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1 ZUSAMMENFASSUNG 

Der APC/C (anaphase-promoting complex/cyclosome) ist eine konservierte E3-Ubiquitin-

Ligase mit essentiellen Funktionen in der Kontrolle des eukaryotischen Zellteilungszyklus. Die 

Ubiquitinierung von Substraten durch den APC/C erfordert die Bindung von Aktivator-

Proteinen, die den APC/C in einer Substrat-spezifischen Weise und zu unterschiedlichen 

Zeitpunkten im Zellzyklus aktivieren. Der frühe Aktivator Cdc20 bindet den APC/C in der 

Metaphase und initiiert durch die Ubiquitinierung von Securin und der Cycline die Trennung 

der Schwester-Chromatiden sowie die Inaktivierung der Cyclin-abhängigen Kinasen (Cdks). 

Am Ende der Mitose wird Cdc20 durch den späten Aktivator Cdh1 ersetzt, der die 

Degradation der Cycline bis in die G1-Phase aufrecht erhält und durch Ubiquitinierung 

zahlreicher Mitose-Proteine den Austritt aus der Mitose unterstützt. Die Aktivatoren sind 

durch eine WD40-Domäne charakterisiert, die konservierte Rezeptorstellen für die Bindung 

von Substrat-spezifischen Sequenzmotiven, wie die D- oder die KEN-Box, enthält. Dennoch 

unterscheiden sich die Aktivatoren aus noch unvollständig verstandenen Gründen in ihrer 

Substratspezifität. Um eine geordnete Degradation der APC/C-Substrate zu gewährleisten, 

wird die Bindung der Aktivatoren an den APC/C durch multiple Mechanismen reguliert, zu 

denen die APC/C-Cdh1-vermittelte Degradation von Cdc20 und die inhibitorische 

Phosphorylierung von Cdh1 durch Cdks zählen. Cdh1 wird an zahlreichen Positionen 

phosphoryliert, doch die Notwendigkeit und der präzise Wirkmechanismus dieser multiplen 

Phosphorylierung wurden noch nicht im Detail geklärt. 

Um die Regulation der Aktivatoren im Zellteilungszyklus von S. cerevisiae besser zu 

verstehen, wurden die Rolle individueller Cdk-Phosphorylierungsstellen für die Inhibition von 

Cdh1 analysiert sowie die minimale Abbausequenz (Degron) für die Cdh1-vermittelte 

Proteolyse von Cdc20 charakterisiert. Zudem wurde die Aktivierung des APC/C durch die N-

terminale Domäne von Cdc20 und die Ursache für die unterschiedliche Substratspezifität der 

Aktivatoren untersucht. 

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass sich die N-terminalen Cdk-Phosphorylierungs-

stellen von Cdh1 in zwei autonome Subgruppen unterteilen lassen, welche die Interaktion 

von Cdh1 mit dem APC/C auf unterschiedliche Weise regulieren. Die Phosphorylierung der 

Cdk-Konsensussequenzen 1-3 inaktiviert eine bipartite Kernlokalisationssequenz (NLS) und 

verhindert die Akkumulation von Cdh1 im Zellkern. Die übrigen sechs Phosphorylierungs-

stellen haben keinen Einfluss auf die subzelluläre Lokalisation von Cdh1, sondern 
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beeinträchtigen nach Phosphorylierung spezifisch die Bindung an den APC/C. Die Cdk-

Phosphorylierungsstellen 4-9 befinden sich in der Nähe von kürzlich identifizierten APC/C-

Bindemotiven in einer Anordnung, die in humanem Cdh1 konserviert ist. Sowohl die 

Inaktivierung der NLS als auch die Inhibition der APC/C-Bindemotive sind für die negative 

Regulation von Cdh1 durch Cdk1-Phosphorylierung von Bedeutung. Dies deutet an, dass 

APC/C-Cdh1 im Zellkern aktiv ist. 

Diese Schlussfolgerung konnte an Hand der Kartierung des Degrons von Cdc20 für die APC/C-

Cdh1-vermittelte Degradation untermauert werden. Das Cdc20-Degron umfasst die N-

terminalen 80 Aminosäuren des Proteins und dient als autonome Degradationsdomäne für 

eine APC/C-Cdh1-spezifische Proteolyse in vivo. Neben einer D-Box als APC/C-Erkennungs-

signal ist eine NLS ein essentieller Bestandteil des Degrons. In der Tat ist die Lokalisation des 

Cdc20-Degrons im Zellkern eine wichtige Voraussetzung für dessen APC/C-Cdh1-vermittelte 

Proteolyse. Durch eine gezielte Lokalisierung des Degrons in verschiedenen Zell-

kompartimenten konnte belegt werden, dass die Aktivität von APC/C-Cdh1 auf den Zellkern 

beschränkt ist. Zudem wurden Hinweise darauf gefunden, dass die Erkennung des Cdc20-

Degrons durch APC/C-Cdh1 durch eine Cdk-Phosphorylierungsstelle in der Nähe der D-Box 

reguliert sein könnte. 

Darüber hinaus konnte in dieser Arbeit nachgewiesen werden, dass die N-terminale Domäne 

von Cdc20 hinreichend ist, um den APC/C zu aktivieren. Dabei stellte sich heraus, dass die D-

Box von Cdc20 nicht nur die Degradation des Aktivators vermittelt, sondern auch eine Rolle 

für die Aktivierung des APC/C spielt. Die Entfernung der D-Box wirkte sich jedoch nur auf die 

Cdc20-Funktion aus, wenn die Fähigkeit zur Bindung des APC/C bereits beeinträchtigt war, 

sodass die D-Box möglicherweise der Feinjustierung der APC/C-Cdc20-Interaktion dient. 

Die Analyse von Chimären aus Cdc20 und Cdh1 zeigte, dass die N-terminalen Domänen 

austauschbare Regulations- und Aktivierungselemente sind und die Substratspezifität der 

Aktivatoren durch die C-terminalen WD40-Domänen festgelegt wird. Mit Hilfe eines 

genetischen Screens wurden Bereiche in der WD40-Domäne von Cdh1 identifiziert, die zu 

der Diskriminierung zwischen Cdc20- und Cdh1-Substraten beitragen und spezifisch die 

Erkennung des Cdc20-Substrats Pds1 betreffen. Dies lässt vermuten, dass die Aktivatoren 

zusätzlich zu der Bindung von D- und KEN-Boxen individuelle Interaktionen mit ihren 

Substraten eingehen. 
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2 ABSTRACT 

The anaphase-promoting complex/cyclosome (APC/C) is a conserved E3 ubiquitin ligase that 

has essential functions in the control of the eukaryotic cell division cycle. Substrate 

ubiquitination by the APC/C depends on related activator proteins that bind the APC/C at 

different times during the cell cycle and activate the ubiquitin ligase towards distinct sets of 

substrates. The early activator Cdc20 binds the APC/C in metaphase and initiates sister-

chromatid separation and inactivation of cyclin-dependent kinases (Cdks) by ubiquitination 

of securin and cyclins, respectively. At the end of mitosis, Cdc20 is replaced by the late 

activator Cdh1, which facilitates mitotic exit by targeting several mitotic proteins for 

degradation and maintains the destruction of cyclins during the following G1 phase. Cdc20 

and Cdh1 are characterized by WD40 domains that carry conserved receptor sites to 

recognize specific sequence motifs in substrates, such as D- and KEN-boxes. However, for 

reasons that are still incompletely understood, Cdc20 and Cdh1 confer different substrate 

specificities to the APC/C. Multiple mechanisms control the binding of the activators to the 

APC/C, including APC/C-Cdh1-mediated proteolysis of Cdc20 and inhibitory phosphorylation 

of Cdh1 by Cdks, to ensure ordered degradation of APC/C substrates. Cdh1 is known to be 

phosphorylated at numerous Cdk sites, but the requirement and the precise mechanism of 

this multisite phosphorylation have remained unclear. This study analyzed the role of 

individual Cdk sites for negative control of Cdh1 and characterized the minimal degradation 

sequence (degron) of Cdc20 for Cdh1-mediated proteolysis to better understand the 

regulation of Cdc20 and Cdh1 in the cell division cycle of S. cerevisiae. In addition, APC/C 

activation by the N-terminal domain of Cdc20 and the molecular basis of the distinct 

substrate specificities of the activators were examined. 

This work revealed that the N-terminal Cdk phosphorylation sites of Cdh1 are organized in 

autonomous subgroups that regulate the interaction of Cdh1 with the APC/C by distinct 

mechanisms. Phosphorylation of Cdk sites 1-3 inactivates a bipartite nuclear localization 

sequence (NLS) and prevents accumulation of Cdh1 in the nucleus. In contrast, the 

remaining six Cdk phosphorylation sites do not influence the subcellular localization of Cdh1, 

but their phosphorylation specifically inhibits the binding of Cdh1 to the APC/C. Cdk sites 4 ς 

9 reside in close proximity to recently identified APC/C interaction motifs in a pattern 

conserved with the human Cdh1 ortholog. Both inactivation of the NLS and inhibition of the 
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APC/C interaction motifs are important for negative control of Cdh1 by Cdk1 

phosphorylation, indicating that APC/C-Cdh1 is active in the nucleus. 

This finding received further support by the characterization of the Cdc20-degron for APC/C-

Cdh1-mediated proteolysis. The degron of Cdc20 comprises the N-terminal 80 residues of 

the activator and serves as an autonomous degradation domain for APC/C-Cdh1-specific in 

vivo degradation. In addition to a single D-box as APC/C recognition signal, 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 APC/C-Cdh1-mediated proteolysis. Forced 

localization of the degron into different subcellular compartments revealed that the activity 

of APC/C-Cdh1 is confined to the nuclear compartment. Moreover, this work suggests that a 

Cdk site adjacent to the D-box may regulate the recognition of the Cdc20 degron by APC/C-

Cdh1. 

Furthermore, this study shows that the N-terminal domain of Cdc20 is sufficient to activate 

the APC/C. Interestingly, besides targeting Cdc20 for Cdh1-mediated degradation, the D-box 

was also found to play a role in activation of the APC/C. Deletion of the D-box only affected 

Cdc20 function when the ability of Cdc20 to bind the APC/C was already reduced, suggesting 

that the D-box may be involved in the fine-tuning of the APC/C-Cdc20 interaction. 

Analysis of Cdc20-Cdh1 chimeras revealed that the N-terminal segments of the activators are 

interchangeable regulatory and APC/C activation domains, while the C-terminal WD40 

domains determine the substrate specificities of the activators. A genetic screen identified 

residues within the WD40 domain of Cdh1 that contribute to the discrimination between 

Cdc20 and Cdh1 substrates and specifically affected the recognition of the Cdc20 substrate 

Pds1. This suggests that the activators contain individual binding sites in their WD40 

domains, in addition to the conserved D- and KEN-box receptors, for selective binding of 

substrates. 
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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 

gleichmäßige Aufteilung auf die neu entstehenden Tochterzellen. Der fehlerfreie Ablauf 

dieser Prozesse wird durch das Zellzykluskontrollsystem überwacht. Auch wenn im Detail 

kleine Unterschiede zwischen den verschiedenen Organismen bestehen, sind der Ablauf und 

die Regulation des eukaryotischen Zellteilungszyklus grundsätzlich konserviert (Morgan, 

2007). Der APC/C (anaphase-promoting complex/cyclosome) ist eine konservierte Ubiquitin-

Ligase und übernimmt wichtige Funktionen in der Zellzykluskontrolle. In dieser Arbeit 

wurden die Mechanismen der Regulation und Substraterkennung des APC/C und seiner 

Aktivatoren in S. cerevisiae untersucht. Daher liegt in den nachfolgenden Kapiteln neben der 

allgemeinen Vorstellung des Zellzyklus und seiner Regulation ein besonderer Fokus auf der 

Situation in S. cerevisiae. 

 

3.1 Der eukaryotische Zellteilungszyklus 

Der mitotische Zellteilungszyklus der Eukaryoten lässt sich in verschiedene Phasen 

unterteilen (Morgan, 2007). In der S-Phase (Synthese-Phase) werden die im Zellkern 

befindlichen Chromosomen, die das genetische Material in Form der 

Desoxyribonukleinsäure (DNA, deoxyribonucleic acid) enthalten, zusammen mit den übrigen 

Zellbestandteilen dupliziert (Bell und Dutta, 2002). Nach der S-Phase bestehen die 

Chromosomen aus zwei identischen Chromatiden, den Schwester-Chromatiden, die durch 

Kohäsin-Proteinkomplexe miteinander verbunden sind. Während der M-Phase (Mitose-

Phase) werden die Schwester-Chromatiden auf die entstehenden Tochterzellen aufgeteilt, 

sodass nach erfolgter Zellteilung zwei genetisch identische Zellen vorliegen (Mitchison und 

Salmon, 2001). Die Mitose gliedert sich in mehrere Subphasen, in denen die 

Chromosomentrennung vorbereitet und durchgeführt wird. In der Prophase kondensieren 

die Chromosomen zu kompakten Strukturen, um eine räumliche Trennung der langen 

Makromoleküle zu ermöglichen. Zudem beginnt sich die Mitosespindel aus speziellen 

Proteinfilamenten (Mikrotubuli) zwischen den beiden Zentrosomen auszubilden, die 

während der S-Phase durch Duplikation entstanden sind und die Pole der Mitosespindel 

bilden. In höheren Eukaryoten löst sich zu diesem Zeitpunkt die Kernhülle auf. In der 
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Metaphase verbinden sich die kondensierten Chromosomen bipolar mit der Mitosespindel, 

sodass die beiden Schwester-Chromatiden mit den entgegengesetzten Polen der Spindel 

verknüpft sind. Die Trennung der Chromosomen erfolgt während der anschließenden 

Anaphase, in der die Schwester-Chromatiden nach Spaltung der Kohäsinverbindung zu den 

entgegengesetzten Polen der Mitosespindel gezogen werden. In der Telophase löst sich die 

Mitosespindel auf, die Kernhülle bildet sich in höheren Eukaryoten neu und die 

Chromosomen dekondensieren. Nach der Mitose wird die Zelle in der abschließenden 

Zytokinese in zwei Zellen geteilt, wobei die Teilungsachse zwischen den neu entstandenen 

Zellkernen verläuft (Pollard, 2010). In Zellen, die sich permanent teilen, wechseln sich S- und 

M-Phase zyklisch ab. Dabei sind die beiden Phasen in der Regel durch Zwischenphasen, 

sogenannte gap-Phasen, voneinander getrennt. Die Zwischenphase vor der S-Phase wird als 

G1 und die Phase vor der M-Phase als G2 bezeichnet. Die gap-Phasen dienen einerseits dem 

Wachstum der Zellen und werden andererseits durch das Zellzykluskontrollsystem (Kapitel 

3.2) genutzt, um den Zellzyklus bei Bedarf anzuhalten. Auf äußere Einflussgrößen wie 

extrazelluläre Signale oder Nährstoffbedingungen kann die Zelle dabei speziell in der G1-

Phase reagieren und längere Zeit in dieser Phase verharren. Daher wird die G1-Phase als eine 

Art Ruhephase zwischen zwei Zellteilungsrunden angesehen, auch wenn es sich um eine 

aktive Phase handelt, in welcher Zellwachstum stattfindet. 

Eine Besonderheit im Zellteilungszyklus der Hefe S. cerevisiae ist die Vermehrung durch 

Knospung, die eine asymmetrische Zellteilung mit der Entstehung von zwei ungleich großen 

Zellen zur Folge hat (Abb. 3.1; Herskowitz, 1988; Forsburg und Nurse, 1991). Der Eintritt in 

die S-Phase wird zellmorphologisch von der Ausbildung einer Knospe gekennzeichnet, die 

durch eine Re-Organisation des Aktin-Zytoskeletts und polares Wachstum entsteht. Der Ort 

der Knospungsstelle wird durch sogenannte landmark-Proteine festgelegt, wodurch unter 

anderem Septine als Gerüstproteine rekrutiert werden (Casamayor und Snyder, 2002; Park 

und Bi, 2007). Die Septine bilden eine ringartige Filamentstruktur an der künftigen 

Verbindungsstelle zwischen der Mutterzelle und der entstehenden Knospe, dem 

Knospenhals, und erfüllen wichtige Aufgaben in der Organisation des Knospenwachstums, 

der Kernteilung und Zytokinese (Versele und Thorner, 2005; Cao et al., 2009). In S. cerevisiae 

lässt sich die G2-Phase weniger klar definieren als in anderen Eukaryoten, sodass vielmehr 

ein fließender Übergang zwischen S- und M-Phase besteht. 
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Abbildung 3.1: Schematische Darstellung des Zellteilungszyklus von S. cerevisiae 

Der Kreis symbolisiert einen Zellteilungszyklus bestehend aus der G1-, S-, G2- und M-Phase. Da die G2-Phase in 

S. cerevisiae nicht klar definiert werden kann, sind die entsprechenden Phasengrenzen als gestrichelte Linien 

gezeichnet. Nach dem Überwinden des START am Ende der G1-Phase tritt die Zelle in die S-Phase ein, um ihr 

Genom zu duplizieren. Zellmorphologisch äußert sich der Eintritt in die S-Phase durch die Bildung einer Knospe, 

die zunächst apikales Wachstum zeigt. Zudem verdoppelt sich der Spindelpolkörper (SPK). Am Ende der S-

Phase wird in S. cerevisiae bereits eine Spindel zwischen den SPKs gebildet, die durch astrale Mikrotubuli 

ausgerichtet wird. Zu Beginn der M-Phase befinden sich die SPKs an gegenüberliegenden Polen des Zellkerns 

und die Mitosespindel ist vollständig ausgebildet. S. cerevisiae durchläuft eine geschlossene Mitose, bei der 

sich die Kernhülle nicht auflöst. Somit elongiert der Zellkern während der Chromosomentrennung, bei der 

jeweils eines der Schwester-Chromatiden durch den Knospenhals in die Knospe gezogen wird. Nach der 

Trennung des Zellkerns depolymerisiert die Spindel und die Zellen werden durch die Zytokinese in Mutter- und 

Tochterzelle getrennt. Verändert nach Höckner, 2011. 

 

Während dieses Übergangs wechselt das Wachstum der Knospe von apikalem zu isotropem 

Wachstum und setzt sich in der anschließenden Mitose fort. Ein weiteres Merkmal im 

Zellzyklus von S. cerevisiae ist das Durchlaufen einer geschlossenen Mitose, bei der die 

Kernhülle nicht aufgelöst wird (Boettcher und Barral, 2013). Die Zentrosomen, die in S. 

cerevisiae als Spindelpolkörper bezeichnet werden, sind in die Kernmembran integriert und 

bilden die Mitosespindel innerhalb des Zellkerns aus. Während der Mitose elongiert die 

Spindel durch den Knospenhals und der Zellkern wird zusammen mit einem Satz der 

duplizierten Chromatiden in die Knospe gezogen. Im Anschluss an die Mitose werden 

während der Zytokinese eine neue Zellmembran und Zellwand, die ein weiteres Kennzeichen 

von S. cerevisiae ist, am Knospenhals gebildet und die Knospe wird abgetrennt (Cabib, 2004). 

Da die Knospe im Laufe des Zellzyklus nicht die gleiche Zellgröße der knospenden Zelle 
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erreicht, werden die ursprüngliche Zelle und die durch Knospung entstandene Zelle als 

Mutter- bzw. Tochterzelle bezeichnet. 

S. cerevisiae-Zellen können zwei verschiedene Paarungstypen aufweisen, MATa und MATh  

(Herskowitz, 1988). In Abhängigkeit des Paarungstyps sezernieren haploide Zellen die 

Signalpeptide a- und -hFaktor, die als Pheromone auf Zellen des jeweils anderen 

Paarungstyps wirken. Die Paarungspheromone bewirken einen Arrest der haploiden Zellen in 

der G1-Phase und leiten zelluläre Prozesse ein, die zur Verschmelzung einer MATa- und einer 

MATh -Zelle zu einer diploiden Zygote führen. Diploide MATa/h -Zellen vermehren sich 

regulär durch mitotische Zellteilungen. Während haploide Zellen bei Nährstoffmangel in der 

G1-Phase verharren, sind diploide Zellen in der Lage, durch meiotische Teilungen haploide 

Sporen als Überdauerungsformen zu bilden (Sporulation). 

 

3.2 Die Regulation des eukaryotischen Zellteilungszyklus 

Der Zellteilungszyklus ist eine Abfolge vieler Einzelprozesse, die gemeinsam in der Bildung 

zweier genetisch identischer Zellen aus einer Vorläuferzelle münden. Im Zellzyklus existieren 

drei große Kontrollpunkte, die sogenannten checkpoints, an denen das Fortschreiten im 

Zellzyklus angehalten werden kann, wenn vorangegangene Ereignisse nicht fehlerfrei 

durchlaufen wurden oder äußere Einflüsse ein Unterbrechen des Zellzyklus erfordern 

(Hartwell und Weinert, 1989). Der Eintritt in die S-Phase wird am G1/S-Übergang durch den 

Kontrollpunkt START kontrolliert, der nur durchschritten werden kann, wenn externe 

Faktoren, in S. cerevisiae beispielsweise ein ausreichendes Nährstoffangebot und das Fehlen 

von Paarungspheromonen, sowie interne Faktoren, wie eine ausreichende Zellgröße, dies 

erlauben. Der nächste wichtige Kontrollpunkt befindet sich vor dem Übergang von der G2- in 

die M-Phase und ermöglicht ein Anhalten des Zellzyklus, wenn DNA-Schäden oder 

Replikationsstörungen vorliegen. Dadurch wird der Zelle Zeit gegeben, die Fehler in der DNA 

zu beheben und die Replikation vollständig abzuschließen. Der letzte große checkpoint 

kontrolliert den Metaphase/Anaphase-Übergang und stellt durch das Spindelkontrollsystem 

(SAC, spindle assembly checkpoint) sicher, dass die Chromosomentrennung nur begonnen 

wird, wenn alle Schwester-Chromatiden bipolar mit der Mitosespindel verbunden sind. 

Dadurch wird einer Aneuploidie durch eine fehlerhafte Verteilung der Chromosomen 

vorgebeugt. 
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Ein komplexes Geflecht aus regulatorischen Proteinen sorgt dafür, dass die einzelnen 

Ereignisse des Zellzyklus zur richtigen Zeit gestartet und in der richtigen Reihenfolge 

durchlaufen werden. Die treibende Kraft sind hierbei die Cyclin-abhängigen Kinasen (Cdks, 

cyclin-dependent kinases), die durch Phosphorylierung ihrer Zielproteine einzelne 

Zellzyklusereignisse in Gang setzen und dadurch den Übergang in die nächste 

Zellzyklusphase einleiten (Morgan, 1997). Eine weitere, wichtige Komponente des 

Zellzykluskontrollsystems ist das Ubiquitin-Proteasom-System (UPS), das die Degradation 

vieler regulatorischer Zellzyklusproteine vermittelt (Teixeira und Reed, 2013). Beide 

Regulationsmechanismen sind eng miteinander verwoben und beeinflussen sich gegenseitig, 

da die Aktivität der Cdks einerseits durch die Ubiquitin-vermittelte Proteolyse der 

aktivierenden Untereinheiten reguliert wird und die Cdks andererseits durch 

Phosphorylierung von Substraten oder Komponenten des UPS die Ubiquitin-vermittelte 

Proteolyse hemmen oder fördern (Petroski und Deshaies, 2005; Bloom und Cross, 2007; 

Teixeira und Reed, 2013). Gemeinsam bewirken sie einen geordneten Ablauf der kritischen 

Ereignisse im Zellzyklus (Pines, 1999; Sullivan und Morgan, 2007). 

 

3.2.1 Regulation des Zellteilungszyklus durch Cdk-vermittelte Phosphorylierung 

Die Cdks stehen im Zentrum der Zellzyklusregulation und kontrollieren durch die 

Phosphorylierung ihrer Zielproteine viele verschiedene Prozesse im Zellzyklus, einschließlich 

der Zellmorphogenese, der DNA-Replikation, der Chromosomentrennung und des Austritts 

aus der Mitose (Morgan, 1997; Satyanarayana und Kaldis, 2009; Enserink und Kolodner, 

2010). Cdks sind Serin-/Threonin-Kinasen, die Substrate mit der Konsensussequenz S/TPxK/R 

(mit x als beliebiger Aminosäure) phosphorylieren, wobei die minimale Sequenz S/TP 

ebenfalls hinreichend für eine Phosphorylierung durch die Cdks ist (Songyang et al., 1994; 

Mok et al., 2010). Die Aktivität der Cdks ist grundsätzlich abhängig von der Bindung der 

Cycline, die als regulatorische Untereinheiten sowohl die Aktivität als auch die 

Substratspezifität der Cdks steuern (Bloom und Cross, 2007; Satyanarayana und Kaldis, 

2009). Die Proteinlevel der einzelnen Cycline fluktuieren im Zellzyklus in Form von zeitlich 

versetzten Wellen, sodass in den verschiedenen Zellzyklusphasen unterschiedliche Cycline 

vorhanden sind und mit der katalytischen Untereinheit der Cdks interagieren. Die Cycline 

unterscheiden sich in ihrer Fähigkeit, die Aktivität der Cdks zu stimulieren, die minimale 

S/TP-Sequenz zu phosphorylieren und spezifische Bindemotive wie beispielsweise das RxL-



EINLEITUNG 

17 

Motiv in den Substraten zu binden, was speziell im Fall von S. cerevisiae umfassender 

untersucht wurde (Loog und Morgan, 2005; Koivomagi et al., 2011a; Koivomagi et al., 

2011b). Dies hat zur Folge, dass in den verschiedenen Zellzyklusphasen unterschiedliche 

Substrate durch die jeweiligen Cyclin-Cdk-Komplexe phosphoryliert und dadurch 

unterschiedliche Zellzyklusprozesse in Gang gesetzt werden. Somit koordiniert die 

Fluktuation der Cyclin-Level den Ablauf des Zellzyklus. 

Die Cycline können entsprechend ihres Auftretens und ihrer Funktion für die jeweilige 

Zellzyklusphase in G1-, G1/S-, S- und M-Phase-Cycline unterteilt werden. Die Oszillation der 

Cycline basiert vor allem auf Zellzyklus-regulierter Transkription sowie regulierter 

Degradation durch Ubiquitin-vermittelte Proteolyse. Während der G1-Phase ist die Cyclin-

Konzentration und somit die Cdk-Aktivität zunächst niedrig. Die Level der G1-Cycline steigen 

in Reaktion auf extrazelluläre und intrazelluläre Signale an und leiten den Eintritt in die 

nächste Zellzyklusrunde ein. Der anschließende, sequentielle Anstieg der G1/S-, S- und M-

Phase-Cycline bewirkt den Übergang in die einzelnen Zellzyklusphasen. Dabei ist ein 

typisches Merkmal, dass die Cyclin-Cdk-Komplexe die Aktivität der Cyclin-Cdk-Komplexe der 

nachfolgenden Zellzyklusphase fördern und gleichzeitig ihre eigene Inaktivierung verzögert 

einleiten, indem sie die Degradation der assoziierten Cycline durch das Ubiquitin-Proteasom-

System induzieren (siehe Kapitel 3.2.2). Der Austritt aus der M-Phase erfordert neben der 

Inaktivierung der Cdks auch die De-Phosphorylierung der Cdk-Substrate durch 

Phosphatasen, um den Ausgangszustand mit einer geringen Cdk-Aktivität und einem 

niedrigen Phosphorylierungszustand der Cdk-Substrate in der G1-Phase wiederherzustellen 

(Wurzenberger und Gerlich, 2011). 

Die Aktivierung der Cdk durch die Bindung der Cycline beruht unter anderem auf 

Konformationsänderungen im aktiven Zentrum der Cdk (Jeffrey et al., 1995; Honda et al., 

2005). Strukturelle Änderungen im sogenannten T-loop und der Bindestelle für das 

Adenosintriphosphat (ATP) machen das aktive Zentrum zugänglich für Substrate und 

verbessern die Position des ATP für die Phosphorylierungsreaktion. Zusätzlich zu der Bindung 

der Cycline wird die Aktivität der Cdks durch Phosphorylierung und Inhibitor-Proteine 

beeinflusst. Die Phosphorylierung der Cdk durch die Cdk-aktivierende Kinase im T-loop wirkt 

aktivierend und fördert die Bindung des Substrats (Russo et al., 1996; Ross et al., 2000). 

Dagegen inhibiert die Phosphorylierung eines konservierten Tyrosinrests im Bereich der ATP-

Bindestelle durch die Wee1-Kinase (Swe1 in S. cerevisiae) die Aktivität der M-Phase-Cdks 



EINLEITUNG 

18 

(Booher et al., 1993; Den Haese et al., 1995). Diese Phosphorylierung muss für den Eintritt in 

die Mitose durch die antagonistische Phosphatase Cdc25 (Mih1 in S. cerevisiae) entfernt 

werden (Russell et al., 1989; Strausfeld et al., 1991). Während des Austritts aus der Mitose 

und der anschließenden G1-Phase binden Cdk-Inhibitoren spezifisch an S- und M-Cyclin-Cdk-

Komplexe und tragen zusammen mit der Cyclin-Degradation dazu bei, dass die Aktivität 

dieser Cdk-Komplexe in der G1-Phase niedrig bleibt (Sherr und Roberts, 1999). Die Cdk-

Inhibitoren wirken nicht gegen die G1-Cdk-Komplexe und werden beim Übertritt in die S-

Phase durch die G1/S-Cdks für den Abbau markiert. 

Viele Cdk-Substrate, die an der Regulation des Zellteilungszyklus beteiligt sind, besitzen eine 

Häufung an Cdk-Phosphorylierungsstellen (Moses et al., 2007; Holt et al., 2008) und für 

manche dieser Proteine ist die Phosphorylierung an multiplen Positionen eine Voraussetzung 

für die Ausbildung einer Ultrasensitivität im Umschalten zwischen Aktivitätszuständen und 

letztlich im Umschalten zwischen Zellzyklusphasen (Salazar und Hofer, 2009; Thomson und 

Gunawardena, 2009; Ferrell und Ha, 2014). Im Fall der Mitose-Regulatoren Wee1 und Cdc25 

sind multiple Phosphorylierungen die Basis für den sprunghaften Anstieg der M-Cdk-Aktivität 

und den klaren Eintritt in die Mitose (Harvey et al., 2005; Kim und Ferrell, 2007; Harvey et 

al., 2011; Trunnell et al., 2011). Die multiple Phosphorylierung von Cdk-Substraten wird 

durch die Interaktion mit docking sites (Andockstellen) in den Substraten unterstützt. Diese 

docking sites beinhalten zum einen Cyclin-spezifische Bindemotive und zum anderen 

Bindestellen für das akzessorische Protein Cks1, das über eine Phosphat-Bindestelle verfügt 

und für die effiziente Phosphorylierung zahlreicher Cdk-Substrate notwendig ist (Patra et al., 

1999; Reynard et al., 2000; Koivomagi et al., 2011a; Koivomagi et al., 2013; McGrath et al., 

2013). Arbeiten in S. cerevisiae konnten zeigen, dass Cks1 spezifisch an phosphorylierte 

Threoninreste, aber nicht an phosphorylierte Serinreste oder Phosphat-imitierende 

Aspartat- oder Glutmatreste bindet (McGrath et al., 2013). Eine weitere, essentielle 

Anforderung für die Cks1-Bindung ist das Vorhandensein eines Prolins an der Position, die 

auf das Phospho-Threonin folgt, sodass Cks1 unter anderem an Cdk-

Phosphorylierungsstellen mit phosphoryliertem Threoninrest binden kann. Tatsächlich wird 

Cks1 im Fall des Cdk-Inhibitors Sic1 aus S. cerevisiae durch Cdk1 genutzt, um an zuvor selbst 

phosphorylierte TP-Cdk-Konsensussequenzen zu binden (Koivomagi et al., 2011a; Koivomagi 

et al., 2013). Diese Cks1-abhängige Interaktion ermöglicht zusammen mit Cyclin-spezifischen 

Bindemotiven eine gerichtete, prozessive Phosphorylierung von Sic1, die letztlich in der 
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Phosphorylierung von zwei Abbausignalen und der Degradation von Sic1 resultiert 

(Koivomagi et al., 2011a). 

In S. cerevisiae ist eine einzelne Cdk, die als Cdk1 oder Cdc28 bezeichnet wird und mit neun 

verschiedenen Cyclinen interagiert, verantwortlich für die Regulation des Zellzyklus (Bloom 

und Cross, 2007; Enserink und Kolodner, 2010). In der G1-Phase wird Cdk1 durch das G1-

Cyclin Cln3 aktiviert, dessen Translation bei hoher Proteinsyntheserate ansteigt. Zusammen 

mit Cln3 startet Cdk1 in erster Linie transkriptionelle Programme für den Zellzykluseintritt 

und stimuliert unter anderem die Expression der Cyclin-Gene CLN1, CLN2, CLB5 und CLB6 

(Cross und Tinkelenberg, 1991; Dirick und Nasmyth, 1991; Tyers et al., 1993; Stuart und 

Wittenberg, 1995). Die G1/S-Cycline Cln1 und Cln2 initiieren die Bildung der Knospe und die 

Duplikation des Spindelpols (Lew und Reed, 1993; Jaspersen et al., 2004). Darüber hinaus 

unterstützen die G1/S-Cycline zusammen mit Clb5 und Clb6 die Aktivität der nachfolgenden 

Clb-Cdk1-Komplexe, indem sie die Degradation der Clb-Cycline durch die Ubiquitin-Ligase 

APC/C-Cdh1 verhindern (siehe Kapitel 3.3.4.2; Zachariae et al., 1998; Yeong et al., 2001) und 

die Degradation des Cdk-Inhibitors Sic1 vermitteln (Verma et al., 1997; Nash et al., 2001; 

Koivomagi et al., 2011a), der spezifisch Clb-Cdk1-Komplexe inhibiert (Schwob et al., 1994). 

Die S-Phase-Cycline Clb5 und Clb6 steuern den Eintritt in die S-Phase und starten unter 

anderem die Replikation der DNA (Epstein und Cross, 1992; Schwob und Nasmyth, 1993). 

Vor allem Clb5 ist für eine effiziente DNA-Replikation notwendig und verhindert zusammen 

mit Clb6 eine erneute Aktivierung von bereits gestarteten Replikationsursprüngen (Dahmann 

et al., 1995; Donaldson et al., 1998; Mimura et al., 2004). Die M-Phase-Cycline Clb3 und Clb4 

akkumulieren ab der S-Phase und sind an der Kontrolle der DNA-Replikation und dem 

Aufbau der Mitosespindel beteiligt (Richardson et al., 1992; Mendenhall und Hodge, 1998; 

Liakopoulos et al., 2003). Die Level der M-Cycline Clb1 und Clb2 steigen vor der M-Phase an 

und steuern kritische Prozesse in der Mitose wie die Elongation der Spindel (Widlund et al., 

2006; Woodbury und Morgan, 2007). Zudem induzieren Clb1 und Clb2 den Wechsel von 

einem apikalen zu einem isotropen Wachstum der Knospe (Lew und Reed, 1993). Auch wenn 

die einzelnen Cycline nicht essentiell sind und ihre Funktion durch die anderen Cycline 

übernommen werden können, scheinen vor allem Clb5 und Clb2 von besonderer Bedeutung 

für die S-Phase und Mitose zu sein. Eine hohe Clb-Cdk1-Aktivität verhindert den Austritt aus 

der Mitose und die anschließende Zytokinese, sodass für den Abschluss der Zellteilung die 

Inaktivierung der mitotischen Cdk1-Aktivität notwendig ist. Dies wird durch die Ubiquitin-



EINLEITUNG 

20 

vermittelte Proteolyse der Clb-Cycline (Kapitel 3.2.2 und 3.3) und durch die Akkumulation 

des Cdk-Inhibitors Sic1 erreicht (Schwob et al., 1994). Beide Mechanismen werden durch die 

Phosphatase Cdc14 eingeleitet, die während des Zellzyklus im Nukleolus lokalisiert und dort 

von dem Inhibitor Net1/Cfi1 inaktiv gehalten wird (Visintin et al., 1999). Während der 

Anaphase führen die Signalwege FEAR (cdc-fourteen early anaphase release) und MEN 

(mitotic exit network) zu einer Phosphorylierung von sowohl Net1 als auch Cdc14 und 

bewirken dadurch die Freisetzung von Cdc14 (Stegmeier und Amon, 2004; Rock und Amon, 

2009). Die freigesetzte Cdc14-Phosphatase aktiviert durch De-Phosphorylierung des APC/C-

Aktivators Cdh1 die Degradation der M-Phase-Cycline durch das Ubiquitin-Proteasom-

System (siehe auch Kapitel 3.2.2 und Kapitel 3.3) und stimuliert durch die De-

Phosphorylierung des Transkriptionsfaktors Swi5 die Expression des Cdk-Inhibitor-Gens SIC1 

(Schwab et al., 1997; Visintin et al., 1998; Jaspersen et al., 1999). Cdc14 unterstützt die 

Akkumulation von Sic1 zusätzlich durch De-Phosphorylierung des Cdk-Inhibitors, der dadurch 

stabilisiert wird und verbliebene Clb-Cdk1-Komplexe inhibieren kann (Visintin et al., 1998). 

Darüber hinaus entfernt Cdc14 die Phosphorylierung von weiteren Cdk1-Substraten sowie 

Komponenten des MEN-Signalwegs, wodurch die Freisetzung von Cdc14 gestoppt wird und 

die Phosphatase in den Nukleolus zurückkehrt (Pereira et al., 2002; Visintin et al., 2008). 

Neben Sic1 existiert in S. cerevisiae noch ein weiterer Cdk-Inhibitor, Far1, der spezifisch Cln-

Cdk1-Komplexe inhibiert und in haploiden Zellen den Eintritt in die nächste Zellzyklusrunde 

verhindert, wenn die Paarungspheromone an die Oberflächenrezeptoren der Zellen 

gebunden haben (Chang und Herskowitz, 1990; Peter und Herskowitz, 1994). 

 

3.2.2 Regulation des Zellteilungszyklus durch Ubiquitin-vermittelte Proteolyse 

Neben der Phosphorylierung durch die Cdks ist die Ubiquitin-vermittelte Proteolyse von 

Zellzyklusproteinen ein weiterer, zentraler Mechanismus in der Kontrolle des Zellzyklus 

(Teixeira und Reed, 2013). Das UPS ist unter anderem für die gerichtete Degradation der 

Cycline verantwortlich und trägt damit maßgeblich zu der Fluktuation der Cdk-Aktivität bei. 

Das UPS basiert auf dem kleinen und hoch konservierten Protein Ubiquitin, das über eine 

Isopeptidbindung kovalent an einen Lysinrest eines Zielproteins geknüpft werden kann 

(Hershko und Ciechanover, 1998). Der Transfer von Ubiquitin auf andere Proteine wird als 

Ubiquitinierung bezeichnet und stellt eine Form der posttranslationalen Modifikation von 

Proteinen dar. Dabei können Proteine an einem einzelnen Lysinrest (Monoubiquitinierung) 
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oder an mehreren Lysinresten (Multi-Monoubiquitinierung) modifiziert werden. Durch das 

Anheften weiterer Ubiquitin-Moleküle an bereits gebundenes Ubiquitin können zudem 

Ubiquitin-Ketten an dem Zielprotein gebildet werden (Poly-Ubiquitinierung). Je nach Anzahl 

der Ubiquitinmoleküle und Art der Verknüpfung beeinflusst die Ubiquitinierung die Aktivität, 

Lokalisation und Stabilität des Proteins. In der Regel dienen Ubiquitin-Ketten, die über das 

Lysin 48 oder Lysin 11 der Ubiquitin-Monomere gebildet werden, als Signal für die 

Erkennung und Degradation des Zielproteins durch einen Multiproteinkomplex mit 

proteolytischer Aktivität, der als Proteasom bekannt ist (Tomko und Hochstrasser, 2013). 

Die Übertragung von Ubiquitin-Einheiten auf die Zielproteine erfolgt über eine 

Enzymkaskade bestehend aus drei Enzymen (Abb. 3.2). In einem ersten Schritt wird das 

Ubiquitin durch das Ubiquitin-aktivierende Enzym (E1) gebunden und dadurch für die 

weitere Reaktion aktiviert. Dieser Prozess erfordert die Hydrolyse von ATP und führt zur 

Bildung einer Thioester-Bindung zwischen einem Cysteinrest im aktiven Zentrum des E1-

Enzyms und der C-terminalen Carboxylgruppe des Ubiquitins. Anschließend wird das 

aktivierte Ubiquitin von dem E1-Enzym auf einen Cysteinrest des Ubiquitin-konjugierenden 

Enzyms (E2) übertragen. Der finale Transfer des Ubiquitins auf einen Lysinrest des 

Zielproteins wird durch die Ubiquitin-Ligase (E3-Ligase) katalysiert, die sowohl das Substrat 

als auch das E2-Ubiquitin-Konjugat bindet. Im Fall der Ubiquitin-Ligasen mit HECT-Domäne 

wird das Ubiquitin zunächst kovalent durch einen Cysteinrest der E3-Ligase gebunden und 

anschließend auf einen Lysinrest des Substrats übertragen (Rotin und Kumar, 2009). 

Dagegen katalysieren die Ubiquitin-Ligasen vom RING-Typ den direkten Transfer des 

Ubiquitins von dem E2-Enzym auf das Substrat, indem sie beide Reaktionspartner für die 

Ubiquitin-Übertragung optimal orientieren und die Aktivität des E2-Enzyms stimulieren 

(Deshaies und Joazeiro, 2009). Die E3-Ligasen sind in der Lage, Zielproteine selektiv zu 

binden, und sind daher für die Substratspezifität in der Ubiquitinierungsreaktion 

verantwortlich. Die Ubiquitinierung von Proteinen kann durch Ubiquitin-Isopeptidasen, die 

auch als De-Ubiquitinasen bezeichnet werden, editiert oder rückgängig gemacht werden, 

wodurch die Ubiquitinierung zu einem reversiblen Prozess wird (Amerik und Hochstrasser, 

2004; Stegmeier et al., 2007). Die De-Ubiquitinasen werden insbesondere auch für die 

Rückgewinnung von Ubiquitin-Molekülen nach der Degradation der Zielproteine durch das 

Proteasom und für die Prozessierung von Ubiquitin-Vorläufermolekülen benötigt. 
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Abbildung 3.2: Schematische Darstellung des Ubiquitin-Proteasom-Systems 

Substrate können mittels Ubiquitinierung für die Degradation durch das Proteasom markiert werden. Für die 

Ubiquitinierung eines Substrats wird Ubiquitin unter ATP-Hydrolyse kovalent an einen Cysteinrest des E1-

Enzyms (Ubiquitin-aktivierendes Enzym) gebunden. Das Ubiquitin wird anschließend auf einen Cysteinrest E2-

Enzym (Ubiquitin-konjugierendes Enzym) übertragen. Mit Hilfe einer E3-Ligase erfolgt schließlich der Transfer 

von Ubiquitin auf einen Lysinrest des Substrats. Durch Verknüpfung weiterer Ubiquitin-Moleküle an einen 

Lysinrest des bereits übertragenen Ubiquitins werden Ubiquitinketten an dem Substrat gebildet. Ketten aus 

mindestens vier Ubiquitin-Molekülen, die über Lys11 oder Lys48 des Ubiquitins verknüpft wurden, dienen als 

Signal für die Erkennung und anschließende Proteolyse des Substrats durch das Proteasom. ATP: 

Adenosintriphosphat. AMP: Adenosinmonophosphat. PPi: anorganisches Diphosphat. Ub: Ubiquitin. Adaptiert 

von Pines, 2011. 

 

In der Kontrolle des Zellzyklus nehmen vor allem die Ubiquitin-Ligasen SCF (Skp-Cullin-F-Box) 

und der APC/C (anaphase-promoting complex/cyclosome) zentrale Rollen ein (Teixeira und 

Reed, 2013). In beiden Fällen handelt es sich um Multiproteinkomplexe, die zu der Familie 

der Cullin-RING-Ubiquitin-Ligasen zählen. In diesem Typ von Ubiquitin-Ligasen rekrutiert das 

Protein mit RING-Domäne das mit Ubiquitin beladene E2-Enzym, während die Cullin-

Untereinheit als Gerüstprotein fungiert. Neben dem RING-Protein Rbx1 und dem Cullin-

Protein Cul1 (Cdc53 in S. cerevisiae) enthält der SCF als weitere zentrale Komponente das 

Skp1-Protein (Cardozo und Pagano, 2004). Skp1 interagiert mit verschiedenen F-Box-

Proteinen, die als austauschbare Adaptorproteine selektiv Substrate an den SCF rekrutieren 

(Skaar et al., 2013). Die F-Box-Proteine nutzen eine konservierte F-Box zur Bindung an Skp1 

und interagieren über spezielle Interaktionsdomänen mit verschiedenen Substraten. Der 

Zeitpunkt der Substratubiquitinierung wird nicht durch Änderungen in der Aktivität des SCF 

bestimmt, die im Laufe des Zellzyklus weitgehend konstant ist, sondern wird durch die 

Phosphorylierung der Substrate festgelegt. Die Phosphorylierung bestimmter 

Sequenzmotive, sogenannter Phospho-Degrons, erhöht die Affinität der Substrate für das 

jeweilige F-Box-Protein. Häufig ist die Phosphorylierung durch Cdks der Auslöser für die SCF-
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abhängige Ubiquitinierung von Zellzyklusproteinen. Der SCF markiert Cdk-Inhibitoren, G1- 

und G1/S-Cycline, Replikationsfaktoren und Mitose-Inhibitoren für den Abbau durch das 

Proteasom und übernimmt somit wichtige Funktionen am G1/S-Übergang, in der S-Phase 

und am Übergang in die M-Phase. Zu den SCF-Substraten in S. cerevisiae zählen unter 

anderem der Cdk-Inhibitor Sic1, die G1-Cycline Cln1-3, das S-Phase-Cyclin Clb6 und der 

Replikationsfaktor Cdc6, die alle durch Cdk1-Phosphorylierung für den SCF-vermittelten 

Abbau markiert werden (Skowyra et al., 1997; Verma et al., 1997; Elsasser et al., 1999; Drury 

et al., 2000; Perkins et al., 2001; Jackson et al., 2006). Vor allem die Cycline Cln1-3 initiieren 

durch Auto-Phosphorylierung ihre eigene Degradation (Tyers et al., 1992; Lanker et al., 

1996). 

Während der SCF vor allem die frühen Phasen des Zellteilungszyklus reguliert, steuert der 

APC/C den Ablauf sowie den Austritt aus der Mitose und unterstützt 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 APC/C-Substrate ist von der Bindung von 

Aktivatorproteinen abhängig. Die Aktivatoren rekrutieren einerseits Substrate an den APC/C 

und stimulieren andererseits die katalytische Aktivität der Ubiquitin-Ligase (Kapitel 3.3.3). 

Ein komplexes Regulationsnetzwerk regelt die Bindung der Aktivatoren an den APC/C und 

begrenzt die Ubiquitinierung von APC/C-Substraten zeitlich auf die Mitose und die G1-Phase 

(Kapitel 3.3.4). 

 

3.3 Der APC/C und die Regulation des Zellteilungszyklus 

Die Ubiquitin-Ligase APC/C ist eine wichtige Komponente des Zellzykluskontrollsystems und 

steuert die Progression durch die Mitose und die G1-Phase durch die Ubiquitin-vermittelte 

Proteolyse von kritischen Zellzyklusregulatoren (Primorac und Musacchio, 2013; Sivakumar 

und Gorbsky, 2015). Der APC/C ist ein Gegenspieler der Cdks, da er unter anderem die M-

Phase-Cdk-Komplexe durch Ubiquitinierung der assoziierten Cycline inaktiviert. Auf der 

anderen Seite unterliegt der APC/C selbst der Regulation durch Cdk-vermittelte 

Phosphorylierung. Die gegenseitige Regulation von Cdks und APC/C bildet die Grundlage der 

Zellzykluskontrolle. Darüber 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 APC/C im Zellteilungszyklus 

Der APC/C markiert während der Mitose und der G1-Phase zahlreiche Zellzyklusproteine 

durch Ubiquitinierung für den Abbau durch das Proteasom und trägt dadurch maßgeblich 

zur Kontrolle dieser Zellzyklusphasen bei (Peters, 2006; Pines, 2011). Obwohl der 

Kernkomplex des APC/C aus zahlreichen Untereinheiten besteht (Kapitel 3.3.2), ist für die 

Ubiquitinierung von APC/C-Substraten die Bindung von Aktivatorproteinen an den APC/C 

erforderlich. Im mitotischen Zellteilungszyklus binden zwei verschiedene Aktivatoren an den 

APC/C. Der frühe Aktivator Cdc20 aktiviert den APC/C in der Mitose und wird gegen Ende der 

Mitose durch den späten Aktivator Cdh1, auch bekannt als Hct1, ersetzt (Hartwell et al., 

1973; Dawson et al., 1995; Schwab et al., 1997; Visintin et al., 1997; Fang et al., 1998). Cdh1 

hält die APC/C-Aktivität bis in die G1-Phase aufrecht (Huang et al., 2001). Neben diesen 

mitotischen APC/C-Aktivatoren konnten mit Ama1 in S. cerevisiae, Mrf1 in S. pombe sowie 

Cort und Fzr2 in D. melanogaster noch weitere, Meiose-spezifische Aktivatoren in manchen 

Organismen identifiziert werden (Pesin und Orr-Weaver, 2008). 

Cdc20 bindet den APC/C in der frühen Mitose und der APC/C-Cdc20-Komplex erfüllt zwei 

zentrale Aufgaben am Übergang von der Metaphase in die Anaphase. Zum einen fördert 

APC/C-Cdc20 die Trennung der Schwester-Chromatiden, indem APC/C-Cdc20 den Anaphase-

Inhibitor Securin (Pds1 in S. cerevisiae) für den Abbau durch das Proteasom markiert (Cohen-

Fix et al., 1996; Waizenegger et al., 2000; Zur und Brandeis, 2001). Securin bindet eine 

Protease namens Separase (kodiert durch ESP1 in S. cerevisiae) und inhibiert deren 

proteolytische Aktivität (Ciosk et al., 1998). Durch den Abbau von Securin wird Separase 

aktiviert und kann anschließend die Kohäsinverbindung zwischen den Schwester-

Chromatiden spalten, wodurch deren Trennung in der Anaphase erleichtert wird (Uhlmann 

et al., 1999; Oliveira und Nasmyth, 2010). In S. cerevisiae unterstützt die Aktivierung der 

Separase zudem die Freisetzung der Phosphatase Cdc14 über das FEAR-Netzwerk, wodurch 

der Austritt aus der Mitose gefördert wird (Kapitel 3.2.1, Rock und Amon, 2009). Zum 

anderen initiiert APC/C-Cdc20 die Inaktivierung der Cdks durch Ubiquitinierung der S- und 

M-Phase-Cycline (Clute und Pines, 1999; Shirayama et al., 1999; Yeong et al., 2000; Wäsch 

und Cross, 2002). Die Cdc20-vermittelte Reduktion der Cdk-Aktivität erleichtert die 

Aktivierung der Separase und ist die Voraussetzung für den späteren Austritt aus der Mitose. 

In S. cerevisiae ist Cdc20 vor allem für die Degradation des S-Phase-Cyclins Clb5 

verantwortlich und trägt nur geringfügig zur Degradation des M-Phase-Cyclins Clb2 bei, 
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dessen Stabilität stärker durch den späten Aktivator Cdh1 beeinflusst wird (Schwab et al., 

1997; Visintin et al., 1997; Yeong et al., 2000; Schwab et al., 2001; Wäsch und Cross, 2002; 

Lu et al., 2014). Weitere, gut untersuchte Substrate von APC/C-Cdc20 sind die mitotische 

Kinase Nek2A in höheren Eukaryoten (Hayes et al., 2006; Sedgwick et al., 2013) sowie das 

Spindelmotorprotein Kip1 (Gordon und Roof, 2001), die regulatorische Untereinheit Dbf4 

der S-Phase-Kinase Cdc7 (Ferreira et al., 2000) und der Cdh1-Inhibitor Acm1 in S. cerevisiae 

(Enquist-Newman et al., 2008). Die Cdc20-abhängige Degradation von Acm1 unterstützt 

vermutlich den Wechsel der Aktivatoren am Ende der Mitose (Kapitel 3.3.4.3). 

In der späten Mitose bindet der späte Aktivator Cdh1 den APC/C und fördert den Austritt aus 

der Mitose. APC/C-Cdh1 setzt die Degradation der Cycline und damit die Inaktivierung der 

Cdks fort (King et al., 1995; Schwab et al., 1997; Geley et al., 2001). Darüber hinaus 

vermittelt APC/C-Cdh1 den Abbau weiterer mitotischer Kinasen wie der Polo- und Aurora-

Kinasen (Charles et al., 1998; Honda et al., 2000; Castro et al., 2002; Littlepage und 

Ruderman, 2002; Lindon und Pines, 2004; Nguyen et al., 2005). Ein weiteres Substrat von 

APC/C-Cdh1 ist der frühe Aktivator Cdc20, dessen Cdh1-vermittelte Ubiquitinierung zur 

Inaktivierung der APC/C-Cdc20-Isoform beiträgt (Kapitel 3.3.4.1). In S. cerevisiae unterstützt 

APC/C-Cdh1 den Abbau der Mitosespindel durch Ubiquitinierung der Spindel-Regulatoren 

Cin8 (Hildebrandt und Hoyt, 2001) und Ase1 (Juang et al., 1997) und markiert die 

Knospenhalsproteine Hsl1 (Burton und Solomon, 2000) und Iqg1 (Ko et al., 2007) für den 

Abbau. Während in S. cerevisiae die Degradation der Cycline ausreichend ist, um die Bildung 

von Prä-Replikationskomplexen für die DNA-Replikation in der nächsten S-Phase zu 

ermöglichen, muss in höheren Eukaryoten zusätzlich Geminin durch APC/C-Cdh1 

ubiquitiniert werden (McGarry und Kirschner, 1998; Zielke et al., 2008). Nach dem Austritt 

aus der Mitose ist die primäre Funktion von APC/C-Cdh1 in der G1-Phase, die Proteinlevel 

von S- und M-Phase-Cyclinen gering zu halten, um eine stabile G1-Phase mit niedriger Cdk-

Aktivität zu etablieren und einen frühzeitigen Eintritt in die S-Phase zu verhindern. Neben 

der direkten Wirkung auf die Cycline markiert APC/C-Cdh1 in höheren Eukaryoten zusätzlich 

das F-Box-Protein Skp2 für den Abbau, um die SCF-abhängige Degradation der Cdk-

Inhibitoren p21 und p27 zu verhindern (Bashir et al., 2004; Wei et al., 2004). 
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3.3.2 Aufbau und Struktur des APC/C und der Aktivatoren 

Der APC/C ist eine ungewöhnlich große Ubiquitin-Ligase und setzt sich je nach Organismus 

aus 13 bis 19 überwiegend konservierten Untereinheiten zusammen, die eine dreieckige 

Struktur mit einem inneren Hohlraum bilden (Abb. 3.3; Barford, 2011; Chang und Barford, 

2014). Die APC/C-Untereinheiten bestehen größtenteils aus strukturellen Motiven wie den 

PC- (proteasome/cyclosome) oder TPR- (tetratricopeptide repeat) oder WD40-Motiven. Das 

Fundament der Struktur wird vorwiegend aus den Untereinheiten Apc4, Apc5 und der 

größten Untereinheit Apc1 gebildet. Apc1 besitzt unter anderem eine N-terminale WD40-

Domäne sowie PC-Motive, wie sie auch in Untereinheiten des Proteasoms zu finden sind, 

und geht zahlreiche Interaktionen mit anderen APC/C-Untereinheiten ein. Die Rückwand und 

die Spitze des Komplexes setzt sich aus den Untereinheiten Apc8/Cdc23, Apc6/Cdc16, 

Apc3/Cdc27 und Apc7 (letztere nicht existent in S. cerevisiae) zusammen. Diese 

Untereinheiten liegen jeweils als V-förmige Homo-Dimere im APC/C vor und sind durch TPR-

Motive charakterisiert. Während die N-terminalen Domänen der TPR-Proteine zur 

Dimerisierung genutzt werden, halten die C-terminalen Domänen Kontaktstellen zur 

Interaktion mit weiteren Proteinen bereit. 

 

 

Abbildung 3.3: Elektronenmikroskopie-Rekonstruktionen von humanem APC/C 

Struktur des humanen APC/C in Komplex mit dem Aktivator Cdh1 und dem Substrat Hsl1 mit einer Auflösung 

von 7,4 Å. Die einzelnen Untereinheiten des APC/C sind farb-codiert und der Komplex ist sowohl in der 

Vorderansicht mit Blick auf den Hohlraum und auf das katalytische Modul (links) als auch in der Rückansicht mit 

Blick auf den TPR-Subkomplex (rechts) gezeigt. Entnommen aus Chang und Barford, 2014. 
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Die TPR-Untereinheiten stapeln sich in paralleler Ausrichtung im Komplex und ihre 

Anordnung wird teilweise durch die Untereinheiten Apc13/Swm1 und Apc16 (nicht existent 

in S. cerevisiae) bzw. Apc9 (nicht existent in H. sapiens) stabilisiert. Das katalytische Modul 

befindet sich vor dem Hohlraum auf der Vorderseite der Plattform und besteht aus dem 

RING-Fingerprotein Apc11, welches das Ubiquitin-beladene E2-Enzym rekrutiert, und dem 

Cullin-verwandten Protein Apc2, das Apc11 im APC/C-Komplex verankert. Oberhalb des 

katalytischen Subkomplexes sind die APC/C-Untereinheit Apc10/Doc1 und der Aktivator 

lokalisiert, die beide an der Substratbindung beteiligt sind (Kapitel 3.3.3). 

Die Aktivatoren des APC/C zeigen eine hohe strukturelle Ähnlichkeit und zeichnen sich durch 

eine C-terminale WD40-Domäne aus, die aus sieben WD40-Motiven besteht und eine 

Propeller-artige Raumstruktur einnimmt (Chao et al., 2012; Tian et al., 2012; He et al., 2013). 

Die WD40-Domäne besitzt Bindestellen für Sequenzmotive in den Substraten und 

übernimmt daher eine wichtige Funktion in der Substratbindung (Kapitel 3.3.3). Im 

Gegensatz zur C-terminalen Domäne (CTD) ist die N-terminale Domäne (NTD) der 

Aktivatoren unstrukturiert und wenig konserviert (Abb. 8.1 im Anhang). Als 

charakteristisches Motiv enthält die NTD der Aktivatoren eine C-Box (Schwab et al., 2001), 

die laut kürzlich veröffentlichter Strukturdaten von humanem APC/C an die APC/C-

Untereinheit Apc8/Cdc23 bindet (Chang et al., 2015; Zhang et al., 2016). Ein weiteres 

konserviertes Motiv für die Interaktion mit dem APC/C ist das C-terminale IR-Motiv, das sich 

aus den Aminosäuren Isoleucin und Arginin zusammensetzt und die APC/C-Untereinheit 

Apc3/Cdc27 kontaktiert (Vodermaier et al., 2003; Chang et al., 2015; Zhang et al., 2016). Als 

zusätzliches APC/C-Motiv wurde in humanem Cdc20 das KILR-Motiv identifiziert (Zhang und 

Lees, 2001; Izawa und Pines, 2012), das gemäß der aktuellen APC/C-Struktur mit Apc8/Cdc23 

interagiert und die Konformation der C-Box stabilisiert (Zhang et al., 2016). In humanem 

Cdh1 findet sich zudem ein KLLR-Motiv, das in der Sequenz dem KILR-Motiv ähnelt, sich 

jedoch an anderer Position in der NTD befindet und als Teil einer Helix mit der Untereinheit 

Apc1 interagiert (Chang et al., 2015). Auf Grund ihrer Fähigkeit, sowohl mit dem APC/C als 

auch mit den Substraten zu interagieren, fungieren die Aktivatoren unter anderem als 

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

Die Erkennung von Substraten durch den APC/C-Aktivator-Komplex basiert klassischerweise 

auf kurzen Sequenzmotiven, die in unterschiedlicher Kopienzahl und in verschiedenen 

Kombinationen in den APC/C-Substraten vorliegen können. Die am meisten verbreiteten und 

am besten charakterisierten Vertreter dieser Erkennungssignale sind die D-Box (destruction-

box) mit der Konsensussequenz RxxLxxxxN sowie die KEN-Box, die nach ihrer 

Konsensussequenz KENxxxN benannt wurde (Glotzer et al., 1991; Pfleger und Kirschner, 

2000). Mit Hilfe von Strukturdaten konnten in den letzten Jahren tiefere Einblicke in die 

Substraterkennung gewonnen und die Bindestellen für die D- und die KEN-Box im APC/C-

Aktivator-Komplex identifiziert werden. Die D-Box wird durch einen Co-Rezeptor, bestehend 

aus der WD40-Domäne des Aktivators und der APC/C-Untereinheit Apc10/Doc1, gebunden 

(Abb. 3.3; Buschhorn et al., 2011; da Fonseca et al., 2011). Dabei bindet der N-terminale Teil 

der D-Box einschließlich des konservierten RxxL-Motivs in einer seitlichen Furche zwischen 

zwei Blättern des WD40-Propellers, während der C-terminale Teil der D-Box mit Apc10/Doc1 

interagiert (Abb. 3.4; Carroll et al., 2005; He et al., 2013; Chang und Barford, 2014). Der 

Rezeptor für die KEN-Box wird ausschließlich durch den Aktivator gebildet und befindet sich 

auf der Oberseite der WD40-Domäne (Abb. 3.4; Chao et al., 2012; Tian et al., 2012; He et al., 

2013). In diversen Substraten wurden noch weitere APC/C-Erkennungssignale gefunden, die 

zum Teil eine gewisse Ähnlichkeit zu entweder der D- oder der KEN-Box aufweisen und somit 

degenerierte Varianten dieser Signale darstellen könnten (Pines, 2011). Tatsächlich deuten 

in vitro-Ubiquitinierungsexperimente an, dass diese degenerierten Varianten ebenfalls an die 

D- und KEN-Box-Rezeptoren der WD40-Domäne binden (He et al., 2013). 

Interessanterweise sind die Bindestellen für die D- und KEN-Box in den Aktivator-Orthologen 

konserviert (Abb. 8.1 im Anhang). Dies spricht gegen die Theorie, dass Cdc20 und Cdh1 

unterschiedliche Präferenzen für D- und KEN-Boxen besitzen könnten. Stattdessen legen die 

Strukturdaten nahe, dass die Bindung der D- und KEN-Box ein grundlegender Schritt in der 

Erkennung von APC/C-Substraten durch die Aktivatoren ist. Somit ist die molekulare 

Grundlage für die unterschiedliche Substratspezifität von Cdc20 und Cdh1 (Visintin et al., 

1997; Schwab et al., 2001; Wan und Kirschner, 2001) nach wie vor unvollständig verstanden.  



EINLEITUNG 

29 

 

Abbildung 3.4: Bindung der D- und der KEN-Box durch die WD40-Domäne der APC/C-Aktivatoren 

(A) Modell der D- und KEN-Box-Erkennung durch Cdh1 und die APC/C-Untereinheit Apc10/Doc1. Die D-Box 

wird durch einen Co-Rezeptor bestehend aus der WD40-Domäne des Aktivators und Apc10/Doc1 gebunden. 

Die Positionen 1-7 der D-Box interagieren mit Cdh1 und die Position 8-10 kontaktieren Apc10. Der Rezeptor für 

die KEN-Box befindet sich auf der Oberseite des WD40-Propellers. Die Bindestelle für das A-Motiv ist ebenfalls 

gezeigt. Verändert nach Chang und Barford, 2014. (B) Detailansicht der Interaktion der KEN-Box von Acm1 mit 

dem KEN-Box-Rezeptor von Cdh1. Die Aminosäuren der KEN-Box interagiert mit polaren, konservierten 

Aminosäuren auf der Oberseite der WD40-Domäne. Entnommen aus He et al., 2013. (C) Detailansicht der 

Interaktion der D-Box von Acm1 mit der D-Box-Bindestelle von Cdh1. Gezeigt sind die 7 N-terminalen 

Aminosäuren der D-Box, welche in einer konservierten Furche zwischen den Blättern 1 und 7 des WD40-

Propellers des Aktivators binden. Entnommen aus He et al., 2013. 

 

Es wird jedoch vermutet, dass die Substrate weitere Sequenzmotive für die Interaktion mit 

weniger konservierten Bindestellen nutzen und dadurch selektiv mit Cdc20 oder Cdh1 

interagieren können, ähnlich wie es für den Cdh1-Inhibitor Acm1 in S. cerevisiae beschrieben 

wurde (siehe auch Kapitel 3.3.4.3). Acm1 besitzt ein sogenanntes A-Motiv, das die 

spezifische Bindung an und Inhibition von Cdh1, jedoch nicht Cdc20, ermöglicht (Enquist-

Newman et al., 2008; Burton et al., 2011; He et al., 2013). Interessanterweise wurde in den 

humanen SAC-Proteinen BubRI und Bub1 (siehe Kapitel 3.3.4.3) sowie in humanem Cyclin A 

und dessen Pendant Clb5 in S. cerevisiae kürzlich das ABBA-Motiv (Cyclin 

A/BubRI/Bub1/Acm1-Motiv) beschrieben, das in Acm1 konserviert zu sein scheint und das 
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ursprüngliche A-Motiv mit einschließt (Lu et al., 2014; Di Fiore et al., 2015). Das ABBA-Motiv 

interagiert mit einem Bereich der WD40-Domäne, der zwischen Cdc20 und Cdh1 weniger 

konserviert ist (He et al., 2013; Lu et al., 2014; Di Fiore et al., 2015). Dabei scheinen einzelne 

Aminosäurepositionen in der ABBA-Bindestelle, in denen Cdc20 und Cdh1 voneinander 

abweichen, die spezifische Bindung der ABBA-Motive an entweder Cdc20 oder Cdh1 zu 

bewirken. So wird die Interaktion mit den ABBA-Motiven verhindert, wenn die 

Aminosäurereste an diesen nicht-konservierten Positionen durch die äquivalenten 

Aminosäurereste des anderen Aktivators ersetzt werden (He et al., 2013; Lu et al., 2014; Di 

Fiore et al., 2015). Da das ABBA-Motiv von Acm1 darüber hinaus nicht mit humanem Cdc20 

interagiert (Di Fiore et al., 2015), setzt sich das ABBA-Motiv offenbar aus einem 

konservierten Anteil und aus einem Aktivator-spezifischen Anteil zusammen, der die 

selektive Bindung an Cdc20 oder Cdh1 ermöglicht. Bislang ist unklar, ob noch weitere solcher 

Aktivator-spezifischen Bindemotive in APC/C-Substraten existieren. 

Zusammen mit der unterschiedlichen Substratspezifität der Aktivatoren wird durch die 

geordnete Bindung von erst Cdc20 und anschließend Cdh1 an den APC/C grundsätzlich die 

Reihenfolge festgelegt, in der die APC/C-Substrate im Zellzyklus degradiert werden. Auch 

innerhalb der Cdc20- und Cdh1-Substrate lässt sich eine gewisse Ordnung in der Degradation 

feststellen (Pines, 2006; Sullivan und Morgan, 2007). Mittlerweile konnten für einige 

Substrate die zu Grunde liegenden Mechanismen aufgedeckt werden. In Vertebraten sind 

Cyclin A sowie die Kinase Nek2A in der Lage, Aktivator-unabhängig an den APC/C zu binden. 

Während Nek2A ein MR-Motiv, das den C-terminalen IR-Motiven der Aktivatoren ähnelt, zur 

unabhängigen Bindung an den APC/C nutzt (Hayes et al., 2006; Sedgwick et al., 2013), beruht 

die Aktivator-unabhängige Interaktion von Cyclin A mit dem APC/C auf seinen 

Bindungspartnern Cdk und Cks1 (Wolthuis et al., 2008; Di Fiore und Pines, 2010). Dies 

erlaubt die Degradation von Nek2A und Cyclin A in der frühen Mitose, wenn die Degradation 

von Securin und Cyclin B noch durch den SAC (Kapitel 3.3.4.3) verhindert wird (Geley et al., 

2001; Hagting et al., 2002; Hayes et al., 2006; Wolthuis et al., 2008; Di Fiore und Pines, 

2010). Ein weiterer Mechanismus zur Feinregulation des Abbaubeginns ist die 

Phosphorylierung der Substrate in der Nähe ihrer APC/C-Erkennungssignale, wodurch die 

Bindung durch den APC/C-Aktivator-Komplex verhindert wird und der Abbau relativ zu 

anderen APC/C-Substraten verzögert werden kann (Kapitel 3.3.4.2). Darüber hinaus lässt die 

Position der Rezeptorstellen auf der WD40-Domäne vermuten, dass im Fall von Substraten 
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mit D- und KEN-Box eine kooperative Bindung der APC/C-Signale möglich ist, sofern sie sich 

in der richtigen Orientierung und in einem geeignetem Abstand zueinander befinden (Chao 

et al., 2012). Somit ist es denkbar, dass Substrate, die sowohl eine D- und eine KEN-Box 

besitzen, mit höherer Affinität an den APC/C binden als Substrate, die nur eines der 

Abbausignale enthalten, und dadurch bevorzugt ubiquitiniert werden. Allerdings ließ sich in 

in vitro-Experimenten nicht immer eine Kooperativität zwischen D- und KEN-Boxen 

beobachten (Chao et al., 2012; Tian et al., 2012), sodass die Rolle der kooperativen Bindung 

von APC/C-Erkennungssignalen für die Effizienz und die zeitliche Kontrolle der Substrat-

Ubiquitinierung unklar bleibt. Zusätzlich könnte die Prozessivität der Ubiquitinierung die 

Reihenfolge der Substratdegradation beeinflussen (Rape et al., 2006). So erfordert die Poly-

Ubiquitinierung von Cyclin A eine mehrmalige Bindung des Proteins, wohingegen Securin 

während eines einzelnen Bindungsereignisses zügig poly-ubiquitiniert wird. Die Prozessivität 

der Ubiquitinierung ist D-Box-abhängig und Apc10/Doc1 als Bestandteil des Co-Rezeptors 

spielt hierbei eine wichtige Rolle (Carroll und Morgan, 2002; Passmore et al., 2003; Carroll et 

al., 2005; Rape et al., 2006; Buschhorn et al., 2011; da Fonseca et al., 2011). In der Tat 

scheint die D-Box von Cyclin A eine geringere Affinität für den APC/C-Aktivator-Komplex zu 

besitzen als die D-Box von Securin (Rape et al., 2006). 

Die Aktivatoren unterstützen nicht nur die Bindung der Substrate, sondern werden zusätzlich 

für die katalytische Aktivität des APC/C benötigt. So erfordert die Degradation von Nek2A 

trotz dessen unabhängiger Bindung an den APC/C die Anwesenheit von Cdc20 (Kimata et al., 

2008). Strukturanalysen zeigen, dass die Bindung der Aktivatoren Konformationsänderungen 

im APC/C-Komplex auslöst und die relative Positionierung der APC/C-Untereinheiten ändert 

(Dube et al., 2005; Herzog et al., 2009; Chang et al., 2014). Speziell der katalytische 

Subkomplex Apc2-Apc11 wird in Folge der Aktivatorbindung angehoben und gelangt in 

größere, räumliche Nähe zu der Substratbindestelle, die durch den Aktivator und 

Apc10/Doc1 gebildet wird. Dadurch wird das Ubiquitin-beladene E2-Enzym vermutlich in 

eine bessere Position für den Transfer des Ubiquitins auf das Substrat gebracht. Zudem wird 

durch die Konformationsänderung die Flexibilität des katalytischen Subkomplexes erhöht, 

wodurch nicht nur die Übertragung des Ubiquitins auf das Substrat, sondern auch die 

Rekrutierung von E2-Enzymen erleichtert werden könnte. Tatsächlich erhöht der Aktivator 

die Affinität des APC/C für das E2-Enzym (Chang et al., 2014; Van Voorhis und Morgan, 2014) 

und scheint an der Rekrutierung direkt beteiligt zu sein (Kelly et al., 2014). 
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3.3.4 Regulation der APC/C-Aktivität im Zellzyklus 

Für einen fehlerfreien Ablauf des Zellzyklus ist es essentiell, dass die Substrate des APC/C 

zum richtigen Zeitpunkt degradiert werden (Pines, 2006; Sullivan und Morgan, 2007). Eine 

Vielzahl von zum Teil redundanten Regulationsmechanismen sorgt dafür, dass Cdc20 und 

Cdh1 den APC/C nur in ausgewählten Zellzyklusphasen sowie in einer geordneten 

Reihenfolge aktivieren (Pesin und Orr-Weaver, 2008; Sivakumar und Gorbsky, 2015). 

Während durch regulierte Transkription und Degradation über das UPS die Verfügbarkeit der 

Aktivatoren gesteuert wird, wird die Interaktion mit dem APC/C und mit den Substraten 

durch Phosphorylierung und Inhibitor-Proteine kontrolliert. 

 

3.3.4.1 Regulation der APC/C-Aktivität durch Transkription und Ubiquitin-vermittelte 

Proteolyse 

Im Gegensatz zu Cdh1 fluktuiert die Proteinmenge von Cdc20 stark im Laufe des Zellzyklus 

(Fang et al., 1998; Kramer et al., 1998; Prinz et al., 1998; Shirayama et al., 1998). Die 

Verfügbarkeit von Cdc20 wird hierbei maßgeblich durch die Zellzyklus-regulierte 

Transkription und die hohe Instabilität des Aktivators beeinflusst. In der G1-Phase ist Cdc20 

nicht vorhanden und seine Proteinlevel steigen auf Grund von regulierter Expression ab der 

S-Phase an. Die Regulation der CDC20-Transkription ist in S. cerevisiae am besten untersucht 

und erfordert die Aktivität von Cdk1 (Prinz et al., 1998; Liang et al., 2012). Die Expression von 

CDC20 wird durch den Transkriptionsrepressor Yox1 unterdrückt. Cdk1 scheint die 

Expression sowie die Stabilität von Yox1 negativ zu regulieren und dadurch die Transkription 

von CDC20 zu fördern (Liang et al., 2012). Yox1 enthält mehrere Cdk-Phosphorylierungs-

stellen und konnte in vitro durch Cdk1 phosphoryliert werden (Ubersax et al., 2003). Zudem 

konnte gezeigt werden, dass Cdk1 durch die akzessorische Untereinheit Cks1 an die 

Promotorregion von CDC20 rekrutiert wird (Morris et al., 2003). Somit könnte Cdk1 durch 

Phosphorylierung die Entfernung von Yox1 von dem CDC20-Promotor bewirken. Allerdings 

scheint Cdk1 für die Transkription von CDC20 anschließend wieder von der Promotorregion 

dissoziieren zu müssen und das Proteasom wird stattdessen an den CDC20-Promotor 

rekrutiert (Morris et al., 2003). 

Verschiedene, APC/C-abhängige Mechanismen halten Cdc20 während des gesamten 

Zellzyklus instabil und wirken der regulierten Transkription von CDC20 entgegen (Prinz et al., 

1998). Zum einen ist Cdc20 ein Substrat des späten Aktivators Cdh1, der Cdc20 zum Ende der 
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Mitose für den Abbau markiert und eine Re-Akkumulation in der G1-Phase verhindert (Prinz 

et al., 1998; Shirayama et al., 1998; Pfleger und Kirschner, 2000; Huang et al., 2001; Robbins 

und Cross, 2010a). Da die Transkription von Cdc20 zu diesem Zeitpunkt vermutlich durch den 

Repressor Yox1 unterdrückt wird (Liang et al., 2012), führt die Cdh1-vermittelte Degradation 

während des Mitoseaustritts zu einer raschen Abnahme der Cdc20-Level, nachdem diese in 

der Anaphase ihr Maximum erreicht haben. Während in Säugerzellen eine KEN- und eine 

CRY-Box (Konsensus: CRYxPS) als Abbausignale für die Cdh1-abhängige Degradation von 

Cdc20 dienen (Pfleger und Kirschner, 2000; Reis et al., 2006), basiert der Abbau von Cdc20 

aus S. cerevisiae auf zwei RxxL-Motiven, die dem minimalen Konsensus der D-Box 

entsprechen. Allerdings wurde der individuelle Beitrag dieser Motive für die Cdh1-

vermittelte Instabilität bislang unterschiedlich bewertet (Prinz et al., 1998; Shirayama et al., 

1998; Robbins und Cross, 2010a). Zusätzlich zur Ubiquitinierung als Substrat von Cdh1 wird 

Cdc20 zum anderen über auto-katalytische Mechanismen für den Abbau markiert. Während 

der frühen Mitose, wenn Cdc20 in Folge eines aktiven SAC in einem inhibitorischen Komplex 

vorliegt (Kapitel 3.3.4.3), erfolgt eine kontinuierliche Auto-Ubiquitinierung von Cdc20 mit 

anschließender Degradation des Aktivators (Foster und Morgan, 2012; Uzunova et al., 2012). 

Diese auto-katalytische Ubiquitinierung von Cdc20 erfordert die APC/C-Untereinheit 

Mnd2/Apc15 und soll einerseits die Cdc20-Level niedrig halten, um die Etablierung des SAC-

Arrestes zu erleichtern und ein Überlaufen des Arrestes zu verhindern (Pan und Chen, 2004; 

Nilsson et al., 2008; Foster und Morgan, 2012), und wird andererseits für die Auflösung des 

inhibitorischen Komplexes nach Inaktivierung des SAC benötigt (Mansfeld et al., 2011; Foster 

und Morgan, 2012; Uzunova et al., 2012). Eine weitere Form der Auto-Ubiquitinierung von 

Cdc20 existiert in der Anaphase und erfolgt in cis, da für diesen Mechanismus kein weiteres 

Aktivatormolekül, aber eine intakte C-Box und ein intaktes IR-Motiv notwendig ist (Foe et al., 

2011). Die Auto-Ubiquitinierung von Cdc20 in der Anaphase unterstützt vermutlich die 

Entfernung des Aktivators von dem APC/C-Komplex, nachdem die Cdc20-Substrate 

degradiert wurden. 

Die Proteinmenge von Cdh1 schwankt im Verlauf des Zellzyklus weniger dramatisch als im 

Fall von Cdc20. Dennoch konnte vor allem in Säugerzellen eine gewisse Abnahme der Cdh1-

Level in der G1- und der S-Phase beobachtet werden (Listovsky et al., 2004; Benmaamar und 

Pagano, 2005; Fukushima et al., 2013). In Säugerzellen scheint Cdh1 während der G1-Phase 

seine eigene Degradation durch Auto-Ubiquitinierung herbeizuführen (Listovsky et al., 2004). 
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Darüber hinaus bewirkt die Phosphorylierung von Cdh1 durch Cyclin A-Cdk2 und Plk1 

(Kapitel 3.3.4.2) den Abbau von Cdh1 durch die SCF-Ubiquitin-Ligase am G1/S-Übergang 

(Benmaamar und Pagano, 2005; Fukushima et al., 2013). Eine derartige Regulation scheint in 

S. cerevisiae nur zum Teil zu existieren. So ist die Proteinmenge von phosphoryliertem Cdh1 

während der S- und M-Phase höher als die zu detektierende Menge von nicht-

phosphoryliertem Cdh1 in der G1-Phase (Zachariae et al., 1998; Jaquenoud et al., 2002). Dies 

lässt vermuten, dass Cdh1 auch in S. cerevisiae während der G1-Phase instabiler als in den 

übrigen Zellzyklusphasen ist, jedoch scheint der Aktivator durch die Phosphorylierung am 

G1/S-Übergang, anders als im Säuger-System, stabilisiert zu werden. Ein weiterer 

Mechanismus zur Inaktivierung von APC/C-Cdh1 durch Ubiquitin-vermittelte Proteolyse in 

humanen Zellen ist die Auto-Ubiquitinierung des E2-Enzyms UbcH10 durch APC/C-Cdh1, 

nachdem die Menge der Cdh1-Substrate in der G1-Phase abgenommen hat (Rape und 

Kirschner, 2004). 

 

3.3.4.2 Regulation der APC/C-Aktivität durch Cdk-Phosphorylierung 

In der Regulation der APC/C-Aktivität ist die Phosphorylierung durch Cdks ein zentraler 

Mechanismus, der die Bindung von Cdc20 und Cdh1 an den APC/C steuert. In der frühen 

Mitose fördert die Phosphorylierung von APC/C-Untereinheiten durch Cdks und 

möglicherweise auch durch Plk1 die Bindung von Cdc20 an den APC/C (Shteinberg et al., 

1999; Kramer et al., 2000; Rudner und Murray, 2000; Golan et al., 2002; Kraft et al., 2003). 

Aktuelle Arbeiten konnten den zu Grunde liegenden Mechanismus aufdecken, der vor allem 

auf der Phosphorylierung von Apc1 beruht (Fujimitsu et al., 2016; Qiao et al., 2016; Zhang et 

al., 2016). So bindet eine Schlaufe der WD40-Domäne von Apc1 in nicht-phosphoryliertem 

Zustand an die C-Box-Bindestelle in Apc8/Cdc23 und blockiert den Zugang für Cdc20 (Zhang 

et al., 2016). Die Phosphorylierung an mehreren Positionen der Apc1-Schlaufe löst deren 

Interaktion mit Apc8/Cdc23 auf und gibt die Bindestelle für die C-Box von Cdc20 frei 

(Fujimitsu et al., 2016; Qiao et al., 2016; Zhang et al., 2016). Dabei wird die Auflösung dieser 

Auto-Inhibition durch die Phosphorylierung der Untereinheit Apc3/Cdc27 unterstützt. So 

ermöglicht die Phosphorylierung einer Schlaufe in Apc3/Cdc27 die Rekrutierung von Cyclin-

Cdk-Komplexen über das Cks2-Protein und erhöht dadurch die Effizienz der Apc1-

Phosphorylierung (Fujimitsu et al., 2016; Zhang et al., 2016).  
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Laut den kürzlich veröffentlichten Kristallstrukturen bildet die NTD von Cdh1 mehr Kontakte 

zu APC/C-Untereinheiten aus als die NTD von Cdc20 und die Bindung des IR-Motivs wird im 

Fall von Cdh1 durch eine assoziierte -hHelix unterstützt, die in Cdc20 fehlt (Chang et al., 

2015; Zhang et al., 2016). Diese Unterschiede resultieren vermutlich in einer höheren 

Affinität von Cdh1 für den APC/C und könnten erklären, weshalb Cdh1 im Gegensatz zu 

Cdc20 den APC/C auch in nicht-phosphoryliertem Zustand binden und aktivieren kann (Qiao 

et al., 2016; Zhang et al., 2016). Vermutlich reicht die höhere Affinität von Cdh1 aus, um die 

auto-inhibitorische Schlaufe von Apc1 von der C-Box-Bindestelle zu verdrängen. Die 

Interaktion von Cdh1 mit dem APC/C wird dennoch durch Cdk-Phosphorylierung beeinflusst, 

da die Phosphorylierung von Cdh1 dessen Bindung an den APC/C verhindert (Zachariae et 

al., 1998; Lukas et al., 1999; Blanco et al., 2000; Kramer et al., 2000). Die entgegengesetzte 

Wirkung der Cdk-Phosphorylierung auf die APC/C-Bindung von Cdc20 und Cdh1 hat zur 

Folge, dass in Zellzyklusphasen mit hoher Cdk-Aktivität nur Cdc20 zur Interaktion mit dem 

APC/C fähig ist. Erst nachdem APC/C-Cdc20 die Cdk-Aktivität durch Ubiquitinierung der 

Cycline reduziert hat, kann Cdh1 durch Phosphatasen, wie der Phosphatase Cdc14 in S. 

cerevisiae, de-phosphoryliert werden und den APC/C anschließend binden (Visintin et al., 

1998; Jaspersen et al., 1999; Wurzenberger und Gerlich, 2011). Somit legt die Cdk-Aktivität 

die Reihenfolge, in der Cdc20 und Cdh1 den APC/C aktivieren, grundlegend fest. 

Ebenso wie seine Orthologen aus anderen Organismen besitzt Cdh1 aus S. cerevisiae 

multiple Cdk-Motive, die entweder der minimalen (S/TP) oder der vollen Konsensussequenz 

(S/TPxK/R) für die Phosphorylierung durch Cdks entsprechen. In mehreren Arbeiten konnte 

gezeigt werden, dass Cdh1 tatsächlich an diesen Cdk-Motiven in vivo phosphoryliert wird 

(Hall et al., 2004; Holt et al., 2009; Swaney et al., 2013). Interessanterweise verhindert die 

Phosphorylierung von Cdh1 in S. cerevisiae nicht nur die APC/C-Bindung (Zachariae et al., 

1998; Jaspersen et al., 1999), sondern beeinflusst zusätzlich die subzelluläre Lokalisation des 

Aktivators (Jaquenoud et al., 2002). Während sich nicht-phosphoryliertes Cdh1 im Zellkern 

befindet, liegt Cdh1 nach Phosphorylierung im Zytoplasma vor. Bislang konnte der APC/C 

ausschließlich im Zellkern detektiert werden (Zachariae et al., 1996; Jaquenoud et al., 2002; 

Melloy und Holloway, 2004), sodass die zytoplasmatische Lokalisation von Cdh1 nach 

Phosphorylierung die Inaktivierung von APC/C-Cdh1 unterstützen könnte. Da die meisten 

Experimente bislang mit einer Cdh1-Version durchgeführt wurden, der alle Cdk-
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Phosphorylierungsstellen fehlen, ist die genaue Bedeutung der einzelnen Cdk-

Phosphorylierungsstellen für die APC/C-Bindung und Lokalisation des Aktivators noch unklar. 

Interessanterweise wird in höheren Eukaryoten auch Cdc20 durch Cdk-Phosphorylierung, 

insbesondere im Bereich der C-Box, an der Interaktion mit dem APC/C gehindert (Jaspersen 

et al., 1999; Yudkovsky et al., 2000). Dieser Mechanismus dient vermutlich dazu, die Aktivität 

von APC/C-Cdc20 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, 2016). Zudem stört die Phosphorylierung von humanem Cdc20 an einem 

spezifischen Serinrest die Cdc20-abhängige Rekrutierung des E2-Enzyms Ube2S an den 

APC/C (Kelly et al., 2014; Craney et al., 2016). Somit ist für die Aktivierung des APC/C durch 

Cdc20 dessen De-Phosphorylierung durch die Phosphatase PP2A in der Mitose erforderlich 

(Labit et al., 2012; Craney et al., 2016; Hein und Nilsson, 2016). 

Die Phosphorylierung durch Cdks kontrolliert nicht nur die Aktivierung des APC/C durch 

Cdc20 und Cdh1, sondern reguliert auch die Erkennung einzelner Substrate durch den 

APC/C-Aktivator-Komplex. In humanen Zellen stört die Phosphorylierung des 

Replikationsfaktors Cdc6 in der Nähe der APC/C-Erkennungssignale die Bindung und 

Ubiquitinierung durch APC/C-Cdh1 (Mailand und Diffley, 2005). Dadurch wird der Abbau von 

Cdc6 relativ zu den weiteren Cdh1-Substraten Cyclin A und Geminin verzögert, sodass sich 

ein Zeitfenster für die Initiierung prä-replikativer Komplexe ergibt. Darüber hinaus hemmt 

die Phosphorylierung von Cdk-Motiven in der Nähe der APC/C-Erkennungssignale von Pds1 

und Dbf4 deren Ubiquitinierung durch APC/C-Cdc20 in S. cerevisiae (Holt et al., 2008; Lu et 

al., 2014). Speziell im Fall von Pds1 scheint dieser Mechanismus der Etablierung einer 

positiven Rückkopplungsschleife zu dienen, die eine abrupte Aktivierung der Separase und 

dadurch einen robusteren Eintritt in die Anaphase ermöglicht (Holt et al., 2008). Im 

Gegensatz zur Situation in S. cerevisiae wird die APC/C-Cdc20-vermittelte Ubiquitinierung 

von humanem Securin durch dessen Phosphorylierung (in diesem Fall durch CaMKII) 

gefördert (Hellmuth et al., 2014). Allerdings befinden sich die verantwortlichen 

Phosphorylierungsstellen in humanem Securin, relativ zu den Abbausignalen, an anderer 

Position als im Fall von Pds1 in S. cerevisiae (Holt et al., 2008; Hellmuth et al., 2014), sodass 

die Ubiquitinierung von APC/C-Substraten je nach Anordnung der APC/C-Erkennungssignale 

und Phosphorylierungsstellen individuell unterschiedlich durch Phosphorylierung reguliert zu 

sein scheint. 
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3.3.4.3 Regulation der APC/C-Aktivität durch Pseudo-Substrat-Inhibitoren 

Neben der Kontrolle durch Ubiquitin-vermittelte Proteolyse und Cdk-Phosphorylierung sind 

verschiedene Inhibitor-Proteine an der Regulation des APC/C beteiligt, welche vor allem die 

Substratbindung und/oder die Aktivität des APC/C beeinflussen. In der frühen Mitose führen 

unbesetzte Kinetochore sowie eine fehlerhafte Verknüpfung der Chromosomen mit der 

Mitosespindel zu der Aktivierung des SAC (Li und Nicklas, 1995; Rieder et al., 1995). Der SAC 

äußert sich in der Bildung eines inhibitorischen Komplexes, der als MCC (mitotic checkpoint 

complex) bezeichnet wird und APC/C-Cdc20 inhibiert (Musacchio und Salmon, 2007; Lara-

Gonzalez et al., 2012). Der MCC setzt sich aus den Proteinen Cdc20, Mad2, Mad3/BubR1 und 

Bub3 zusammen und die effiziente Assemblierung des MCC basiert auf der schrittweisen 

Rekrutierung der Komponenten an das unbesetzte Kinetochor. In der MCC-Bildung spielt 

Mad2 eine zentrale Rolle. Mad2 liegt ungebunden in einer offenen Konformation (O-Mad2) 

vor und nimmt nach Bindung an Mad1 oder Cdc20 eine geschlossene Konformation (C-

Mad2) ein (Luo et al., 2000; Luo et al., 2002; Sironi et al., 2002; Luo et al., 2004). Mad2 wird 

zusammen mit Mad1 in Form eines Mad1-C-Mad2-Komplexes an das unbesetzte Kinetochor 

rekrutiert. Dort kann der Mad1-C-Mad2-Komplex weiteres O-Mad2 rekrutieren und 

unterstützt die Bildung eines C-Mad2-Cdc20-Komplexes (De Antoni et al., 2005), nachdem 

Cdc20 vermutlich über Bub1 und Mad3/BubR1 an das Kinetochor gebunden hat (Di Fiore et 

al., 2015). Der C-Mad2-Cdc20-Komplex bindet schließlich an das Heterodimer aus Bub3 und 

Mad3/BubR1 zur Bildung des MCC, der APC/C-Cdc20 über verschiedene Mechanismen 

inhibiert. Laut einer Kristallstruktur des MCC aus S. pombe bindet Mad2 vor allem über das 

sogenannte Mad2-Interaktionsmotiv (MIM) an Cdc20 (Chao et al., 2012). Das MIM 

überlappt, zumindest in humanen Cdc20, mit dem KILR-Motiv, das für die Bindung und 

Aktivierung des APC/C bedeutend ist (Zhang und Lees, 2001; Izawa und Pines, 2012; Zhang et 

al., 2016). Somit blockiert Mad2 eine produktive Interaktion zwischen Cdc20 und dem 

APC/C. Möglicherweise unterstützt die Mad2-vermittelte Blockade des KILR-Motivs die 

Positionsänderung von Cdc20 im APC/C, die nach Bindung des MCC beobachtet wurde 

(Herzog et al., 2009). Durch die Verlagerung entfernt sich Cdc20 von Apc10/Doc1, wodurch 

vermutlich die Ausbildung des Co-Rezeptors für die Bindung von D-Box-Substraten gestört 

wird (Herzog et al., 2009; Buschhorn et al., 2011; da Fonseca et al., 2011; Chao et al., 2012). 

Darüber hinaus unterstützt Mad2 die Bindung von Mad3/BubR1 an Cdc20 (Fang, 2002; 

Davenport et al., 2006; Burton und Solomon, 2007; Chao et al., 2012). Mad3/BubR1 besitzt 
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zwei KEN-Motive, wovon das N-terminale KEN-Motiv an den KEN-Box-Rezeptor von Cdc20 

bindet und dadurch den Zugang für Substrate mit einer KEN-Box blockiert (Burton und 

Solomon, 2007; Chao et al., 2012). Das C-terminale KEN-Motiv ist zwar nicht für die Bindung 

an Cdc20, Mad2 oder den APC/C erforderlich (Burton und Solomon, 2007; King et al., 2007), 

scheint jedoch für die Inhibition der D-Box-vermittelten Bindung von Substraten an Cdc20 

notwendig zu sein (Lara-Gonzalez et al., 2011). Zudem könnte die C-terminale KEN-Box von 

BubR1/Mad3 möglicherweise zu der Bindung eines zweiten Cdc20-Moleküls beitragen 

(Primorac und Musacchio, 2013; Izawa und Pines, 2015). Somit fungiert der MCC einerseits 

als Pseudo-Substrat-Inhibitor für KEN-Box-Substrate und verhindert andererseits die D-Box-

vermittelte Bindung von Substraten durch Konformationsänderungen in APC/C-Cdc20. 

Die Bindung des MCC stört zwar die Interaktion mit Substraten über die D- und KEN-Box-

Rezeptoren, bewirkt jedoch keine vollständige, katalytische Inaktivität 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 können (Hayes et al., 2006; Wolthuis 

et al., 2008; Di Fiore und Pines, 2010; Sedgwick et al., 2013; Di Fiore et al., 2015), auch bei 

aktivem SAC durch den APC/C ubiquitiniert und degradiert (den Elzen und Pines, 2001; Geley 

et al., 2001; Hames et al., 2001). Des Weiteren wird auch Cdc20 während des aktiven SAC 

kontinuierlich auto-ubiquitiniert und abgebaut (Pan und Chen, 2004; Nilsson et al., 2008; 

Foster und Morgan, 2012; Uzunova et al., 2012). Dies führt zu einer Auflösung des MCC, der 

somit während eines aktiven SAC permanent neu gebildet werden muss. Die kontinuierliche 

Assemblierung und Wiederauflösung des MCC wird als Voraussetzung dafür angesehen, dass 

APC/C-Cdc20 schnell aktiviert werden kann, sobald alle Kinetochore regulär mit der Spindel 

verbunden sind und die MCC-Bildung gestoppt wird.  

In Vertebraten existiert mit Emi1 ein weiterer Inhibitor, der sowohl APC/C-Cdc20 als auch 

APC/C-Cdh1 inhibieren kann (Reimann et al., 2001a; Reimann et al., 2001b; Miller und 

Gordon, 2005). Emi1 akkumuliert ab der G1/S-Phase und inhibiert den APC/C bis zum Eintritt 

in die Mitose, wenn Emi1 durch den SCF- -̡TRCP-Komplex ubiquitiniert und abgebaut wird 

(Hsu et al., 2002; Margottin-Goguet et al., 2003; Hansen et al., 2004). Emi1 nutzt eine D-Box, 

um den entsprechenden Rezeptor im APC/C-Aktivator-Komplex zu besetzen und fungiert 

somit als Pseudo-Substrat-Inhibitor für D-Box-Substrate (Reimann et al., 2001b; Miller et al., 

2006; Frye et al., 2013; Chang et al., 2015). Zusätzlich inhibiert Emi1 den APC/C auf Ebene 

der Ubiquitinierung und stört die Verlängerung der Ubiquitinkette an den Substraten (Frye 
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et al., 2013; Wang und Kirschner, 2013). Emi1 besitzt an seinem C-terminalen Ende ein LRRL-

Motiv, das identisch zu dem LRRL-Motiv des E2-Enzyms Ube2S ist. Über dieses Motiv 

konkurriert Emi1 mit Ube2S, das die Assemblierung von Poly-Ubiquitinketten an den APC/C-

Substraten vermittelt (Wu et al., 2010), um die Bindung an die APC/C-Untereinheit Apc2 

(Frye et al., 2013; Wang und Kirschner, 2013; Chang et al., 2015). Darüber hinaus scheint 

Emi1 auch die Übertragung des ersten Ubiquitins auf das Substrat durch das E2-Enzym 

UbcH10 (Summers et al., 2008) zu stören, da Emi1 über seine Zink-bindende Region und 

seine Linker-Region die Bindestelle für UbcH10 in Apc11 blockiert (Chang et al., 2015). 

Mit Rca1 existiert in D. melanogaster ein zu Emi1 orthologes Protein, das den APC/C-Cdh1 in 

der G2-Phase inhibiert (Dong et al., 1997; Grosskortenhaus und Sprenger, 2002). In S. 

cerevisiae findet sich hingegen kein Emi1-Ortholog. Stattdessen wurde Acm1 als Inhibitor 

des APC/C-Cdh1 identifiziert, der zusammen mit den 14-3-3-Proteinen Bmh1 und Bmh2 

einen stabilen Komplex mit Cdh1 eingeht und als Pseudo-Substrat-Inhibitor die Bindung von 

Substraten blockiert (Martinez et al., 2006; Dial et al., 2007; Choi et al., 2008; Burton et al., 

2011; He et al., 2013). Die Bindung an Bmh1 erfordert die Phosphorylierung von Acm1 durch 

Cdk1 und diese Interaktion könnte für die Stabilisierung und Re-Lokalisation von Acm1 aus 

dem Zellkern in das Zytoplasma verantwortlich sein, welche nach Phosphorylierung des 

Inhibitors beobachtet wurde (Enquist-Newman et al., 2008; Hall et al., 2008; Ostapenko et 

al., 2008). Die Inhibition durch Acm1 dient als redundanter, jedoch nicht gleichwertiger 

Mechanismus zu der negativen Regulation von Cdh1 durch Cdk1-Phosphorylierung (Robbins 

und Cross, 2010b). Acm1 besitzt eine zentrale, inhibitorische Region (CIR, central inhibitory 

region), die hauptverantwortlich für die Inhibition von Cdh1 ist und sowohl eine KEN- als 

auch eine D-Box enthält. Acm1 nutzt diese Motive, um als Pseudo-Substrat die Rezeptoren 

für die D- und KEN-Box zu besetzen und den Zugang für APC/C-Substrate zu blockieren (Dial 

et al., 2007; Choi et al., 2008; Enquist-Newman et al., 2008; Ostapenko et al., 2008; Burton 

et al., 2011; He et al., 2013). Darüber hinaus besitzt die CIR von Acm1 noch weitere 

Sequenzmotive wie das sogenannte A-Motiv, das für eine effiziente Bindung und maximale 

Inhibition von Cdh1 notwendig ist (Burton et al., 2011). Das A-Motiv kontaktiert die WD40-

Domäne von Cdh1 an einem wenig konservierten Bereich und diese Interaktion trägt dazu 

bei, dass Acm1 spezifisch Cdh1 und nicht Cdc20 inhibiert (He et al., 2013). Dadurch kann 

APC/C-Cdc20 den Inhibitor durch Ubiquitinierung in der Anaphase für den Abbau markieren 

und ermöglicht so die Aktivierung von APC/C-Cdh1 (Enquist-Newman et al., 2008). 
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4 ERGEBNISSE 

Die Ubiquitin-Ligase APC/C (anaphase-promoting complex/cyclosome) kontrolliert den Ablauf des 

eukaryotischen Zellteilungszyklus durch Ubiquitin-vermittelte Proteolyse von regulatorischen 

Proteinen in der Mitose und der G1-Phase. Die Aktivität des APC/C ist von der Bindung der 

Aktivatoren Cdc20 und Cdh1 abhängig, die einerseits Substrate selektiv und mit 

unterschiedlicher Spezifität an den APC/C rekrutieren und andererseits den Transfer von 

Ubiquitin auf das Substrat unterstützen. Die Interaktion der Aktivatoren mit dem APC/C ist 

streng reguliert, um zu gewährleisten, dass die zahlreichen APC/C-Substrate zum richtigen 

Zeitpunkt im Zellteilungszyklus degradiert werden. Die Bindung von Cdh1 an den APC/C wird 

vornehmlich durch die Phosphorylierung des Aktivators an multiplen Cdk-Konsensus-

Sequenzen negativ reguliert. Die präzise Rolle einzelner Phosphorylierungsstellen für die 

Regulation von Cdh1 ist bislang unklar und sollte im Rahmen dieser Arbeit detaillierter 

untersucht werden. Im Fall von Cdc20 ist die Ubiquitin-vermittelte Proteolyse ein zentraler 

Mechanismus, der die Verfügbarkeit und dadurch die Interaktion von Cdc20 mit dem APC/C 

regelt. Dabei trägt die Cdh1-abhängige Ubiquitinierung von Cdc20 entscheidend zur 

Inaktivierung der APC/C-Cdc20-Isoform in der späten Mitose bei. Um tiefere Einblicke in die 

Regulation und die Erkennung durch APC/C-Cdh1 zu gewinnen, sollte die minimale 

Abbausequenz für die Cdh1-vermittelte Degradation in Cdc20 kartiert und funktionell 

charakterisiert werden. 

Die N-terminalen Domänen der Aktivatoren gehen multiple Kontakte mit den 

Untereinheiten des APC/C ein und diese Interaktionen tragen vermutlich zur Aktivierung der 

Ubiquitin-Ligase bei. Die C-terminalen WD40-Domänen dienen der Substraterkennung und 

enthalten Rezeptoren für die Bindung spezifischer Sequenzmotive in den Substraten. Da die 

Rezeptoren der WD40-Domänen von Cdc20 und Cdh1 konserviert sind, ist die molekulare 

Grundlage für die unterschiedliche Substratspezifität der Aktivatoren noch unvollständig 

verstanden. Aufbauend auf früheren Beobachtungen sollte die Rolle der N-terminalen 

Domäne von Cdc20 für die APC/C-Aktivierung untersucht und in diesem Zusammenhang die 

Relevanz einzelner Sequenzelemente betrachtet werden. Zudem sollte mit Hilfe von 

Chimären aus Cdc20 und Cdh1 näher untersucht werden, welche Regionen der Aktivatoren 

für die Unterschiede in der Substratspezifität ursächlich sind.  
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4.1 Regulation von Cdh1 durch die N-terminale Domäne 

Die Phosphorylierung des APC/C-Aktivatorproteins Cdh1 an Cdk-Konsensussequenzen (im 

Folgenden auch als Cdk-Motive bezeichnet) ist ein konservierter Mechanismus, der die 

Bindung von Cdh1 an den APC/C-Kernkomplex verhindert (Zachariae et al., 1998; Jaspersen 

et al., 1999; Lukas et al., 1999; Blanco et al., 2001). In der Hefe S. cerevisiae konnte darüber 

hinaus nachgewiesen werden, dass die Phosphorylierung durch Cdk1 zusätzlich eine 

Translokation von Cdh1 aus dem Zellkern in das Zytoplasma bewirkt (Jaquenoud et al., 

2002). Wie die Phosphorylierung die subzelluläre Lokalisation von Cdh1 in S. cerevisiae 

steuert, ist noch nicht vollständig verstanden. Zudem wurde die Bedeutung einzelner Cdk-

Phosphorylierungsstellen, deren Mehrzahl sich wie in den Orthologen aus anderen 

Organismen in der N-terminalen Domäne befindet, für die Regulation von Cdh1 bislang nicht 

im Detail herausgearbeitet. Um diese Punkte genauer zu erforschen, wurden in dieser Arbeit 

Verkürzungen und mutierte Versionen von Cdh1 hergestellt und mittels 

Fluoreszenzmikroskopie und Co-Immunpräzipitationsanalysen hinsichtlich Lokalisation und 

Wechselwirkung mit dem APC/C untersucht. 

 

4.1.1 Die N-terminale Domäne von Cdh1 ist hinreichend für Zellzyklus-regulierte 

Lokalisation im Zellkern 

Um die subzelluläre Lokalisation von Cdh1 und deren Regulation in S. cerevisiae besser zu 

verstehen, sollten zunächst Lokalisationsdomänen in Cdh1 identifiziert werden. Hierzu 

wurde das Fluoreszenzprotein GFP (green fluorescent protein) an Cdh1 sowie an 

Subfragmente des Proteins fusioniert und die Lokalisation der Fusionsproteine in lebenden 

Zellen mittels konfokaler Fluoreszenzmikroskopie untersucht. Hierbei wurde zum Teil auf 

Konstrukte zurückgegriffen, die in einer begleitenden Arbeit hergestellt und beginnend 

charakterisiert wurden (Bauer, 2013). Im Vorfeld der Lokalisationsstudien wurde in 

Westernblot-Analysen eine vergleichbare Expression der Fusionskonstrukte in den 

verwendeten Stämmen überprüft (Abb. 8.2 A und C im Anhang). 
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Abbildung 4.1: Lokalisation von Cdh1 Derivaten im Zellteilungszyklus 

(A) Schematische Darstellung des APC/C-Aktivators Cdh1. Die C-Box (blau), die WD40-Domäne (kräftiges gelb) 

und das IR-Motiv (rot) sind als farbige Kästen dargestellt. Die Positionen der Cdk-Phosphorylierungsstellen sind 

mit weißen Pins markiert. Die Zahlen geben die Aminosäurepositionen an. NTD: N-terminale Domäne. CTD: C-

terminale Domäne. (B) Schematische Darstellung der GFP-Cdh1-Fusionskonstrukte basierend auf A. (C - F) 

Fluoreszenzmikroskopie von lebenden Zellen, die entweder GFP (C), GFP-CDH1 (D), CDH1(1-257)-GFP (E) oder 

GFP-CDH1(245-566) exprimierten. Die Expression der GFP-Konstrukte erfolgte entweder konstitutiv von dem 

TEF2-Promotor (C, E und F) oder transient von dem regulierbaren MET25-Promotor (D). Zur Visualisierung des 

Zellkerns co-exprimierten die Zellen das Kernmarker-Konstrukt Kern-Cherry. Für das Anfärben des Septinrings 
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wurde CDC11 als endogene 3mCherry-Fusion co-exprimiert (Bildreihe 5 in D). Der Maßstabsbalken entspricht 5 

µm. DIC: Differential-Interferenz-Kontrast. Verändert nach Höckner et al., 2016. 

 

Cdh1 lässt sich in eine N-terminale Domäne (NTD) und eine C-terminale Domäne (CTD) 

unterteilen (Abb. 4.1 A). Während die CTD die charakteristische WD40-Domäne umfasst, die 

an der Bindung von Substraten beteiligt ist (Chao et al., 2012; Tian et al., 2012; He et al., 

2013), enthält die NTD neun der elf Cdk-Phosphorylierungsstellen. In einem ersten Ansatz 

wurde entweder die NTD oder die CTD von Cdh1 an GFP fusioniert (Abb. 4.1 B). Die 

entstandenen Konstrukte wurden von dem konstitutiven TEF2-Promotor exprimiert und 

hinsichtlich der subzellulären Lokalisation mit Cdh1 in voller Länge verglichen, das als N-

terminale GFP-Fusion (GFP-Cdh1) transient von dem regulierbaren MET25-Protmotor 

exprimiert wurde. Die Zellen exprimierten zusätzlich ein Konstrukt zur Visualisierung des 

Zellkerns (Arnold et al., 2015), das sich aus dem roten Fluoreszenzprotein mCherry und der 

Kernlokalisationssequenz (NLS, nuclear localization sequence) des Transkriptionsfaktors Swi5 

(Moll et al., 1991)zusammensetzt und im weiteren Verlauf als Kern-Cherry bezeichnet wird. 

Im Gegensatz zu freiem, nicht-fusioniertem GFP, das in allen Zellzyklusphasen homogen in 

der Zelle verteilt war (Abb. 4.1 C), änderte GFP-Cdh1 seine Lokalisation im Laufe des 

Zellzyklus (Abb. 4.1 D) in Übereinstimmung mit früheren Daten (Jaquenoud et al., 2002; 

Martinez et al., 2006). In Zellen der G1-Phase sowie in spät-mitotischen Zellen, in denen sich 

der Zellkern bereits in zwei separate Strukturen getrennt hatte, lokalisierte GFP-Cdh1 

ausschließlich im Zellkern (Abb. 4.1 D, Bildreihen 1 und 4). Dagegen war GFP-Cdh1 in Zellen 

mit Knospe und einem nicht getrennten Zellkern überwiegend zytoplasmatisch und nur 

geringfügig im Zellkern angereichert (Abb. 4.1 D, Bildreihen 2 und 3). Zusätzlich zur 

Verteilung im Zytoplasma wies GFP-Cdh1 in Zellen mit Knospe ein ringförmiges Signal am 

Knospenhals auf (Abb. 4.1 D, Bildreihen 2 und 3). Dieses Signal co-lokalisierte mit dem des 

Septins Cdc11 (Abb. 4.1 D, Bildreihe 5), das mit Hilfe einer mCherry-Fusion visualisiert wurde 

(Cdc11-3mCherry). 

Interessanterweise zeigte das verkürzte Konstrukt Cdh1(1-257)-GFP, das die NTD von Cdh1 

enthält, ebenso wie Cdh1 in voller Länge eine regulierte Lokalisation im Zellkern. So wies 

Cdh1(1-257)-GFP ein intensives Kernsignal in Zellen der G1-Phase und der späten Mitose auf 

(Abb. 4.1 E, Bildreihen 1 und 4), war jedoch in den übrigen Zellzyklusphasen im Zytoplasma 

verteilt und nur schwach im Zellkern zu detektieren (Abb. 4.1 E, Bildreihen 2 und 3). Anders 

als Cdh1 in voller Länge lokalisierte Cdh1(1-257)-GFP nicht am Knospenhals. Diese 
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Beobachtung deckt sich mit Aussagen früherer Arbeiten, nach denen eine intakte WD40-

Domäne für die Lokalisation von Cdh1 an dieser Struktur notwendig ist (Jaquenoud et al., 

2002; Martinez et al., 2012). Damit übereinstimmend konnte das CTD-Konstrukt GFP-

Cdh1(245-566), das die gesamte WD40-Domäne umfasst, am Knospenhals nachgewiesen 

werden (Abb. 4.1 F, Bildreihen 2 und 3). Dies zeigt, dass die WD40-Domäne nicht nur 

notwendig, sondern auch hinreichend für die Lokalisation an dieser Struktur ist. Zusätzlich zu 

dem Signal am Knospenhals war GFP-Cdh1(245-566) während aller Zellzyklusphasen im 

Zytoplasma und im Zellkern vorzufinden (Abb. 4.1 F). Im Gegensatz zum NTD-Konstrukt 

änderte sich die Verteilung von GFP-Cdh1(245-566) zwischen Zellkern und Zytoplasma nicht 

im Laufe des Zellzyklus. Dies deutet darauf hin, dass die CTD nicht zur Regulation der 

Kernlokalisation von Cdh1 beiträgt. Da die WD40-Domäne Rezeptoren für die Bindung von 

APC/C-Substraten besitzt (Chao et al., 2012; Tian et al., 2012; He et al., 2013), könnte die 

Lokalisation des CTD-Konstrukts vielmehr durch die Wechselwirkung mit Substraten im 

Zellkern und am Knospenhals bedingt sein. Somit zeigen diese Daten, dass die NTD von Cdh1 

hinreichend für dessen regulierte Lokalisation im Zellkern ist, während die CTD entscheidend 

für die Rekrutierung des Aktivators an den Knospenhals ist. 

Im Gegensatz zu GFP-Cdh1 erzeugte die konstitutive Überexpression des verkürzten NTD-

Konstrukts ein robustes Signal für die Mikroskopie ohne das Zellwachstum zu stören (Abb 8.2 

B und D im Anhang). Dies ermöglichte Aufnahmen mit geringen Laserintensitäten, wodurch 

Phototoxizität vermieden und längere Zeitrafferaufnahmen durchgeführt werden konnten. 

Daher stellte Cdh1(1-257)-GFP ein geeignetes Konstrukt dar, um Änderungen in der 

Kernlokalisation von Cdh1 im Zellzyklus zeitlich detailliert aufzulösen. Hierzu wurden von 

Zellen, die CDH1(1-257)-GFP konstitutiv exprimierten, Aufnahmen über einen Zeitraum von 

zwei Stunden in 5-minütigen Abständen gemacht, sodass die Lokalisation von Cdh1(1-257)-

GFP über einen gesamten Zellzyklus hinweg verfolgt werden konnte. Die 

Fluoreszenzintensität des GFP-Signals innerhalb des Zellkerns wurde anschließend 

quantifiziert, um die Änderungen der Proteinmenge von Cdh1(1-257)-GFP im Zellkern 

ermitteln zu können. 

  



ERGEBNISSE 

45 

 

Abbildung 4.2: Nukleo-zytoplasmatischer Transport von Cdh1(1-257)-GFP im Zellteilungszyklus 

(A) Fluoreszenzmikroskopie von lebenden Zellen, die CDH1(1-257)-GFP von dem konstitutiven TEF2-Promotor 

exprimierten. Es wurden über einen Zeitraum von 2 h Zeitrafferaufnahmen mit Abständen von 5 min erstellt. 

Die Zellen co-exprimierten das Konstrukt Kern-Cherry zur Visualisierung des Zellkerns. Die beginnende 

Elongation des Zellkerns wurde als Anaphase-Beginn festgelegt und diente als zeitlicher Bezugspunkt (t = 0 

min). Es sind ausgewählte Zeitwerte einer repräsentativen Zelle gezeigt. Der Maßstabsbalken entspricht 5 µm. 

DIC: Differential-Interferenz-Kontrast. (B und C) Quantifizierung der GFP-Intensität im Zellkern der in A 

gezeigten Zelle. Die gemessene Fluoreszenzintensität wurde auf den Maximalwert des Gesamtsignals normiert 

und gegen die Zeit aufgetragen. Das Gesamtsignal (B) umfasst hierbei ausschließlich das GFP-Signal im Zellkern 

(Kapitel 6.4.2) und setzt sich nach der Kerntrennung aus der Summe der nukleären GFP-Signale von Mutter-und 

Tochterzelle (C) zusammen. Verändert nach Höckner et al., 2016. 

 

Vor Beginn der Anaphase war Cdh1(1-257)-GFP in der gesamten Zelle verteilt und leicht im 

Zellkern angereichert (Abb. 4.2 A). Nach Beginn der Kerntrennung in der Anaphase stieg das 

GFP-Signal im Zellkern graduell an, während gleichzeitig das GFP-Signal im Zytoplasma 

abnahm. Daraus lässt sich schließen, dass zytoplasmatisches Cdh1(1-257)-GFP während der 

Anaphase in den Zellkern importiert wurde. Nach vollständiger Trennung des Zellkerns 

waren die gemessenen Intensitäten der nukleären GFP-Signale maximal (Abb. 4.2 A) und 

erreichten in manchen Zellen mehr als das Zehnfache des Ausgangssignals vor Beginn der 

Anaphase (Abb. 4.2 B). Anschließend konnte in der Mutterzelle eine abrupte Verringerung 

des nukleären GFP-Signals um mehr als 40% innerhalb von 5 min beobachtet werden (Abb. 
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4.2 A und C). Die rasche Signalabnahme im Zellkern ging mit einem ebenso abrupten Anstieg 

von GFP-Signal im Zytoplasma der Mutterzelle einher (Abb. 4.2 A), was für einen aktiven 

Export von Cdh1(1-257)-GFP aus dem Zellkern in das Zytoplasma spricht. Interessanterweise 

trat der Export von Cdh1(1-257)-GFP in der Tochterzelle verzögert zur Mutterzelle auf (Abb. 

4.2 A und C), wobei der zeitliche Abstand zwischen dem Export von Cdh1(1-257)-GFP in der 

Mutter- und in der Tochterzelle von Zelle zu Zelle variierte. Dies zeigt, dass die Translokation 

von Cdh1(1-257)-GFP in das Zytoplasma unabhängig von vorangegangenen Ereignissen der 

Mitose, wie dem Abbau der Spindel oder der Zytokinese, erfolgt. Stattdessen wurde 

beobachtet, dass der Export von Cdh1(1-257)-GFP mit der Bildung einer neuen Knospe 

korreliert, die den Eintritt in die nächste Runde des Zellteilungszyklus markiert. 

Zusammengenommen sprechen diese Daten dafür, dass Cdh1 zu Beginn der Anaphase in 

den Zellkern importiert und am Ende der G1-Phase wieder in das Zytoplasma exportiert 

wird. 

 

4.1.2 Die N-terminale Domäne von Cdh1 enthält eine Zellzyklus-regulierte 

Kernlokalisationssequenz (NLS) 

Um den Bereich, der für die regulierte Kernlokalisation von Cdh1 verantwortlich ist, weiter 

einzugrenzen, wurden Verkürzungen der NTD hergestellt und mit GFP fusioniert. 

Anschließend wurden die Fusionsproteine hinsichtlich ihrer subzellulären Lokalisation mit 

Cdh1(1-257)-GFP verglichen (Abb. 4.3 A). Dazu wurde zunächst das GFP-Signal in Zellen 

untersucht, die sich entweder vor der Anaphase oder in der späten Anaphase befanden. Von 

Konstrukten, die eine regulierte Kernlokalisation zeigten, wurde außerdem der 

Kerntransport im Verlauf des Zellzyklus mittels Zeitrafferaufnahmen präziser erfasst. 

In einem ersten Schritt wurde die NTD halbiert, wodurch die Konstrukte Cdh1(1-144)-GFP 

und Cdh1(145-257)-GFP entstanden. Das Konstrukt Cdh1(145-257)-GFP, das den hinteren 

Teil der NTD umfasst, war in Zellen der späten Anaphase nicht im Zellkern angereichert (Abb. 

4.3 A, Bildreihe 2). Stattdessen war das Protein in allen Zellzyklusstadien über die gesamte 

Zelle verteilt und ähnelte in seinem Lokalisationsmuster nicht-fusioniertem GFP (Abb. 4.1 C). 
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Abbildung 4.3: Regionen für nukleo-zytoplasmatischen Transport in der NTD von Cdh1  

(A) Fluoreszenzmikroskopie von lebenden Zellen, welche die angegebenen Verkürzungen der NTD von Cdh1 als 

GFP-Fusionskonstrukte von dem konstitutiven TEF2-Promotor exprimierten. Für jedes Konstrukt sind 

repräsentative, mitotische Zellen gezeigt, die sich entweder vor der Anaphase (obere Bildreihe) oder in der 

späten Anaphase (untere Bildreihe) befinden. Die Stämme co-exprimierten das Konstrukt Kern-Cherry zur 

Visualisierung des Zellkerns. Zur Veranschaulichung sind schematische Darstellungen der Cdh1-

Fusionskonstrukte gezeigt. Die C-Box (blau) und der Beginn der WD40-Domäne (kräftiges gelb) sind durch 

farbige Kästen markiert. Die Positionen der Cdk-Phosphorylierungsstellen sind durch weiße Pins und deletierte 

Regionen sind durch schwarze Linien gekennzeichnet. Die Zahlen beziehen sich auf die Aminosäurepositionen. 

Der Maßstabsbalken entspricht 5 µm. DIC: Differential-Interferenz-Kontrast. (B und C) Vergleich von Cdh1-GFP-

Fusionskonstrukten hinsichtlich des Zeitpunkts und der Dynamik ihres Kernimports (B) und ςexports (C). 

Wachsende Zellen, die entweder CDH1(1-257)-GFP (1-257, grün), CDH1(1-144)-GFP (1-144, dunkelgelb) oder 

CDH1(1-100)-GFP (1-100, petrol) von dem konstitutiven TEF2-Promotor exprimierten, wurden in 5-minütigen 

Abständen über einen Zeitraum von zwei Stunden aufgenommen und die Fluoreszenzintensität des GFP-Signals 

im Zellkern (Kapitel 6.4.2) quantifiziert. Die für einzelne Zellen gemessenen Werte wurden auf den 

Maximalwert normiert und für jeden Stamm die Mittelwerte und Standardabweichungen für alle Zellen gegen 

die Zeit in einem Liniendiagramm aufgetragen. Der Zeitpunkt, an welchem das nukleäre Gesamtsignal um mehr 

als 10% anstieg bzw. abnahm, wurde als Beginn des Imports (B) bzw. des Exports (C) definiert und in Form 

eines Streudiagramms dargestellt. In den Streudiagrammen repräsentiert jeder Punkt eine einzelne Zelle und 

die Mittel- und Fehlerbalken entsprechen dem Mittelwert und der Standardabweichung. In B wurde die 

beginnende Elongation des Zellkerns als Beginn der Anaphase definiert und als zeitlicher Bezugspunkt 

festgelegt. In C wurde der Knospungsbeginn als zeitlicher Referenzpunkt ausgewählt, welcher an Hand der 

ersten sichtbaren Veränderung an der künftigen Knospungsstelle bestimmt wurde. Die Stichprobengröße 

betrug n = 13 Zellen. Die Kriterien für die Festlegung des Exportbeginns erfüllten im Fall von Cdh1(1-100)-GFP 

nur 9 der 13 analysierten Zellen (Streudiagramm in C). Verändert nach Höckner et al., 2016. 

 

Im Gegensatz dazu zeigte Cdh1(1-144)-GFP, das den vorderen Teil der NTD enthält, immer 

noch Zellzyklus-regulierte Kernlokalisation, da das Fusionsprotein in Zellen vor der Anaphase 

überwiegend zytoplasmatisch war, aber in der späten Mitose im Zellkern lokalisierte (Abb. 

4.3 A, Bildreihe 3). Dies deutete darauf hin, dass die Sequenzen für die regulierte 

Kernlokalisation von Cdh1 innerhalb der N-terminalen 144 Aminosäuren liegen. 

Um den Zeitpunkt und die Dynamik des Kerntransports von Cdh1(1-257)-GFP und Cdh1(1-

144)-GFP und anderer Derivaten vergleichen zu können, wurden Anstieg und Abnahme des 

nukleären GFP-Signals für einzelne Zellen gemessen und auf den Beginn der Kerntrennung 

beziehungsweise die Bildung einer neuen Knospe bezogen. Dabei zeigte sich, dass der 

Kernimport von Cdh1(1-257)-GFP 2,3 min (± 5,3 min; n = 13 Zellen) nach Beginn der 

Kerntrennung startete (Abb. 4.3 B) und die gemessene Fluoreszenzintensität im Zellkern 

durchschnittlich um das Vierfache anstieg. Der Export von Cdh1(1-257)-GFP ins Zytoplasma 

begann im Mittel 5,4 min (± 3,2 min; n = 13 Zellen) bevor die Bildung einer neuen Knospe 

sichtbar wurde (Abb. 4.3 C). Die Abnahme des Kernsignals erfolgte zunächst sehr abrupt, 

sodass die im Zellkern gemessene Signalintensität innerhalb der ersten 15 min um etwa die 
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Hälfte sank (Abb. 4.3 C). Anschließend nahm die Menge an nukleärem Cdh1(1-257)-GFP nur 

in geringen Raten ab. Cdh1(1-144)-GFP verhielt sich bezüglich des Zeitpunkts und der 

Dynamik des Kernimports weitestgehend wie Cdh1(1-257)-GFP (Abb. 4.3 B). Allerdings wies 

Cdh1(1-144)-GFP ein reduziertes Kernexportverhalten auf, da das nukleäre GFP-Signal im Fall 

von Cdh1(1-144)-GFP in geringerem Umfang abnahm als im Fall von Cdh1(1-257)-GFP (Abb. 

4.3. C). Dieser negative Effekt auf den Kernexport wurde verstärkt, wenn die C-terminale 

Verkürzung der NTD erweitert wurde. So erfolgte der Export von Cdh1(1-100)-GFP nur in 

sehr geringen Raten, sodass die gemessene Signalintensität im Zellkern auch 25 min nach 

Exportbeginn nicht unter 80% des Maximalwerts fiel (Abb. 4.3 C). Dies zeigt, dass Sequenzen 

innerhalb der Aminosäuren 100-257 notwendig für einen effizienten Export von Cdh1 aus 

dem Zellkern sind. Im Gegensatz zu Cdh1(1-144)-GFP und Cdh1(1-257)-GFP wies Cdh1(1-

100)-GFP in Zellen vor der Anaphase ein erhöhtes Kernsignal auf (Abb. 4.3 A, Bildreihe 4, und 

B), das durch den ineffizienten Export des Proteins erklärt werden kann. Trotz des 

reduzierten Exports akkumulierte Cdh1(1-100)-GFP weiterhin mit Beginn der Anaphase im 

Zellkern, wodurch sich die Fluoreszenzintensität des nukleären GFP-Signals verdoppelte 

(Abb. 4.3 B). Diese Daten lassen vermuten, dass sich innerhalb der Aminosäuren 1-100 von 

Cdh1 eine Zellzyklus-regulierte NLS befindet, die während der Anaphase aktiv wird. 

In der Tat kann mit Hilfe eines bioinformatischen Programms (Kosugi et al., 2009) eine 

bipartite NLS innerhalb der Aminosäuren 24-50 in Cdh1 vorhergesagt werden (Abb. 4.4 A). 

Um die Vorhersage auf ihre Richtigkeit zu überprüfen, wurden in Cdh1(1-257)-GFP alle 

basischen Aminosäurereste der potentiellen NLS durch Alaninreste ersetzt und anschließend 

die Lokalisation der hergestellten NLSm-Mutante untersucht. Das NLSm-Konstrukt 

lokalisierte in allen Phasen des Zellzyklus im Zytoplasma und reicherte sich in Zellen der 

späten Mitose nicht im Zellkern an (Abb. 4.4 B, Bildreihe 1). Dies bestätigte die 

vorhergesagte Sequenz als notwendigen Bestandteil einer funktionellen NLS, die für die 

Kernlokalisation von Cdh1 verantwortlich ist. Da ein Konstrukt bestehend aus den N-

terminalen 63 Aminosäuren, Cdh1(1-63)-GFP, in allen Zellzyklusphasen sowohl im Zellkern 

als auch im Zytoplasma lokalisierte und sich während der Anaphase kaum im Zellkern 

anreicherte (Abb. 4.3 A, Bildreihe 5), scheinen jedoch Sequenzen, die sich C-terminal zu dem 

identifizierten NLS-Bereich befinden, ebenfalls notwendig für eine effiziente Lokalisation im 

Zellkern zu sein. 
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Abbildung 4.4: Identifizierung der NLS in der NTD von Cdh1 

(A) Sequenz der N-terminalen 65 Aminosäuren von Cdh1 aus S. cerevisiae. Die C-Box (blau) und die durch 

bioinformatische Analyse (Kosugi et al., 2009) vorhergesagten NLS (oliv) sind durch farbige Kästen 

hervorgehoben. Die durch Alanin-Substitutionen mutierten Aminosäuren innerhalb der vorhergesagten NLS 

(NLSm) sind durch den roten Buchstaben A gekennzeichnet. Die Sequenzen der Cdk-Phosphorylierungsstellen 

sind unterstrichen und ihre Positionen sind durch weiße Pins markiert. Die Zahlen beziehen sich auf die 

Aminosäurepositionen. (B) Fluoreszenzmikroskopie von lebenden Zellen, welche die angegebenen verkürzten 

oder mutierten Versionen der NTD von Cdh1 als GFP-Fusionskonstrukte von dem konstitutiven TEF2-Promotor 

exprimierten. Für jedes Konstrukt sind repräsentative, mitotische Zellen gezeigt, die sich entweder vor der 

Anaphase (obere Bildreihe) oder in der späten Anaphase (untere Bildreihe) befinden. Die Stämme co-

exprimierten das Konstrukt Kern-Cherry zur Visualisierung des Zellkerns. Zur Veranschaulichung sind 

schematische Darstellungen der Cdh1-Fusionskonstrukte gezeigt. Die vorhergesagte NLS (oliv), die C-Box (blau) 

und der Beginn der WD40-Domäne (kräftiges gelb) sind durch farbige Kästen markiert. Die Positionen der Cdk-

Phosphorylierungsstellen sind durch weiße Pins und deletierte Regionen sind durch schwarze Linien 

gekennzeichnet. Die Mutation der NLS ist durch ein rotes Kreuz symbolisiert. Die Zahlen beziehen sich auf die 

Aminosäurepositionen. Der Maßstabsbalken entspricht 5 µm. DIC: Differential-Interferenz-Kontrast. (C und D) 

Vergleich von CDH1(12-257)-GFP (12-257, orange) und CDH1(21-257)-GFP (21-257, grau) hinsichtlich des 

Zeitpunkts und der Dynamik ihres Kernimports (C) und ςexports (D). Die Expression und Mikroskopie der 

Konstrukte sowie die Quantifizierung des GFP-Signals im Zellkern erfolgte wie in Abbildung 4.3, B und C. Die 

Stichprobengröße betrug n = 13 Zellen für Cdh1(12-257)-GFP und n = 12 für Cdh1(21-257)-GFP. Verändert nach 

Höckner et al., 2016. 

 

Interessanterweise befinden sich zwei Cdk-Phosphorylierungsstellen unmittelbar vor der 

vorhergesagten NLS, während eine weitere Cdk-Phosphorylierungsstelle mit der NLS 

überlappt (Abb. 4.4 A). Da in mehreren Fällen gezeigt werden konnte, dass Phosphorylierung 

durch Cdk1 die Aktivität einer NLS kontrollieren kann (Moll et al., 1991; Sidorova et al., 1995; 

O'Conallain et al., 1999; Liku et al., 2005; Kosugi et al., 2009), stellte sich die Frage, ob dies 

auch für Cdh1 zutrifft. Um diese Möglichkeit zu überprüfen, wurden in einer ersten 

Herangehensweise N-terminale Verkürzungen von Cdh1(1-257)-GFP hergestellt und auf ihre 

Lokalisation hin untersucht. 

Die Deletion der Aminosäuren 1-11 blieb ohne wesentlichen Einfluss auf den Kerntransport. 

Ebenso wie Cdh1(1-257)-GFP war das verkürzte Konstrukt Cdh1(12-257)-GFP vor der 

Anaphase vorwiegend zytoplasmatisch und zeigte ein intensives und exklusives Kernsignal in 

Zellen der späten Mitose (Abb. 4.4 B, Bildreihe 2). Cdh1(12-257)-GFP ähnelte dem Konstrukt 

mit intakter NTD auch mit Blick auf die Dynamik und den Zeitpunkt des Imports und Exports 

(Abb. 4.4 C und D). Indessen wies das Konstrukt Cdh1(21-257)-GFP, dem durch Deletion der 

N-terminalen 20 Aminosäuren die zwei Cdk-Phosphorylierungsstellen vor dem identifizierten 

NLS-Bereich entfernt wurden, nicht nur in der späten Mitose, sondern auch vor der 

Anaphase ein kräftiges Signal im Zellkern auf (Abb. 4.4 B, Bildreihe 3). Diese weitestgehend 

konstitutive Kernlokalisation deutete auf einen reduzierten Kerntransport hin. In der Tat 
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bekräftigte die Quantifizierung des nukleären GFP-Signals von Cdh1(21-257)-GFP, dass sich 

die Intensität des Kernsignals während des Zellzyklus im Vergleich zu Cdh1(12-257)-GFP in 

deutlich geringerem Maße änderte (Abb. 4.4 C und D). Daraus lässt sich schließen, dass die 

vorderen zwei Cdk-Phosphorylierungsstellen einen wichtigen Beitrag zur Regulation der 

Kernlokalisation von Cdh1 leisten. Eine weitere Verkürzung der NTD, durch welche die 

basischen Aminosäuren im N-terminalen Bereich der 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 während der Anaphase 

nicht im Zellkern (Abb. 4.4 B, Bildreihe 4). Dies bestätigt die Vorhersage der NLS zusätzlich 

und hebt die Bedeutung des vorderen Bereichs basischer Aminosäuren für die Funktion der 

NLS hervor. Zusammengefasst zeigt die Analyse der verkürzten Cdh1-Derivate, dass die NTD 

von Cdh1 eine NLS enthält, deren Aktivität im Zellzyklus reguliert ist. Zu dieser Regulation 

trägt der Bereich bei, der unmittelbar N-terminal zur NLS liegt und die Cdk-

Phosphorylierungsstellen 1 und 2 mit einschließt. 

 

4.1.3 Cdk-Phosphorylierungsstellen 1-3 steuern die Kernlokalisation von Cdh1 

Die Beobachtung, dass die Entfernung von zwei Cdk-Phosphorylierungsstellen zu einem 

nahezu konstitutiven Verbleib des NTD-Konstrukts im Zellkern führte, deutete auf eine 

Regulation des Kernimports durch Cdk1-Phosphorylierung hin. In der Tat konnte in einer 

früheren Arbeit bereits gezeigt werden, dass die Phosphorylierung durch Cdk1 die 

Lokalisation von Cdh1 im Zellkern negativ beeinflusst (Jaquenoud et al., 2002). Um die 

Regulation der Kernlokalisation von Cdh1 durch Cdk1-Phosphorylierung tiefergehend zu 

untersuchen, wurden die Cdk-Phosphorylierungsstellen der NTD gezielt mutiert und die 

Auswirkungen der Mutationen auf die zelluläre Verteilung von Cdh1(1-257)-GFP untersucht. 

Zunächst wurden die Serin- und Threoninreste aller neun Cdk-Phosphorylierungsstellen 

durch Alaninreste ersetzt, um ein Konstrukt herzustellen, das nicht mehr durch Cdk1 

phosphoryliert werden kann und das als Cdh1(1-257)-m(1-9)A-GFP bezeichnet wurde. Wie 

erwartet lokalisierte die m(1-9)A-Mutante nicht mehr wie das Wildtyp-Konstrukt im 

Zytoplasma und befand sich stattdessen in allen Zellzyklusphasen im Zellkern (Abb. 4.5 A). 

Zudem blieb die gemessene Fluoreszenzintensität des Kernsignals über den gesamten 

Zellzyklus hinweg konstant. Dies bestätigt, dass die Kernlokalisation von Cdh1 durch Cdk-

Phosphorylierungsstellen in der NTD gesteuert wird. 
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Abbildung 4.5: Nukleo-zytoplasmatischer Transport von Cdh1(1-257)-GFP nach Entfernung von Cdk-
Phosphorylierungsstellen 

(A ς D) Fluoreszenzmikroskopie von lebenden Zellen, welche CDH1(1-257)-m(1-9)A-GFP (A), CDH1(1-257)-m(4-

9)A-GFP (B), CDH1(1-257)-m(1-3)A-GFP (C) oder CDH1(1-257)-m(1-2)A-GFP (D) von dem konstitutiven TEF2-

Promotor exprimierten. Es wurden über einen Zeitraum von 2 h Zeitrafferaufnahmen mit Abständen von 5 min 

erstellt. Die Zellen co-exprimierten das Konstrukt Kern-Cherry zur Visualisierung des Zellkerns. Für jedes 

Konstrukt sind ausgewählte Zeitwerte für eine repräsentative Zelle gezeigt. Die Fluoreszenzintensität des GFP-

Signals im Zellkern wurde für die gezeigten Zellen wie in Abbildung 4.2 quantifiziert. Die beginnende Elongation 

des Zellkerns wurde als Anaphase-Beginn festgelegt und diente als zeitlicher Bezugspunkt (t = 0 min). Zur 

Veranschaulichung sind schematische Darstellungen der Fusionskonstrukte gezeigt. Die NLS (oliv), die C-Box 

(blau) und der Beginn der WD40-Domäne (kräftiges gelb) sind durch farbige Kästen hervorgehoben. Die 

Positionen der Cdk-Phosphorylierungsstellen sind mit weißen Pins markiert. Rote Kreuze kennzeichnen die 

Mutation von Phosphat-akzeptierenden Aminosäureresten zu Alaninresten (S/TP zu AP). Der Maßstabsbalken 

entspricht 5 µm. DIC: Differential-Interferenz-Kontrast. Verändert nach Höckner et al., 2016. 

 

Die Beobachtung, dass Cdh1(1-144)-GFP, welches nur drei der neun N-terminalen Cdk-

Phosphorylierungsstellen enthält, immer noch reguliert im Zellkern lokalisierte, ließ 

vermuten, dass die Cdk-Phosphorylierungsstellen 4-9 für die Kontrolle der Cdh1-Lokalisation 

verzichtbar sind. Um diese Annahme zu überprüfen, wurden in Cdh1(1-257)-GFP nur die 

Serin- oder Threoninreste der Phosphorylierungsstellen 4-9 durch Alaninreste ausgetauscht, 

während die Phosphorylierungsstellen 1-3 nicht verändert wurden. Zusätzlich wurde ein 

komplementäres Konstrukt hergestellt, in welchem die Cdk-Phosphorylierungsstellen 1-3 

durch Alanin-Substitutionen mutiert und die übrigen Phosphorylierungsstellen intakt 

gelassen wurden. 

Die m(4-9)A-Mutante, in der eine Phosphorylierung der Cdk-Motiven 1-3 noch möglich ist, 

änderte wie das Wildtyp-Konstrukt seine Lokalisation im Verlauf des Zellzyklus (Abb. 4.5 B) 

und verhielt sich auch in Zeitpunkt und Dynamik des Kernimports und -exports sehr ähnlich 

zu der Wildtyp-Version (Abb. 4.7). Daraus lässt sich schließen, dass die Cdk-

Phosphorylierungsstellen 1-3 hinreichend für die Regulation der Kernlokalisation von Cdh1 

sind. In Übereinstimmung mit dieser Schlussfolgerung genügte die Mutation der Cdk-Motive 

1-3, um eine Relokalisation des Fusionsproteins in das Zytoplasma zu verhindern. Ebenso wie 

die m(1-9)A-Mutante wies das m(1-3)A-Konstrukt ein konstitutives Kernsignal auf, das sich 

im Verlauf des Zellzyklus nicht änderte (Abb. 4.5 C). Wurden dagegen nur die Cdk-

Phosphorylierungsstellen 1-2 durch Alanin-Substitutionen inaktiviert, konnten geringfügige 

Zu- und Abnahmen des Kernsignals während des Zellzyklus festgestellt werden (Abb. 4.5 D 

und 4.7). Das betreffende m(1-2)A-Konstrukt zeigte zwar in allen Zellzyklusphasen ein 

prominentes GFP-Signal im Zellkern, jedoch konnte am Ende der G1-Phase eine partielle 
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Relokalisation des Konstrukts in das Zytoplasma bei gleichzeitiger Abnahme des Kernsignals 

beobachtet werden (Abb. 4.5 D und 4.7 B). Zudem wurde während der Anaphase eine 

ansteigende Fluoreszenzintensität im Zellkern gemessen, die jedoch in einem geringeren 

Maße zunahm als im Fall des Wildtyp-Konstrukts (Abb. 4.7 A). Im Gegensatz zum Export 

wurde für den Importbeginn der m(1-2)A-Mutante ein späterer Zeitwert registriert als für 

den Importbeginn der Wildtyp-Version Cdh1(1-257)-GFP (Abb. 4.7 A). Allerdings könnte 

diese Abweichung durch die bereits vor der Anaphase hohe Signalintensität von Cdh1(1-

257)-m(1-2)A-GFP im Zellkern bedingt sein, die den beginnenden Anstieg des Kernsignals 

möglicherweise überdeckt und dadurch die exakte Bestimmung des Importbeginns 

erschwert. Das in allen Zellzyklusphasen gut detektierbare Kernsignal der m(1-2)A-Mutante 

deutet auf einen wichtigen Beitrag der Cdk-Motive 1 und 2 für die Regulation der 

Kernlokalisation hin. Auf der anderen Seite zeigt die leichte Fluktuation des nukleären GFP-

Signals, dass die dritte Cdk-Phosphorylierungsstelle ebenfalls an der Regulation beteiligt ist. 

Der regulierte Kerntransport der m(4-9)A-Mutante weist darauf hin, dass die Cdk-

Phosphorylierungsstellen 4-9 für die Kontrolle der Cdh1-Lokalisation nicht notwendig sind. 

Dies schließt jedoch nicht aus, dass eine Phosphorylierung an diesen Positionen die 

Kernlokalisation von Cdh1 negativ beeinflusst. Um diesen Punkt zu klären und um die 

Ergebnisse der Alanin-Mutationen zu bestätigen, wurden die Serin- oder Threoninreste der 

Cdk-Phosphorylierungsstellen 4-9 in Cdh1(1-257)-GFP durch Aspartatreste ersetzt. Die 

negativ geladene Seitenkette dieser Aminosäure sollte eine dauerhafte Phosphorylierung an 

den Cdk-Motiven imitieren. Das m(4-9)D-Konstrukt war vor Beginn der Anaphase 

vorwiegend zytoplasmatisch, akkumulierte während der Anaphase im Zellkern und 

relokalisierte am Ende der G1-Phase wieder im Zytoplasma (Abb. 4.6 A). Der Zeitpunkt und 

die Dynamik des Kerntransports von Cdh1(1-257)-m(4-9)D-GFP waren dabei identisch zu der 

m(4-9)A-Mutante und sehr ähnlich zur Wildtyp-Version Cdh1(1-257)-GFP (Abb. 4.7). 

Außerdem konnte festgestellt werden, dass die m(4-9)D-Mutation die konstitutive 

Kernlokalisation des m(1-3)A-Konstrukts nicht beeinträchtigte (Abb. 4.6 B). Diese Daten 

bekräftigen die Schlussfolgerung, dass die Phosphorylierung an den Cdk-Motiven 4-9 keinen 

Einfluss auf die Lokalisation von Cdh1 nimmt. 
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Abbildung 4.6: Nukleo-zytoplasmatischer Transport von Cdh1(1-257)-GFP bei Imitierung dauerhafter Cdk-
Phosphorylierung 

(A ς C) Fluoreszenzmikroskopie von lebenden Zellen, welche CDH1(1-257)-m(4-9)D-GFP (A), CDH1(1-257)-m(1-

3)A-m(4-9)D-GFP (B) oder CDH1(1-257)-m(1-3)D-GFP (C) von dem konstitutiven TEF2-Promotor exprimierten. 

Es wurden über einen Zeitraum von 2 h Zeitrafferaufnahmen mit Abständen von 5 min erstellt. Die Zellen co-

exprimierten das Konstrukt Kern-Cherry zur Visualisierung des Zellkerns. Für jedes Konstrukt sind ausgewählte 

Zeitwerte für eine repräsentative Zelle gezeigt. Die Fluoreszenzintensität des GFP-Signals im Zellkern wurde für 

die gezeigten Zellen wie in Abbildung 4.2 quantifiziert. Die beginnende Elongation des Zellkerns wurde als 

Anaphase-Beginn festgelegt und diente als zeitlicher Bezugspunkt (t = 0 min). Zur Veranschaulichung sind 

schematische Darstellungen der Fusionskonstrukte gezeigt. Die NLS (oliv), die C-Box (blau) und der Beginn der 
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WD40-Domäne (kräftiges gelb) sind durch farbige Kästen hervorgehoben. Die Positionen der Cdk-

Phosphorylierungsstellen sind mit weißen Pins markiert. Rote Kreuze kennzeichnen die Mutation von 

Phosphat-akzeptierenden Aminosäureresten zu Alaninresten (S/TP zu AP), während schwarze Pins die 

Mutation der Aminosäurereste zu Aspartatresten (S/TP zu DP) symbolisieren. Der Maßstabsbalken entspricht 5 

µm. DIC: Differential-Interferenz-Kontrast. Verändert nach Höckner et al., 2016. 

 

 

 

Abbildung 4.7: Quantitativer Vergleich des nukleo-zytoplasmatischen Transports von Cdh1(1-257)-GFP-
Derivaten mit Mutationen in Cdk-Phosphorylierungsstellen 

(A und B) Analyse der GFP-Intensität im Zellkern von Zellen, die CDH1(1-257)-GFP (grün), CDH1(1-257)-m(4-

9)A-GFP (blau), CDH1(1-257)-m(4-9)D-GFP (orange) oder CDH1(1-257)-m(1-2)A-GFP (braun) von dem 

konstitutiven TEF2-Promotor exprimierten. Es wurden über einen Zeitraum von 2 h Zeitrafferaufnahmen mit 

Abständen von 5 min erstellt. Anschließend wurde die Fluoreszenzintensität des GFP-Signals im Zellkern 

quantifiziert (Kapitel 6.4.2) und der Zeitpunkt und die Dynamik des Kernimports (A) und Kernexports (B) der 

Konstrukte wie in Abbildung 4.3 (B und C) bestimmt. Die Stichprobengröße betrug je n = 13 Zellen für Cdh1(1-

257)-GFP (WT) und Cdh1(1-257)-m(4-9)D-GFP (m(4-9)D) sowie je n = 12 Zellen für Cdh1(1-257)-m(4-9)A-GFP 

(m(4-9)A) und Cdh1(1-257)-m(1-2)A-GFP (m(1-2)A). Repräsentative Zellen sind in den Abbildungen 4.2, 4.5 und 

4.6 gezeigt. Verändert nach Höckner et al., 2016. 

 

Als nächstes wurden die Phosphat-akzeptierenden Aminosäuren der Cdk-Motive 1-3 durch 

Aspartate substituiert, um die Auswirkung einer dauerhaften Phosphorylierung an diesen 
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Positionen zu untersuchen. Übereinstimmend mit der Beobachtung, dass die Cdk-Motive für 

einen regulierten Kerntransport intakt sein müssen, verhinderte die m(1-3)D-Mutation die 

wechselnde Lokalisation von Cdh1(1-257)-GFP zwischen Zellkern und Zytoplasma (Abb. 4.6 

C). Anders als erwartet wies das m(1-3)D-Konstrukt ein deutliches Kernsignal auf, dessen 

Intensität während der Anaphase jedoch nicht zunahm (Abb. 4.6 C). Im Gegensatz zu 

Konstrukten, welche die m(1-3)A-Mutation tragen und nur im Zellkern nachzuweisen waren 

(Abb. 4.5 C und 4.6 B), zeigte die m(1-3)D-Mutante in allen Zellzyklusphasen zusätzlich zur 

Kernlokalisation ein gut detektierbares Signal im Zytoplasma (Abb. 4.6 C). Daraus lässt sich 

einerseits schließen, dass die Aspartat-Mutationen an den Cdk-Motiven 1-3 die 

Phosphorylierung nur unvollständig imitieren konnten. Andererseits spricht die partielle 

Lokalisation im Zytoplasma dafür, dass negative Ladungen an diesen Positionen den Import 

von Cdh1(1-257)-GFP in den Zellkern stören. 

Zusammen belegen diese Daten, dass die Kernlokalisation von Cdh1 durch die Cdk-

Phosphorylierungsstellen 1-3 gesteuert wird. Insbesondere ihre Lage im Bereich der NLS und 

der störende Einfluss der m(1-3)D-Mutation auf die Kernlokalisation lassen vermuten, dass 

die Phosphorylierung der Cdk-Motive 1-3 den Import von Cdh1 in den Zellkern durch 

Inaktivierung der NLS negativ reguliert. 

 

4.1.4 Cdk-Phosphorylierungsstellen 4-9 kontrollieren die Bindung von Cdh1 an den 

APC/C 

In einer früheren Studie erhöhte die Entfernung der Cdk-Motive 4-9 die Aktivität von Cdh1 in 

vivo (Zachariae et al., 1998), was auf eine wichtige, regulatorische Funktion dieser 

Phosphorylierungsstellen hindeutet. Da sich die Phosphorylierung der Cdk-Motive 4-9 nicht 

auf die Kernlokalisation von Cdh1 auswirkte (Abb. 4.5 ς 4.7), wurde als Nächstes ein 

möglicher Einfluss auf die Wechselwirkung mit dem APC/C überprüft. Um die Bindung 

verschiedener Cdh1-Derivate an den APC/C in vivo mittels Co-Immunpräzipitation (CoIP) zu 

untersuchen, wurden die hergestellten CDH1-Konstrukte von dem induzierbaren GALL-

Promotor exprimiert und über ein N-terminales HA3-Epitop immunpräzipitiert. Die Zellen co-

exprimierten eine endogen mit Myc9-markierte Version der APC/C-Untereinheit Cdc23, über 

deren Nachweis in Westernblot-Analysen die Menge an co-präzipitierten APC/C-Komplexen 

bestimmt werden sollte. Außerdem wurden die Proteinlevel des mitotischen Cyclins Clb2 in 

den Zellextrakten nachgewiesen. Daraus sollten Rückschlüsse auf die Fähigkeit der Cdh1-
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Derivate, den APC/C zu aktivieren und den Abbau von Clb2 zu induzieren, gezogen werden. 

Um eine vergleichbare Expression der verschiedenen CDH1-Konstrukte zu gewährleisten, 

wurden die Expressionskonstrukte mit Hilfe eines speziellen Vektorsystems (Sadowski et al., 

2007) als eine einzelne Kopie stabil in das Genom der Zellen integriert. 

Während Cdh1 in Abhängigkeit seines Phosphorylierungszustands entweder im Zytoplasma 

oder im Zellkern lokalisiert (Abb. 4.1 und 4.5; Jaquenoud et al., 2002), kann der APC/C in 

allen Zellzyklusphasen im Zellkern detektiert werden (Abb. 8.3 im Anhang; Zachariae et al., 

1996; Jaquenoud et al., 2002; Melloy und Holloway, 2004). Eine Aufhebung der räumlichen 

Trennung zwischen zytoplasmatischem Cdh1 und nukleärem APC/C durch Mutation der Cdk-

Phosphorylierungsstellen in Cdh1 sollte sich innerhalb der Zelle auf die Interaktion des 

Aktivators mit dem APC/C auswirken. Dabei stellt sich die Frage, ob sich der Einfluss der 

Lokalisation auch in einem CoIP-Experiment ausprägt, da bei der Herstellung von 

Gesamtzellextrakten die zytoplasmatischen und nukleären Bestandteile gemischt werden 

und eine Interaktion zwischen ursprünglich zytoplasmatischem Cdh1 und nukleärem APC/C 

nachträglich erfolgen könnte. Um grundsätzlich zu überprüfen, inwieweit sich APC/C-Cdh1-

Komplexe nach der Lyse im Zellextrakt de novo bilden können, sollten in einem technischem 

CoIP-Experiment CDC23-MYC9 und HA3-CDH1 getrennt in haploiden Stämmen exprimiert 

und die Kulturen anschließend für die Herstellung der Zellextrakte im gleichen Verhältnis 

gemischt werden. Als Vergleich wurden CDC23-MYC9 und HA3-CDH1 in einem heterozygot-

diploiden Stamm co-exprimiert. Durch die Co-Expression in einem heterozygot-diploiden 

Stamm sollte berücksichtigt werden, dass die Bindungspartner bei getrennter Expression 

durch das Mischen der haploiden Stämme verdünnt werden. Als Negativkontrolle für die 

getrennte Expression wurde ein haploider CDC23-MYC9-Stamm mit einem haploiden 

Wildtyp-Stamm gemischt und als Kontrolle für die Co-Expression wurde ein Stamm 

verwendet, der heterozygot-diploid für CDC23-MYC9 war, jedoch kein HA3-CDH1 

exprimierte. 

Wenn HA3-CDH1 und CDC23-MYC9 getrennt exprimiert und nachträglich gemischt wurden, 

war das im Präzipitat von HA3-Cdh1 detektierte Signal von Cdc23-Myc9 nur unwesentlich 

höher als im Präzipitat der Negativkontrolle (Abb. 8.4 im Anhang, Spuren 5 und 6). Im Fall 

der Co-Expression von HA3-CDH1 und CDC23-MYC9 hob sich das Signal von Cdc23-Myc9, das 

mit HA3-Cdh1 co-präzipitierte, dagegen deutlich von dem Hintergrundsignal der 

Negativkontrolle ab (Abb. 8.4 im Anhang, Spuren 7 und 8). Aus diesen Daten lässt sich 
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schließen, dass nach der Lyse der Zellen nur eine geringfügige und vernachlässigbare 

Neubildung von APC/C-Cdh1-Komplexen im Zellextrakt stattfindet. Dies könnte durch die, 

relativ zu den Volumenverhältnissen in der Zelle, starke Verdünnung der Komponenten im 

IP-Ansatz bedingt sein. Gleichzeitig lässt sich daraus folgern, dass die in einem CoIP-

Experiment detektierte Interaktion, zumindest im Fall von APC/C-Cdh1, auf Proteinkomplexe 

zurückgeht, die sich in der Zelle gebildet haben und während der Aufarbeitung aufrecht 

erhalten werden können. Somit kann davon ausgegangen werden, dass sich ein möglicher 

Einfluss der Lokalisation von Cdh1 auf die APC/C-Interaktion auch in einem CoIP-Experiment 

niederschlägt. 

Als nächstes sollte die Rolle der verschiedenen Cdk-Phosphorylierungsstellen in Cdh1 für die 

Bindung an den APC/C untersucht werden. Hierzu wurden die Cdk-Motive der NTD in 

unterschiedlichen Kombinationen in Cdh1 voller Länge mutiert (Abb. 4.8 A) und 

anschließend die APC/C-Bindung der Cdh1-Derivate in Zellen untersucht, die mit dem 

Spindelgift Nocodazol behandelt wurden. Diese Zellen arretieren mit hoher Cdk1-Aktivität in 

der Metaphase, sodass eine maximale Phosphorylierung von Cdh1 zu erwarten ist. In der Tat 

war das heterogene Laufverhalten von HA3-Cdh1 in der SDS-PAGE unter diesen Bedingungen 

noch stärker ausgeprägt (Abb. 4.8 B, Spuren 2 und 9) als in asynchron wachsenden Zellen 

(Abb. 8.4 im Anhang), was sich im Westernblot in der Detektion von zahlreichen Banden mit 

hoher Signalintensität äußerte und mit einer vollständigen Phosphorylierung an multiplen 

Positionen im Einklang steht. Die im Präzipitat von HA3-Cdh1 detektierten Mengen an 

Cdc23-Myc9 waren kaum höher als der Hintergrund in der Negativkontrolle (Abb. 4.8 B, 

Spuren 8 und 9). Zudem hatte die Überexpression von HA3-CDH1 in den Nocodazol-

behandelten Zellen keinen nennenswerten Einfluss auf die Proteinmenge des Cyclins Clb2 

(Abb. 4.8 B, Spuren 1 und 2). Dies zeigt, dass phosphoryliertes HA3-Cdh1 in Nocodazol-

arretierten Zellen, wenn überhaupt, nur sehr schwach an den APC/C bindet. Mittels 

Fluoreszenzmikroskopie von Zellen, die Cdh1 als GFP-Fusion exprimierten, konnte zudem 

gezeigt werden, dass Wildtyp-Cdh1 in Nocodazol-arretierten Zellen im Zytoplasma lokalisiert 

und nicht im Zellkern angereichert ist (Abb. 4.8 C, obere Bildreihe), während eine GFP-

markierte Version der APC/C-Untereinheit Cdc23 unter diesen Bedingungen im Zellkern 

detektiert wurde (Abb. 4.8 D). Diese Daten belegen, dass Cdh1 in Nocodazol-arretierten 

Zellen in hyperphosphorylierter Form im Zytoplasma vorliegt und nicht an den APC/C 

gebunden ist. 
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Abbildung 4.8: APC/C-Interaktion und Lokalisation von Cdh1-Derivaten in Nocodazol-arretierten Zellen 

(A) Schematische Darstellung der Cdh1-Derivate. Die NLS (oliv), die C-Box (blau), die WD40-Domäne (kräftiges 

gelb) und das IR-Motiv (rot) sind durch farbige Kästen gekennzeichnet. Die Positionen der Cdk-

Phosphorylierungsstellen sind mit weißen Pins markiert. Rote Kreuze symbolisieren die Mutation von 

Phosphat-akzeptierenden Aminosäureresten zu Alaninresten (S/TP zu AP). (B) Westernblot-Analyse zur APC/C-

Interaktion von Cdh1, Cdh1-m(1-3)A, Cdh1-m(4-9)A, Cdh1-m(1-7)A, Cdh1-m(1-3, 8-9)A und Cdh1-m(1-9)A in 

Nocodazol-arretierten Zellen. Die Zellen wurden durch Zugabe von Nocodazol in der Metaphase arretiert und 

anschließend die Expression der CDH1-Konstrukte für 2 h von dem GALL-Promotor induziert. Die Zellen co-

exprimierten eine endogen mit dem Myc9-Epitop markierte Version der APC/C-Untereinheit Cdc23. Nach dem 

Zellaufschluss wurden die Cdh1-Derivate über ein N-terminales HA3-Epitop mit Hilfe eines HA-spezifischen 

Antikörpers aus dem Gesamtzellextrakt immunpräzipitiert. Die Cdh1-Derivate und Cdc23-Myc9 wurden in den 

DŜǎŀƳǘȊŜƭƭŜȄǘǊŀƪǘŜƴ ǳƴŘ ƛƴ ŘŜƴ LƳƳǳƴǇǊŅȊƛǇƛǘŀǘŜƴ όʰ-HA-IP) mittels Westernblot-Analyse unter Verwendung 

von HA- und Myc-spezifischen Antikörpern nachgewiesen. Die Sternchen markieren das Signal des für die IP 

verwendeten HA-spezifischen Antikörpers. Die Gesamtzellextrakte wurden in einer separaten Westernblot-

Analyse zusätzlich auf Clb2 und Gcd11, das als Ladekontrolle diente, mit Hilfe von spezifischen Antiseren 

untersucht. Als Negativkontrolle (NK, Spuren 1 und 8) diente ein Stamm, der CDC23-MYC9 aber kein HA3-

CDH1-Konstrukt exprimierte. Die Spuren 2 und 9 enthalten das Wildtyp-Konstrukt HA3-Cdh1 (WT). Die 

Säulendiagramme zeigen die Quantifizierung der Clb2-Signale im Gesamtzellextrakt und Cdc23-Myc9-Signale in 

den Immunpräzipitaten. Die Signalintensitäten von Clb2 wurden auf die Intensitäten der zugehörigen Gcd11-

Signale normiert und der Wert für die Negativkontrolle gleich 1 gesetzt. Die Signalintensitäten von Cdc23-Myc9 

wurde auf das entsprechende HA3-Cdh1-Signal normiert und der Wert für das Wildtyp-Konstrukt gleich 1 

gesetzt. (C ς E) Fluoreszenzmikroskopie von lebenden Zellen, die CDC23-GFP (D) oder verschiedene Derivate 

von GFP-CDH1 (C) oder CDH1(1-257)-GFP (E) exprimierten. Vor der Mikroskopie wurden die Zellen mit 

Nocodazol in der Metaphase arretiert. Die Zellen co-exprimierten das Konstrukt Kern-Cherry zur Visualisierung 

des Zellkerns. Für jedes Konstrukt sind repräsentative Zellen gezeigt und der Anteil an Zellen mit GFP-Signal im 

Zellkern ist in Prozent angegeben (Stichprobengrößen: n = 44 (Cdc23-GFP), n = 87 (GFP-Cdh1, WT), n = 43 (GFP-

Cdh1, m(1-3)A), n = 39 (GFP-Cdh1, m(4-9)A), n = 63 (Cdh1(1-257)-GFP, WT), n = 42 (Cdh1(1-257)-GFP, m(1-3)A) 

und n = 70 Zellen (Cdh1(1-257)-GFP, m(4.9)A)). (C) Die Expression der GFP-CDH1-Konstrukte erfolgte von dem 

MET25-Promotor und wurde für 45 min vor der Mikroskopie in den Nocodazol-arretierten Zellen induziert. (D) 

Die Expression von CDC23-GFP erfolgte von dem endogenen Genort. (E) Die Expression der CDH1(1-257)-GFP-

Konstrukte erfolgte von dem konstitutiven TEF2-Promotor. Der Maßstabsbalken entspricht 5 µm. DIC: 

Differential-Interferenz-Kontrast. Verändert nach Höckner et al., 2016. 

 

Um den Einfluss der Lokalisation von Cdh1 auf dessen Interaktion mit dem APC/C zu testen, 

wurden als Nächstes die Cdk-Motive 1-3 durch Alanin-Substitution entfernt. Wie erwartet 

bewirkte die m(1-3)A-Mutation, dass GFP-Cdh1 in der Mehrzahl der Nocodazol-behandelten 

Zellen im Zellkern lokalisierte (Abb. 4.8 C, mittlere Bildreihe). Trotz der erhöhten 

Kernlokalisation konnte im Präzipitat von HA3-Cdh1-m(1-3)A nur unwesentlich mehr Cdc23-

Myc9 nachgewiesen werden als im Präzipitat des Wildtyp-Konstrukts (Abb. 4.8 B, Spuren 9 

und 10). Somit reicht die Lokalisation von Cdh1 im Zellkern alleine nicht für eine robuste 

Interaktion mit dem APC/C aus. Stattdessen lassen diese Daten vermuten, dass die Bindung 

von kernlokalisiertem Cdh1-m(1-3)A an den APC/C durch die Phosphorylierung an den 

verbliebenen Cdk-Motiven verhindert wird. 
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Die Cdk-Phosphorylierungsstellen 4-9 sind in der NTD von Cdh1 ungleich verteilt und häufen 

sich in zwei Bereichen: Während sich die Cdk-Motive 4-7 innerhalb eines Abschnitts von nur 

22 Aminosäuren ab Position 157 befinden, liegen die Cdk-Motive 8 und 9 an den Positionen 

227 und 240 unmittelbar vor der WD40-Domäne (Abb. 4.8 A). Um die Bedeutung dieser 

Phosphorylierungsstellen für die Interaktion mit dem APC/C zu klären, wurden die beiden 

Gruppen von Cdk-Motiven entweder einzeln oder zusammen in Cdh1-m(1-3)A mutiert. 

Sowohl die m(4-7)A- als auch die m(8-9)A-Mutation verbesserte die APC/C-Bindung der m(1-

3)A-Mutante. So banden die betreffenden Konstrukte Cdh1-m(1-7)A und Cdh1-m(1-3,8-9)A 

gleichermaßen mehr Cdc23-Myc9 als die m(1-3)A-Mutante (Abb. 4.8 B, Spuren 10, 12 und 

13). Eine maximale Interaktion von Cdh1 mit dem APC/C wurde beobachtet, wenn alle neun 

Cdk-Motive in der NTD von Cdh1 mutiert wurden (Abb. 4.8 B, Spur 14). Diese Daten deuten 

darauf hin, dass die Phosphorylierung sowohl an den Cdk-Motiven 4-7 als auch an den Cdk-

Motiven 8-9 die Wechselwirkung mit dem APC/C stört und die simultane Phosphorylierung 

beider Gruppen additiv auf die APC/C-Interaktion wirkt. Weiterhin wurde beobachtet, dass 

die Entfernung der Cdk-Phosphorylierungsstellen 4-9 die Bindung von Cdh1 an den APC/C 

nur dann wesentlich erhöhte, wenn die Motive 1-3 ebenfalls mutiert wurden. So enthielt das 

Präzipitat der m(4-9)A-Mutante, die noch an den Cdk-Motiven 1-3 phosphoryliert werden 

kann, deutlich weniger Cdc23-Myc9 als das Präzipitat des m(1-9)A-Konstrukts (Abb. 4.8 B, 

Spuren 11 und 14). Da Cdh1-m(4-9)A in der Mehrzahl der Nocodazol-arretierten Zellen im 

Zytoplasma lokalisiert war (Abb. 4.8 C, untere Bildreihe), lässt sich aus diesen Daten folgern, 

dass eine Lokalisation von Cdh1 im Zellkern notwendig für die Bindung an den APC/C ist. 

Der Nachweis der Clb2-Level in den Zellextrakten zeigte, dass die Fähigkeit der Cdh1-

Derivate, die Degradation von Clb2 zu induzieren, weitestgehend mit der Intensität ihrer 

APC/C-Bindung korrelierte (Abb. 4.8 B). Obwohl die Konstrukte Cdh1-m(1-3)A und Cdh1-

m(4-9)A nur schwach mit dem APC/C-Kernkomplex interagierten, reduzierte ihre 

Überexpression die Proteinmenge von Clb2 um mehr als die Hälfte. Daraus lässt sich 

schließen, dass die Bindung geringer Mengen Cdh1 bereits ausreicht, um die Degradation 

von Clb2 einzuleiten. Die erhöhte Fähigkeit von Cdh1-m(1-3)A und Cdh1-m(4-9)A, den APC/C 

zu aktivieren, spiegelte sich auch in dem Wachstumsdefekt wider, den diese Konstrukte 

bereits bei geringer Expression hervorriefen (Abb. 8.2 B im Anhang). Die ektopische 

Aktivierung des APC/C und die resultierende, negative Rückkopplung auf die Aktivität von 

Cdk1 kann als Erklärung dafür dienen, warum die Konstrukte in voller Länge weniger 
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einheitlich in Nocodazol-arretierten Zellen lokalisierten (Abb. 4.8 C) als die entsprechenden 

Cdh1(1-257)-Konstrukte (Abb. 4.8 E). Da für die Cdh1(1-257)-GFP-Derivate keine robuste 

Interaktion mit dem APC/C nachgewiesen werden konnte (Abb. 8.5 im Anhang), ist es 

unwahrscheinlich, dass diese Konstrukte den APC/C gegen B-Typ-Cycline aktivieren und die 

Cdk1-Aktivität in Nocodazol-arretierten Zellen beeinflussen. 

Die negative Rückkopplung der Cdh1-Derivate auf die Aktivität von Cdk1 hat zudem 

Auswirkungen auf die Ergebnisse der CoIP-Experimente. Es ist davon auszugehen, dass mit 

zunehmender Entfernung der Phosphorylierungsstellen sowohl die Phosphorylierung an 

verbliebenen Cdk-Motiven in Cdh1 als auch die Phosphorylierung aller übrigen Cdk1-

Substrate abnimmt. Dadurch lässt sich einerseits der individuelle Beitrag der 

Phosphorylierungsstellen schwerer bestimmen und andererseits können weitere 

Einflussgrößen, wie beispielsweise eine Abnahme der Phosphorylierung des APC/C, als 

Ursachen für die reduzierte APC/C-Cdh1-Interaktion nicht ausgeschlossen werden. 

Um der negative Rückkopplung der CDH1-Derivate auf die Cdk1-Aktivität entgegenzuwirken, 

wurde das CoIP-Experiment mit Zellen wiederholt, die zusätzlich zur endogenen Kopie eine 

stabilisierte Version des Cyclins Clb2 von dem GAL1-10-Promotor exprimierten. Dabei 

handelte es sich um ein Clb2-Konstrukt, dem durch eine interne Deletion der Aminosäuren 

17-33 die D-Box an Position 25 entfernt wurde (Clb2-ҟdb; Schwab et al., 1997). Anders als 

endogenes Clb2, dessen Level durch die Überexpression von CDH1-Derivaten mit 

Mutationen in den Cdk-Phosphorylierungsstellen 4-9 weiterhin reduziert wurden, war das 

stabilisierte Clb2-ҟdb-Konstrukt in allen Zellextrakten robust zu detektieren (Abb. 4.9 B). 

Dadurch betrug die Gesamtmenge an Clb2 selbst in Zellen, die das CDH1-m(1-9)A-Konstrukt 

exprimierten, noch mehr als das Zweifache der endogenen Clb2-Menge in den 

Kontrollzellen, die kein HA3-CDH1-Konstrukt enthielten (Abb. 4.9 B, Spuren 1 und 7, und 

Quantifizierung). Wie erwartet konnte auch unter diesen Bedingungen keine nennenswerte 

APC/C-Bindung für das Wildtyp-Konstrukt beobachtet werden, da sich das Signal von Cdc23-

Myc9 in dem Präzipitat von HA3-Cdh1 kaum von dem Signal der Negativkontrolle abhob 

(Abb. 4.9 B, Spuren 8 und 9). Das Ermöglichen der Kernlokalisation von HA3-Cdh1 durch 

Einführen der m(1-3)A-Mutation erhöhte die Co-Präzipitation von Cdc23-Myc9 ebenfalls 

nicht (Abb. 4.9 B, Spur 10). 
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Abbildung 4.9: APC/C-Interaktion von Cdh1-Derivaten in Nocodazol-arretierten Zellen bei Co-Expression 
eines stabilisierten CLB2-ҟdb-Konstrukts 

(A) Schematische Darstellung der Cdh1-Derivate. Die NLS (oliv), die C-Box (blau), die WD40-Domäne (kräftiges 

gelb) und das IR-Motiv (rot) sind durch farbige Kästen gekennzeichnet. Die Positionen der Cdk-

Phosphorylierungsstellen sind mit weißen Pins markiert. Rote Kreuze symbolisieren die Mutation von 

Phosphat-akzeptierenden Aminosäureresten zu Alaninresten (S/TP zu AP). (B) Westernblot-Analyse zur APC/C-

Interaktion von Cdh1, Cdh1-m(1-3)A, Cdh1-m(4-9)A, Cdh1-m(1-7)A, Cdh1-m(1-3,8-9)A und Cdh1-m(1-9)A in 

Nocodazol-arretierten Zellen bei Co-Expression von CLB2-ҟdb. Die Zellen wurden durch Zugabe von Nocodazol 

in der Metaphase arretiert und anschließend die Expression der CDH1-Konstrukte von dem GALL-Promotor 

sowie die Expression von CLB2-ҟdb von dem pGAL1-10-Promotor für 2h induziert. Die Zellen co-exprimierten 

eine endogen mit dem Myc9-Epitop markierte Version der APC/C-Untereinheit Cdc23. Die Immunpräzipitation 

ό-hHA-IP) der Cdh1-Derivate und die anschließende Westernblot-Analyse wurden wie in Abbildung 4.8 B 

durchgeführt. Die durch Gcd11-normierten Signalintensitäten von Clb2 und Clb2-ҟdb wurden addiert und auf 

die Signalintensität des endogenen Clb2 in der Negativkontrolle (NK, obere Bande in Spur 1) bezogen. Als 

Negativkontrolle (NK, Spuren 1 und 8) diente ein Stamm, der CDC23-MYC9 aber kein HA3-CDH1-Konstrukt 
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exprimierte. Die Spuren 2 und 9 enthalten das Wildtyp-Konstrukt HA3-Cdh1 (WT). Die Sternchen markieren das 

Signal des für die IP verwendeten HA-spezifischen Antikörpers. Verändert nach Höckner et al., 2016. 

 

Anders als im Experiment ohne Co-Expression von CLB2-ҟdb (Abb. 4.8) wurde die APC/C-

Interaktion von Cdh1-m(1-3)A nur geringfügig verbessert, wenn die Phosphorylierungsstellen 

4-7 oder 8-9 zusätzlich inaktiviert wurden (Abb. 4.9). So wurde in den Präzipitaten der 

resultierenden Konstrukte Cdh1-m(1-7)A und Cdh1-m(1-3,8-9)A nur unwesentlich mehr 

Cdc23-Myc9 detektiert als in dem Präzipitat der m(1-3)A-Mutante (Abb. 4.9, Spuren 10, 12 

und 13). Eine deutliche Zunahme der APC/C-Bindung konnte lediglich dokumentiert werden, 

wenn die Cdk-Motive 1-3, 4-7 und 8-9 simultan mutiert wurden, um die m(1-9)A-Mutante 

herzustellen (Abb. 4.9, Spur 14). Waren dagegen die Cdk-Phosphorylierungsstellen 1-3 intakt 

und lediglich die Phosphorylierungsstellen 4-9 inaktiviert, 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 grundsätzlich bestätigt, wobei die Rolle der 

Cdk-Phosphorylierungsstellen 4-9 präziser aufgelöst werden konnte. 

In Anwesenheit hoher Mengen Clb2 zeigte sich, dass sowohl die Phosphorylierung an den 

Cdk-Motiven 4-7 als auch an den Cdk-Motiven 8-9 alleine hinreichend ist, um die Bindung 

von nukleärem Cdh1-m(1-3)A an den APC/C zu blockieren. Folglich war die intermediäre 

Zunahme der APC/C-Interaktion im Fall der Konstrukte Cdh1-m(1-7)A und Cdh1-m(1-3,8-9)A 

in dem vorangegangenen Experiment ohne Co-Expression von CLB2-ҟdb (Abb. 4.8) der 

negativen Rückkopplung auf die Cdk1-Aktivität geschuldet, die vermutlich zu einer 

Verringerung der Phosphorylierung an den verbliebenen Cdk-Motiven geführt hatte. Die 

robuste Interaktion von Cdh1-m(1-9)A mit dem APC/C in Gegenwart hoher Mengen Clb2, 

und daraus resultierend hoher Cdk1-Aktivität, zeigt zudem, dass Cdk1 die APC/C-Cdh1-

Interaktion vor allem durch die Phosphorylierung von Cdh1 und nicht durch 

Phosphorylierung des APC/C kontrolliert. 

Um den Befund, dass die Bindung von Cdh1 an den APC/C durch die Cdk-

Phosphorylierungsstellen 4-9 gesteuert wird, weiter zu festigen, wurden zur Nachahmung 

dauerhafter Phosphorylierung die Phosphat-akzeptierenden Threonin- und Serinreste an 

diesen Positionen durch Aspartatreste ersetzt (Abb. 4.10 A) und die Interaktion mit dem 

APC/C in asynchron wachsenden Zellen analysiert. 
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Abbildung 4.10: APC/C-Interaktion von Cdh1 in asynchron wachsenden Zellen bei Imitierung dauerhafter 
Phosphorylierung an den Cdk-Motiven 4-9 

(A) Schematische Darstellung der Cdh1-Derivate. Die NLS (oliv), die C-Box (blau), die WD40-Domäne (kräftiges 

gelb) und das IR-Motiv (rot) sind durch farbige Kästen gekennzeichnet. Die Positionen der Cdk-

Phosphorylierungsstellen sind mit weißen Pins markiert. Rote Kreuze symbolisieren die Mutation von 

Phosphat-akzeptierenden Aminosäureresten zu Alaninresten (S/TP zu AP), während schwarze Pins die 

Mutation zu Aspartatresten anzeigen (S/TP zu DP). (B) Westernblot-Analyse zur APC/C-Interaktion von Cdh1, 

Cdh1-m(4-9)D, Cdh1-m(4-9)A, Cdh1-m(1-3)A, Cdh1-m(1-3)A-m(4-9)D und Cdh1-m(1-9)A in asynchron 

wachsenden Zellen. Die Expression der CDH1-Konstrukte von dem GALL-Promotor wurde für 2 h induziert und 

anschließend Gesamtzellextrakte hergestellt. Die Zellen co-exprimierten eine endogen mit dem Myc9-Epitop 

markierte Version der APC/C-Untereinheit Cdc23. Die Immunpräzipitation ό-hHA-IP) der Cdh1-Derivate und die 

anschließende Westernblot-Analyse wurden wie in Abbildung 4.8 B durchgeführt. Als Negativkontrolle (NK, 

Spuren 1 und 8) diente ein Stamm, der CDC23-MYC9 aber kein HA3-CDH1-Konstrukt exprimierte. Die Spuren 2 

und 9 enthalten das Wildtyp-Konstrukt HA3-Cdh1 (WT). Die Sternchen markieren das Signal des für die IP 

verwendeten HA-spezifischen Antikörpers. Verändert nach Höckner et al., 2016. 
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Anders als in Nocodazol-Extrakten co-präzipitierte eine substantielle Menge an Cdc23-Myc9 

mit HA3-Cdh1 in Extrakten der asynchron wachsenden Kultur, welche nicht-phosphoryliertes 

Cdh1 aus Zellen der G1-Phase und späten Mitose enthalten (Abb. 4.10 B, Spur 9). Damit 

übereinstimmend führte die Überexpression von HA3-CDH1 in asynchroner Kultur zu einer 

Verringerung der Clb2-Level um etwa 50%. Die Phospho-mimetische Mutation der Cdk-

Motive 4-9 verhinderte dagegen die Interaktion mit dem APC/C, da das Signal für Cdc23-

Myc9 im Präzipitat des m(4-9)D-Konstrukts nicht höher als das Hintergrundsignal in der 

Negativkontrolle war (Abb. 4.10 B, Spuren 8 und 10). 

Im Gegensatz dazu verbesserte die Entfernung der Cdk-Phosphorylierungsstellen 4-9 durch 

Alanin-Substitutionen die Bindung von Cdh1 an den APC/C (Abb. 4.10 B, Spuren 9 und 11). 

Die m(4-9)D- und m(4-9)A-Mutationen wirkten sich im Kontext des konstitutiv im Kern 

lokalisierten m(1-3)A-Konstrukts ähnlich aus. Während Cdc23-Myc9 im Präzipitat von HA3-

Cdh1-m(1-3)A gefunden wurde, konnte die APC/C-Untereinheit im Präzipitat des m(1-3)A-

m(4-9)D-Konstrukts nicht über Hintergrundniveau detektiert werden (Abb. 4.10 B, Spuren 12 

und 13). Umgekehrt erhöhte die zusätzliche Entfernung der Cdk-Motive 4-9 durch Alanin-

Substitutionen die Bindung von Cdh1-m(1-3)A an den APC/C (Abb. 4.10 B, Spuren 12 und 

14). Da sich die m(4-9)D-Mutation weder auf den regulierten Kerntransport von Cdh1(1-

257)-GFP noch auf die konstitutive Kernlokalisation von Cdh1(1-257)-m(1-3)A-GFP auswirkte 

(Abb. 4.6), kann eine fehlerhafte Lokalisation als Ursache für den Bindungsdefekt der m(4-

9)D-Konstrukte ausgeschlossen werden. Vielmehr unterstützen diese Daten die Vorstellung, 

dass die Phosphorylierung der Cdk-Motive 4-9 die Bindung von Cdh1 an den APC/C inhibiert. 

Trotz der deutlich reduzierten APC/C-Bindung konnte die Überexpression von m(4-9)D-

Derivaten die Degradation von Clb2 induzieren (Abb. 4.10 B, Spuren 3 und 6). Dies deutet 

darauf hin, dass der Austausch zu Aspartat die Phosphorylierung an den Cdk-Motiven nicht 

in vollem Umfang imitieren kann. 

Ebenso wie in Nocodazol-arretierten Zellen (Abb. 4.8 B und 4.9 B) förderte eine Verstärkung 

der Kernlokalisation durch die Entfernung der Cdk-Phosphorylierungsstellen 1-3 die Bindung 

von Cdh1 an den APC/C kaum (Abb. 4.10 B, Spuren 9 und 12). Allerdings verbesserte die 

m(1-3)A-Mutation die Fähigkeit von Cdh1-m(4-9)A, mit dem APC/C zu interagieren (Abb. 

4.10, Spuren 11 und 14) und die Degradation von Clb2 zu vermitteln (Abb. 4.10, Spuren 4 

und 7). Dies unterstützt die Sichtweise, dass sich Cdh1 für die Wechselwirkung mit dem 

APC/C im Zellkern befinden muss. 
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Zusammengefasst konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass die Cdk-

Phosphorylierungsstellen in der NTD von Cdh1 in autonomen Gruppen organisiert sind, 

welche die Aktivität von Cdh1 auf unterschiedliche Weise steuern. Während die Cdk-Motive 

1-3 die Lokalisation von Cdh1 im Zellkern regulieren, kontrollieren die 

Phosphorylierungsstellen 4-9 die Bindung von Cdh1 an den APC/C. 

 

4.2 Regulation von Cdc20 durch APC/C-Cdh1 vermittelte Instabilität 

In der vielschichtigen Regulation des frühen Aktivators Cdc20 nimmt die Proteindegradation 

eine zentrale Rolle ein. Cdc20 ist in allen Zellzyklusphasen instabil und wird über multiple 

Mechanismen degradiert (Prinz et al., 1998; Pfleger und Kirschner, 2000; Reis et al., 2006; 

Robbins und Cross, 2010a; Foe et al., 2011; Foster und Morgan, 2012; Uzunova et al., 2012). 

In der späten Mitose trägt die APC/C-Cdh1 vermittelte Degradation von Cdc20 entscheidend 

zur Inaktivierung der Cdc20-gebundenen APC/C-Isoform bei und begünstigt gleichzeitig den 

Wechsel der Aktivatoren von Cdc20 zu Cdh1. In S. cerevisiae basiert die Erkennung von 

Cdc20 durch APC/C-Cdh1 auf zwei RxxL-Motiven in der NTD von Cdc20 (Prinz et al., 1998; 

Shirayama et al., 1998; Robbins und Cross, 2010a), die der minimalen Konsensussequenz 

einer D-Box entsprechen (Glotzer et al., 1991). Jedoch ist der individuelle Beitrag dieser 

Motive zur Instabilität umstritten (Prinz et al., 1998; Robbins und Cross, 2010a). Um mehr 

über die Erkennung von Cdc20 durch den APC/C-Cdh1 zu lernen, war ein Ziel dieser Arbeit, 

die minimale Abbausequenz (Degron) für die APC/C-Cdh1-vermittelte Degradation von 

Cdc20 zu identifizieren. 

 

4.2.1 Die N-terminalen 80 Aminosäuren von Cdc20 sind hinreichend für 

Kernlokalisation und APC/C-Cdh1-abhängige Instabilität in der G1-Phase 

Um herauszufinden, welche Elemente in Cdc20 für die Instabilität in der G1-Phase 

notwendig sind, wurden durch Verkürzung Subfragmente von Cdc20 hergestellt und auf ihre 

Stabilität hin untersucht. In einem ersten Test sollte mittels Fluoreszenzmikroskopie 

überprüft werden, in welchen Zellzyklusphasen die hergestellten Konstrukte nachweisbar 

sind. Dadurch sollten Rückschlüsse auf die Stabilität der Konstrukte gezogen werden und 

gleichzeitig mögliche Lokalisationselemente identifiziert werden. Cdc20 kann ähnlich wie 

Cdh1 in eine CTD, welche die charakteristische WD40-Domäne enthält, und eine NTD mit 
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regulatorischen Sequenzelementen unterteilt werden (Abb. 4.11 A). Zunächst sollte das 

Lokalisationsmuster der NTD und CTD mit dem Lokalisationsmuster von Cdc20 in voller 

Länge verglichen werden. Zu diesem Zweck wurden sowohl Cdc20 als auch seine 

Subdomänen mit GFP fusioniert (Abb. 4.11 B) und unter die Kontrolle des konstitutiven 

TEF2-Promotors gestellt. 

Im Gegensatz zu nicht-fusioniertem GFP (Abb. 4.1 C) wies GFP-Cdc20 ein deutliches Signal im 

Zellkern von knospenden Zellen auf, wie aus der Co-Lokalisation mit dem Kern-Cherry-

Konstrukt ersichtlich wurde (Abb. 4.11 C, Bildreihen 2 und 3). Dagegen konnte GFP-Cdc20 

trotz konstitutiver Expression nicht in Zellen der G1-Phase detektiert werden (Abb. 4.11 C, 

Bildreihe 1). Dies steht im Einklang mit der bekannten Instabilität von Cdc20 in der G1-Phase 

(Prinz et al., 1998; Shirayama et al., 1998; Robbins und Cross, 2010a) und deutet gleichzeitig 

auf eine besonders starke Degradation in dieser Phase des Zellzyklus hin. Abgesehen von der 

Abwesenheit in der G1-Phase konnten keine Änderungen der Lokalisation im Verlauf des 

Zellzyklus beobachtet werden, was mit Aussagen früherer Arbeiten übereinstimmt 

(Shirayama et al., 1998; Jaquenoud et al., 2002). 

Anders als Cdc20 in voller Länge lokalisierte GFP-Cdc20(243-610), das die CTD von Cdc20 

enthält, nicht nur im Zellkern, sondern war zusätzlich im Zytoplasma angereichert (Abb. 4.11 

D). Darüber hinaus konnte in Zellen mit Knospe, die sich nicht in der Anaphase befanden, ein 

schwaches GFP-Signal am Knospenhals beobachtet werden (Abb. 4.11 D, Pfeil). Somit 

ähnelte die Lokalisation der CTD von Cdc20 stark der zellulären Verteilung der CTD von Cdh1 

(Abb. 4.1 D) und es kann angenommen werden, dass das Lokalisationsmuster von GFP-

Cdc20(243-610) ebenfalls durch Wechselwirkungen mit APC/C-Substraten beeinflusst ist. 

Eine weitere Besonderheit war, dass das GFP-Signal des CTD-Konstrukts auch in Zellen der 

G1-Phase nachgewiesen werden konnte (Abb. 4.11 D). Das GFP-Signal wies in G1 eine 

ähnlich hohe Intensität wie in den übrigen Zellzyklusphasen auf, was bedeutet, dass GFP-

Cdc20(243-610) in dieser Zellzyklusphase stabil ist. Im Gegensatz dazu verhielt sich das NTD-

umfassende Cdh1(1-248)-GFP bezüglich Stabilität und Lokalisation identisch zu GFP-Cdc20 in 

voller Länge, da es sich in knospenden Zellen exklusiv im Zellkern befand (Abb. 4. 11 E, 

Bildreihen 2 und 3), aber in Zellen der G1-Phase nicht zu detektieren war (Abb. 4.11 E, 

Bildreihe 1). Aus diesen Daten kann gefolgert werden, dass die NTD notwendig und 

hinreichend für die exklusive Lokalisation im Zellkern sowie für die Instabilität von Cdc20 in 

der G1-Phase ist. 
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Abbildung 4.11: Lokalisation und Stabilität von Cdc20 und verkürzten Derivaten im Zellteilungszyklus 

(A) Schematische Darstellung von Cdc20. Die RxxL-Motive (orange), die C-Box (blau), das Mad2-

Interaktionsmotiv (MIM, magenta), die WD40-Domäne (grau) und das IR-Motiv (rot) sind mit farbigen Kästen 

gekennzeichnet. Die Zahlen geben Aminosäurepositionen an. NTD: N-terminale Domäne. CTD: C-terminale 

Domäne. (B) Schematische Darstellung der Cdc20-GFP-Fusionskonstrukte basierend auf A. (C ς H) 

Fluoreszenzmikroskopie von lebenden Zellen, die GFP-CDC20 (C), GFP-CDC20(243-610) (D), CDC20(1-248)-GFP 

(E), CDC20(1-180)-GFP (F), CDC20(1-119)-GFP (G) oder CDC20(1-80)-GFP (H) von dem konstitutiven TEF2-

Promotor exprimierten. Die Zellen co-exprimierten das Konstrukt Kern-Cherry zur Visualisierung des Zellkerns. 

Für jedes Konstrukt sind repräsentative Zellen gezeigt, die sich in der G1-Phase (Bildreihe 1), vor der Anaphase 

(Bildreihe 2) oder in der späten Anaphase befinden (Bildreihe 3). Der Maßstabsbalken entspricht 5 µm. DIC: 

Differential-Interferenz-Kontrast.  

 

Um die verantwortlichen Regionen für Kernlokalisation und Degradation in der G1-Phase 

weiter einzugrenzen, wurde die NTD von ihrem C-terminalen Ende ausgehend sukzessiv 

verkürzt und die resultierenden Fragmente wurden für die anschließende Analyse mittels 

Fluoreszenzmikroskopie mit GFP fusioniert (Abb. 4.11 B). Ebenso wie die längeren NTD-

Konstrukte Cdc20(1-180)-GFP (Abb. 4.11 F) und Cdc20(1-119)-GFP (Abb. 4.11 G) zeigte 

Cdc20(1-80)-GFP, das lediglich die N-terminalen 80 Aminosäuren einschließlich der zwei 

RxxL-Motive umfasst, ein prominentes Signal im Zellkern von knospenden Zellen, jedoch kein 

Signal in Zellen der G1-Phase (Abb. 4.11 H). In einer vorangegangenen Arbeit konnte bereits 

gezeigt werden, dass die Entfernung der N-terminalen 65 Aminosäuren sowohl zu einer 

Stabilisierung als auch zu einer reduzierten Kernlokalisation von Cdc20 führt (Höckner, 

2011). In der Summe zeigen diese Daten, dass Cdc20(1-80) nicht nur für den Abbau von 

Cdc20 in der G1-Phase verantwortlich ist, sondern darüber hinaus eine NLS enthält, die 

einen wesentlichen Beitrag zur Kernlokalisation des Proteins leistet. 

Um die Degradation von Cdc20(1-80)-GFP weiter zu charakterisieren, wurde die Stabilität 

des Fusionsporteins im Verlauf des Zellzyklus mittels Zeitrafferaufnahmen verfolgt. Dazu 

wurden Zellen, die CDC20(1-80)-GFP konstitutiv von dem TEF2-Promotor exprimierten, über 

einen Zeitraum von zwei Stunden in 5-minütigen Abständen aufgenommen und 

anschließend die Fluoreszenzintensität des GFP-Signals quantifiziert. 

Zu Beginn der Anaphase konnte ein intensives GFP-Signal im Zellkern detektiert werden 

(Zeitpunkt 0 min in Abb. 4.12 A). Im Verlauf der Kerntrennung stieg die Intensität des 

Gesamtsignals an, bis die Zellkerne ihren maximalen Abstand erreichten (Zeitwert 20 min in 

Abb. 4.12, A und B). Bevor die Mitosespindel zusammenbrach und sich die Verbindung 

zwischen den Zellkernen auflöste (zwischen 20 min und 30 min in Abb. 4.12), verringerte sich 
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die gemessene GFP-Intensität zunächst langsam und nahm ab dem Zeitpunkt des Abknickens 

der Knospe (Zeitwert 50 min in Abb. 4.12) mit zunehmenden Raten ab. 

 

 

Abbildung 4.12: Fluktuation von Cdc20(1-80)-GFP im Zellteilungszyklus 

(A) Fluoreszenzmikroskopie von lebenden Zellen, die CDC20(1-80)-GFP von dem konstitutiven TEF2-Promotor 

exprimierten. Es wurden Zeitrafferaufnahmen über einen Zeitraum von 2 h und mit Abständen von 5 min 

erstellt. Die Zellen co-exprimierten das Konstrukt Kern-Cherry zur Visualisierung des Zellkerns. Die beginnende 

Elongation des Zellkerns wurde als Anaphase-Beginn festgelegt und diente als zeitlicher Bezugspunkt (t = 0 

min). Es sind ausgewählte Zeitwerte für eine repräsentative Zelle gezeigt. Der Maßstabsbalken entspricht 5 µm. 

DIC: Differential-Interferenz-Kontrast. (B und C) Quantifizierung des GFP-Signals der in A gezeigten Zelle. Die 

Fluoreszenzintensität des GFP-Signals wurde gemessen, auf den Maximalwert des Gesamtsignals normiert und 

gegen die Zeit aufgetragen. Das Gesamtsignal (B) setzt sich nach der Kerntrennung aus den Signalen von 

Mutter und Tochterzelle (C) zusammen. 

 

Die GFP-Signale in Mutter- und Tochterzelle sanken dabei in vergleichbarem Maße (Abb. 

4.12 C) und erreichten 20 min nach Abtrennung der Knospe ein Minimum in der G1-Phase 

(Zeitwert 70 min in Abb. 4.12). Zeitgleich mit der Bildung einer neuen Knospe stieg das GFP-

Signal im Zellkern der Mutterzelle wieder an (Zeitwert 90 min in Abb. 4.12), wogegen das 

Signal in der Tochterzelle, die während der Aufnahme nicht in einen neuen Zellzyklus eintrat, 

auf niedrigem Niveau verblieb. Aus der Fluktuation des GFP-Signals lässt sich schließen, dass 
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der Abbau von Cdc20(1-80)-GFP in der späten Anaphase beginnt und bis zum Ende der G1-

Phase andauert. 

 

 

Abbildung 4.13: Rolle von Cdh1 für die Fluktuation von Cdc20(1-80)-GFP im Zellteilungszyklus 

(A und B) Fluoreszenzmikroskopie von Wildtyp-Zellen (CDH1, A) und Zellen mit Deletion des CDH1-Gens 

(ŎŘƘмɲ, B), die CDC20(1-80)-GFP von dem konstitutiven TEF2-Promotor exprimierten. Es wurden über einen 

Zeitraum von 2h Zeitrafferaufnahmen in 5-minütigen Abständen erstellt und ausgewählte Zeitwerte sind für 

jeweils eine repräsentative Zelle gezeigt. Die Zellen co-exprimierten das Konstrukt Kern-Cherry zur 

Visualisierung des Zellkerns. Der Zusammenbruch der Mitosespindel wurde als zeitlicher Bezugspunkt (t = 0 

min) ausgewählt und an Hand des Abstands zwischen den trennenden Zellkernen bestimmt. Der 

Maßstabsbalken entspricht 5 µm. DIC: Differential-Interferenz-Konstrast. (C und D) Quantifizierung des GFP-

Signals für die in A gezeigte CDH1- (C) und die in B gezeigte ŎŘƘмɲ-Zelle (D). Die gemessenen 

Fluoreszenzintensitäten wurden auf den Maximalwert des Gesamtsignals, das sich aus der Summe der 
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Signalintensitäten von Mutter- und Tochterzelle ergibt, normiert und gegen die Zeit aufgetragen. Verändert 

nach Arnold et al., 2015. 

 

Die Zeitspanne der Instabilität, die sich von der späten Mitose bis zum Ende der G1-Phase 

erstreckte, lässt vermuten, dass Cdc20(1-80)-GFP durch APC/C-Cdh1 für den Abbau markiert 

wird. Um diese Annahme zu bestätigen, wurde die Stabilität des Fusionsproteins in Zellen, in 

denen das CDH1-Gen deletiert wurde (ŎŘƘмҟ), mittels Zeitrafferaufnahmen untersucht und 

mit der Stabilität in Wildtyp-Zellen verglichen. Anders als in Wildtyp-Zellen, in denen das 

GFP-Signal in bekannter Weise fluktuierte (Abb. 4.13 A und C), nahm die Signalintensität von 

Cdc20(1-80)-GFP in cŘƘмҟ-Zellen während der späten Mitose und der folgenden G1-Phase 

nicht ab, sondern blieb sowohl in Mutter- als auch in Tochterzellen auf einem hohem Niveau 

(Abb. 4.13 B und D). Zudem verringerten sich die gemessenen Fluoreszenzintensitäten 

weder in Wildtyp- noch in ŎŘƘмҟ-Zellen in dem Zeitraum vor der Anaphase (Abb. 8.6 im 

Anhang), sodass ein möglicher Beitrag des frühen Aktivators Cdc20 zur Degradation von 

Cdc20(1-80)-GFP ausgeschlossen werden kann. Somit handelt es sich bei Cdc20(1-80) um ein 

Degron, das ausschließlich durch APC/C-Cdh1 erkannt wird. 

 

4.2.2 Eine D-Box und eine NLS sind essentielle Bestandteile des Cdc20(1-80)-

Degrons 

Als nächstes sollten in Cdc20(1-80) die Abbausignale, die für die Erkennung des Degrons 

durch Cdh1 notwendig sind, bestimmt werden. Hierzu wurden Verkürzungen und mutierte 

Versionen des Degrons hergestellt und als GFP-Fusion unter Kontrolle des regulierbaren 

GAL1-Promotors gestellt. Um die Stabilität dieser Derivate in der G1-Phase zu untersuchen, 

wurde die Expression der Konstrukte für zwei Stunden in Zellen induziert, die zuvor mit dem 

tŀŀǊǳƴƎǎǇƘŜǊƻƳƻƴ ʰ-Faktor in der G1-Phase arretiert wurden. Nach Abschalten der 

Expression wurde die Stabilität der Degron-Derivate in Westernblot-Analysen verfolgt. Die 

Detektion der Fusionsproteine erfolgte über ein N-terminales Myc3-Epitop. Durch Messung 

des DNA-Profils der Zellen mittels Durchflusszytometrie wurde sichergestellt, dass der Arrest 

in der G1-Phase für die Dauer des Experiments vollständig war. Zudem wurde im Vorfeld die 

Expression der CDC20-GFP-Konstrukte in asynchron wachsenden Zellen überprüft, um die 

Interpretation der Stabilitätsmessungen zu erleichtern (Abb. 8.7 im Anhang). Zusätzlich zu 

den Stabilitätsmessungen wurde die Lokalisation der Derivate in asynchron wachsenden 

Zellen mittels Fluoreszenzmikroskopie analysiert. 
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Abbildung 4.14: Bedeutung der RxxL-Motive des Cdc20(1-80)-Degrons für die Instabilität in der G1-Phase 

(A) Sequenz der N-terminalen 80 Aminosäuren von Cdc20 aus S. cerevisiae. Die Positionen der RxxL-Motive sind 

durch orange Kästen gekennzeichnet. Die Zahlen definieren Aminosäurepositionen. (B ς F) Stabilität in der G1-

Phase und Lokalisation von GFP (B), Cdc20(1-80)-GFP (C), cdc20(1-80)rxxl1/2-GFP (D), cdc20(1-80)rxxl2-GFP (E) 

und cdc20(1-80)rxxl1-DCt όCύΦ CǸǊ ŘƛŜ {ǘŀōƛƭƛǘŅǘǎƳŜǎǎǳƴƎŜƴ ǿǳǊŘŜƴ ŘƛŜ ½ŜƭƭŜƴ Ƴƛǘ ʰ-Faktor in der G1-Phase 

arretiert und anschließend die Expression der GFP-Konstrukte von dem GAL1-Promotor für 2 h induziert. Nach 



ERGEBNISSE 

77 

Abschalten der Expression durch Glukose (t = 0 min) wurde zu den angegebenen Zeitpunkten Proben 

entnommen und sowohl Proteinrohextrakte für die Westernblot-Analyse (links) hergestellt als auch Zellen mit 

Sytox-Green für die Messung des DNA-Gehalts mittels Durchflusszytometrie (Mitte) gefärbt (1C: einfacher 

DNA-Gehalt). Der Nachweis der GFP-Konstrukte im Westernblot erfolgte über ein N-terminales Myc3-Epitop 

mit Hilfe eines Myc-spezifischen Antikörpers. Als Ladekontrolle wurde Tubulin (Tub2) mit einem spezifischen 

Antiserum detektiert. Über den Westernblot-Abbildungen sind schematische Darstellungen der Konstrukte 

gezeigt. Die orangenen Kästen kennzeichnen die RxxL-Motive und rote Kreuze symbolisieren deren 

Inaktivierung durch Alanin-Mutagenese (RxxL zu AxxA). Die Zahlen geben Aminosäurepositionen an. Für die 

Fluoreszenzmikroskopie lebender Zellen (rechts) wurde die Expression der GFP-Konstrukte von dem GAL1-

Promotor vorab für 1 h in asynchron wachsenden Zellen induziert, welche zusätzlich das Konstrukt Kern-Cherry 

zur Visualisierung des Zellkerns exprimierten. Es sind repräsentative Zellen der G1-Phase (obere Bildreihe) und 

der Mitose (untere Bildreihe) gezeigt. Der Maßstabsbalken entspricht 5 µm. DIC: Differential-Interferenz-

Kontrast. Verändert nach Arnold et al., 2015. 

 

Als Kontrolle wurde zunächst nicht-fusioniertes GFP untersucht, das in G1-arretierten Zellen 

stabil war und ein vergleichbares Signal in Zellen der G1-Phase als auch in Zellen der 

Anaphase aufwies (Abb. 4.14 B). Dagegen konnte für Cdc20(1-80)-GFP eine hohe Instabilität 

in der G1-Phase dokumentiert werden. Zum einen akkumulierte Cdc20(1-80)-GFP in G1-

arretierten Zellen in geringerem Ausmaß als in asynchron wachsenden Zellen (Abb. 8.8 im 

Anhang). Zum anderen war die Proteinmenge von Cdc20(1-80)-GFP in G1-arretierten Zellen 

bereits 15 min nach Abschalten der Expression deutlich reduziert und konnte nach 30 min 

nicht mehr nachgewiesen werden (Abb. 4.14 C). Damit übereinstimmend zeigte Cdc20(1-80)-

GFP ein robustes Signal im Zellkern von mitotischen Zellen, aber war trotz Überexpression 

kaum in Zellen der G1-Phase zu detektieren (Abb. 4.14 C). 

Das Cdc20(1-80)-Degron enthält beide RxxL-Motive der NTD (Abb. 4.14 A), denen in früheren 

Arbeiten unterschiedliche Bedeutung für die Degradation in der G1-Phase zugewiesen 

wurde. Während in einer Studie berichtet wurde, dass der Abbau von Cdc20 in der G1-Phase 

nur durch das erste RxxL-Motiv (RxxL1, beginnend ab Position 17) vermittelt wird (Prinz et 

al., 1998), konnte in weiteren Studien auch für das zweite Motiv (RxxL2, beginnend ab 

Position 60) ein Beitrag zur Instabilität nachgewiesen werden (Shirayama et al., 1998; 

Robbins und Cross, 2010a). Um die Rolle der RxxL-Motive für die Degradation von Cdc20 zu 

klären, wurden die RxxL-Motive sowohl in Kombination als auch separat durch Austausch 

der konservierten Arginin- und Leucinreste durch Alaninreste mutiert (AxxA). 

Die Mutation beider RxxL-Motive führte zu einer deutlichen Stabilisierung des 

Fusionsproteins in der G1-Phase, sodass das resultierende Konstrukt cdc20(1-80)-rxxl1/2-

GFP in Zellen der G1-Phase und der Mitose gleichermaßen detektiert werden konnte (Abb. 

4.14 D). Neben der Lokalisation im Zellkern wies cdc20(1-80)-rxxl1/2-GFP, im Gegensatz zu 



ERGEBNISSE 

78 

dem Wildtyp-Konstrukt, zusätzlich ein Signal im Zytoplasma auf (Abb. 4.14 D). Da Cdc20(1-

80)-GFP in asynchron wachsenden Zellen stärker exprimiert wird als die rxxl1/2-Mutante 

(Abb. 8.7 im Anhang), kann eine verstärkte Expression als Ursache für die veränderte 

Lokalisation des rxxl1/2-Konstrukts ausgeschlossen werden. Vielmehr deutet dies darauf hin, 

dass die Mutation der RxxL-Motive neben der Stabilität auch die Lokalisation von Cdc20(1-

80)-GFP beeinflusst. Die Mutation des zweiten RxxL-Motivs alleine bewirkte keine 

Stabilisierung in der G1-Phase, da cdc20(1-80)rxxl2-GFP, trotz eines robusten Signals in 

asynchron wachsenden Zellen (Abb. 8.7 im Anhang), in G1-arretierten Zellen kaum 

akkumulierte und sehr rasch nach Abschalten der Expression verschwand (Abb. 4.14 E). 

Entsprechend konnte das rxxl2-Konstrukt mittels Fluoreszenzmikroskopie nicht in Zellen der 

G1-Phase detektiert werden (Abb. 4.14 E). Interessanterweise lokalisierte die rxxl2-Mutante 

in Zellen außerhalb der G1-Phase ebenso wie die rxxl1/2-Mutante nicht nur im Zellkern, 

sondern war auch im Zytoplasma nachzuweisen (Abb. 4.14 E). Daraus lässt sich ableiten, 

dass das RxxL2-Motiv einen Beitrag zur exklusiven Lokalisation von Cdc20(1-80)-GFP im 

Zellkern leistet. Im Gegensatz zur Mutation von RxxL2 war die Entfernung von RxxL1 

ausreichend, um die Degradation von Cdc20(1-80)-GFP in G1-arretierten Zellen zu 

verhindern (Abb. 4.14 F). Dadurch war das stabilisierte rxxl1-Konstrukt nicht nur in 

mitotischen, sondern auch in G1-Zellen zu detektieren und wies dabei ein exklusives Signal 

im Zellkern auf (Abb. 4.14 F). Da das erste RxxL-Motiv sowohl hinreichend als auch 

notwendig für die Degradation von Cdc20(1-80)-GFP in der G1-Phase war, kann gefolgert 

werden, dass RxxL1 Bestandteil einer funktionellen D-Box ist, die für die Erkennung durch 

APC/C-Cdh1 essentiell ist. 

Auf Grund der Beobachtung, dass das zweite RxxL-Motiv (RxxL2) verzichtbar für die 

Instabilität in der G1-Phase ist, wurden C-terminale Verkürzungen des Cdc20(1-80)-Degrons 

hergestellt, um die minimal notwendige Abbausequenz weiter einzugrenzen. Die Deletion 

der Aminosäuren 70-80 blieb ohne nennenswerten Einfluss auf die Instabilität des 

Fusionsproteins, da das resultierende Cdc20(1-69)-GFP-Konstrukt, das noch beide RxxL-

Motive enthält, in G1-arretierten Zellen einem zügigen Abbau unterlag (Abb. 4.15 A). 

Allenfalls konnte ein, im Vergleich zu Cdc20(1-80)-GFP, leicht erhöhtes Signal im Zytoplasma 

von Anaphase-Zellen detektiert werden, was auf eine unvollständige Lokalisation von 

Cdc20(1-69)-GFP im Zellkern hinweist (Abb. 4.15 A). 
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Abbildung 4.15: Notwendige Sequenzelemente des Cdc20(1-80)-Degrons für die Instabilität in der G1-Phase 

(A ς F) Stabilität in der G1-Phase und Lokalisation von Cdc20(1-69)-GFP (A), Cdc20(1-50)-GFP (B), Cdc20(41-80)-

GFP (C), cdc20(41-80)rxxl2-GFP (D), Cdc20(1-50)-GFP+NLS (E) und Cdc20(1-40)-GFP+NLS (F). Die 

Stabilitätsmessungen, die Bestimmung des DNA-Gehalts und die Fluoreszenzmikroskopie wurden wie in 

Abbildung 4.14 B ς F beschrieben durchgeführt. Über den Westernblot-Abbildungen sind schematische 

Darstellungen der Konstrukte gezeigt. Die orangenen Kästen kennzeichnen die RxxL-Motive und das rote Kreuz 

symbolisiert die Inaktivierung von RxxL2 durch Alanin-Mutagenese (RxxL zu AxxA). Im Vergleich zu Cdc20(1-80) 

deletierte Regionen sind durch schwarze Linien markiert. Die Zahlen geben Aminosäurepositionen an. Das 1C-

Signal in den DNA-Profilen (Mitte) repräsentiert Zellen mit einfachem DNA-Gehalt. Es sind repräsentative Zellen 

der G1-Phase (obere Bildreihe) und der Mitose (untere Bildreihe) gezeigt. Der Maßstabsbalken entspricht 5 µm. 

DIC: Differential-Interferenz-Kontrast. Verändert nach Arnold et al., 2015. 

 

Eine weitere Verkürzung des Degrons auf die ersten 50 Aminosäuren, wodurch das RxxL2-

Motiv entfernt wurde, führte zu einer deutlichen Stabilisierung des Proteins, sodass 

Cdc20(1-50)-GFP auch 75 min nach Abschalten der Expression in G1-arretierten Zellen 

nachgewiesen werden konnte (Abb. 4.15 B). Die Verkürzung hatte zudem einen 

weitestgehenden Verlust der Kernlokalisation zur Folge, da Cdc20(1-50)-GFP sowohl in Zellen 

der Mitose als auch in Zellen der G1-Phase hauptsächlich im Zytoplasma lokalisierte (Abb. 

4.15 B). Daraus lässt sich schließen, dass der deletierte Bereich essentielle Elemente für die 

Lokalisation des Degrons im Zellkern enthält. In der Tat befand sich das Konstrukt Cdc20(41-

80)-GFP, das die C-terminale Hälfte des Degrons umfasst, vorwiegend im Zellkern (Abb. 4.15 

C). Dies bestätigt das Vorhandensein einer bisher unbekannten NLS in dem Cdc20(41-80)-

Segment. Das Cdc20(41-80)-GFP-Konstrukt erwies sich als stabil in G1-arretierten Zellen und 

konnte sowohl in Zellen der G1-Phase als auch in Zellen der Anaphase mittels 

Fluoreszenzmikroskopie detektiert werden (Abb. 4.15 C). Somit ist dieser Bereich nicht 

hinreichend, um Instabilität in der G1-Phase zu vermitteln. Interessanterweise verhinderte 

die Mutation von RxxL2 die Kernlokalisation von Cdc20(41-80)-GFP nahezu vollständig (Abb. 

4.15 D). Daraus lässt sich schließen, dass das RxxL2-Motiv eine wichtige Komponente der 

neu identifizierten NLS ist. Da sich die rxxl2-Mutation im Kontext des vollständigen Cdc20(1-

80)-Degrons weniger stark auswirkte (Abb. 4.14 D und E), scheinen Sequenzen innerhalb der 

Aminosäuren 1-40 die Kernlokalisation ebenfalls zu unterstützen, ohne hinreichend dafür zu 

sein. 

Die konstitutive Lokalisation des APC/C im Zellkern sowie die Zellzyklus-abhängige 

Kernlokalisation von Cdh1 während der späten Mitose und der G1-Phase (Kapitel 4.1) lassen 

vermuten, dass die Ubiquitinierung durch den APC/C-Cdh1 vorwiegend im Zellkern 

stattfindet. Somit könnte die beobachtete Stabilisierung von Cdc20(1-50)-GFP in der G1-
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Phase durch die überwiegend zytoplasmatische Lokalisation des Konstrukts bedingt sein. Um 

diese Möglichkeit zu überprüfen, wurde eine heterologe, von dem Transkriptionsfaktor Swi5 

abgeleitete NLS an das C-terminale Ende von Cdc20(1-50)-GFP fusioniert, wodurch das 

Konstrukt Cdc20(1-50)-GFP+NLS entstand. Mit Hilfe der heterologen NLS konnte die 

Lokalisation des Fusionsproteins im Zellkern wiederhergestellt werden (Abb. 4.15 E). 

Gleichzeitig war Cdh1(1-50)-GFP+NLS wieder weitgehend instabil in der G1-Phase (Abb. 4.15 

E). Um auszuschließen, dass die NLS-Fusion unbekannte Abbausignale enthält und an sich 

destabilisierend wirkte, wurde die NLS als Kontrolle mit nicht-fusioniertem GFP verknüpft. 

Da das resultierende GFP+NLS-Konstrukt in G1-arretierten Zellen stabil war (Abb. 8.9 A im 

Anhang), kann aus diesen Daten geschlossen werden, dass Cdc20(1-50)-GFP hinreichend für 

Cdh1-vermittelte Degradation ist, sofern es sich im Zellkern befindet. Dies deutet darüber 

hinaus an, dass Kernlokalisation eine wichtige Voraussetzung für die Instabilität des Cdc20-

Degrons in der G1-Phase ist. 

Zur weiteren Kartierung der minimalen Abbausequenz wurde Cdc20(1-50) um weitere 10 

Aminosäuren verkürzt. Ebenso wie Cdc20(1-50)-GFP lokalisierte das kürzere Cdc20(1-40)-

GFP vornehmlich im Zytoplasma und war nahezu stabil in G1-arretierten Zellen (Abb. 8.9 B 

im Anhang). Durch Fusion der heterologen NLS konnte zwar die fehlerhafte Lokalisation 

Cdc20(1-40)-GFP im Zytoplasma behoben werden, allerdings wurde dadurch nicht wie im 

Fall von Cdc20(1-50)-GFP die Degradation in der G1-Phase verbessert (Abb. 4.15 F). 

Stattdessen war das überwiegend im Zellkern lokalisierte Cdc20(1-40)-GFP+NLS in G1-

arretierten Zellen stabil (Abb. 4.15 F), was bedeutet, dass sich innerhalb der Aminosäuren 

40-50 wichtige Elemente für den Cdh1-vermittelten Abbau des Cdc20-Degrons befinden. 

In der Summe belegen diese Daten, dass das Cdc20-Degron eine einzelne D-Box enthält, die 

für die Erkennung durch APC/C-Cdh1 verantwortlich ist. Ein weiteres notwendiges Element 

des Degrons ist eine NLS, die durch Lokalisation des Degrons im Zellkern den Abbau in der 

G1-Phase unterstützt. 

 

4.2.3 Das Cdc20(1-80)-Degron ist im Nukleoplasma maximal instabil 

Die Deletion der internen NLS führte zu einer Fehllokalisation des Cdc20-Degrons im 

Zytoplasma und bewirkte gleichzeitig eine Stabilisierung des Konstrukts in der G1-Phase 

(Abb. 4.15 B). Interessanterweise konnte mit Hilfe einer heterologen NLS nicht nur die 

Kernlokalisation, sondern auch die Instabilität in der G1-Phase wieder hergestellt werden 
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(Abb. 4.15 E). Dies lässt den Schluss zu, dass sich das Cdc20-Degron für die APC/C-Cdh1 

vermittelte Degradation im Zellkern befinden muss. Um diese Interpretation zu 

untermauern, sollte die Kernlokalisation von Cdc20(1-80)-GFP verhindert werden und der 

Einfluss auf die Stabilität des Degron-Konstrukts getestet werden. Hierzu wurde das 

Kernexportsignal (NES, nuclear export signal) des Exportfaktors Nmd3, der an dem 

Kernexport der 60S-Untereinheit der Ribosomen beteiligt ist (Gadal et al., 2001), an das C-

terminale Ende von Cdc20(1-80)-GFP fusioniert. Das entstandene Konstrukt Cdc20(1-80)-

GFP+NES lokalisierte in allen Zellzyklusphasen im Zytoplasma und schien vom Zellkern 

weitgehend ausgeschlossen (Abb. 4.16 A). Dies zeigt, dass der Export durch die Nmd3-NES 

stärker als der Import durch die natürliche NLS in Cdc20(1-80) ist. Zudem war Cdc20(1-80)-

GFP+NES in G1-arretierten Zellen erheblich stabilisiert (Abb. 4.16 A). Dagegen wurde die 

Degradation von Cdc20(1-80)-GFP durch die C-terminale Fusion der Swi5-NLS nicht 

beeinträchtigt (Abb. 4.16 B), wodurch ein stabilisierender Effekt durch die Veränderung des 

C-Terminus von Cdc20(1-80)-GFP ausgeschlossen werden kann. Diese Daten erhärten den 

Befund, dass die APC/C-Cdh1 vermittelte Degradation von Cdc20(1-80)-GFP im 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 

(Topper et al., 2002; Melloy und Holloway, 2004). Dies wirft die Frage auf, ob die Aktivität 

von APC/C-Cdh1 innerhalb des Zellkerns auf Grund von lokalen Konzentrationsunterschieden 

variiert. Um diese Frage zu beantworten, sollte mit Hilfe geeigneter Proteinfusionen die 

Lokalisation von Cdc20(1-80)-GFP in bestimmten Subkompartimenten des Zellkerns erhöht 

werden. Anschließend sollte untersucht werden, ob der Abbau des Degron-Konstrukts in der 

G1-Phase durch die veränderte Lokalisation beeinflusst wird. 

Zunächst wurde Cdc20(1-80)-GFP mit den Histonen H1 und H2B verknüpft, um zu 

überprüfen, ob die APC/C-Cdh1 vermittelte Degradation am Chromatin höher als im 

Nukleoplasma ist. Die entstandenen Fusionsproteine wurden sowohl mit dem Kern-Cherry-

Konstrukt als auch mit dem Histonmarker H2A-3mCherry co-exprimiert, um einen möglichen 

Einfluss der Histonfusionsanteile auf die Lokalisation überprüfen zu können. Die H1-Fusion 

war ähnlich wie der Zellkernmarker Kern-Cherry im gesamten Zellkern verteilt (Abb. 8.10 A 

im Anhang) und wies ein weitläufigeres Signal als H2A-yEmRFP auf (Abb. 4.16 C). 
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Abbildung 4.16: Einfluss der subzellulären Lokalisation auf die Instabilität des Cdc20(1-80)-Degrons in der G1-
Phase 

(A ς E) Lokalisation und Stabilität in der G1-Phase von Cdc20(1-80)-GFP+NES (A), Cdc20(1-80)-GFP+NLS (B), 

Cdc20(1-80)-GFP+H1 (C), Cdc20(1-80)-GFP+H2B (D) und Cdc20(1-80)-GFP+Hmo1 (E). Die 

Fluoreszenzmikroskopie, die Stabilitätsmessungen und die Bestimmung des DNA-Gehalts wurden wie in 

Abbildung 4.14 B ς F beschrieben durchgeführt. Für die Fluoreszenzmikroskopie (links) wurden Zellen 
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verwendet, die entweder das Konstrukt Kern-Cherry zur Visualisierung des Zellkerns (A und B), H2A-mRFP zur 

Visualisierung des Histon-Oktamers (C und D) oder Nop56-3mCherry zur Visualisierung des Nukleolus (E) co-

exprimierten. Es sind repräsentative Zellen der G1-Phase (obere Bildreihe) und der Mitose (untere Bildreihe) 

gezeigt. Der Maßstabsbalken entspricht 5 µm. DIC: Differential-Interferenz-Kontrast. Über den Westernblot-

Abbildungen sind schematische Darstellungen der Konstrukte gezeigt. Die orangenen Kästen kennzeichnen die 

RxxL-Motive und die Zahlen geben Aminosäurepositionen an. Das 1C-Signal in den DNA-Profilen (rechts) 

repräsentiert Zellen mit einfachem DNA-Gehalt. Verändert nach Arnold et al., 2015. 

 

Dagegen co-lokalisierte die H2B-Fusion mit H2A-yEmRFP in einer kompakteren Struktur 

(Abb. 4.16 D), die eine geringere Ausdehnung im Zellkern als Kern-Cherry zeigte (Abb. 8.10 B 

im Anhang). Dieses Lokalisationsmuster steht im Einklang mit der Organisation der 

Histonproteine im Chromatin, da das Histon H2B als Bestandteil des Histon-Oktamers den 

Kern der Nukleosomen bildet und kompakt im Chromatin eingebunden ist, während das 

Linker-Histon H1 im Gegensatz dazu eine lockere Assoziation mit dem Chromatin aufweist. 

Cdc20(1-80)-GFP+H1 war in G1-arretierten Zellen ähnlich instabil wie das nicht-fusionierte 

Cdc20(1-80)-GFP (Abb. 4.14 C und 4.16 C), wohingegen die Degradation in der G1-Phase 

durch die H2B-Fusion etwas verringert wurde, sodass Cdc20(1-80)-GFP+H2B 15 min nach 

Abschaltung der Expression noch ein robustes Signal im Westernblot zeigte, das erst nach 30 

min sichtlich schwächer wurde (Abb. 4.16 D). Daraus lässt sich ableiten, dass die Aktivität 

von APC/C-Cdh1 am Chromatin nicht erhöht ist. Im Gegenteil scheint die Einbindung von 

Cdc20(1-80)-GFP in das Histon-Oktamer die Effizienz der APC/C-Cdh1 vermittelten 

Degradation zu verringern. 

Ein weiteres Subkompartiment des Zellkerns ist der Nukleolus, der sich um die ribosomale 

DNA bildet und wichtige Funktionen in der Ribosomenbiogenese übernimmt (Boisvert et al., 

2007). Um die Aktivität von APC/C-Cdh1 im Nukleolus zu messen, wurde Cdc20(1-80)-GFP 

mit dem HMG-Box-Protein Hmo1 fusioniert, das an ribosomale DNA bindet (Merz et al., 

2008; Wittner et al., 2011). Cdc20(1-80)-GFP+Hmo1 co-lokalisierte überwiegend mit dem 

nukleolären Protein Nop56 (Abb. 4.16 E), das an der Prozessierung der ribosomalen RNA im 

Nukleolus beteiligt ist (Tschochner und Hurt, 2003) und mit Hilfe einer 3mCherry-Fusion 

visualisiert wurde. Zusätzlich zur Lokalisation im Nukleolus wies das Hmo1-Fusionskonstrukt 

noch ein schwaches Signal im umgebenden Nukleoplasma auf (Abb. 4.16 E und Abb. 8.10 C 

im Anhang). Die Stabilitätsmessungen ergaben, dass der Abbau von Cdc20(1-80)-GFP+Hmo1 

in G1-arretierten Zellen im Vergleich zu nicht-fusioniertem Cdc20(1-80)-GFP reduziert war 

(Abb. 4.14 C und 4.16 E). Dies deutet daraufhin, dass Cdc20(1-80)-GFP durch die Lokalisation 

im Nukleolus stabilisiert wurde. 
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Zusammengefasst führen diese Beobachtungen zu der Schlussfolgerung, dass der durch 

APC/C-Cdh1 vermittelte Abbau von Cdc20(1-80)-GFP maximal ist, wenn das Degron-

Konstrukt frei zugänglich im Nukleoplasma vorliegt. 

 

4.2.4 Die Instabilität des Cdc20(1-80)-Degrons könnte durch Cdk1-Phosphorylierung 

reguliert sein 

Der Abbaubeginn von APC/C-Substraten wird in erster Linie durch die kontrollierte 

Aktivierung des APC/C im Zellteilungszyklus bestimmt. In manchen Fällen wird der Zeitpunkt 

des Abbaus jedoch zusätzlich durch post-translationale Modifikation des Substrats reguliert. 

So wird der Replikationsfaktor Cdc6 in humanen Zellen durch Phosphorylierung an Cdk-

Phosphorylierungsstellen, die sich neben APC/C-Erkennungssignalen befinden und die 

Ubiquitinierung durch APC/C-Cdh1 verhindern, stabilisiert (Mailand und Diffley, 2005). In S. 

cerevisiae hemmt die Phosphorylierung der Substrate Pds1 (Securin) und Dbf4 durch Cdk1 in 

der Nähe ihrer Abbausignale die Ubiquitinierung durch APC/C-Cdc20, wodurch der 

Abbaubeginn der beiden Proteine in vivo reguliert wird (Holt et al., 2008; Lu et al., 2014). 

Interessanterweise befindet sich in Cdc20 von S. cerevisiae eine potentielle Cdk-

Phosphorylierungsstelle (SPTK ab Position 24) unmittelbar C-terminal des RxxL1-Motivs 

(Abb. 4.17 A), das als D-Box und essentielles Abbausignal des Cdc20-Degrons identifiziert 

wurde (Abb. 4.14). Um zu überprüfen, ob der Abbaubeginn von Cdc20 durch die 

Phosphorylierung in der Nähe der D-Box beeinflusst wird, wurde die potentielle Cdk-

Phosphorylierungsstelle in Cdc20(1-80)-GFP durch Mutation des Serinrests zu einem 

Alaninrest (S24A) entfernt. Zusätzlich wurde der Serinrest durch einen Aspartatrest (S24D) 

ausgetauscht, wodurch konstitutive Phosphorylierung an dieser Position imitiert werden 

sollte. Anschließend wurde die Stabilität der verschiedenen Derivate im Zellzyklus mittels 

Fluoreszenzmikroskopie verfolgt. Hierzu wurden die Konstrukte vom konstitutiven TEF2-

Promotor exprimiert und Zeitrafferaufnahmen mit 5-minütigen Abständen über einen 

Zeitraum von zwei Stunden erstellt. Die Fluoreszenzintensitäten der detektierten GFP-

Signale wurden quantifiziert und der Beginn der Kerntrennung als zeitlicher Bezugspunkt zur 

Normalisierung der Zeitachsen einzelner Abbaukurven ausgewählt, um die verschiedenen 

Derivate hinsichtlich des Zeitpunkts und der Kinetik ihres Abbaus vergleichen zu können. 

Zunächst wurde der Abbau von Cdc20(1-80)-GFP näher charakterisiert. Wie aus der Analyse 

des Gesamtsignals für Mutter- und Tochterzelle ersichtlich wurde, stieg die Proteinmenge 
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von Cdc20(1-80)-GFP bis zur Anaphase an und schwankte in den 25 min vor Beginn der 

Anaphase um einen Maximalwert (Abb. 4.17 E). Der Abbau von Cdc20(1-80)-GFP setzte 

schließlich im Mittel 14,5 min (± 15,4 min) nach Beginn der Kerntrennung ein (Abb. 4.17 E 

und F). Mutterzellen weisen in vielen Fällen nur eine kurze G1-Phase auf und treten 

schneller in den nächsten Zellzyklus ein als Tochterzellen (Abb. 4.17 B). Zum Teil bildeten 

Mutterzellen bereits 5 min nach der Zelltrennung eine neue Knospe und das Cdc20(1-80)-

GFP-Signal verringerte sich auf Grund der sehr kurzen G1-Phase kaum. Dadurch waren die 

für Mutterzellen kalkulierten Abbaukurven (Abb. 8.11 A im Anhang) wesentlich inhomogener 

als die Abbaukurven, die für Tochterzellen erstellt wurden (Abb. 8.11 B im Anhang). So nahm 

das GFP-Signal in einigen Mutterzellen kaum ab, während in anderen Mutterzellen eine 

ähnlich starke Degradation wie in Tochterzellen beobachtet werden konnte (Abb. 8.11 A im 

Anhang). Daher wurde für weitere statistische Auswertungen die Degradation in 

Tochterzellen herangezogen, in denen die gemittelte Signalintensität von Cdc20(1-80)-GFP 

bis auf ein Fünftel des Maximalwerts sank (Abb. 4.17 G). Der Zeitpunkt des Abbaubeginns 

von Cdc20(1-80)-GFP lag in Tochterzellen mit 20,6 min (± 5,3 min) etwas höher als der Wert, 

der für das Gesamtsignal errechnet werden konnte (Abb. 4.17 E und H). Diese Abweichung 

kann dadurch erklärt werden, dass im Zuge der Kerntrennung das Kernvolumen des 

entstehenden Tochter-Zellkerns zunächst zunimmt, wodurch der eigentliche Abbaubeginn in 

der Tochterzelle möglicherweise überdeckt wird. 

Als weiterer Parameter zur Charakterisierung des Abbaus wurde außerdem der Zeitwert 

bestimmt, an dem die gemessene Signalintensität erstmals weniger als die Hälfte des 

Maximalwerts betrug. Dies war für Cdc20(1-80)-GFP 41,9 min (± 5,3 min) nach Beginn der 

Kerntrennung der Fall (Abb. 4.17 I). Im Durchschnitt erreichte das Signal von Cdc20(1-80)-

GFP in Tochterzellen 70 min nach Beginn der Kerntrennung ein Minimum (Abb. 4.17 B und 

G). Die Entfernung der potentiellen Cdk-Phosphorylierungsstelle durch die S24A-Mutation 

beeinflusste den Abbau des Fusionsproteins nur geringfügig. Vor der Anaphase war Cdc20(1-

80)-S24A-GFP ebenso stabil wie das Wildtyp-Konstrukt (Abb. 4.17 E) und wurde in 

Tochterzellen mit einer sehr ähnlichen Kinetik abgebaut (Abb. 4.17 G). Wie im Fall von 

Cdc20(1-80)-GFP fiel die gemessene Signalintensität der S24A-Mutante in der Mehrzahl der 

Tochterzellen 45-60 min nach Beginn der Anaphase unter die Hälfte des Maximalwerts. 

Lediglich der Abbaubeginn war im Vergleich zum Wildtyp-Konstrukt um wenige Minuten 

verzögert (Abb. 4.17 E-H). 
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Abbildung 4.17: Rolle der putativen Cdk-Phosphorylierungsstelle Serin-24 für die Instabilität des Cdc20(1-80)-
Degrons 

(A) Sequenz der N-terminalen 40 Aminosäuren von Cdc20. Das RxxL1-Motiv ist durch einen orangen Kasten 

gekennzeichnet. Die Konsensussequenz für eine Phosphorylierung durch Cdk ist unterstrichen und die Position 
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der Phosphat-akzeptierenden Aminosäure durch einen weißen Pin gekennzeichnet. Die Zahlen geben 

Aminosäurepositionen an. (B ς D) Fluoreszenzmikroskopie von lebenden Zellen, die CDC20(1-80)-GFP (B), 

cdc20(1-80)-S24A-GFP (C) oder cdc20(1-80)-S24D-GFP (D) von dem konstitutiven TEF2-Promotor exprimierten. 

Es wurden über einen Zeitraum von 2h in 5-minütigen Abständen Zeitrafferaufnahmen erstellt. Die Zellen co-

exprimierten das Konstrukt Kern-Cherry zur Visualisierung des Zellkerns. Die beginnende Elongation des 

Zellkerns wurde als Beginn der Anaphase festgelegt und als zeitlicher Bezugspunkt (t = 0 min) verwendet. Es 

sind ausgewählte Zeitwerte für jeweils eine repräsentative Zelle gezeigt. Über den Mikroskopiebildern sind die 

Konstrukte schematisch dargestellt. Die RxxL-Motive sind durch orangene Kästen gekennzeichnet. Die Position 

der putativen Cdk-Phosphorylierungsstelle ist mit einem weißen Pin markiert. Die Mutation des Phosphat-

akzeptierenden Serinrests zu einem Alaninrest (SPTK zu APTK) ist durch ein rotes Kreuz symbolisiert, während 

ein schwarzer Pin den Austausch zu einem Aspartatrest (SPTK zu DPTK) anzeigt. Der Maßstabsbalken entpricht 

5 µm. DIC: Differetial-Interferenz-Konstrast. (E ς I) Vergleich der Degradation von Cdc20(1-80)-GFP (WT, grün), 

Cdc20(1-80)-S24A-GFP (S24A, rot) und Cdc20(1-80)-S24D, (S24D, grau). Wachsende Zellen, welche die 

angegebenen Konstrukte von dem TEF2-Promotor exprimierten, wurden wie in B ς D aufgenommen. Die 

Fluoreszenzintensität des GFP-Signals wurde für einzelne Zellen quantifiziert und auf den Maximalwert 

normiert. Anschließend wurden die Mittelwerte und Standardabweichungen für alle Zellen eines Stamms 

gegen die Zeit in einem Liniendiagramm aufgetragen (E und G). Der Zeitwert, ab dem die Signalintensität 

erstmals um 5% abnahm und im weiteren Verlauf nicht wieder anstieg, wurde als Abbaubeginn definiert und in 

Form eines Streudiagramms dargestellt (F und H). Der Zeitwert, an dem die Signalintensität erstmals weniger 

als die Hälfte des Maximalwerts betrug, wurde ebenfalls bestimmt und in einem Streudiagramm dargestellt (I). 

In E und F sind die Auswertungen für das Gesamtsignal von Mutter- und Tochterzelle gezeigt, während in G ς I 

die Auswertung des GFP-Signals in Tochterzellen wiedergegeben ist. In den Streudiagrammen repräsentiert 

jeder Punkt eine einzelne Zelle und die Mittel- und Fehlerbalken entsprechen dem Mittelwert und der 

Standardabweichung. Die Stichprobengrößen betragen n = 10 Zellen in E und F und n = 9 (WT) bzw. n = 8 (S24A 

und S24D) Zellen in G ς I. In den Streudiagrammen sind nur diejenigen Zellen der Stichproben gezeigt, welche 

die oben definierten Kriterien erfüllten. 

 

Im Gegensatz zur S24A-Mutation bewirkte die Phospho-mimetische Mutation S24D eine 

deutliche Stabilisierung von Cdc20(1-80)-GFP. In Tochterzellen setzte der Abbau im Schnitt 

30 min später ein und erfolgte deutlich langsamer als der Abbau von Cdc20(1-80)-GFP (Abb. 

4.17 G und H). Dadurch zeigte Cdc20(1-80)-S24D-GFP auch 70 min nach Beginn der 

Anaphase noch ein erkennbares Signal in Tochterzellen (Abb. 4.17 D). Zudem sank die für 

das S24D-Konstrukt gemessene Signalintensität nur in 3 der 8 untersuchten Zellen und erst 

80 min nach Beginn der Kerntrennung unter die Hälfte des Maximalwerts (Abb. 4.17 I). Die 

verzögerte Degradation hatte zur Folge, dass auf Grundlage der festgelegten Kriterien 

(Kapitel 6.4.2) kein Abbaubeginn für Cdc20(1-80)-S24D-GFP im Gesamtsignal dokumentiert 

werden konnte. Die Fluoreszenzintensität 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 (Abb. 4.17 E). Da die S24D-

Mutation, ebenso wenig wie die S24A-Mutation, die Lokalisation des Fusionsproteins 

beeinflusste (Abb. 4.17 B ς D), kann ausgeschlossen werden, dass die Stabilisierung von 

Cdc20(1-80)-S24D-GFP durch veränderte Lokalisation hervorgerufen wurde. Viel mehr 
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deuten diese Daten daraufhin, dass der durch APC/C-Cdh1 vermittelte Abbau von Cdc20 

durch Phosphorylierung im Bereich der D-Box negativ reguliert sein könnte. 

Zusammengefasst zeigt die Kartierung des Cdc20-Degrons, dass eine einzelne D-Box die 

Instabilität von Cdc20 in der G1-Phase vermittelt und dass der APC/C-Cdh1-abhängige Abbau 

des Cdc20-Degrons auf den Zellkern beschränkt ist. Durch gezielte Lokalisation des Cdc20-

Degrons in verschiedenen Subkompartimenten des Zellkerns konnte festgestellt werden, 

dass die Aktivität von APC/C-Cdh1 innerhalb des Zellkerns variiert und im Nukleoplasma 

maximal ist. Die Mutation einer Cdk-Phosphorylierungsstelle im Bereich der D-Box gibt 

zudem Hinweise darauf, dass der Abbaubeginn von Cdc20 durch Phosphorylierung reguliert 

sein könnte. 

 

4.3 Beitrag der N-terminalen Domäne von Cdc20 zur APC/C-Aktivierung 

Neben dem Degron für APC/C-Cdh1 vermittelte Proteolyse enthält die NTD von Cdc20 

weitere Funktionselemente wie das Mad2-Interaktionsmotiv (MIM) und die C-Box. Während 

das MIM zur Interaktion mit Mad2 und dadurch zur Regulation von Cdc20 durch das 

Spindelkontrollsystem (SAC, spindle assembly checkpoint) dient (Lara-Gonzalez et al., 2012), 

trägt die C-Box zur Bindung von Cdc20 an den APC/C bei (Schwab et al., 2001; Chang et al., 

2015; Zhang et al., 2016). Somit besitzt die NTD neben regulatorischen Elementen auch 

Sequenzmotive, die von Bedeutung für die Funktion von Cdc20 als APC/C-Aktivator sind. 

Aufbauend auf Beobachtungen, die während der Untersuchung zur Regulation von Cdc20 

gemacht wurden, wurde in dieser Arbeit auch die Rolle der NTD für die Aktivierung des 

APC/C beleuchtet. 

 

4.3.1 Die Überexpression der NTD von Cdc20 hemmt das Zellwachstum 

In begleitenden Arbeiten zur Regulation von Cdc20 durch die NTD wurde festgestellt, dass 

die Überexpression von CDC20(1-248)-GFP synthetisch letal mit der Deletion von CDH1 ist 

(Hacker, 2012) und zudem das Wachstum von Wildtyp-Zellen in einer Dosis-abhängigen 

Weise hemmt (Bauer, 2013). Die in diesen Arbeiten begonnenen Untersuchungen zur 

molekularen Grundlage des Wachstum-hemmenden Effekts der NTD von Cdc20 sollte in 

vorliegender Arbeit fortgeführt und präzisiert werden. 
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Interessanterweise wirkte sich ein C-terminal verkürztes NTD-Konstrukt, Cdc20(1-180)-GFP, 

nach Überexpression weniger toxisch auf das Zellwachstum aus als Cdc20(1-248)-GFP 

(Bauer, 2013). Um die Regionen der NTD, die für die Auslösung des Wachstumsdefekts 

verantwortlich sind, weiter einzugrenzen, wurden weitere Verkürzungen der NTD hergestellt 

(Abb. 4.18 A). Die Fusionskonstrukte wurden unter die Kontrolle des durch Galaktose 

induzierbaren GAL1-Promotors gestellt und die Auswirkung ihrer Überexpression auf die 

Proliferation von Wildtyp-Zellen getestet. Hierzu wurden die Konstrukte in einen Wildtyp-

Stamm (K699) eingebracht und das Wachstum der entstandenen Stämme anschließend auf 

Galaktose-haltigem Medium (XYG) überprüft (Abb. 4.18 B). Da das Ausmaß des Wachstum-

hemmenden Effekts von der Proteindosis abhängig war (Bauer, 2013), wurde die Expression 

der Fusionskonstrukte in den untersuchten Stämmen mittels Westernblot-Analyse gegen das 

N-terminale Myc3-Epitop kontrolliert (Abb. 4.18 C). 

Während die Zellen, die das CDC20(1-248)-GFP-Konstrukt enthielten, auf Kontrollplatten mit 

Glukose-haltigem Medium vergleichbar wie nicht-transformierte Zellen (WT) wuchsen, war 

ihr Wachstum in Anwesenheit von Galaktose stark gehemmt (Abb. 4.18 B). Eine Verkürzung 

des NTD-Konstrukts um 68 Aminosäuren ausgehend von dem C-terminalen Ende entfernte 

das MIM-Motiv und reduzierte den toxischen Effekt nach Überexpression deutlich (Abb. 4.18 

B), obwohl das resultierende Cdc20(1-180)-GFP-Konstrukt sogar stärker als Cdc20(1-248)-

GFP in den Wildtyp-Zellen exprimiert wurde (Abb. 4.18 C). Dies bestätigte die Ergebnisse 

einer ersten Charakterisierung des Wachstum-hemmenden Effekts (Bauer, 2013). Im 

Vergleich zu nicht-transformierten Zellen (WT) war das Wachstum durch die Überexpression 

von CDC20(1-180)-GFP jedoch weiterhin beeinträchtigt (Abb. 4.18 B). Die zusätzliche 

Entfernung der C-Box durch Erweiterung der C-terminalen Deletion verringerte den 

negativen Effekt auf das Zellwachstum zunächst nicht. Das betreffende Konstrukt Cdc20(1-

119)-GFP störte die Proliferation der Zellen in gleichem Maß wie das Cdc20(1-180)-GFP-

Derivat (Abb. 4.18 B). Dagegen war das Degron-Konstrukt Cdc20(1-80)-GFP trotz hoher 

Expression kaum toxisch für Wildtyp-Zellen (Abb. 4.18 B und C). Aus diesen Daten lässt sich 

schließen, dass die Beeinträchtigung des Zellwachstums nach Überexpression der NTD von 

Cdc20 auf Sequenzen beruht, die sich C-terminal des Degron-Elements, insbesondere 

innerhalb der Aminosäuren 181-248, befinden. 
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Abbildung 4.18: Zellwachstum nach Überexpression verschiedener NTD-Derivate von Cdc20 

(A) Schematische Darstellung der Cdc20-GFP-Fusionskonstrukte. Die RxxL-Motive (orange), die C-Box (blau), 

das Mad2-Interaktionsmotiv (MIM, magenta) und der Beginn der C-terminalen WD40-Domäne (grau) sind 

durch farbige Kästen hervorgehoben. Die Zahlen geben Aminosäurepositionen an. (B) Zellwachstum nach 

Überexpression verschiedener Cdc20-GFP-Derivate. Zellen, die CDC20(1-248)-GFP, CDC20(1-180)-GFP, 

CDC20(1-119)-GFP oder CDC20(1-80)-GFP von dem induzierbaren GAL1-Promotor exprimierten, wurden in 

Flüssigmedium ohne Galaktose bis zur stationären Phase kultiviert. Anschließend wurden die Zellen in Form 

einer Verdünnungsreihe mit 1:10-Schritten ausgehend von 1 OD600/ml auf entweder Galaktose-haltigen (XYG, 

induzierende Bedingungen) oder Glukose-haltigen Vollmediumsplatten (XYD, reprimierende Bedingungen) 

getropft und 48 h bei 25°C inkubiert. Als Kontrolle diente ein Stamm, der kein Cdc20-GFP-Konstrukt 

exprimierte. (C) Westernblot-Analyse für den Vergleich der Expression der CDC20-GFP-Derivate in asynchron 

wachsenden Zellen. Die Expression der Fusionskonstrukte von dem GAL1-Promotor wurde durch Zugabe von 

Galaktose für 2 h induziert. Danach wurden Proteinrohextrakte der Zellen hergestellt und die Cdc20-GFP-

Fusionsproteine wurden mit Hilfe eines GFP-spezifischen Antikörpers in der Westernblot-Analyse detektiert. 

Tubulin (Tub2) wurde als Ladekontrolle mit einem spezifischen Antiserum nachgewiesen. Das Säulendiagramm 

zeigt die Quantifizierung der detektierten Cdc20-GFP-Signale. Die Signalintensitäten der Cdc20-GFP-Konstrukte 

wurden auf die Intensitäten der jeweiligen Tub2-Signale normiert und der für Cdc20(1-248)-GFP ermittelte 

Wert wurde gleich 1 gesetzt. 

 

4.3.1.1 Die anhaltende Überexpression der NTD von Cdc20 verringert die Proteinlevel des 

S-Phase Cylcins Clb5 

Die Analyse der verkürzten NTD-Konstrukte deutete an, dass die Region von Cdc20, die das 

MIM enthält, bedeutend für den wachstumshemmenden Effekt von CDC20(1-248)-GFP nach 

Überexpression ist (Abb. 4.18). Daher war eine erste Vermutung, dass das NTD-Konstrukt 

möglicherweise über das MIM mit der SAC-Komponente Mad2 interagiert und dadurch die 

Bildung des MCC (mitotic checkpoint complex; De Antoni et al., 2005) induziert. Die 
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reduzierte Proliferation der Zellen wäre demnach eine Folge der Inhibition des APC/C-Cdc20 

durch den MCC, wodurch der Eintritt der Zellen in die Anaphase gestört wird. Diese 

Hypothese konnte jedoch entkräftet werden, da der wachstumshemmende Effekt von 

Cdc20(1-248)-GFP auch in Abwesenheit von Mad2 Bestand hatte (Bauer, 2013). Damit 

übereinstimmend zeigten Messungen des DNA-Gehalts, dass die Überexpression von 

CDC20(1-248)-GFP nicht in einem Arrest der Zellen mit replizierter DNA resultierte, wie es 

bei MCC-abhängiger Inhibition erwartet worden wäre (Bauer, 2013). Stattdessen deutete 

das DNA-Profil auf Replikationsstörungen nach anhaltender Überexpression des Konstrukts 

hin. 

Frühere Arbeiten konnten zeigen, dass in humanem Cdc20 das MIM mit einem APC/C-

Bindemotiv überlappt (Zhang und Lees, 2001; Izawa und Pines, 2012). Zudem wurde 

berichtet, dass die NTD von Cdc20 in Extrakten von Xenopus-Eizellen hinreichend für eine 

Aktivierung des APC/C gegen bestimmte Substrate ist (Kimata et al., 2008). Somit wäre es 

denkbar, dass die NTD von Cdc20 den APC/C auch in S. cerevisiae binden und aktivieren kann 

und dadurch eine gestörte Zellzyklusprogression hervorruft. Um diese Möglichkeit zu 

überprüfen, wurde die Expression von CDC20(1-248)-GFP in wachsenden Zellen durch 

Zugabe von Galaktose induziert und die Stabilität der APC/C-Substrate Pds1, Clb5 und Clb2 

über die Zeit in Westernblot-Analysen untersucht. Zu diesem Zweck exprimierten die Zellen 

Epitop-markierte Versionen von Pds1 (Pds1-HA6; Ciosk et al., 1998) und Clb5 (Clb5-FLAG3). 

Darüber hinaus wurde der DNA-Gehalt der Zellen im Laufe des Experiments mittels 

Durchflusszytometrie bestimmt. Als Kontrolle dienten Zellen, die das CDC20(1-248)-GFP 

nicht integriert hatten. 

Im Gegensatz zur Situation in den Kontrollzellen, in denen die Proteinlevel der untersuchten 

APC/C-Substrate weitgehend stabil blieb, führte die Überexpression von CDC20(1-248)-GFP 

mit zunehmender Dauer des Experiments zu einer Reduktion der Clb5-Level (Abb. 4.19 A und 

B). Laut Quantifizierung der detektierten Signale im Westernblot begann die Proteinmenge 

von Clb5 bereits 2 h nach Induktion der CDC20(1-248)-GFP-Expression zu sinken und betrug 

nach 8 h ein Drittel des Ausgangswertes (Abb. 4.19 B). Neben den Clb5-Level waren auch die 

Proteinlevel von Pds1 von der Überexpression der NTD betroffen, allerdings nahmen die 

Pds1-Level nur leicht ab und lagen nach 8 h Induktionszeit noch bei Dreiviertel des 

Ausgangswertes (Abb. 4.19 B). 
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Abbildung 4.19: Stabilität von APC/C-Substraten nach Überexpression von CDC20(1-248)-GFP 

(A) Westernblot-Analyse zur Stabilität von Pds1-HA6, Clb5-FLAG3 und Clb2 und DNA-Profil von Zellen nach 

Überexpression von CDC20(1-248)-GFP. Die Expression von CDC20(1-248)-GFP von dem GAL1-Promotor wurde 

in asynchron wachsenden Zellen, die endogen mit einem Epitop-markierte Versionen von PDS1 (PDS1-HA6) und 

CLB5 (CLB5-FLAG3) co-exprimierten, durch Zugabe von Galaktose induziert. Vor (t = 0 h) und zu den 

angegebenen Zeitpunkten nach der Induktion wurden Zellen entnommen und sowohl Proteinrohextrakte für 

die Westernblot-Analyse (oben) hergestellt als auch Zellen für die Messung des DNA-Gehalts mittels 

Durchflusszytometrie (unten) mit Sytox-Green gefärbt (1C: einfacher DNA-Gehalt; 2C: zweifacher DNA-Gehalt). 

Als Kontrolle dienten Zellen, welche die Epitop-markierten Versionen von PDS1 und CLB5, jedoch nicht das 

CDC20(1-248)-GFP-Konstrukt exprimierten. Der Nachweis von Cdc20(1-248)-GFP in der Westernblot-Analyse 

erfolgte mit einem Myc-spezifischen Antikörper. Pds1-HA6 und Clb5-FLAG3 wurden mit Hilfe eines HA-

spezifischen bzw. eines FLAG-spezifischen Antikörpers detektiert. Clb2 und Gcd11, das als Ladekontrolle diente, 

wurden mittels spezifischer Antiseren nachgewiesen. (B) Quantifizierung der Signalintensitäten der in der 

Westernblot-Analyse detektierten Proteine Pds1-HA6, Clb5-FLAG3 und Clb2. Die gemessenen 

Signalintensitäten wurden auf das jeweilige Gcd11-Signal normiert und der Wert zum Zeitpunkt vor der 

Induktion (t = 0 h) gleich 1 gesetzt. 

 

Die Proteinmenge von Clb2 verringerte sich in Folge der Überexpression des NTD-Konstrukts 

nicht, sondern stieg mit der Zeit sogar etwas an (Abb. 4.19 A und B). Aus diesen Daten lässt 

sich folgern, dass die NTD von Cdc20 nach Überexpression vor allem eine Destabilisierung 

des S-Phase-Cyclins Clb5 bewirkt. 

Mit Blick auf das DNA-Profil, das im Fall der Kontrollzellen unverändert blieb, konnte nach 6 

h Überexpression von CDC20(1-248)-GFP der Beginn einer einseitigen Verbreiterung des 1C-

Signals, das Zellen mit einfachem DNA-Gehalt repräsentiert, in Richtung des 2C-Signals 

beobachtet werden (Abb. 4.19 A). Dieser Effekt war nach 8 h Induktion deutlich verstärkt 

und weist auf Störungen in der DNA-Replikation hin. Da die Akkumulation des Cyclins Clb5 
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und der damit einhergehende Anstieg der Clb5-Cdk1-Aktivität ein wichtiger Faktor für die 

Initiation der DNA-Replikation in der S-Phase ist (Epstein und Cross, 1992; Schwob und 

Nasmyth, 1993), sind die Replikationsstörungen vermutlich auf die Destabilisierung von Clb5 

zurückzuführen. 

Zusammengefasst deuten diese Daten darauf hin, dass der Wachstum-hemmende Effekt der 

Überexpression von CDC20(1-248)-GFP auf einer ektopischen Aktivierung des APC/C beruht, 

welche sich durch Reduktion der Clb5-Level in Störungen der DNA-Replikation in der S-Phase 

äußert. 

 

4.3.1.2 Die Entfernung von RxxL1 schwächt den Wachstum-hemmenden Effekt der NTD 

von Cdc20 ab 

Die Beobachtung, dass hohe Mengen von Cdc20(1-248)-GFP zu verringerten Clb5-Level 

führen (Abb. 4.19), kann als Erklärung dienen, warum die Überexpression von CDC20(1-248)-

GFP synthetisch letal mit der Deletion von CDH1 ist (Hacker, 2012). Es ist anzunehmen, dass 

Cdh1 der Überexpression von CDC20(1-248)-GFP in der G1-Phase entgegenwirkt, indem es 

das Fusionsprotein für den Abbau markiert. Dadurch können die Proteinlevel von Clb5, und 

möglicherweise auch von Clb6, trotz der Überexpression von CDC20(1-248)-GFP ausreichend 

ansteigen, um einen regulären Eintritt in die S-Phase zu ermöglichen. In Abwesenheit von 

Cdh1 ist Cdc20(1-248)-GFP dagegen bereits in der G1-Phase in ausreichender Menge 

vorhanden, um die Akkumulation der S-Phase-Cycline zu unterbinden, wodurch der Eintritt 

in die S-Phase verhindert wird und die Zellen nicht proliferieren können. Dadurch lässt sich 

zudem die Dosis-Abhängigkeit des toxischen Effekts erklären (Bauer, 2013). Vermutlich wird 

bei entsprechend hoher Expression von CDC20(1-248)-GFP die Kapazität der Cdh1-

abhängigen Degradation überschritten und Cdc20(1-248)-GFP kann in der G1-Phase 

akkumulieren und den G1/S-Übergang stören. Tatsächlich tolerierten die Zellen die 

Überexpression von CDC20(1-248)-GFP bei hoher Temperatur (37°C), bei welcher die 

Expression durch den GAL1-Promotor beeinträchtigt ist, besser als bei einer Temperatur von 

25°C (Abb. 4.20 A). Dennoch war die verringerte Expression bei hoher Temperatur noch 

hinreichend, um Wachstum in Abwesenheit von Cdh1 zu verhindern (ŎŘƘмҟ CDC20(1-248)-

GFP in Abb. 4.20 A). 
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Abbildung 4.20: Zellwachstum nach Überexpression von CDC20(1-248)-GFP in cdh1ҟ-Zellen 

(A) Wachstum von CDH1- und ŎŘƘмҟ-Zellen, die CDC20(1-248)-GFP von dem induzierbaren GAL1-Promotor 

exprimierten. Die Zellen wurden in Flüssigmedium ohne Galaktose bis zur stationären Phase kultiviert und 

anschließend wie in Abb. 4.18 B beschrieben auf entweder Galaktose-haltigen (XYG, induzierende 

Bedingungen) oder Glukose-haltigen Vollmediumsplatten (XYD, reprimierende Bedingungen) getropft und 48 h 

bei entweder 25°C oder 37°C inkubiert. Als Kontrollen dienten CDH1- und ŎŘƘмҟ-Zellen, die das CDC20(1-248)-

GFP-Konstrukt nicht enthielten. (B) Westernblot-Analyse zum Vergleich der Expression von CDC20(1-248)-GFP 

in asynchron wachsenden CDH1- und ŎŘƘмҟ-Zellen. Die Expression von CDC20(1-248)-GFP von dem GAL1-

Promotor wurde durch Zugabe von Galaktose für 2 h induziert. In der Westernblot-Analyse wurden Cdc20(1-

248)-GFP mit Hilfe eines GFP-spezifischen Antikörpers und Tubulin (Tub2) als Ladekontrolle mit einem 

spezifischen Antiserum nachgewiesen. Das Säulendiagramm zeigt die Quantifizierung der detektierten Cdc20(1-

248)-GFP-Signale, die auf die Intensitäten der jeweiligen Tub2-Signale normiert wurden. Der ermittelte Wert 

für Cdc20(1-248)-GFP aus CDH1-Zellen wurde gleich 1 gesetzt. 

 

In asynchron wachsenden Kulturen war die Proteinmenge von Cdc20(1-248)-GFP in ŎŘƘмҟ-

Zellen gegenüber CDH1-Zellen nicht erhöht (Abb. 4.20 B). Dies könnte dadurch erklärt 

werden, dass ŎŘƘмҟ-Zellen durch die Abwesenheit von APC/C-Cdh1-Aktivität eine verkürzte 

G1-Phase aufweisen. Daher ist die Stabilisierung von Cdc20(1-248)-GFP während der G1-

Phase in den Zelllysaten von asynchron wachsenden Kulturen, in denen sich viele Zellen 

außerhalb der G1-Phase befinden, möglicherweise nicht sichtbar. 

In der Annahme, dass hohe Mengen von Cdc20(1-248)-GFP am G1/S-Übergang die 

Akkumulation von Clb5 erschweren, sollte eine Stabilisierung des Fusionsproteins in der G1-

Phase den negativen Effekt auf das Zellwachstum weiter verstärken. Um diese Hypothese zu 

überprüfen, wurde das RxxL1-Motiv, das die Cdh1-abhängige Degradation von Cdc20 in der 

G1-Phase vermittelt (Abb. 4.14), in Cdc20(1-248)-GFP durch Mutation entfernt (Abb. 4.21 A). 

Anschließend wurde der Einfluss des entstandenen cdc20(1-248)rxxl1-GFP auf das 

Zellwachstum nach Überexpression untersucht. Die Expression der Fusionskonstrukte 

erfolgte von dem konstitutiven TEF2-Promotor. Um eine mögliche Verschlechterung des 
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Wachstums besser detektieren zu können, wurde ein Stamm mit moderater Expression des 

Wildtyp-Konstrukts als Referenz ausgewählt (Abb. 4.21 B). Dadurch wies der betreffende 

Stamm nur einen geringen Wachstumsdefekt auf, der vor allem nach 24 h Inkubation 

gegenüber den Kontrollzellen sichtbar wurde (Abb. 4.21 C). 

 

 

 

Abbildung 4.21: Zellwachstum nach Überexpression von mutierten CDC20(1-248)-GFP-Derivaten 

(A) Schematische Darstellung der Cdc20(1-248)-GFP-Derivate. Die RxxL-Motive (orange), die C-Box (blau), das 

Mad2-Interaktionsmotiv (MIM, magenta) und der Beginn der WD40-Domäne (grau) sind durch farbige Kästen 

hervorgehoben. Die Mutation des RxxL1-Motivs (rxxl1; RxxL zu AxxA) und die Deletion der C-.ƻȄ όҟ/.Τ 5ŜƭŜǘƛƻƴ 

der Aminosäuren 55-59; Schwab et al., 2001) sind durch rote Kreuze symbolisiert. Die Zahlen beziehen sich auf 

Aminosäurepositionen. (B) Westernblot-Analyse für den Vergleich der Expression von CDC20(1-248)-GFP (WT), 

cdc20(1-248)rxxl1-GFP (rxxl1) und cdc20(1-нпуύҟ/.-GFP όҟ/.ύ ƛƴ ŀǎȅƴŎƘǊƻƴ ǿŀŎƘǎŜƴŘŜƴ ½ŜƭƭŜƴΦ 5ƛŜ 9ȄǇǊŜǎǎƛƻƴ 

der Derivate erfolgte von dem konstitutiven TEF2-Promotor. Der Nachweis der Proteine und die 

Quantifizierung der detektierten Signale wurden wie in Abb. 4.18 C durchgeführt. Der für Cdc20(1-248)-GFP 

(WT) ermittelte Wert wurde gleich 1 gesetzt. (C) Zellwachstum nach Überexpression der CDC20(1-248)-GFP-

Derivate von dem konstitutiven TEF2-Promotor. Die Zellen wurden in Flüssigmedium bis zur stationären Phase 

kultiviert und anschließend wie in Abb. 4.18 B beschrieben auf eine Vollmediumsplatte mit Glukose getropft 

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

Stamm, der kein CDC20(1-248)-GFP-Konstrukt exprimierte. 

 

Interessanterweise verstärkte die Entfernung des RxxL1-Motivs den toxischen Effekt von 

Cdc20(1-248)-GFP auf das Zellwachstum nicht. Im Gegenteil zeigten die Zellen, die cdc20(1-

248)rxxl1-GFP exprimierten, ein besseres Wachstum als Zellen, die das Wildtyp-Konstrukt 

enthielten (Abb. 4.21 C). Da das rxxl1-Konstrukt zudem stärker als CDC20(1-248)-GFP 

exprimiert wurde (Abb. 4.21 B), spricht dieses Ergebnis dafür, dass das RxxL1-Motiv zur 

Entstehung des wachstumshemmenden Effekts von Cdc20(1-248)-GFP beiträgt. Ebenso wie 

die Mutation des RxxL1-Motivs schwächte die Deletion der C-Box den negativen Effekt von 
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Cdc20(1-248)-GFP auf das Zellwachstum ab (Abb. 4.21 C). Da es sich bei der C-Box um ein 

APC/C-Bindemotiv handelt, steht dies im Einklang mit der Beobachtung, dass der durch die 

Überexpression von CDC20(1-248)-GFP verursachte Wachstumsdefekt auf der ektopischen 

Aktivierung des APC/C durch das NTD-Konstrukt basiert (Kapitel 4.3.1.1). In diesem 

Zusammenhang lassen diese Daten den Schluss zu, dass das RxxL1-Motiv einen Beitrag zur 

Aktivierung des APC/C leisten könnte. 

 

4.3.2 Die Rolle der RxxL-Motive in Cdc20 für die Aktivator-Funktion 

Das RxxL1-Motiv in Cdc20 wurde sowohl in dieser als auch in früheren Arbeiten als 

Regulationselement identifiziert, das als Erkennungssignal für Cdh1-vermittelte Degradation 

die Aktivität von Cdc20 negativ reguliert (Kapitel 4.2; Prinz et al., 1998; Shirayama et al., 

1998; Robbins und Cross, 2010a). Allerdings gaben die Untersuchungen zur Grundlage des 

Wachstum-hemmenden Effekts, der nach Überexpression der NTD von Cdc20 beobachtet 

wurde (Abb. 4.18), Hinweise darauf, dass das RxxL1-Motiv auch positiv zur Funktion von 

Cdc20 beitragen könnte (Abb. 4.19 und 4.21). Dieser Möglichkeit wurde im Folgenden weiter 

nachgegangen. 

 

4.3.2.1 Die Mutation der RxxL-Motive in Cdc20 zeigt einen synthetischen Effekt mit der 

Deletion des IR-Motivs 

Um zu überprüfen, ob die RxxL-Motive für die Aktivität von Cdc20 notwendig sind, wurden 

die Sequenzelemente durch Alanin-Mutagenese entfernt (RxxL zu AxxA) und die 

entstandenen Konstrukte anschließend auf ihre Fähigkeit getestet, die Deletion von CDC20 

zu komplementieren. Hierzu wurden die CDC20-Konstrukte über das integrative Vektor-

Plasmid Yiplac211 (Gietz und Sugino, 1988) stabil am Genort des URA3-Markergens in das 

Genom eines heterozygot diploiden Stamms integriert, in welchem eine Kopie der beiden 

CDC20-Gene durch Insertion des HIS3-Markergens unterbrochen war (Wegerer, 2004). Die 

Fähigkeit der CDC20-Derivate zur Komplementation von ŎŘŎнлҟ wurde nach Sporulation der 

diploiden Zellen und Vereinzelung der haploiden Nachkommen in Tetradenanalysen 

getestet. Die CDC20-Konstrukte standen unter Kontrolle des endogenen CDC20-Promotors 

und waren zudem mit einem N-terminalen Myc3-Epitop zur Analyse der Proteinmengen im 

Westernblot versehen. Im Fall einer Komplementation wurden das Wachstum und das DNA-






















































































































































































































































































