb2 wurden auf die Intensitaten der zugehérigen Gedll
Signale normiert und der Wert fiir die Negativkontrolle gleich 1 gesetzt. Die Signalintensitaten vorMyd&23
wurde auf das entsprechende HAZRIh1Signal normiert und der Wert flr das Wildt§onstrukt gleich 1
gesetzt.(C ¢ B) Fluoreszenzmikroskopie vdabenden Zellen, di€DC235FP(D) oderverschiedene Derivate

von GFPCDH1(C) oderCDH1(2257}GFP(E) exprimierten. Vor der Mikroskopie wurden die Zellemit
Nocodazoin der Metaphase arregirt. Die Zellen ceexprimierten das Konstrukt Kef@herry zur Visualisierung

des Zellkerns. Fur jedes Konstrukt sind repréasentative Zellen gezeigt und der Anteil an ZellenSignalHm
Zellkernist in Prozent angegeben (StichprobengréfRen: n = 44 @@EP), n = 87 (GERIh1, WT), n = 43 (GFP
Cdh1, m(13)A), n = 39 (GFedh1, m(49)A), n = 63 (Cdh1{a57)}GFP, WT), n = 42 (CdhPA7)}GFP, m(B)A)

und n = 70Zellen(Cdh1(3257)GFP, m(4.9)A)JC) Die Expression d&FPCDH1Konstrukte erfolgte von da
MET25Promotor undwurde fiir 45 min vor der Mikroskopie in den Nocodaaoktierten Zellen induziert(D)

Die Expression vo6@DC235FPerfolgte von dem endogenen GenofE) Die Expression d&2DH1(1257)xGFP
Konstrukte erfolgte von dem konstitutived B=2Promotor. Der Malstabsbalken entspricht 5 um. DIC:
DifferentiatinterferenzKontrast.Verandert nactHockneret al, 2016

Um den Einfluss der Lokalisation von Cdhl auf dessen Interaktion mit der@ AB@#sten,
wurden als Nachstes die GMotive 1-3 durch AlanirSubstitution entfernt. Wie erwartet
bewirkte die m(13)A-Mutation, dass GFEdh1 in der Mehrzahl der Nocodai@handelten

Zellen im Zellkern lokalisierte (Abb. 4.8 C, mittlere BildreihentzTider erhdhten
Kernlokalisation konnte im Prazipitat von H88h1m(1-3)A nur unwesentlich mehr Cdc23

Myc9 nachgewiesen werden als im Préazipitat des Wildtgpstrukts (Abb. 4.8 B, Spuren 9

und 10). Somit reicht die Lokalisation von Cdhl im Zellkermalleicht fir eine robuste
Interaktion mit dem APC/C aus. Stattdessen lassen diese Daten vermuten, dass die Bindung
von kernlokalisiertem Cdhf(1-3)A an den APC/C durch die Phospheryng an den

verbliebenen CdiMotiven verhindert wird.
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Die CdkPhosphoylierungsstellen @ sind in der NTD von Cdhhgleichverteilt und h&ufen

sich in zwei Bereichen: Wéahrestthdie CdkMotive 47 innerhalb eines Abschnitts von nur

22 Aminosauren ab Position 157 befinden, liege @dkMotive 8 und 9 an den Positionen
227 und 240 unmittelbar vor der WD4Doméne (Abb. 8. A). Um die Bedeutung dieser
Phosphorylierungsstellen fur die Interaktion mit dem APC/C zu klaren, wutigelpeiden
Gruppen von CdWKotiven entweder einzeln oder zusammen in Cedin{1-3)A mutiert.
Sowohldie m(47)A- als auch die m@)A-Mutation verbesserte didAPC/EBindung der m(4
3)AMutante. Sobanden die betreffenden Konstrukte Cdhi(1-7)A und Cdhin(1-3,8-9)A
gleichermalRermehr Cdc23Myc9 als die m(B)A-Mutante (Abb. 48 B, Spuren 10, 12 und
13).Eine maximale Interaktion von Cdh1l mit dem APC/C wheidbachtet, wenn alle neun
CdkMotive in der NTD von Cdhl mutiert wurden (Abb. B,&pur 14). Diese Daten deuten
darauf hin, dass die Phosphorylierung stwvan den CdiMotiven 47 als auch an den &d
Motiven 89 die Wechselwirkung mit dem APC/C stért und die simultane Phosphorylierung
beider Gruppen additiv auf die APGi@eraktion wirkt. Weiterhin wurde beobacht, dass

die Entfernung der CdRhosphorylierungsstellen-@ die Bindung von Cdhl an dé#C/C

nur dann wesentlich erhéhte, wenn die Motive3lebenfalls mutiert wurden. So enthielt das
Prazipitat der m(€)A-Mutante, die noch an den CeMotiven 1-3 phosphoryliert werden
kann, deutlich weniger Cdc2Blyc9 als das Prazipitat des riffJA-Konstrikts (Abb. 4.8B,
Spuen 11 und 14). Da Cdht(4-9)Ain der Mehrzahl demNocodazchrretierten Zellen im
Zytoplasma lokalisiert war (Abb. 4.8 C, untere Bildreihe), lasst sich aus diesen Daten folgern,
dasseine Lokalisation vorCdhlim Zellkern notwendidir die Bindung an den APCAL

Der Nachweis der ClbH2evel in den Zellextrakten zeigte, dass die Fahigkeit der -Cdhl
Derivate, die Degradation von Clb2 zu induzieren, weitestgehend mit der Intensitat ihrer
APC/@Bindung korrelierte (Abb. 4.8). Obwohl dieKonstrukte Cdhim(1-3)A und Cdhil
m(4-9)A nur schwach mit dem APGKernkomplex interagierten, reduzierte ihre
Uberexpression die Proteinmenge von Clb2 um mehr als die Halfte. Daraus lasst sich
schlie3en, dass die Bindung geringer Mengen Cdh1l bereitsichusrem die Degradation
von ClIb2 einzuleiten. Die erhéhte Fahigkeit von Gatif1-3)A und Cdhin(4-9)A, den APC/C

zu aktivieren, spiegelte sich auch in dem Wachstumsdefekt wider, den diese Konstrukte
bereits bei geringer Expression hervorriefen (Abk2 B.im Anhang). Die ektopische
Aktivierung des APC/C und die resultierende, negative Rupkkog auf die Aktivitat von

Cdkl kann als Erklarung dafir dienen, warum die Konstrukte in voller Ldnge weniger
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einheitlich in Nocodazedrretierten Zellen lokalisierte (Abb. 4.8 C) als die entsprechenden
Cdh1(2257)Konstrukte (Abb. 4.&). Da fur die Cdh1¢257)GFPDerivate keine robuste
Interaktion mit dem APC/C nachgewiesen werden konnte (Abb.irB. Anhang), ist es
unwahrscheinlich, dass diese Konstrukte den ARf@fen BTrypCycline aktivieren und die
CdkZAktivitat in Nocodazehrretierten Zellen beeinflussen.

Die negative Ruckkopplung der Cebérivate auf die Aktivitat von Cdkhat zudem
Auswirkungenauf die Ergebnisse der CeRperimente Es istdavon auszudeen, dass mit
zunehmender Entfernung der Phosphorylierungsstellen sowohl die BRbodgerung an
verbliebenen CdiMotiven in Cdhl als auch die Phosphorylierung aller Gbrigen -Cdkl
Substrate abnimmt. Dadurch lasst sich einerseits der individuelle Beitrag der
Phosphorylierungsstellen schwerer bestimmen und andererseits koénnen weitere
Einflussgréf3en, wie beispielsweise eine Abnahme der Phosphorylierung des APC/C, als
Ursachen fur die reduzierte APGZThtinteraktion nicht ausgeschlossen werden.

Um der negativdRiickkopplung de€DH31Derivate auf die CdkAktivitdt entgegenzuwirken,
wurde das CoHExperiment mit Zellen wiederholt, die zusétzlich zur endogenen Kopie eine
stabilisierte Version des Cyclins CIb2 von d&AL110-Promotor exprimierten. Dabei
handelte & sich um eirClb2Konstrukt, dem durcleine interneDeletionder Aminosauren
17-33 die DBox an Positior25 entfernt wurde (db2-kdb; Schwabet al,, 1997) Anders als
endogenes Clb2, dessen Level durch die Uberexpression GDHRIiDerivaten mit
Mutationen in den Cd¥hosphorylierungsstellen-@ weiterhin reduziertwurden, war das
stabilisierte Ab2-kdb-Konstrukt in allen Zellextrakten robust zu detektieren (Abb. 4.9 B).
Dadurch betrug die Gesamtmenge an CIb2 selbst in Zellen, di€RIddm(1-9)A-Konstrukt
exprimierten, noch mehr als das Zweifache der endogenen -Kilriye in den
Kontrollzellen, diekein HA3CDHKonstrukt enthielten (Abb. 4.9 B, Spuren 1 und 7, und
Quantifizierung). Wie erwartet konnte auch unter diesen Bedingungen keine nennenswerte
APC/@Bindung fur das WildtyjKonstrukt beobachtet werden, da sich das Signal von Gdc23
Myc9 in dem Razipitat von HAZCdh1l kaum von dem Signal der Negativkontrolle abhob
(Abb. 4.9 B, Spuren 8 und 9). Das Ermdglichen der Kernlokalisation ve@dHA3Iurch
Einfihren der m(83)AMutation erhohte die CdPrazipitation von Cdc2Blyc9 ebenfdk
nicht (Abb. 4.8, Spur 10).
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Abbildung4.9: APC/GInteraktion von CdhiDerivatenin Nocodazolarretierten Zellen beiCoExpression

eines stabilisiertenCLR-k db-Konstrukts

(A) Schematische Darstellung der Celbérivate Die NLS (oliv), dieEBbx (blau), die WD4Domane (kraftiges
gelb) und das HRIotiv (rot) sind durch farbige Kasten gekemithnet. Die Positionen der Gdk
Phosphorylierungsstellen sind mit wei3en Pins markiert. Rote Kreuze symbolisieren die Mutation von
Phosphatakzeptierenden Aminosaureresten zu Alaninresten (S/TP zUB)RYesternblotAnalyse zuAPC/C
Interaktion von Cdhl, Cdhh(1-3)A, Cdhim(4-9)A, Cdhim(1-7)A, Cdhim(1-3,8-9)A und Cdhin(1-9)Ain
Nocodazofarretierten Zellerbei CeExpression vo€LBZ db. Die Zellen wurden durch Zugabe von Nocodazol
in der Metaphase arretiert und anschlieRend die ExpressionGleH1Konstruktevon dem GALEPromotor
sowie die Expression vabLBZdb von dempGAL110-Promotor fir 2h induziertDie Zellen ceexprimierten
eine endogen mit dem MyecEpitop markierte Version der APGUDtereinheit Cdc23. Die Immunprazipitation
0 HAIP) der CdhiDerivate und die anschlielende Westernbfotalyse wurden wie in Abbildung 4B
durchgefiihrt.Die durch Gedlkhormierten Signbntensitaten von Clb2 und Cléalb wurden addiert undauf

die Signalintensitéat des endogenen CIb2 in der Negativkontrolle gh&e Bande irSpur 1) bezogenAls
Negativkontrolle (NK, Spuren 1 und 8) diente ein Stamm,G2€23VYC9aber keinHA3CDHIKmstrukt
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exprimierte. Die Spuren 2 und 9 enthalten das Wildi§gnstrukt HAZCdh1 (WT). Die Sternchen markieren das
Signal des fir die IP verwendeten-si#ezifischen Antikdrper¥.erandert nactHdckneret al., 2016

Anders als im Experiment ohne -Egpression vorCLR-kdb (Abb. 4.8) wurde die APG/C
Interaktion von Cdhin(1-3)A nur geringfugig verbessert, wenn die Phosphorylierungsstellen
4-7 oder 89 zusatzlich inaktiviert wurden (Abb. 4.9). So wurde im dRézipitaten der
resultierenden Konstrukte Cdhh(1-7)A und Cdhidn(1-3,89)A nur unwesentlich mehr
Cdc23Myc9 detektiert als in dem Prazipitat der m8JA-Mutante (Abb. 4.9, Spuren 10, 12
und 13). Eine deutliche Zunahme der ARBiI@ung konnte lediglicHokumentiert werden,
wenn die CdiMotive 1-3, 47 und 89 simultan mutiert wurden, um die m{9)A-Mutante
herzustellen (Abb. 4.9, Spur 14). Waren dagegen dieRbdkphorylierungsstellen-a intakt

und lediglich die Phosphorylierungssteller® 4naktiviet, interagierte das entsprechende
m(4-9)A-Konstrukt nur schwach mit dem APC/C (Abb. 4.9, Spur 11). Somit wurden die
Ergebnisse des vorangegangenen Experiments grundsatzligitipesvobei die Rolle der
CdkPhosphorylierungsstellen9 praziser aufgelésterden konnte.

In Anwesenheit hoher Mengen Clb2 zeigte sitdss sowohl die Phosphorylierung an den
CdkMotiven 47 als auch an den Cdikotiven 89 alleine hinreichend ist, um die Bindung
von nukledrem Cdhin(1-3)A an den APC/C zu blockieren. Folglich diarintermediare
Zunahme der APC/lteraktion im Fall der Konstrukte Cdii(1-7)A und Cdhin(1-3,8-9)A

in dem vorangegangenen Experiment ohne-Ex@ression vorCLR-kdb (Abb. 4.8)der
negativen Ruckkopplung auf die Cekitivitat geschuldet, die vermudh zu einer
Verringerung der Phosphorylierung an den verbliebenen-I@dkven gefiihrt hatte.Die
robuste Interaktion von Cdhin(1-9)A mit dem APC/C in Gegenwart hoher Mengen Clb2
und daraus resultierend hoher Cdlktivitat, zeigt zudem, das€dkl die APC-Cdht
Interaktion vor allem durch die Phosphorylierung von Cdhl und nicht durch
Phosphorylierung des APC/C kontrolliert

Um den Befund, dass die Bindung von Cdhl an den APC/C durch die Cdk
Phosphorylierungsstellen-94 gesteuert wird, weiter zu festigemyurden zur Nachahmung
dauerhafter Phosphorylierung die Phosplazeptierenden Threoninund Serinreste an
diesen Positionen durch Aspartatreste ersetzt (Abld.04A) und die Interaktion mit dem

APC/C in asynchron wachsenden Zellen analysiert.
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Abbildung 4.10: APC/CInteraktion von Cdhl in asynchron wachsenden Zellen bei Imitierung dauerhafter
Phosphorylierung an den Cellotiven 4-9

(A) Schematische Darstellung der Celbérivate. Die NLS (oliv), dieBox(blau), die WD4Domane (kraftiges

gelb) und das HRIotiv (rot) sind durch farbige Kasten gekemithnet. Die Positionen der Cdk
Phosphorylierungsstellen sind mit weien Pins markiert. Rote Kreuze symbolisieren die Mutation von
Phosphatakzeptierenden Amioséureresten zu Alaninresten (S/TP zu AP), wahrend schwarze Pins die
Mutation zu Aspartatresten anzeigen (S/TP zu [B)WesternblotAnalyse zuAPC/GAnteraktion von Cdhl,
Cdhtm(4-9)D, Cdhim(4-9)A, Cdhin(1-3)A, Cdhim(1-3)Am(4-9)D und CdhIn(1-9)A nh asynchron
wachsenden Zellen. Die Expression @&H1Konstrukte von denGGALEPromotor wurde fur 2 h induziert und
anschlieBend Gesamtzellextrakte hergestdilte Zellen ceexprimierten eine endogen mit dem Myd&%itop
markierte Version der APGi@nterenheit Cdc23Die Immunprazipitatiord tHAIP)der Cdh1Derivate und die
anschlieBende Westernblgtnalyse wurden wie in Abbildung 4Bdurchgefuhrt. Als Negativkontrolle (NK,
Spuren 1 und 8) diente ein Stamm, d@DC23aVYC9ber keinHA3CDH1Konstrukt exprimierte. Die Spuren 2

und 9 enthalen das WildtypKonstrukt HA3Cdh1l (WT). Die Sternchen markieren das Signal des fir die IP
verwendeten HAspezifischen Antikérper&/erandert nachHockneret al,, 2016
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Anders als in NocodazBixtraktenco-préazipitierte eine substantielle Menge an Cdd4$c9

mit HA3Cdh1l in Extrakten der asynchron wachsenden Kultur, welche-piadgphoryliertes
Cdhl aus Zellen der &hase und spaten Mitose enthalten (Abb. 4.10 B, Spur 9). Damit
ubereinstimmend fihrte di Uberexpression voRIA3CDH1in asynchroner Kultur zu einer
Verringerung der ClbRevel um etwa 50%. Die Plpp®-mimetische Mutation der Cdk
Motive 49 verhinderte dagegen die Interaktion mit dem APC/C, da das Signal fur-Cdc23
Myc9 im Prazipitat des nm{9)D-Konstrukts nicht hoher als das Hintergrundsignal in der
Negativkontrolle war (Abb. 4.1B, Spuren 8 und 10).

Im Gegensatz dazu verbesserte die Entfernung derRbaisphorylierungsstellen-@ durch
AlaninSubstitutionen die Bindung von Cdhl an den ARBID. 4.10 B, Spuren 9 und 11).
Die m(49)D- und m(49)A-Mutationen wirkten sich im Kontext des konstitutiv im Kern
lokalisierten m(13)A-Konstrukts &hnlich aus. Wahrend Cdd28c9 im Prazipitat von HA3
Cdhtm(1-3)A gefunden wurde, konnte die AP@M@terenheit im Prazipitat des m(3)A
m(4-9)D-Konstrukts nicht tber Hintergrundniveau detektiert werden (Abb. 4.10 B, Spuren 12
und 13). Umgekehrt erhthte die zusatzliche Entfernung derNatkve 4-9 durch Alanin
Substitutionen die Bindung von Cdhi(1-3)A an @n APC/C (Abb. 4.10 B, Spuren 12 und
14). Da sich die m@)D-Mutation weder auf den regulierten Kerntransport von Cdh1(1
257}GFP noch auf die konstitutive Kernlokalisation von CdBa{}m(1-3)AGFP auswirkte
(Abb. 4.6), kann eine fehlerhafte Lokalisatials Ursache fir den Bindungsdefekt der m(4
9)D-Konstrukte ausgeschlossen werdafieimehr unterstitzen diese Daten die Vorstellung,
dass die Phosphorylierung der Gdbtive 49 die Bindung von Cdhl an den APC/C inhibiert.
Trotz der deutlich reduziertetAPC/@Bindung konnte die Uberexpression von rHD-
Derivaten die Degradation von Clb2 induzieren (AbbO &, Spuren 3 und 6). Dies deutet
daraufhin, dassder Austausch zu Aspartdie Phosphorylierung an den GMotiven nicht

in vollem Umfangmitieren kann.

Ebenso wie in Nocodazalretierten ZellenAbb. 48 Bund 4.9 Bforderte eine Verstarkung
der Kernlokalisation durch diéntfernung der Cdlhosphorylierungsstellen-3 die Bindung
von Cdhl an den APCKaum (Abb. 4.0 B, Spuren 9 und 12QAllerdings verbesserte die
m(1-3)A-Mutation die Fahigkeit von Cdhth(4-9)A, mit dem APC/C zu interagieren (Abb.
4.10, Spuren 11 und 14) und die Degradation von CIb2 zu vermitteln (At®. Spuren 4
und 7). Diesunterstitzt die Sichtweise, dassich Cdhifiir die Wechselwirkung mit dem

APC/C im Zellkern befinden muss
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Zusammepgefasst konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass die -Cdk
Phosphorylierungsstellen in der NTD von Cdmlautonomen Gruppen organisiert sing
welche die Aktivitat von Cdhl auf unterschietle Weise steuernWahrend dieCdkMotive
1-3 die Lokalisation von Cdhl im Zellkern regulieren, kontrollieren die

Phosphorylierungsstellen@die Bindung von Cdh1 an den APC/C.

4.2 Regulation von Cdc20 durch APGZdh1 vermitteltelnstabilitat

In dervielschichtigerRegulationdes friihen Aktivator€dc20 nimmtie Proteindegradation
eine zentrale Rolle eirCdc20 ist in allen Zellzyklusphasen instabil wid Gber multiple
Mechanismen degradiertPrinzet al, 198; Pfleger und Kirschner, 2000; Refsal,, 2006;
Robbins und Cross, 2010a; Faeal., 2011; Foster und Morgan, 2012; Uzun@tal., 2012)
In der spaten Mitosaragt die APC/€dhlvermittelte Degradatiorvon Cdc20 entscheidend
zur Inaktivierung de€dc20gebundenen APCHSoform beiund beglnstigt gleichzeitig den
Wechsel der Aktivatoren von Cdc20 zu CdimlS. cerevisiadasiert die Erkennung von
Cdc20 durch APCG/Cdhl auf zwei Rx»Motiven in der NTD von CdcZPrinzet al., 1998;
Shirayamaet al, 1998; Robbins und Cross, 2010die der minimalen Konsensussequenz
einer DBox entsprecher(Glotzeret al, 1991) Jedoch ist der individuelle Beitrafieser
Motive zur Instabilitdt umstrittenPrinzet al, 1998; Robbins und Cross, 2010dim mehr
Uber die Erkennung von Cdc20 durch den ARQIRL zu lernen, warire Ziel dieser Arbeit,
die minimale Abbausequenz (Degron) fur die APCd@8Xvermittelte Degradation von

Cdc20 zu identifizieren.

4.2.1 Die Nterminalen 80 Aminosauren von Cdc20 sind hinreichend fur

Kernlokalisation undAPC/CCdhtabhangigelnstabilitat in der GtPhase

Um herauszufinden welche Elemente in Cdc20 fidie Instabilitat in der G¥hase
notwendig sindwurdendurch Verkirzung Subfragmenton Cdc2bergestellt und auf ihre
Stabilitdt hin untersucht.In einem ersten Test sollte mittels Fluoreszenzmikroskopie
Uberpruft werden, in welchen Zellzyklusphasen die hergestellten Konstm&kthweisbar

sind Dadurch sollten Ruckschlisse auf dieb@itdt der Konstrukte gezogen werden und
gleichzeitig mdgliche Lokalisationselemente identifiziert werden. Cdc20 kann &ahnlich wie

Cdhl in eine CTD, welche die charakteristische \Wetaane enthélt, und eine NTD mit
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regulatorischen Sequenzelementen untelteverden (Abb. 4.1 A). Zunéachst sollte das
Lokalisationsmuster der NTD und CTD mit dem Lokalisationsmuster von Cdc20 in voller
Lange verglichen werden. Zu diesem Zweck wurden sowohl Cdc20 als auch seine
Subdomanen mit GFP fusioniert (Abb. 4B) und uner die Kontrolle des konstitutiven
TEFZPromotors gestellt.

Im Gegensatz zu nicliasioniertem GFP (Abb. 4.1 C) wies @ER20 ein deutliches Signal im
Zellkern von knospenden Zellen auf, wie aus derL@alisation mit dem Ker@herry
Konstrukt ersichtth wurde (Abb4.11 C, Bildreihen 2 und 3). Dagegen konnte -GEE20

trotz konstitutiver Expression nicht in Zellen der-Biase detektiert werden (Abb. 4.1C,
Bildreihe 1). Dies steht im Einklang mit der bekannten Instabilitat von Cdc20 in ddrasé
(Prinzet al,, 1998; Shirayamat al., 1998; Robbins und Cross, 2010a)l deutet gleichzeitig

auf eine besonders starke Degradation in dieser Phase des Zellzyklus hin. Abgesehen von der
Abwesenheit in der GPhasekonnten keine Anderungen der Lokalisation im Verlauf des
Zellzyklus beobachtet werden, was mit Aussagen friherer Arbeiten Ubereinstimmt
(Shirayamaet al., 1998; Jaguenoudt al., 2002)

Anders als Cdc20 in volleérige lokalisierte GF@dc20(243%10), das die CTD von Cdc20
enthalt, nicht nur im Zellkern, sondern war zusatzlich im Zytoplasma angereichert (Abb. 4.1
D). Daruber hinaus konnte in Zellen mit Knospe, die sich nicht in der Anaphase befanden, ein
schwachesGFPSignal am Knospenhals beobachtet werden (Abbl 41 Pfeil). Somit
ahnelte die Lokalisation der CTD von Cdc20 stark der zellularen Verteilung der CTD von Cdhl
(Abb. 4.1 D und es kanrangenommen werden, dass das Lokalisationsmuster von GFP
Cdc20(243%10) ebenfalls durch Wechselwirkungen mit ARS((®straten beeinflusst ist.

Eine weitere Besonderheit war, dass das -Skfhal des CTRonstrukts auch in Zellen der
Gl-Phase nachgewiesen werden konnte (Abb.140). Das GHSignal wies in G1 eine
ahnlich hdne Intensitat wie in den ubrigen Zellzyklusphasen auf, was bedeutet, dass GFP
Cdc20(243%10) in dieser Zellzyklusphase stabil list. Gegensatz dazu verhielt sich das NTD
umfassende Cdh1{248)GFP bezlglich Stabilitat und Lokalisation identisch zuG8aE® in

voller Lange, da es sich in knospenden Zellen exklusiv im Zellkern befand (Abb. 4. 11 E,
Bildreihen 2 und 3), aber in Zellen der-Bllase nicht zu detektieren war (Abb. 4.11 E,
Bildreihe 1). Aus diesen Daten kann gefolgert werden, dass die NTD mi¢wend
hinreichend fir die exklusive Lokalisation im Zellkern sowie fur die Instabilitdt von Cdc20 in

der GtPhase ist.
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Abbildung4.11: Lokalisation und Stabilitdt von Cdc20 und verkiirzten DerivatenZellteilungszyklus

(A) Schematische Darstellung von Cdc20. Die Rbotive (orange), die ®ox (blau), das Mad2
Interaktionsmotiv (MIM, magenta), die WD4omaéne (grau) und das-NRotiv (rot) sind mit farbigen Késten
gekennzeichnet. Die Zahlen geben Aos@urepositionen an. NTD:-tdrminale Doméane. CTD:t€rminale
Doméne. (B) Schematische Darstellung der Cdé2BPFusionskonstrukte basierend auf. (C ¢ H)
Fluoreszenzmikroslkide von lebenden Zelledie GFPCDC2(C),GFPCDC20(22610) (D), CDC20(:248)}GFP
(E), CDC20(1L.80)}GFP(F), CDC20(19)GFP(G) oder CDC20(BO}GFP(H) von dem konstitutivenTEF2
Promotor exprimierten. Die Zellen @xprimierten das Konstrukt Kef@herry zur Visualisierung des Zellkerns.
Fur jedes Konstrukt sind reprasentativellén gezeigt die sich in der GPhase (Bildreih&), vor der Anaphase
(Bildreihe2) oder in der spéten Anaphase befinden (Bildre#)eDer Maf3stabsbalken entspricht 5 um. DIC:
DifferentiatinterferenzKontrast.

Um die verantwortlichen Regionen fir Kéokalisation und Degradation in der ®&hase
weiter einzugrenzen, wurde die NTD von ihrente@ninalen Ende ausgehend sukzessiv
verkurzt und die resultierenden Fragmemeaurden fur die anschlieend@nalyse mittels
Fluoreszenzmikroskopimit GFP fusionig¢r(Abb. 4.1 B). Ebenso wie die langeren NTD
Konstrukte Cdc20¢180)}GFP (Abb. 411 F) und Cdc20€119)GFP (Abb. 411 G) zeigte
Cdc20(180)}GFP, das lediglich die-tBrminalen 80 Aminosaureminschliel3lich der zwel
RxxEMotive umfasst, ein prominentes Sigl im Zellkern von knospenden Zellen, jed&em
Signalin Zellen der GPhase (Abb. 411H).In einer vorangegangenen Arbeit konnte bereits
gezeigt werden, dass die Entfernung dettelminalen 65 Aminosduren sowohl zu einer
Stabilisierung als auch zuner reduzierten Kernlokalisation von Cdc20 fukirtdckner,
2011) In der Summezeigen diese DatendassCdc20(380) nicht nur fur den Abbau von
Cdc20in der G1Phaseverantwortlich ist sondern darlber hinaus eine NLS enthalt, die
einen wesentlichen Beitrag zur Kernlokalisatites Proteingeistet.

Um die Degradation von Cdc2680)}GFPweiter zu charakterisieren, wurde die Stabilitat
des Fusionsporteins im Verlauf des Zellzyklus mittels Zeitrafferaufnahmen verfolgt. Dazu
wurden Zellen, di€€DC20(B0)-GFPkonstitutiv von demTEFZPromotor exprimierten, tber
einen Zeitraum von zwei Stuad in 5mindtigen Abstanden aufgenommen und
anschlieend die Fluoreszenzintensitat des-SkigRals quantifiziert.

Zu Beginn der Anaphase konnte ein intensives-&igRal im Zellkern detektiert werden
(Zeitpunkt O min in Abb. 4.12 A). Im Verlauf der Kemmreng stieg die Intensitat des
Gesamtsignals an, bis die Zellkerne ihren maximalen Abstand erreichten (Zeitwert 20 min in
Abb. 4.12, A und BPBevor die Mitosespindel zusammenbrach und sich die Verbindung

zwischen den Zellkernen aufldste (zwischen 20 mith 830 min in Abb. 4.12), verringerte sich
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die gemessene GHRtensitat zun&chst langsam und nahm ab dem Zeitpunkt des Abknickens

der Knospe (Zeitwert 50 min in Abb. 4.12) mit zunehmenden Raten ab.
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Abbildung4.12: Fluktuation von Cdc20(80)}>GFP im Zellteilungszyklus

(A) Fluoreszenzmikroskopie von lebenden Zellen, GiC20(:BO}GFPvon dem konstitutivenTEFZ2Promotor
exprimierten. Es wurden Zeitrafferaufnahmen tber einen Zeitraum von 2 h und mit Alestédrah 5 min

erstellt. Die Zellen cexprimierten das Konstrukt Ket@herry zur Visualisierung des Zellkerns. Die beginnende
Elongation des Zellkerns wurde als AnaphBsginn festgelegt und diente als zeitlicher Bezugspunkt (t = 0
min). Es sind ausgewaalZeitwerte fir eine reprasentative Zelle gezeigt. Der MalRstabsbalken entspricht 5 um.
DIC: DifferentialnterferenzKontrast.(B und C)Quantifizierung des GF¥ignals der in A gezeigten Zellse
Fluoreszenzintensitat des GBigynals wurdgemessenaufden Maximalwertdes Gesamtsignatsormiert und

gegen die Zeit aufgetragen. Das Gesamtsignal (B) setzt sich nach der Kerntrennung aus den Signalen von
Mutter und Tochterzelle (C) zusammen.

Die GFFSignale in Mutter und Tochterzelle sanken dabei in veighbarem Mal3e (Abb.

4.12 C) und erreichten 20 min nadkbtrennung der Knospein Minimum in der GPhase
(Zeitwert 70 min in Abb. 42). Zeitgleich mit der Bildung einer neuen Knospe stieg das GFP
Signal im Zellkern der Mutterzelle wieder an (Zeitwert 99 m Abb. 4.12), wogegen das
Signal in der Tochterzelle, die wahrend der Aufnahme nicht in einen neuen Zellzyklus eintrat,

auf niedrigem Niveau verblieAus der Fluktuation des GfSgnals lasst sich schlie3en, dass
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der Abbau von Cdc20@0)GFP in dermiten Anaphase beginnt und bis zum Ende der G1

Phase andauert.
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Abbildung4.13: Rolle von Cdh1 fir die Fluktuation von Cdc2€§Q)GFFm Zellteilungszyklus

(A und B)Fluoreszenzmikroskopie von Wildtgpllen CDH1,A) und Zellen mit Deletion des CDH1Gens

(O R K M)) dieCDC20(B0)GFPvon dem konstitutiveniTEFZPromotor exprimierten. Es wurden Uber einen
Zeitraum von 2h Zeitrafferaufnahmen innginitigen Abstanden erstellt und ausgewéhlte Zeitwestad fur
jeweils eine reprasentative Zelle gezeigt. Diellete coexprimierten das Konstrukt Kei@herry zur
Visualisierung des Zellkerns. D&usammenbruch der Mitosespindel wurde als zeitlicher Bezugspunkt (t = 0
min) ausgewdhlt und an Hand des Abstands zwischen den trennenden Zellkernen bestramt.
Malstabslalken entspricht 5 pm. DIC: DifferentiaterferenzKonstrast.(C und D)Quantifizierungdes GFP
Signas fur die in A gezeigteCDH1 (C) und die in B gezeigt® R K-Zejtle (D) Die gemessenen
Fluoreszenzintensitadten wurdeauf den Maximalwert des Gesamtsignaldas sich aus der Summe der
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Signalintensitaten von Mutterund Tochterzelle ergibthormiert und gegen die Zeit aufgetragevierdndert
nachArnoldet al., 2015

Die Zeitspanne der Instabilitat, die sich von der spaten Mitose bis zum Ende dtraGd
erstreckte, lasst vermuten, dass Cdc28Q)-GFP durch APG/Cdh1 fur den Abbau markiert
wird. Um diese Annahme zu bestétigen, wurde die Stabilitdt des m3miateins in Zellen, in
denen dasCDH1Gen deletiert wurde @ R K)wniittels Zeitrafferaufnahmen untersucht und

mit der Stabilitéat in WildtygzZellen verglichenAnders als in WildtyZellen, in denen das
GFPSignal in bekannter Weise fluktuier¢abb. 4.B A und C)nahmdie Signalintensitaton
Cdc20(180)}GFP ircR K aZkllen wahrend der spéaten Mitose und der folgendenRbiase

nicht ab, sondern blieb sowohl in Mutteals auch in Tochterzellen auf einem hohem Niveau
(Abb. 4.B B und D). Zudem verringerten sich die gemessenen Fluoreszenzintensitaten
weder in Wildtyp noch inO R K-Zellen in dem Zeitraum vor der Anapha@bb. 86 im
Anhang) sodass ein maoglicher Beitrag des frihen Aktivators Cdc20 zur Degradation von
Cdc20(180)}GFP ausgeschlossen werden k&®omit handelt es sich b€&idc20(380)um ein
Degron dasausschlieflicldurchAPC/GCdh1 erkannt wird

4.2.2 Eine DBox und eine NLS sind essentielle Bestandteile des Cde20f1

Degrons

Als nachstes solltem Cdc20(480) die Abbausignale, die fur dierkennung de®egrors
durch Cdhinotwendigsind, bestimmt werden. Hierzu wurden Verkirzungen und mutierte
Versionen des Degrons hergestellt und als -G&$ton unter Kontrolle des regulierbaren
GAL1Promotors gestelltUm die Stabilitat dieser Derivate in der-Basezu untersuchen
wurde dieExpression deKonstukte fur zwei Stundenn Zelleninduziet, die zuvor mit dem

t | I NHzy 3 & LIKFEGKWwR ¥ 2d¢r GPhase arretiert wurden.Nach Abschalten der
Expressionwurde die Stabilitdt der DegreDerivatein WesternblotAnalysa verfolgt. Die
Detektion der Fusionspretne erfolgte Uber ein Merminales MycZEpitop.Durch Messung
des DNAProfils der Zellen mittels Durchflusszytometrie wurde sichstegj, dass der Arrest
in der G1Phase fur die Dauer des Experiments vollstandig ¥adem wurde im Vorfeld die
Expressin der CDC285FPKonstrukte in asynchron wachsenden Zellen Uberpriii, die
Interpretation der Stabitditsmessungen zu erleichterfAbb. 87 im Anhang). Zuséatzlich zu
den Stabilititsmessungen wurde die Lokalisation der Derivate in asynchron wachsenden

Zelen mittels Fluoreszenzmikroskopie analysiert.
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Abbildung4.14: Bedeutungder RxxEMotive des Cdc20(:B0)-Degronsfiir die Instabilitat in der GiPhase

(A) Sequenz der Rerminalen 80 Aminosauren von Cdc20sS. cerevisiaeDie Positionen der Rxllotive sind

durch orange Kasten gekennzeichnet. Die Zahlen definieren AminosaurepositiBrgeR) Stabilitat in der G4

Phase und Lokalisation von GFP (B), Cde2OXGFP (C), cdc268D)rxxI1/2GFP (D), cdc2080)rxxI2GFP (E)

und cdc20(80)rxxIEtDCt 6 CO® CNNJ RAS {GF oAf A G NFakwrSmaderddPRSe/ ¢ dzNRSY
arretiert und anschlieend die Expression der ®BRstrukte von denGGALIPromotor fur 2 h induziert. Nach
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Abschalten der Expressiodurch Glukose (t = 0 min) wurde zu den angegebenen Zeitpunkten Proben
entnommen und sowohl Proteinrohextrakte fir die Westernbhotalyse (links) hergestellt als auch Zeleit
SytoxGreenfur die Messung des DNBehaltsmittels DurchflusszytometriéMitte) gefarbt (1C: einfacher
DNAGehalt). Der Nachweis der GRBnstrukte im Westernblot erfolgte Uber einthrminales Myc3Epitop

mit Hilfe eines Myspezifischen Antikdrpers. Als Ladekontrolle wurde Tubulin (Tub2) mit einem spezifischen
Antiserum detektiet. Uber den WesternblefAbbildungen sind schematische Darstellungen der Konstrukte
gezeigt. Die orangenen Kasten kennzeichnen die -RMtive und rote Kreuze symbolisieren deren
Inaktivierung durch AlaniMutagenese (RxxL zu AxxA). Die Zahlen geben Amirggmositionen an. Fir die
Fluoreszenzmikroskopikbender Zellen(rechts) wurde die Expression der Gkéhstrukte von denGAL1
Promotor vorab fir 1 h in asynabm wachsenden Zellen induziert, welche zusatzlich das KonstrukiGtenmy

zur Visualisierundes Zellkerns exprimierteries sind reprasentative Zellen der-Biase (obere Bildreihe) und
der Mitose (untere Bildreihe) gezeigt. Der Mal3stabsbalken entspricht 5 pm. DIC: Diffehetatifdrenz
Kontrast.Verandert nactArnoldet al., 2015

Als Kontolle wurde zunachst nicHusioniertes GFP untersucht, das in-&tetierten Zellen
stabil war und ein vergleichbares Signal in Zellen deiPkalse als auch in Zellen der
Anaphase aufwies (Abb. 4.14 B). Dagegen konnte fiir Cd8RP@EFP eine hohe Instaivéit

in der G1Phase dokumentiert werden. Zum einen akkumulierte Cde80HGFP in G1
arretierten Zellen in geringerem Ausmal’ als in asynchron wachsenden Zellen @bh. 8.
Anhang). Zum anderen war die Proteinmenge von Cde20fGFP in Garretierten £llen
bereits 15 min nach Abschalten der Expression deutlich reduziert und konnte nach 30 min
nicht mehr nachgewiesen werden (Abb. 4.14 C). Damit Gbereinstimmend zeigte GA620(1
GFP ein robustes Signal im Zellkern von mitotischen Zellen, aber watJtsetexpression
kaum in Zellen der GRhase zu detektieren (Abb. 4.14 C).

Das Cdc20¢80)Degron enthélt beide RxMotive der NTD (Abb. 4.14 A), denen in friiheren
Arbeiten unterschiedliche Bedeutung fir die Degradation in derP8&dse zugewiesen
wurde. Wahend in einer Studie berichtet wurde, dass der Abbau von Cdc20 in dehé&de

nur durch das erste Rxdlotiv (RxxL1, beginnend ab Position 17) vermittelt wiPdinzet

al., 1998) konnte in weiteren Studien auch fir das zweite Motiv (RxxL2, beginnend ab
Position 60) ein Beitrag zur Instabilitdt nachgewiesen wer{®hirayamaet al, 1998;
Robbins und Cross, 2010&m die Rolle der Rxhllotive fur die Degradation von Cdc20 zu
klaren, wurden die Rxxldotive sowohl in Kombination als auch separat durch Austausch
der konservierten Arginkund Leucinreste dch Alaninreste mutiert (AxxA).

Die Mutation beider RxxMotive filhrte zu einer deutlichen Stabilisierung des
Fusionsproteins in der GRhase, sodass das resultierende Konstrukt cde80fixxI1/2-
GFP in Zellen der &hase und der Mitose gleichermal3enteldiert werden konnte (Abb.
4.14 D). Neben der Lokalisation im Zellkern wies cdcBDdrxxI1/2-GFP, im Gegensatz zu
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dem WildtypKonstrukt, zusatzlich ein Signal im Zytoplasma auf (Ab@.Z)1Da Cdc20{1
80)}GFP in asynchron wachsenden Zellen starkgrimiert wird als die rxxll/Mutante
(Abb. 87 im Anhang), kann eine verstarkte Expression als Ursache fur die verédnderte
Lokalisation des rxxI1/Ronstrikts ausgeschlossen werden. Viehr deutet dies darauf hin,
dass die Mutation der RxMotive nebender Stabilitdt auch die Lokalisation von Cdc20(1
80)}GFP beeinflusst Die Mutation des zweiten Rxhlotivs alleine bewirkte keine
Stabilisierung in der GRhase, dacdc20(180)rxxI2GFR trotz eines robusten Signals in
asynchron wachsenden Zellen (Abb.7 8m Anhang), in Garretierten Zellen kaum
akkumulierte und sehr rasch nach Abschalten der Expression verschwand (AdblE)4.1
Entsprechend konnte das rxxkbnstruktmittels Fluoreszenzmikroskoprecht in Zellen der
Gl-Phase detektiert werden (Abb. 4. E). Interessanterweise lokalisierte die rxktante

in Zellen aul3erhalb der GRhase ebenso wie die rxx|tRutante nicht nur im Zellkern,
sondern war auch im Zytoplasma nachzuweisen (Abb} B)1L Daraus lasst sicbleiten
dassdas RxxL2Motiv einen Beitrag zurexklusive Lokalisation von Cdc20{80)}GFPim
Zellkern leistet. Im Gegensatzur Mutation von RxxL2var die Entfernungvon RxxL1
augeichend um die Degradation von Cdc2&0)GFP in Garretierten Zellen zu
verhindern (Abb. 44 F). Dadurchwar das stabilisierte rxxliKonstrukt nicht nur in
mitotischen, sondern auch in &ellenzu detektierenund wies dabei ein exklusives Signal
im Zellkern auf (Abb. 441F). Da das erste RxMotiv sowohl hinreichend als auch
notwendig fur die Degradationon Cdc20(880)}GFP in der GPhase war, kann gefolgert
werden, dass RxxL1 Bestandteil einer funktionelleBoR ist, die fir die Erkennung durch
APC/GACdh1 essentiell ist.

Auf Grund der Beobachtung, dass das zweite fRiotiv (RxxL2) verzichtbar fir die
Instabilitat in der GIPhase ist, wurden-@rminale Verkirzungen des Cdc2@Q)-Degrons
hergestellt, um die minimal notwendige Abbausequenz weiter einzugrenzen. Die Deletion
der Aminosauren 780 blieb ohne nennenswerten Einfluss auf die Instabilitat des
Fusionsproteins, da das resultierende Cdc269}GFPKonstrukt, das noch beide RxxL
Motive enthélt, in Giarretierten Zellen einem zugigen Abbau unterlag (Abb. 4.15 A).
Allenfalls konnte ein, im Vergleich zu Cdc280}GFP, leicht erh6htes Signal im Zyasgma
von Anaphas&ellen detektiert werden, was auf eine unvollstdndige Lokalisation von
Cdc20(369)}GFP im Zellkern hinweist (Abb. 4.15 A).
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Abbildung4.15: Notwendige Sequenzelementdes Cdc20(B0)-Degrons fur die Instabilitat in der GPhase

(A ¢ P Stabilitat in der GPhase und Lokalisation von Cdc26@)}-GFP (A), Cdc268D)GFP (B), Cdc20(@8D)
GFP (C), cdc20(@D)rxxI2GFP (D), Cdc20BD)}GFP+NLS (E) und Cdc2@Q}GFP+NLS (F). Die
Stabiltdtsmessungen,die Bestimmung des DN@&ehals und die Fluoreszenzmikroskopie wurden wie in
Abbildung 4.2 B ¢ F beschriebendurchgefiinrt. Uber den Westernbl#tbbildungen sind schematische
Darstellungen der Konstrukte gezeigt. Die orangenen Késten kehneeicliie RxxMotive unddas roteKreuz
symbolisiet die Inaktivierungvon RxxL2lurch AlaniAMutagenese (RxxL zu Axxi). Vergleich z«&€dc20(3180)
deletierte Regionersind durch schwarze Linien markieRie Zahlen geben Aminosaurepositionen Bas 1€
Sgnal in den DN#Rrofilen (Mitte) reprasentiert Zellen mit einfachem Dig&halt.Es sind reprasentative Zellen
der GIPhase (obere Bildreihe) und der Mitose (untere Bildreihe) gezeigt. Der Mal3stabsbalken entspricht 5 um.
DIC: DifferentialnterferenzKontrast. Verandert nactArnoldet al., 2015

Ene weitere Verkirzung des Degrons auf die ersten 50 Aminosawedurch das RxxL2
Motiv entfernt wurde, fihrte zu einer deutlichen Stabilisierung des Proteins, sodass
Cdc20(150)GFPauch 75 min nach Abschatteder Expression in GHretierten Zellen
nachgewiesen wrden konnte (Abb. 43 B). Die Verkirzung hatte zudem einen
weitestgehenden Verlust der Kernlokalisation zur FoligeCdc20(150)}GFPsowohl in Zellen
der Mitose als auch in Zellen der -Bhasehaupséachlichim Zytoplasma lokalisierte (Abb.
4.15 B). Daraus lasst sich schliel3en, dass der deletierte Bexsgemtielle Element&ir die
Lokalisationdes Degrons im Zellkeenthalt. In der Tat befand sich d&onstruktCdc20(41
80)GFP, das die-terminale Halfte dedDegrons umfasst, vorwiegend im Zellkern (Abb54.1
C) Diesbestéatigt das Vorhandensein einer bisher unbekannten NLS in @elc20(4180)
SegmentDasCdc20(4180)GFPKonstrukt erwies sich als stabil Gtarretierten Zellerund
konnte sowohl in Zellen der GPhase als auch in Zellen der Anaphase mittels
Fluoreszenzmikroskopie detektiert werden (Abb. Q). Somitist dieser Bereichnicht
hinreichend um Instabilitat in der GPhasezu vermitteln Interessanterweise verhinderte
die Mutation von RxxL2 die Kernlokalisation von Cdc2@@jGFP nahezu vollstandig (Abb.
4.15 D). Daraus lasst sich schlie3en, dass BagR-Motiv eine wichtige Komponente der
neu identifizierten NL$&t. Da sich die rncodRIutation im Kontext des vollstéandigen Cdc20(1
80)Degrons weniger stark auswirkte (Abb.4100 und E), scheinen Sequenzen innerhalb der
Aminosauren 40 die Kernlokalisation ebenfalls zu unterstitzen, ohne hinreicluaddr zu
sein.

Die konstitutive Lokalisation des APC/C im Zellkesowie die Zellzklusabhéangige
Kernlokalisation von Cdhl wahrend der spaten Mitose und dePl&lsgKapitel 4.1)assen
vermuten, dassdie Ubiquitinierung durch den APG&dhl vorwiegend imZellkern

stattfindet. Somitkdnnte die beobachtete Stabilisierung von Cdc206GD)}GFP in der G1
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Phase durch diéberwiegend zytoplasmatische Lokalisatabes Konstrukts bedingtein. Um
diese Moglichkeit zu Uberprifemurde eine heterologevon demTranskriptionsfaktor Swi5
abgeleitete NLS an dast&minale Ene von Cdc20(b0)}GFPfusioniert wodurch das
Konstrukt Cdc20¢b0}GFP+NLS entstandMit Hilfe der heterologen NL%onnte die
Lokalisation des Fusionsproteins im Zellkemederhergestellt werden (Abb. 4.5 E).
Gleichzeitig war Cdh180)GFP+NLS wieder weitgehend instabilén @1Phase (Abb. 451
E).Um auszuschlieRen, dass die NAUSionunbekannte Abbausignale enthalt urath sich
destabilisierend wirkte, wurdelie NLSals Kontrollemit nicht-fusioniertem GFP verknupft.
Da das resultierende GHRILSKonstrukt in Garretierten Zellenstabil war (Abb. 8 A im
Anhang) kannaus diesen Daten geschlossen werden, dass Cd&}H&FP hinreichend fur
Cdhtvermittelte Degradation ist, sofern es sich im Zellkern befin@#ts deutet dartber
hinausan, dass Kernlokalisation eine witde Voraussetzung fur die Instabilitat des Cdc20
Degrons in der GPhase ist.

Zur weiteren Kartierung der minimalen Abbausequemarde Cdc20(150) um weitere 10
Aminosauren verkirztEbenso wieCdc20(350>GFP lokalisierte das kirzere Cdc28Q}
GFP vorahmlich im Zytoplasmand warnahezustabil in Glarretierten Zellen (Abb. 8.B
im Anhang).Durch Fusiorder heterologen NLSkonnte zwar die fehlerhafte Lokalisation
Cdc20(140)GFPim Zytoplasmabehoben werden allerdingswurde dadurch nichtwie im
Fall von Cdc20(b60)GFP die Degradationin der G1Phase verbessert (Abb. 4.15 F).
Stattdessen war das Uberwiegend im Zellkern lokalisierte CAdeHIXGFP+NLS in 61
arretierten Zellen stabil (Abb. 461F), was bedeutet, dass sich innerhalb der Aminosauren
40-50 wichtige Elemente fir den Cdivermittelten Abbau des CdcADegrons befinden.

In der Summdelegendiese Datendass das CdcZ2Degron eine einzelne-Box enthalt, die
fur die Erkennung durch APCEZIhl verantwortlich istEin weiteres notwendiges Element
desDegrors isteine NLSdie durch Lokalisation des Degrons im Zellkdem Abbau in der

G1-Phase unterstiitzt

4.2.3 Das Cdc20(80)Degron ist im Nukleoplasma maximal instabil

Die Deletion derinternen NLS flhrte zu eineFehllokalisation des Cdcd@egons im
Zytoplasmaund bewirkte gleichzeitig eine Stabilisierunps Konstruktan der G1iPhase
(Abb. 4.5 B). Interessanterweisekonnte mit Hilfe einer heterologen NLB8icht nur die

Kernlokalisation, sondern auch die Instabilitdt in der-R¥hse wieder hgestellt werden
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(Abb. 4.5 E) Dies lassden Schluss zwasssich das Cdc2Degron fir die APC/Cdhl
vermittelte Degradation im Zellkern befinden muss. Um diese Interpretation zu
untermauern, sollte die Kernlokalisation von Cdc280}GFP verhindert erden und der
Einfluss auf die Stabilitat des Degfdonstrukts getestet werdenHierzu wurde das
Kernexportsignal (NESclear export signal) des Exportfaktors Nmd3, der an dem
Kernexport der 60®ntereinheit der Ribosomen beteiligt istGadalet al., 2001) an das €
terminale Ende von Cdc208D)GFP fusioniert. Das entstandene Konstrukt Cdc80f
GFP+NES lokalisierte in allen Zellzyklusphasen im Zytoplasmachieh vom Zellkern
weitgehendausgeschlossen (Abb. 8.2). Dies zeigt, dass dexportdurch de Nmd3NES
starker als detmport durch die nairliche NLS in Cdc2080) ist. Zudem war Cdc20{80)
GFP+NES in @tretierten Zellen erheblich stabilisiert (Abb. @.A). Dagegen wurde die
Degradation von Cdc2080)GFP durch die -@rminale Fusion derSwi5NLS nicht
beeintrachtigt (Abb. 4.8 B), wodurchein stabilisierender Effekt durch die Veranderung des
GTerminus von Cdc2080)GFPausgeschlossen werden kanDiee Datenerharten den
Befund, dassdie APC/GCdh1 vermittelte Degradationvon Cdc20(80)-GFPim Zellkern
stattfindet.

Sowohl in humanen Zellen als auch in Hefezellen konnte eine lokale Anreicherung des APC/C
am Kinetochor und, zumindest in humanen Zellen, am Chromatin beobachtet werden
(Topperet al,, 2002; Melloy und Holloway, 2004)ies wirft die Frage auf, atie Aktivitat

von APC/@dhlinnerhalb des Zellkerrsuf Grund von lokalen Konzentrationsunterschieden
variiert. Um diese Frage zu beantworten, sollt@t Hilfe geeigneter Proteinfusionedie
Lokalisation vorCdc20(380)GFPin bestimmten Subkompartimenta des Zellkerngrhéht
werden AnschlieRend sollte untersucht werden, ob der Abbau des Del§omstrukts in der
GI-Phase durch die veranderte Lokalisation beeinflusst wird.

Zunachst wurde C@6(1-80yGFP mit den Histonen H1 und H2B verknipft, um zu
Uberprufen, ob die APC/Cdhl vermittelte Degradation am Chromatin héher als im
Nukleoplasma ist. Die entstandenen Fusionsproteine wurden sowohl mit demGC{enmy
Konstrukt als auch mit dem Historarker H2A3mCherry ceexprimiert, um einen madglichen
Einfluss der Histonfusionsanteile auf die Lokalisation tUberprifen zu kdnnen. Erasith
war ahnlich wie der Zellkernmarker Ke@ierry im gesamten Zellkern verteilt (Abb1BA

im Anhang) und wiesie weitlaufigeres SignalaH2AyEmRFP auf (Abb. 4.16 C).
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Abbildung4.16: Einfluss der subzellularen Lokalisation auf die Instabilitdt des CdcBW@Degrons in der G1
Phase

(A ¢ B Lokalisation undstabilitét in der GiPhase von Cdc20@80)-GFRNESA), Cdc20(B0)-GFRNLS (B),
Cdc20(-80yGFRH1 (C), Cdc2D80)YGFRH2B (D) und Cdc20(380)GFP+Hmol (E) Die
Fluoreszenzmikroskopie, di8tabilititsmessungerund die Bestimmung des DN&ehals wurden wie in
Abbildung 4.4 B ¢ F beschrieben durchgefuhrt=tr die Fluoreszenzmikroskopie (links) wurden Zellen

83



ERGEBNISSE

verwendet, dieentwederdas Konstrukt KerCherry zur Visualisierung des Zellke(@ und B)H2A-mRFPzur
Visualisierung des Histeg@ktamers (C und D)der Nop56-3mCherryzur Visualisierung des Nukleolus ¢(8)
exprimierten. Es sind repréasentative Zellen derRbhhse (obere Bildreihe) und der Mitose (untere Bildreihe)
gezeigt. Der Mafstabsbalken entspricht 5 um. DIC: DifferdntiatferenzKontrast. Uber den Westernblot
Abbildungen sind schematische Darstellungen der Konstrukte gezeigt. Die orangenen Kasten kennzeichnen die
RxxEMotive und de Zahlen geben Aminosaurepositionen an. DasSigBal in den DNRrofilen ¢echty
reprasentiert Zellen mit einfideem DNAGehalt.Verandert nactArnoldet al., 2015

Dagegen cdokalisierte die H2Busion mit H2ZAEmRFP in einer kompakteren Struktur
(Abb. 4.16 D), die eine geringere Ausdehnung im Zellkern alsGfemy zeigte (Abb. 8.10 B
im Anhang). Dieses Lokaationsmuster steht im Einklang mit der Organisation der
Histonproteine im Chromatin, da das Histon H2B als Bestandteil des {d&tamers den
Kern der Nukleosomen bildet und kompakt im Chromatin eingebunden ist, wéhrend das
LinkerHiston H1 im Gegensatiazu eine lockere Assoziation mit dem Chromatin aufweist.
Cdc20(180)GFP+H1var in Glarretierten Zellen ahnlich instabil wie das nigbsionierte
Cdc20(180)}GFP (Abb. 441C und 4.6 C), wohingegen di Degradation irder G1-Phase
durch die H2B-usionetwas verringert wurde, sodass Cdc2e§Q}GFP+H2B 15 min nach
Abschaltung der Expression noch ein robustes Signal im Westeraidp¢ das erst nach 30
min sichtlich schwacher wurd@bb. 4.5 D). Daaus lasst sich ableiten, dass diktivitat
von APC/&€dhl am Chromatin nicht erhéht ist. Im Gegenteil scheintEdi@indungvon
Cdc20(180)}GFP in das HistonOktamer die Effizienz der APCEZhl vermittelten
Degradation zu verringern.

Ein weiteres Subkompartiment des Zellkersisder Nukleolusder sich um die ribosomale
DNADbildet und wichtige Funktionen imler Ribosomenbiogenesgernimmt (Boisvertet al,,
2007) Um die Aktivitat von RC/CCdh1l im Nukleolugu messen, wurde Cdc268D)}GFP
mit dem HMGBoxProtein Hmol fusioniert, dasan ribosomale DNAvindet (Merz et al,
2008; Wittneret al, 2011) Cd@0(1-80>GFP+HmMo1 clokalisierte Uberwiegendnit dem
nukleolaren ProteifNop56 (Abb. 4.8 E),dasan der Prozessierunged ribosomalen RNA im
Nukleolus beteiligt is{Tschochner und Hurt, 2003)nd mit Hilfe einer 3mCherryFusion
visualisiert wurdeZusétzlich zukokalisationm Nukleolusviesdas HmoiFusionskonstrukt
noch ein schwaches Signal im umgebenden Nukleoplasmghbbf4.16 E und Abb8.10C

im Anhang. Die Stabilitdtsmessungen ergaben, dass dasadl von Cdc20¢80>GFP+Hmo1l

in GZlarretierten Zellenim Vergleich zu nicHusioniertem Cdc20(80)}GFP reduziert war
(Abb.4.14 C und4.16 E) Dies deutet daraufhin, dass Cdc2@Q)}GFP durch die Lokalisation

im Nukleous stabilisiert wurde.
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Zusammepgefasst fuhren diese Beobachtungen zu der Schlussfolgerung, dasdudgr
APC/GCdhl vermittelte Abbau von Cdc20{80}GFP maximal istwenn das Degron

Konstrukt frei zuganglich im Nukleoplasma vorliegt.

4.2 4 Die Instabilitat des Cdc20¢80)Degronskdonnte durch CdkiPhosphorylierung

reguliert sein

Der Abbaweginn von APC/CSubstraten wird in erster Linie durch die kontrollierte
Aktivierung des APC/C im Eellungszykluvestimmt In manchen Féllen wird deteitpunkt
des Abbaus jedoch zusétzlich durch tpibanslationale Modifikation des Substrats reguliert.
So wird derReplikationsfaktor Cdcéh humanen Zellerdurch Phosphorylierung an Gdk
Phosphorylierungsstellen, die sich neb&PC/CErkennungssignalerbefinden und die
Ubiquitinierung durch APC/Cdhlverhindern, stabilisier{Mailand und Diffley, 2005)n S.
cerevisiachemmtdie Phosphorylierunder Substratéd?ds1(Secuin) und Dbf4durch Cdk1 in
der Nahe ihrer Abbausignale di&biquitinierung durch APC{Cdc20, wodurch der
Abbaubeginnder beidenProteinein vivoreguliert wird (Holt et al, 2008; Luet al, 2014)
Interessanterwese befindet sich in Cdc20 vofs. cerevisiaeeine potentielle Cdk
PhosphorylierungsstelldSPTK ab Position 2#&hmittelbar Gterminal des RxxL-Motivs
(Abb. 4.7 A), dasals D-Box undessentielles Abbausignal des Cd&2€gronsidentifiziert
wurde (Abb. 414). Um zu Uuberprufen, obder Abbaubeginnvon Cdc20 durch die
Phosphorylierung in der Nahe der-Bdx beeinflusst wird, wurde die potentielle Cdk
Phosphorylierungsstellan Cdc20(480}GFP durchMutation des Serinrestszu einem
Alaninrest(S24A)entfernt. Zusatzlichwurde der Serinrest durckinen Aspartatrest(S24D)
ausgetauschtwodurch konstitutive Phosphorylierung an dieser Positionitiert werden
sollte. Anschlielend wurde di&tabilitat der verschiedenen Derivatien Zellzyklus mittels
Fluoreszenzmikiskopie verfolgt Hierzu wurden dieKonstrukte vom konstitutiveriTEF2
Promotor exprimiertund Zeitrafferaufnahmenmit 5-mindtigen Absténdeniber einen
Zeitraum von zwei Stundeerstellt. Die Fluoreszenzintensitéh der detektierten GFP
Signalewurden quantifiziert und der Beginn der Kerntrennung als zeitlicher Bezugspunkt zur
Normalisierung der Zeitachsen einzelner Abbaukuraesgewahlt, undie verschiedenen
Derivatehinsichtlich des Zeitpunkts und der Kinetik ihres Abbaargleichen zu kénnen
Zunachst wude der Abbau von Cdc208D)GFP néher charakterisiert. Wie aus der Analyse

des Gesamtsignals fir Mutteund Tochterzelle ersichtlich wurde, stieg die Proteinmenge
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von Cdc20(BO)}GFP bis zur Anaphase an und schwankte in den 25 min vor Beginn der
Anaphags um einen Maximalwert (Abb. 4.17 E). Der Abbau von Cd€&{EGFP setzte
schlie3lich im Mittel 14,5 mift 15,4 min nach Beginn der Kerntrennung ein (Abb. 4.17 E
und F). Mutterzellen weisen in vielen Fallen nur eine kurze-RBihse auf und treten
schneler in den nachsten Zellzyklus ein als Tochterzellen (Abb. 4.17 B). Zum Teil bildeten
Mutterzellen bereits 5 min nach der Zelltrennung eine neue Knospe und das G@&EBO(1
GFPSignal verringerte sich auf Grund der sehr kurzeAP@dse kaum. Dadurch wareredi

fur Mutterzellen kalkulierten Abbaukurven (Abb. 8 A im Anhang) wesentlich inhomogener

als die Abbaukurven, die fir Tochterzellen erstellt wurden (Abl. B.im Anhang). So hahm

das GFFignal in einigen Mutterzellen kaum ab, wahrend in anderen Mugtégn eine
ahnlich starke Degradation wie in Tochterzellen beobachtet wekdemte (Abb. 8.1 A im
Anhang). Daher wurde flr weitere statistische Auswertungen die Degradation in
Tochterzellen herangezogen, in denen die gemittelte Signalintensitat vorOQeR@-GFP

bis auf ein Funftel deMaximalwerts sank (Abb. 471G). Der Zeitpunkt des Abbaubeginns
von Cdc20(8B0)}GFP lag in Tochterzellen mit 20,6 min (x 5,3)ratwas hoéher als der Wert,

der fur das Gesamtsignal errechnet werden konnte (Abb. 4.17dBH)nDiese Abweichung
kann dadurch erklart werden, dass im Zuge der Kerntrennung das Kernvolumen des
entstehenden TochteEZellkerns zunachst zunimmt, wodurch der eigentliche Abbaubeginn in
der Tochterzelle méglicherweise tUberdeckt wird.

Als weiterer Paramter zur Charakterisierung des Abbaus wurde aufRerdem der Zeitwert
bestimmt, an dem die gemessene Signalintensitat erstmals weniger als die Halfte des
Maximalwerts betrug. Dies war fur Cdc2Q)G-P 41,9 min (x 5,3 mimach Beginn der
Kerntrennung der Ha(Abb. 4.17 1). Im Durchschnitt erreichte das Signal von Cd&K1
GFPin Tochterzellen 70 min nach Beginn der Kerntrennung ein Minimum (Abb. 4.17 B und
G). Die Entfernung der potentiellen CBkosphorylierungsstelle durch die S2¥itation
beeinflusse den Abbau des Fusionsproteins nur geringflgig. Vor der Anapleasédc20(1
80)}S24AGFP ebenso stabil wie das Wildtgpnstrukt (Abb. 4.17 E) und wurde in
Tochterzellen mit einer sehr &hnlichen Kinetik abgebaut (Abb. 4.17 G). Wie im Fall von
Cdc20(180)GFP fiel die gemessene Signalintensitat der S2d#ante in der Mehrzahl der
Tochterzellen 4850 min nach Beginn der Anaphase unter die Halfte des Maximalwerts.
Lediglich der Abbaubeginn war im Vergleich zum Wildtgpstrukt um wenige Minuten

verzogert Abb. 4.17 EH).
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Abbildung4.17: Rolleder putativen CdkPhosphorylierungsstell&erin24 fir dielnstabilitat des Cdc20(B0)

Degrons

(A) Sequenz der Merminalen 40 Aminosauren von Cdc20. Das Ri4atlv ist durch einen orangen Kasten

gekennzeichnet. Die Konsensussequenz fur eine Phosphorylierung durch Cdk ist unterstrichen und die Position
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der Phosphabkzeptierenden Aminosaure durch einen weilen Pin gekennzeichnet. Die Zahlen geben
Aminosaurepositioneran. (B ¢ D) Fluoreszenzmikroskopie von lebenden Zellen, @@C20(:B0)}GFP(B)
cdc2(1-80)-S24AGFP(C) odercdc20(180)-S24BGFP(D) von dem konstitutivefEFZPromotor exprimierten.

Es wurden Uber einen Zeitraum von 2h imiitigen Abstanden Zeitridfraufnahmen erstellt. Die Zellen <o
exprimierten das Konstrukt Ket@herry zur Visualisierung des Zellkerse beginnende Elongation des
Zellkerns wurde als Beginn der Anaphase festgelegt und als zeitlicher Bezugspunkt (t = 0 min) veEgendet.
sind augewahlte Zeitwerte fur jeweilsine reprasentative Zelle gezeigt. Uber den Mikroskopiebildern diad
Konstrukteschematisch dargestellDie RxxiMotive sind durch orangene Kasten gekennzeichbét. Position

der putativen CdiPhosphorylierungsstelle ishit einem weil3en Pin markiert. Die Mutation des Phosphat
akzeptierenden Serinrests zu einem AlaninresfT¢&f AAK) ist durch ein rotes Kreuz symbolisiert, wahrend

ein schwarzer Piden Austausch zu einem Aspartatrest (SPTK zu DPTK) anzeigt. Der balistabentpricht

5 um. DIC: DifferetidhterferenzKonstrast(E¢ I) Vergleich der Degradation von Cdc2@Q)-GFP (WT, griin),
Cdc20(3180)S24AGFP (S24A, rot) und Cdc28)}-S24D, (S24D, grauWachsendeZellen, welche die
angegebenen Konstrukte vorech TEFZPromotor exprimierten, wurden wie in B D aufgenommenDie
Fluoreszenzintensitat des GBRynals wurdefir einzelne Zellenquantifiziert und auf den Maximalwert
normiert. Anschlieend wurden die Mittelwerte und Standardabweichungen fiir alle Zelle®s Stamms
gegen die Zeit in einem Liniendiagramm aufgetragen (E und G). Der Zeitwert, ab dem die Signalintensitéat
erstmals um 5% abnahm und im weiteren Verlauf nicht wieder anstieg, wurde als Abbaubeginn defidigrt

Form eines Streudiagramms dasgellt (F und H). Der Zeitwert, an dem die Signalintensitat erstmals weniger
als die Halfte des Maximalwerts betrug, wurde ebenfalls bestimmt und in einem Streudiagramm dargestellt (I).
In E und F sind die Auswertungen fur das Gesamtsignal von MuttéTochterzelle gezeigt, wahrend incG

die Auswertung des GFHignals in Tochterzellen wiedergegeben ist. In den Streudiagrammen reprasentiert
jeder Punkt eine einzelne Zelle und die Mitteind Fehlerbalken entsprechen dem Mittelwert und der
Standardabwaihung.Die StichprobengrdRetetragenn = 10Zellenin E und F und n =9 (WT) bzw. n = 8 (S24A
und S24D) Zellen in §l. In den Streudiagrammen sind nur diejenigen Zellen der Stichproben gezeigt, welche
die obendefinierten Kriterien erfllten.

Im Gegenatz zur S24Mutation bewirkte de Phosphemimetische Mutation S24[2ine
deutliche Stabisierung von Cdc20{80)>GFP In Tochterzellen setztder Abbauim Schnitt

30 min spéaterin und erfolgte deutlich langsamer als der Abbau von CdcZ{tGFP (Abb.

417 G und H) Dadurch zeigteCdc20(180)S24DGFP auch 70 min nach Beginn der
Anaphase noclein erkennbares Signat Tochterzellen(Abb. 4.7 D). Zudem sank ie fur

das S24Bonstruktgemessenesignalintensitanur in 3der 8 untersuchten Zelleand erst

80 min nach Beginn der Kerntrennungter die Halfte des Maximalwerts (Abb. Z.1). Die
verzogerte Degradation hatte zur Folge, dass auf Grundlage der festgelegten Kriterien
(Kapitel 6.4.2 kein Abbaubeginn fir Cdc2680)S24DGFP im Gesamtsignal dokumient
werden konnte. Die Fluoreszenzintensitdt des Gesamtsignals nahm zwar zu Beginn der
Kerntrennung etwas ab, blieb aber im folgenden Verlauf weitestgehend stabil und stieg 30
min nach dem Beginn der Anaphase tendenziell wieder an (Ald@. E). Da die S2D
Mutation, ebenso wenig wie die S24Autation, die Lokalisation des Fusionsproteins
beeinflusse (Abb. 4.7 B ¢ D), kann ausgeschlossen werden, dass die Stabilisierung von

Cdc20(180)}S24DGFP durch veranderte Lokalisation hervorgerufen wurde. Viel mehr
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deuten diese Daten daraufhin, dader durch APC/GCdhlvermittelte Abbau von Cdc20
durch Phosphorylierung im Bereich deBiDxnegativ regulier sein kdnnte

Zusammengefassteigt die Kartierungdes Cdc2@egrons dasseine einzelne BBox de
Instabilitatvon Cdc20n der GiPhasevemittelt und dass der APC/CdhtabhangigeAbbau

des Cdc2@egronsauf den Zellkern beschrankt idburch gezielte Lokalisation des Cdc20
Degrons in verschiedenen Subkompartimenten des Zellkkomsite festgestellt werden,
dassdie Aktivitat von APC/Cdhl innerhalb des Zellkerns variiemduim Nukleoplasma
maximal ist. Die Mutation einer Cdhosphorylierungsstelle im Bereich derBDx gibt
zudem Hinweise darauf, dass der Abbaubeginn von Cdc20 durch Phosphorylierung reguliert

sein kdonnte.

4.3 Beitrag der Nerminalen Domanevon Cdc2@ur APC/CAktivierung

Neben dem Degron fuir APC/Cdhl vermittelte Proteolysenthalt de NTD von Cdc20
weitere Funktionselemente widas Mad2Interaktionsmotiv (MIMund die GBox Wéhrend
das MIM zur Interaktion mit Mad2 und dadurch zuRegulation von Cdc20 durch das
Spindelkontrollsystem (SA&indle assemblycheckpoin) dient (LaraGonzalezt al., 2012)
tragt die GBox zur Bindung von Cdc20 an den APC/GSm#walet al., 2001; Chanegt al.,
2015; Zhanget al, 2016) Somit besitzt die NTD neben regtdrischen Elementenauch
Sequenzmotive, die von Bedeutung fir die Funktion von Cdc20 als -ARtG/&tor sind.
Aufbauendauf Beobachtungen, diedhrend der Untersuchung zur Regulation von Cdc20
gemacht wurden, wurde in dieser Arbeit auch die Rolle der NifQlie Aktivierung des
APC/Meleuchtet.

4.3.1 Die Uberexpression der NTD von Cdb2éhmt das Zellwachstum

In begleitenden Arbeiten zur Regulation von Cdc20 durch die NTD wurde festgestellt, dass
die Uberexpression vo@DC20(P48)GFPsynthetisch letaimit der Deletion vonCDH1list
(Hacker, 2012und zudemdas Wachstumvon WildtypZellen in einer Dosigbhangigen
Weise hemmt (Bauer, 2013)Die in diesen Arbeiterbegonnenen Untersuchungen zur
molekularen Grundlage des Wachstdmammenden Effekts der NTD von Cdc20 sollte in

vorliegender Arbeit fortgefuihrt und préazisiert werden.
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Interessanterweise wirkte sich eint€@minal verkirztes NTBonstrukt, Cdc20¢180)GFP,
nach Uberexpression weniger toxisch auf das Zellwachstum aus als GA43p@EFP
(Bauer, 2013)Um die Regionen der NTD, die fur die Auslosung des Wachstumsdefekts
verantwortlich sind, weiter einzugrenzen, wurtdeeitere Verkirzungen der NTD hergestellt
(Abb. 4.B A). Die Fusionskonstruktevurden unter die Kontrolle desdurch Galaktos
induzierbarenGAL1Promotors gestellt unddie Auswirkung ihrer Uberexpression auf die
Proliferation von WildtygZellen getestet. Hierzu wurden die Konstrulkteeinen Widtyp-
Stamm (K699) eingebracht umnidsWachstum detrentstandenenStammeanschlielRendauf
Galaktosehaltigem Medium(XYG)iberprift (Abb. 4.8 B). Da das Ausmald des Wachstum
hemmenden Effekts von der Proteindosis abhéangig (Bauer, 2013)wurde die Epression
der Fusionskonstrukte in den untersuchten Stammattels WesternblotAnalysegegen das
N-terminale Myc3Epitopkontrolliert (Abb. 4.8 C)

Wahrend die Zellen, didasCDC20(:248)}GFPKonstrukt enthielten, auf Kontrollplatten mit
Glukosehaltigem Medium vergleichbar wie niclansformierte Zellen(WT)wuchsen, war
ihr Wachstum in Anwesenheit von Galaktose sigegkemmt(Abb. 4.8 B). EineVerkirzung
des NTDKonstukts um 68 Aminoséauremusgehend von der-terminalen Endeentfernte
das MIMMotiv undreduzierte den toxischen Effekt nach Uberexpressieutlich (Abb. 4.8

B), obwohl das resultierendeCdc20(1180)>GFPKonstruktsogar starkerals Cdc20(-R48)
GFP in de Wildtyp-Zellen exprimiert wurde (Abb. 481C).Dies bestétigte die Ergebnisse
einer ersten Charakterisierung des Wachstobemmenden Effekts(Bauer, 2013) Im
Vergleich zu nichtransformierten Zellen (WT) war das Wachstum durch die Uberexpression
von CDC20(1L80)}GFP jedoch weiterhin beeintrachtigt(Abb. 4.B B). De zusatzliche
Entfeenung der @ox durch Erweiterung der -t€rminalen Deletion verringerte den
negativen Effekt auf das Zellwachstumnachst nichtDasbetreffende Konstrukt Cdc20¢1
119)GFPstorte die Proliferationder Zellen in gleichem MalR wie das Cdc2D80)>GFP
Deriva (Abb. 4.B B). Dagegen wadas DegronKonstrukt Cdc20¢80)}GFPtrotz hoher
Expressiorkaum toxisch fur WildtyjZellen(Abb. 4.B B und C)Aus diesen Datelésst sich
schlieRen, dasdie Beeintrachtigung des Zellwachstumsch Uberexpressioder NTD von
Cdc20 auf Sequenzenberuht, die sich Gterminal des Degroitlements, insbesondere

innerhalb der Aminosauren 18248, befinden.
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Abbildung4.18: Zellwachstum nach UberexpressioerschiedeneNTDDerivatevon Cdc20

(A) Schematische Darstellung der CdézBPFusionskonstrukteDie RxxiMotive (orange), die Box (blau),
das Mad2interaktionsmotiv (MIM, magenta) und der Beginn dete@ninalen WD4@oméane (grau) sind
durch farbige Kasten hervorgehoben. Dighlen geben Aminosaurepositionen afB) Zellwachstum nach
Uberexpression verschiedener Cde2BPDerivate. Zellen, die CDC20(:R48)>GFR CDC20(180)GFR
CDC20(L19)GFPoder CDC20(:B0)}GFPvon dem induzierbarerGAL1Promotor exprimierten, wurderin
Flissigmedium ohnésalaktose bis zustationaren Phase kultivierAnschlieBend wurden die Zelléen Form
einer Verdinnungsreihenit 1:10-Schritten ausgehend von 1 @Pml auf entweder Galaktoskaltigen (XYG,
induzierende Bedingungen) oder Glukdsatigen Vollmediumsplatten (XYD, reprimierende Bedingungen)
getropft und 48 h bei 25°C inkubierAls Kontrolle diente ein Stamm, der kein Cd&EPKonstrukt
exprimierte (C)WesternblotAnalysefir den Vergleich deiExpression de€CDC285FPDerivate in asynchio
wachsenden ZellerDie Expression der Fusionskonstrukte von defl1Promotor wurde durch Zugabe von
Galaktose fir 2 h induziert. Danach wurden Proteinrohextrakte der Zellen hergestellt und die-@€R20
Fusionsproteine wurden mit Hilfe eines Gépezifschen Antikorpers in der Westernbiétnalyse detektiert.
Tubulin (Tub2) wurde als Ladekontrolle mit einem spezifischen Antiserum nachgewiesen. Das Saulendiagramm
zeigt die Quantifizierung der detektierten Cde@&PSignaleDie Signalintensitaten der CdcZBFPKonstrukte
wurden auf die Intensitéen der jeweiligen TubZignaé normiert und der fir Cdc20¢248)GFP ermittelte
Wert wurde gleich 1 gesetzt.

4.3.1.1Die anhaltende Uberexpression der NTD von Cdegfiingert die Proteinleveldes
SPhase Cylcinslib

Die Analyse der verkirzten N-Konstrukte deutete an, dass die Region von Cdc20, die das
MIM enthélt, bedeutend fudenwachstumshemmendegffekt vonCDC20(:248)GFPach
Uberexpressiorist (Abb. 4.8). Daherwar eine erste Vermutungdassdas NTDKorstrukt
maoglicherweiseliber das MIMmit der SAGKomponente Mad?2 interagiemund dadurch die

Bildung des MCCmjtotic checkpoint complex De Antoniet al, 2005) induziert Die
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reduzierte Proliferation der Zelleméare demnacheine Folge der InhibitiodesAPC/G&Cdc20
durch den MCCwodurch der Eintritt der Zellen in die Anaphasgestort wird Diese
Hypothese konnte jedoch entkraftet weed, da der wachstuniemmende Effekt von
Cdc20(1248)GFP auch in Abwesenheit vonall? Bestand hatteg(Bauer, 2013) Damit
Ubereinstimmend zeigten Messungen des DBGghalts, dass die Uberexpression von
CDC20(:R48)GFPnicht in einem Arrest der Zellen mit replizierter DNi@sultierte, wie es

bei MCGabhéngiger Inhibition erwarteworden ware (Bauer, 2013) Stattdesserdeutete
das DNAProfil auf Replikationsstérungemachanhaltender Uberexpression des Konstrukts
hin.

Frihere Arbeiten konnten zeigewlass in humanem Cdc20 das MIM mit einem APC/C
Bindemotiv Uberlappt(Zhang und Lees, 2001; lzawa und Pines, 20Z@jJlem wurde
berichtet, dass die NTD von Cdc20 in Extrakten XenopusEizellenhinreichend fireine
Aktivierung desAPC/Cgegen bestimmte Substrate igKimataet al., 2008) Somit warees
denkbar dass die NTD von Cdc20 den AR(D inS. cerevisiabinden und aktivieren kann
und dadurch eine gestorteZellzyklusprogressiomervorruft. Um diese Mdglichkeit zu
Uberprifen, wurde die Expression vadDC20(R48)GFPin wachsenden Zellemurch
Zugabe von Galaktosaduziert und die Stabilitat der APG&uibstrate Pdsl, Clb5 und Clb2
Uber die Zeit in WesternbleAnalysenuntersucht.Zudiesem Zweck exprimierten die Zellen
Epitopmarkierte Versionen von Pdsl (PddAg Ciosket al, 1998)und CIb5 (CIb&LAG3).
Daruber hinauswurde der DNAGehalt der Zellen im Laufe des Experiments mittels
Durchfusszytometrie bestimmt. Als Kontrolle dienten Zellen, die @&C20(:R48)GFP
nichtintegriert hatten

Im Gegensatz zur Situation in den Kontrollzellen, in denen die Proteinlevel der untersuchten
APC/CSubstrate weitgehend stabil blieb, fiihrte die Uberesgsion vonCDC20(R48)GFP
mit zunehmender Dauer des Experiments zu einer Reduktion der.@\# (Abb. 4.19 A und
B). Laut Quantifizierung der detektierten Signale im Westernblot begann die Proteinmenge
von CIb5 bereits 2 h nach Induktion debC20(248)GFPEXxpression zu sinken und betrug
nach 8 h ein Drittel des Ausgangswertes (Abb. 4.19 B). Neben dehe&¥lSvaren auch die
Proteinlevel von Pdsl von der Uberexpression der NTD betroffen, allerdings nahmen die
PdstLevel nur leicht ab und lagen nadh h Induktionszeit noch bei Dreiviertel des
Ausgangswertes (Abb. 4.19 B).
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Abbildung4.19: Stabilitat von APC/€Substraten nach Uberexpression va8DC20(:48)GFP

(A) WesternblotAnalyse zur Stabilitia¢on PdsiHAG6, Clb8-LAG3 und Clb@nd DNAPTrofil von Zellemach
Uberexpression vo&DC20(248)GFP Die Expression vaBDC20(:R48)GFPvon demGALtPromotor wurde

in asynchron wachsenden Zellen, die endogen mit einem Epitakierte Versionen voRDSXPDSIHAG und
CLB5(CLBSLAG} coexprimierten, durch Zugabe von Galaktose induziéfor (t = 0 h) und zu den
angegebenen Zeitpunkten nach der Induktion wurden Zellen entnommen und sowohl Proteinrohextnakte
die WesternblotAnalyse (oben)hergestelt als auch Zellen fiur die Messung des BBEhalts mittels
Durchflusszytometrig¢unten) mit SytoxGreen gefarb{1C: einfacher DN&ehalt; 2C: zweifacher DN2ehalt)
Als Kontrolle dienten Zellen, welche die Ep#oprkierten Versionen vo®DS1und CLB5jedoch nicht das
CDC20(:r48)GFPKonstruktexprimierten Der Nachweis von Cdc2048)GFPin der WesternblotAnalyse
erfolgte mit einem Myespezifischen AntikérperPdstHA6 und Clb5FLAG3 wurdemnit Hilfe einesHA
spezifischerbzw. eines FLAGpezifischerAntikorpers detektiert. Clb2 und Ged11, das als Ladekontrolle diente,
wurden mittels spezifischer Antiseren nachgewiesé®) Quantifizierung der Signalintensitaten der in der
WesternblotAnalyse detektierten Proteine Pd$iA6, CIb5LAG3 und CIlb2. Die rgessenen
Signalintensitaten wurden auf das jeweilige Gce@&lidnal normiert und der Wert zum Zeitpunkt vor der
Induktion (t = 0 h) gleich 1 gesetzt.

Die Proteinmenge von Clb2 verringerte sich in Folge der Uberexpression dé€oNJtiukts

nicht, sondern seg mit der Zeit sogar etwas an (Abb. 4.19 A und B). Aus diesen Daten lasst
sich folgern, dass die NTD von Cdc20 nach Uberexpression vor allem eine Destabilisierung
des SPhaseCyclins CIb5 bewirkt.

Mit Blick auf da®NAProfil, das im Fall deiKontrollzelen unverandert blieh konnte nach 6

h Uberexpression vo@DC20(R48)GFPder Beginn eineeinseitigenVerbreiterung ded G

Signals das Zellen mit einfachem DMRZehalt reprasentiert,in Richtung de2GSignals
beobachtet werden(Abb. 419 A). Dieser Effet war nach 8 h Induktion deutlich verstéarkt

und weist auf Stérungen in der DNReplikationhin. Da die Akkumulation des Cyclins Clb5
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und der damit einhergehende Anstieg der CB&kIAktivitat ein wichtiger Faktor fir die
Initiation der DNAReplikation inder SPhase ist(Epstein und Cross, 1992; Schwob und
Nasmyth, 1993)sind die Replikationsstoérungerermutlich auf die Destabilisierung von Clb5
zurtickzufiihren

Zusammengefassteuten diese Daten darauf hidassder Wachsturdhemmende Effekt der
Uberexpression vo€DC20(R48)GFPauf einer ektopischen Aktivierung des AP®uht,
welche sich durch Reduktion der Glb&vel in Stérungen der DNReplikation in der -£hase

aullert.

4.3.12 Die Entfernung von RxxL1seécht denWachstumhemmendenEffekt derNTD
von Cdc20 ab

Die Beobachtungdass hohe Mengen von Cdc2@48)GFP zuwerringerten Clb8_evel
fihren (Abb. 419), kann als Erklarung dienewarum dieUberexpression vo@DC20(R48)
GFPsynthetisch letal mit dr Deletion vonCDH1ist (Hacker, 2012)Es ist anzunehmen, dass
Cdh1 der Uberexgssion vonCDC20(P48)GFPin der G1Phaseentgegenwirkt, indem es
das Fusionsproteifiir den Abbau markiert. Dadurch kdnnen die Proteinlevel von,Cib&
moglicherweise auch von Cliagotz der Uberexpression voBDC20(R48)GFPausreichend
ansteigen,um einenregularen Eintritt in die SPhasezu ermdglichenin Abwesenheit von
Cdhl ist Cdc20{248)GFP dagegenbereits in der GXPhase in ausreichender Menge
vorhanden, um dieAkkumulationder SPhaseCycline zu unterbindenwodurch der Eintritt

in die SPhase verhindert wird und die Zellen nicht proliferieren kénrig@adurch lasst sich
zudemdie DosisAbhangigkeit des toxischen Effelaklaren(Bauer, 2013)Vermutlich wird
bei entsprechend hoher Expression vddDC20(R48)GFP die Kapazitdt der Cdh1l
abhangigen Degradation Uberschritteand Cdc20(1248)}GFP kann in der GZ®Phase
akkurrulieren und den G1/SUbergang stéren. Tatsachlich tolerierten die Zellen die
Uberexpression vonCDC20(:R48)GFP bei hoher Temperatur (37°C), bei welcher die
Expression durch deBAL1Promotor beeintrachtigt ist, besser als bei einer Temperatur von
25°C (Ab. 4. A). Dennoch war die verringerte Expression bei hoher Temperatur noch
hinreichend um Wachstum in Abwesenheit von Cdh1 zu verhind€rir (K ®XC20(R48)
GFRn Abb. 4.D A).
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Abbildung4.20: Zellwachstum nach Uberexpression va@DC20(:248)GFFn cdhlk-Zellen

(A) Wachstum vonCDH1 und O R K-Zelten die CDC20(R48)GFPvon dem induzierbarerGAL1Promotor
exprimierten. Die Zellen wurden in Flissigmedium ohne Galaktose bis zur stationédren Phiggesrtkuhd
anschlieBend wie in Abb. 81B beschrieben auf entweder Galaktdsaltigen (XYG, induzierende
Bedingungen) oder Glukogwmltigen Vollmediumsplatten (XYD, reprimierende Bedingungen) getropft und 48 h
bei entweder 25°Coder 37°0nkubiert. Als Kntrollen dientenCDH1und O R K-Zelen, diedasCDC20(:R48)
GFPKonstrukt nicht enthielten(B) WesternblotAnalyse zm Vergleich deExpressiorvon CDC20(248)GFP
in asynchron wachsende6DH1 und O R K-Zellen. Die Expressiovon CDC20(R48)}GFPvon dem GAL1
Promotorwurde durch Zugabe von Galaktose fir 2 h induzigrtder WesternblotAnalyse wurderCdc2@1-
248YGFP mit Hilfe eines GBPpezifischen Antikdrpersind Tubulin (Tub2) als Ladekontrolle mit einem
spezifischen Antiserum nachgewiesen. Das Saulendiagramm zeigt digfi@eamng de detektierten Cdc2@1-
248)GFPSignat, die auf die Intensitaten der jeweiligen Tub2Signaé normiert wurden. Der ermittelte Wert
fir Cdc20(1248)GFP au€DHZellenwurde gleich 1 gesetzt.

In asynchron wachsenden Kulturen war die Proteenge von Cdc20¢248)GFP irO R K-m k
Zellen gegenubelCDH*Zellen nicht erhdht (Abb. 402B). Dies kdnnte dadurch erklart
werden, das© R K-Zelten durch die Abwesenheit von AP@@EhtAktivitit eine verkiirzte
Gl-Phase aufweisen. Daher ist die Stabilisiermog Cdc20(248)}GFP wahrend der G1
Phase in den Zelllysaten von asynchron wachsenden Kulturen, in denen sich viele Zellen
aulRerhalb der GPhase befinden, mdglicherweise nicht sichtbar.

In der Annahme dass hohe Mengen vonCdc20(3248)>GFP am G1/SUbergang die
Akkumulation von Clb5 erschweren, sollte eine Stabilisierung des Fusionsproteins in-der G1
Phase den negativen Effekt auf das Zellwachstum weiter verstarken. Um diese Hypothese zu
Uberprifen, wurde das RxxiMotiv, das die CdhhbhangigeDegradationvon Cdc20 in der
Gl-Phasevermittelt (Abb. 4.4), in Cdc20(:R48)}GFP durch Mutation entfernApb. 4.2 A).
Anschlielend wurde der Einfluss des entstandenerdc20(1248)rxxItGFP auf das
Zellwachstum nach Uberexpressiamtersucht Die Expression der Foaskonstrukte

erfolgte von dem konstitutiveriTEFZPromotor. Um eine madglich&erschlechterung des
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Wachstumsbesserdetektieren zu kbnnen, wurde ein Stammit moderater Expression des
Wildtyp-Konstruktsals Referenausgewahlt(Abb. 4.2 B). Dadurch wies cer betreffende
Stamm nur einen geringen Wachstumsdefekt auder vor allem nach 24 h Inkubation

gegenuber den Kontrollzellesichtbar wurde(Abb. 4.2 O.
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Abbildung4.21: Zellwachstum nach Uberexpressi vonmutierten CDC20(:R48)GFPDerivaten

(A) Schematische Darstellung der Cdc2R4B)YGFPDerivate. Die RxxMotive (orange), die Box (blau), das
Mad2-Interaktionsmotiv (MIM, magenta) und der Beginn der WiBtmane (grau) sind durch farbige Kasten
hervorgehoben. Die Mutation des RxxMbtivs (rxxl1; RxxL zu AxxA) und die Deletionder®E 6k / . T 58t S A
der Aminosaurerb5-59; Schwakbet al., 2001)sind durt rote Kreuze symbolisiert. Die Zahlen beziehen sich auf
Aminosaurepositionen(B) WesternblotAnalysefir denVergleich der Expressiamon CDC20(:R48}GFRWT),
cdc20(2248)rxxIEGFRArxxI1) undcdc20(tH ny G-GFRA Kk / . 0 Ay | a8y OKNRY o6 OKASYRSyYy ¥
der Derivate erfolgte von dem KkonstitutivenTEFZPromota. Der Nachweis der Proteinaund die

Quantifizierung der detektierten Signale wurden wie in Abb84C1durchgefihrt. Der fird220(1248)YGFP

(WT) ermittelte Wert wurde gleich 1 gesetz{C) Zellwachstum nach Uberexpressider CDC20(:R48)GFP

Derivatevon dem konstitutivenTEFZPromotor. Die Zellen wurden in Flissigmedium bis zur stationdren Phase

kultiviert und anschlieRend wiin Abb. 4.8 B beschrieben augine Vollmediumsplattenit Glukosegetropft

und bei 25°C inkubiert. Das Wachstum wurde nach 24 h und 48 h dokumenitiserkKontrolle diente ein

Stamm, der keilCDC20(:R48)GFPKonstrukt exprimierte.

Interessanterweiseverstarkte die Entfernung des RxxdMotivs den toxischen Effekt von
Cdc20(1248)GFP auf daZellwachstum nichtim Gegenteikeigtendie Zellen die cd0(1-
248)rxxI2GFPexprimierten, ein besseres Wachstum als Zellen, die das Wildtypstrukt
enthielten @Abb. 4.2 Q. Da das rxxldKonstrukt zudem starker als CDC20(248)GFP
exprimiert wurde (Abb. 42 B), sprichtdieses Ergebnigdafiir, dass das RxxMotiv zur
Entstehung desvachstunshemmenden Effekts von Cdc2e#48)GFP beitragt. Ebenso wie

die Mutationdes RxxL-Motivs schwachtedie Deletion der @Box dennegativenEffekt von
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Cdc20(1248)GFPauf das Zellwachsturab (Abb. 4.2 . Da es sich bei der-Box um ein
APC/@Bindemotiv handeltsteht diesim Einklang mit deBeobachtungdassder durch die
Uberexpressionvon CDC20(R48)GFPverursachte Wachstumsdefekt auf dektopischen
Aktivierung des APC/@urch das NTEonstrukt basiert (Kapitel 4.3.1.1).In diesem
Zusammenhangassen diese Daten den Schluss dass das RxxiMotiv einen Beitragzur

Aktivierung des APC/gistenkdnnte.

4.3.2 De Rolle der RxxMotive in Cdc2ur die Aktivator-Funktion

Das RxxLMotiv in Cdc20 wurdesowohl in dieser als auch infriheren Arbeiten als
Regulationselement identifiziert, das als Erkennungssignal fur-Gelimittelte Degradation

die Aktivitat von Cdc20 negativ reguliert (Kapitel;42inzet al, 1998; Shirayamat al.,

1998; Robbins und Cross, 2010a)lerdings gaben die Untersuchungen zur Grundlage des
Wachstumhemmenden Effekts, der nach Uberexpression der NTD von Cdc20 beobachtet
wurde (Abb. 4.8), Hinweise darauf, dass das Rxkldtiv auch positiv zufFunktion von
Cdc20 beitragen konntéA\pb. 4.19 und 4.21 Diese Moéglichkeit wurde inFolgenderweiter
nachgegange.

4.3.2.1 DieMutation der RxxEMotive in Cdc2zeigt einen synthetischen Effekt maer

Deletion des IRMotivs

Um zu Uberprufen, ob die RxMotive fur die Aktivitat von Cdc2(hotwendig sind, wurden
die Sequenzelemente durch Alaffutagenese entfernt RxxL zu AxxA) undlie
entstandenen KonstruktanschlieRendauf ihre Fahigkeit getestet, die Deletion va@DC20
zu komplementierenHierzu wurden dieCDC2&Konstrukte Uber das integrative Vektor
Plasmid Yiplac21(Gietz und Sugino, 1988jabil am Genort de¥JRA3Markergens in das
Genom einedheterozygotdiploiden Stamms integriert, in welchem eine Kopie der beiden
CDC2@5ene durch Insertion deldIS3Markergensunterbrochenwar (Wegerer, 2004)Die
Fahigkeitder CDC2@erivatezur Komplementation vo® R O mvarde nach Sporulation der
diploiden Zellen und Vereinzelung der haploiden Nachkommen in Tetradenanalysen
getestet. DieCDC2&Konstrukte standen unter Kontrolle des endoger@edC2dPromotors
und waren zudem mit einem-Mrminalen Myc3Epitop zur Anlgse der Proteinmengen im

Westernblot versehenm Fall einer Komplementation wurden das Wachstum und das DNA
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