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Dabei wurde folgendes Temperaturprofil verwendet:

Denaturierung 94°C 4 min
Denaturierung 94°C  1min
Annealing 55°C 1min 35 zyklen
Elongation 72°C  40sek
Amplifikation 72°C 3 min

Zur Analyse auf einem 1,5%igen Agarosegel wurde der Ansatz mit 2,5 pl Ladepuffer versetzt und

davon 10 ul auf das Gel geladen.

6.5.4 Agarosegelelektrophorese

Mittels Agarosegelelektrophorese kann negativ-geladene DNA in einem elektrischen Feld anhand
ihrer GroRe aufgetrennt werden. Dazu wird in das Agarosegel Ethiumbromid eingebracht, welches
mit der DNA interkalieren kann. Ethidiumbromid bindet die DNA proportional zu ihrer GroRe. Durch
Anregung im UV-Licht werden die Nukleinsauren dadurch indirekt sichtbar.

Die Herstellung von Agarosegelen erfolgt mit 1% oder 1,5% Agarose und 40 ml TAE-Puffer. Die
Agarosesuspension wurde anschliefend bis zu ihrer vollstindigen Losung in der Mikrowelle
aufgekocht. Zur Vorbereitung wurde nun je nach Anwendung ein kleiner Kamm fiir analytische Gele
(Taschenvolumen ca. 10 pul) oder ein groBer Kamm fiir praparative Gele(Taschenvolumen ca. 30 ul) in
ein entsprechendes Gestell aus Plexiglas eingesetzt. Die aufgekochte Agarosel6sung wurde mit 0,2
ug Ethidiumbromid versetzt und in die vorbereitete Form gegossen. Nach dem Ausharten des Gels
nach ca. 20 Minuten wurde es in eine mit 1x TAE-Puffer gefiillte Gelapparatur gesetzt. Die Proben
wurden mit Laufpuffer versetzt und in die Geltaschen pipettiert. Als GréoRenstandard wurde der
GeneRuler DNA-Ladder-Mix (Fermentas) verwendet. Die Auftrennung der Proben erfolgte mit einer
Spannung von 80 V- 90 V fir 45 bis 60 Minuten. Am Ende wurde das Gel am UV-Schirm visualisiert

und dokumentiert.

6.5.5 Aufreinigung von DNA-Fragmenten

6.5.5.1 DNA-Extraktion aus Agarosegelen
Zur Extraktion der DNA aus Agarosegelen wurde das Gel-Extractionkit (Qiagen) verwendet. Nach der

Gelektrophorese, um nach einem Restriktionsverdau die entstanden Fragmente voneinander fir die
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Klonierung zu trennen, wurden die gewlinschten DNA-Fragmente wieder aus dem Gel isoliert. Hierfir
wurden gréRere Volumina der Proben und groBere Geltaschen (ca. 30 pl) verwendet. Die
Visualisierung erfolgte auf dem UV-Schirm mit schwachem UV-Licht. Mit einem Skalpell wurden die
entsprechenden Banden ziigig aus dem Gel geschnitten und nach Herstellerangaben

weiterverarbeitet.

6.5.5.2  Aufreinigen von DNA-Fragmenten nach PCR
Nach einer PCR bleiben im Reaktionsansatz noch kleine Oligonukleotide und die Polymerase zurtick.
Um diese zu entfernen, wurden die DNA-Fragmente mit dem PCR-Aufreinigungskit (Qiagen) nach

dem Protokoll des Herstellers aufgearbeitet.

6.5.6 Restriktionsverdau von DNA

Restriktionsendonukleasen sind Enzyme die spezifische, meinstens palindromische Sequenzen
erkennen und an denen sie Phosphodiesterbindungen hydrolysieren. Die DNA wird durch die Enzyme
inner- oder auBerhalb dieser Sequenzmotive geschnitten. Dadurch entstehen meist 3’/ 5'-
Uberhinge.

Der Restriktionsverdau richtete sich in Temperatur, Puffer und Inkubationszeit nach den

Herstellerangaben (NEB). Folgender Ansatz wurde verwendet:

DNA 1pug (Praparativer Verdau)/ 2-5 pl (Analytischer Verdau)

10 x Restriktionspuffer 2
Restriktionsenzyme je5-10U
Steriles Wasser ad 20 ul

6.5.7 Ligation von DNA-Fragmenten
Kompartible DNA-Fragmente kdnnen zur Klonierung mit einer T4-Ligase zusammengefiligt werden.

Zur Ligation wurde folgender Ansatz verwendet:

Vektor-DNA 1u

Insert-DNA 5-facher Vektoriberschuss
T4-DNA-Ligase 1U

10 x Ligase-Puffer 2

Steriles Wasser ad 20 ul

Die Ligation erfolgte lGiber Nacht bei Raumtemperatur.
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6.5.8 Sequenzierung

Die nach der Amplifikation erhaltenen DNA-Fragmente wurden zur Uberpriifung in den E. coli
Klonierungsvektor pBluescript KS I+ kloniert und in diesem sequenziert (Alting-Mees und Short,
1989).

Die so entstandenen Plasmide wurden in folgenden Ansatz pipettiert:

1,2 ug DNA
3,0 u Sequenzierprimer (WS84 forward-Primer oder WS85 reverse-Primer)
Ad 15 ul steriles Wasser

Dieser Ansatz wurde zur Firma Sequlab/ Microsynth in Auftrag gegeben. Am nachsten Tag waren die
Ergebnisse in der Regel abrufbar. Fragmente kirzer als 800 bp wurden mit dem forward-Primer
sequenziert. Langere Fragmente wurden in zwei Ansdtzen, mit einerseits dem forward- und

andererseits dem reverse-Primer seqenziert um eine vollstandige Sequenzierung zu gewahrleisten.

6.6 Proteinanalytische Methoden
6.6.1 Zellaufschluss und Reinigung von Proteinen aus Escherichia Coli

6.6.1.1 Testexpression und Expression zur Proteinaufreinigung

Zur Auswahl geeigneter Transformanten flr die Proteinreinigung aus E. coli (BL21C+) wurde vorher
eine Testexpression durchgefiihrt. Daflir wurden abends jeweils zwei Kolonien von der Platte in je 5
Ml LBamp, cni-Medium angeimpft und Ubernacht bei 37°C kultiviert. Am nichsten Morgen wurden je 2
ODggo-Zellen der Ubernachtkultur geerntet (2 Minuten, 132000 Upm), der Uberstand verworfen und
in 75 pl MBP-Waschpuffer resuspendiert. Anschliefend wurde diese Zellsuspension mit 75 pl 2xLSB
fir 10 Minuten bei 100°C aufgekocht. Die so behandelten Proben galten als Referenz fiir die
uninduzierte Kultur. Die restliche Kultur wurde zu einer ODgy von 0,1 in 5 ml Gberimpft und fir 2
Stunden bei 22°C inkubiert. Danach wurde die jeweilige Kultur mit 0,2% Rhamnose
(Endkonzentration) fir 22 Stunden bei 22°C inkubiert um den Rhamnose-Promotor zur
Proteinexpression zu induzieren. Am nachsten Tag wurden 2 ODggo-Zellen geerntet (2 Minuten,
13200 Upm), der Uberstand verworfen, das Pellet in 75 pl MBP-Waschpuffer resuspendiert und
anschlieRend wieder mit 75 ul 2xLSB aufgekocht (10 Minuten, 100°C). Diese Proben waren nun die

induzierten Ansatze.

Alle Proben zusammen wurden auf ein SDS-Gel aufgetragen, anschlieRend mit Coomassie zur
Visualisierung gefarbt, dokumentiert und beurteilt.
Ausgewahlte Klone aus der Testexpression wurden in einer Vorkultur in 50 ml LBamp, chl Ubernacht bei

37°C angeimpft. Fir die Hauptkultur wurde die Vorkultur in 1L LBamp, chi zu 0,1 ODggo Uberimpft und
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fir 2h bei 22°C inkubiert. AnschlieRend wurde die Hauptkultur mit 0,2% Rhamnose Ubernacht (22h)
bei 22°C geschiittelt. Danach wurde die Kultur in 4x 250 ml groRen Sorvall-Zentrifugenbechern in der
Sorvallzentrifuge geerntet (10 Minuten, 4°C, 5000 Upm). Die geernteten Kulturen wurden in 20 ml
kaltem, sterilem Wasser resuspendiert und jeweils zwei Becher in einem 50 ml-Falkonréhrchen
vereinigt. Die Falkonrohrchen wurden auf der groRen Tischzentrifuge geerntet (15 Minuten, RT, 4000
Upm). Der Uberstand wurde vollstindig entfernt und die Zellen entweder gleich aufgeschlossen oder

bei -70°C eingefroren.

6.6.1.2  Zellaufschluss mittels French Press

Die geernteten Zellen wurden entweder frisch aufgeschlossen oder vorher auf Eis aufgetaut. Danach
in 20 ml MBP-Waschpuffer resuspendiert und in der grofen French Press drei Mal aufgeschlossen.
Dabei wurde darauf geachtet, dass die Zellen und das Lysat auf Eis gelagert wurden, bzw. der
Stahlzylinder fir die French Press kalt war.

Das Lysat wurde anschlieflend in ein SS34 Sorvall-Réhrchen Uberfiihrt und das in der French Press-
Zelle verbliebene Lysat mit der Pipette mitiiberfiihrt. Danach wurden die Lysate in der Sorvall-
Zentrifuge abzentrifugiert (15 Minuten, 4°C, 15000 Upm). Der Uberstand nach der Zentrifugation
wurde Uber einen Zelluloseacetat-Filter in ein frischen 50 ml Falkonréhrchen filtriert. Vom filtrierten

Lysat wurden 50 pl abgenommen, mit 50 pl 2x LSB flr 5 Minuten aufgekocht (100°C).

6.6.1.3  Reinigung von MBP-Fusionsproteinen

Die MBP-Fusionsproteine wurden nach dem Zellaufschluss mit Saulenmaterial gereinigt. Dazu
wurden 2 ml pro Ansatz des NEB Amylose Resins gewaschen. Dafiir wurde das Sdaulenmaterial in ein
50 ml Falkonréhrchen Uberfiihrt, mit 20 ml kaltem, sterilem Wasser durch 3-malige Invertierung
gewaschen (4 Minuten, 3000 Upm) und der Uberstand entfernt. AnschlieRend wurden 20 ml des
MBP-Waschpuffers zugegeben, wieder durch invertieren gemischt und abzentrifugiert (4 Minuten,
3000 Upm). Das vollstandige, gefilterte Lysat wurde zugegeben, der Deckel des Falkonréhrchens mit

Parafilm abgedichtet und Ubernacht, bei 4°C auf der Wippe inkubiert.

6.6.1.4  Bradford-Test fiir Proteinreinigungen

Zur Kontrolle der Proteinreinigung wurde ein Bradford-Schnelltest durchgefiihrt. Dadurch war es
moglich die Anzahl der notwendigen Waschschritte, sowie die erfolgreiche Proteinexpression
abzuschatzen. Fiir den Test wurde in einer 96-Well Mikrotiterplatte eine Reihe (pro Reinigung) mit je
100 pl Bradford-Reagenz pro Well vorgelegt. Das Lysat-Sdaulenmaterialgemisch wurde abzentrifugiert
(4 Minuten, 3000 Upm) und davon 50 pl, als Durchlauf, mit 50 pl 2xLSB gemischt und aufgekocht (5

Minuten, 100°C). Der verbleibende Uberstand wurde danach vom Lysat-Sdulengemisch entfernt.
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Danach wurden 20 ml des MBP-Waschpuffers zugegeben, leicht durchmischt und abzentrifugiert (3
Minuten, 3000 Upm), 5 pl vom Uberstand wurden im Bradford-Schnelltest getestet, 50 ul vom
Uberstand mit 50 pl 2x LSB aufgekocht (5 Minuten, 100°C) und der restliche Uberstand wieder
entfernt. Dies wurde wiederholt, bis der Schnelltest kaum mehr farbte. In der Regel waren 4
Waschritte nétig und es wurde dem MBP-Waschpuffer frisch DTT (1ImM) zugesetzt. Zur Elution
wurde in das Falkon 1 ml Elutionspuffer zugegeben, durch pipettieren gemischt und anschlieend auf
2 ml-ReagiergefdRe gleichmalRig aufgeteilt (2x ca. 0,5 ml). Abzentrifugiert wurde in der
Tischzentrifuge (1 Minute, 13200 Upm) und die beiden Uberstidnde in einem 1,5 ml-SchraubgefiR
vereinigt (erste Elution). Von diesem zusammengefiihrten Uberstand wurden 5 pl im Bradford-
Schnelltest getestet, 50 ul davon mit 50 pl 2xLSB aufgekocht (5 Minuten, 100°C) und auf Eis
aufbewahrt. Dies wurde so oft wiederholt bis der Schnelltest kaum mehr farbte. Auf diese Weise
wurde 6 bis 8 Mal eluiert. Alle gesammelten Elutionsfraktionen wurden bei 4°C gelagert.

Von den Proben wurden am Ende jeweils 10 pl auf ein SDS-Gel aufgetragen und mit Coomassie
gefarbt (Proben induziert, Lysat, Durchlauf, die erste und letzte Waschfraktion und alle

Elutionsfraktionen).

6.6.2 Proteinlysate aus Saccharomyces cerevisiae

Zur Herstellung von Proteinlysaten aus Hefe wurden entsprechende Kolonien morgens von der Platte
in 5 ml XYD bzw. in 5 ml XYRaf (2% Raffinose) angeimpft und bei 30°C bis abends kultiviert. Am
Abend wurde die Vorkultur in 20 ml XYD oder XYRaf auf eine ODgoy von 0,001 (XYD) oder 0,0025
(XYRaf) tiberimpft und Ubernacht bei 25°C kultiviert. Am nichsten Morgen wurden ca. 10 ODggo-
Zellen dieser exponentiell wachsenden Kultur (ODgg 0,5 — 0,9) in einem FalkongefalR geerntet (2
Minuten, 4000 Upm). Der Uberstand wurde verworfen und das Zellpellet in 1 ml kaltem, sterilem
Wasser zum Waschen resuspendiert. AnschlieBend wurde die Zellsuspension wieder abzentrifugiert
(2 Minuten, 4000 Upm) und wieder in 1 ml kaltem, sterilem Wasser aufgenommen. Diese
Zellsuspension wurde in vorher vorbereitete 1,5 ml SchraubreagiergefaBe mit ca. 0,3g Glasperlen
Uberfiihrt und fiir 15 Sekunden (13200 Upm) in der Tischzentrifuge zentrifugiert und der Uberstand
verworfen. Danach wurden 150 pl Puffer3 mit Glycerolphosphat (60mM) auf die Zellen mit den
Glasperlen gegeben und sie anschlieBend fiir 10 Minuten in der Retschmiihle (maximale Frequenz)
aufgeschlossen. Die nun aufgeschlossenen Zellen wurden fir 3 Minuten in der Kihlzentrifuge
abzentrifugiert (3 Minuten, 4°C, 13200 Upm), danach 100 pl des Uberstandes mit 100 pl 2xLSB fiir 5

Minuten (100°C) aufgekocht und anschlieBend auf Eis gestellt oder bei -20°C weggefroren.
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6.6.2.1 Bradford-Test

Um den Proteingehalt aus den Proteinlysaten zu ermitteln, wurden aus dem verbleibenden
Uberstand nach dem Zellaufschluss tiber den Glasperlen, 5 pl entnommen und in ein ReaktionsgefaR
mit vorgelegten 45 pl sterilem Wasser Gberfiihrt. Dies wurde kurz (ca. 5 Sekunden) mittels Vortexer
durchmischt und davon 5 pl in ein Reaktionsgefald mit vorgelegten 495 ul sterilem Wasser pipettiert.
Diesem Ansatz wurden 500 ul Bradford-Reagenz zugegeben und eine Referenzkontrolle mit 500 pl
sterilem Wasser und 500 ul Bradford-Reagenz vorbereitet. Die Ansatze wurden flir 5 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert und danach die OD bei 595 nm gemessen. Die Errechnung des
Proteingehalts erfolgte durch den Kehrwert. Auf ein SDS-Gel wurden 2 oder 4 ODggo-Zellen
aufgetragen. Rechnung: 2 ODggo-Zellen geteilt durch den erhaltenen Wert bei der ODsg5-Messung ist

einzusetzendes Volumen in pl.

6.6.2.2  SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Eine SDS-Polyacrylamid-Geleelektrophorese (SDS, Sodiumdodecylsulfate, Natriumdodecylsulfat)
wurde dazu verwendet um Proteine nach ihrem Molekulargewicht aufzutrennen (Laemmli 1970).
Dabei wurde eine Mischung aus Acrylamid und Bisacrylamid (37,5: 1) verwendet, welches durch
Ammoniumpersulfat (Radikalstarter) und Tetramethylendiamin (Katalysator) in einer Radikalreaktion
zu einer Vernetzung der Komponenten flihrt. Durch dieses Netz werden Proteine nach Anlegen einer
Spannung ausschlieRlich nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennt. Dafiir wurden die Proteine
wahrend der Vorbereitung der Proben durch aufkochen mit LSB-Probenpuffer denaturiert. Das im
Probenpuffer enthaltene, negativ geladene SDS lagert sich dabei an die Proben an und das ebenfalls
enthaltene B-Mercaptoethanol reduziert die Disulfidbriicken der Proteine.

Zur Analyse der Proteine mit dieser Methode wurden zuerst Gele, bestehend aus Trenngel und
Sammelgel zwischen zwei Glasplatten, abgedichtet mit einem Gummi gegossen. Das frisch gegossene
Trenngel wurde mit Isopropanol Uberschichtet. Dabei wurde nach dem Auspolymerisieren des
Trenngels und Entfernen des Isopropanols, das Sammelgel gegossen und ein dafiir vorgesehener
Kamm gesetzt. Zur Probenbeladung wurden die Gele in eine entsprechende Apparatur gesetzt und
als Puffer 1x Turbo-LRB verwendet.

In dieser Arbeit wurden entweder 9- oder 12%ige SDS-Gele verwendet. Pro Gel wurde eine
Spannung zwischen 17 und 25mA angelegt und fiir 70 bis 90 Minuten laufen gelassen. Als
GroRenstandard wurden 5 pl des ColorPlus™ Prestained Protein Marker, Broad Range (NEB), bzw.
der Color Plus Standard (NEB) verwendet. Falls in der Bildunterschrift nicht anders angegeben

wurden von den Proteinlysaten 2 ODggo-Zellen auf das SDS-Gel aufgetragen.
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6.6.2.3  Western Blot mit Proteinnachweis

Nach der SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese wurden die Proteingele geblottet. Dazu wurde ein in
Transferpuffer getranktes Whatman-Paper auf die Anode einer Blottingapparatur gelegt, darauf die
in Wasser aquilibrierte Nitrocellulosemembran. Auf diese Membran wurde das Trenngel blasenfrei
gelegt und darauf ein weiteres in Transferpuffer getranktes Whatman-Paper. Darauf wurde die
Kathode der Blottingapparatur gesetzt. Ein Gel wurde dazu bei 40 mA fiir 70 bis 90 Minuten, je nach
ProteingroRe, geblottet. Um kleine Proteine aus dem Gel nicht aus der Membran zu blotten, wurde
darauf geachtet, die untere Zeitgrenze zu nehmen.

Nach dem Blotten wurde die Membran in eine Plexiglasbox tberfiihrt und ca. 5 ml einer PonceauS-
Losung zugegeben. Nach einer Inkubation von ca. 15 Minuten wurde die Membran mit Reinwasser
gewaschen um Uberschissiges PonceauS von der Membran zu entfernen. Die nun sichtbaren
unspezifisch gefirbten Proteinbanden dienten zur Uberpriifung der gleichmaRigen Beladung des
geblotteten Proteingels. Die Membran wurde anschlieBend eingescannt und danach fiir eine Stunde
mit 5 ml 5%igem Magermilchpulver in TBS-T geblockt um unspezifische Antikérperbindungen zu
vermeiden. Nach dem Blocken wurde der spezifische primare Antikérper in 5 ml
Magermilchpulverldsung in TBS-T zugegeben und Ubernacht bei 4°C auf der Wippe inkubiert. Am
nachsten Tag wurde die Membran 3 Mal mit 5 ml TBS-T gewaschen und der entsprechende
sekundare Antikoérper in 5 ml Magermilchpulverlosung in TBS-T fiir 3 bis 4 Stunden bei
Raumtemperatur auf der Wippe inkubiert. Darauf war zu achten, dass die Losung mit dem
sekundaren Antikorper abgedunkelt wurde um ein Ausbleichen des an ein Chromophor gekoppelten

Antikorpers zu verhindern.

6.6.24 Co-Immunprazipitation

Mittels Co-Immunprézipitation (ColP) ist es moglich direkte oder indirekte Protein-Protein-
Interaktionen zu analysieren. Dafiir kdnnen Proteine aus dem Gesamtzellextrakt (WCE- whole cell
extract) aufgereinigt werden. Es wird dabei ein Antikérper verwendet, der spezifisch gegen das
Epitop des Epitop-fusionierten Proteins (z.B. Flag3) gerichtet ist. In dieser Arbeit wurde ausschlielRlich

mit anti-Flag-Antikérpern gekoppelt an Agarosebeads (Flag-Beads) der Firma Sigma prazipitiert.

Zur Immunprézipitation (IP) wurden mindestens 100 ODggo-Zellen einer exponentiell wachsenden
Hefekultur (ODggo zwischen 0,5 und 0,9) in je zwei 50ml-Falkonréhrchen geerntet (2 Minuten, 2000
Upm) und anschlieRend mit je 1 ml kaltem, sterilem Wasser gewaschen. Um Degradationen der
Proteine zu vermeiden, wurde immer auf Eis oder mit vorgekilten Geraten gearbeitet. Die Zellpellets
wurden in je 300 pl kaltem Puffer3 mit 60 mM Glycerolphosphat (Aufschlusspuffer) resuspendiert
und in zwei Schraubdeckelgefalle mit je ca. 0,6g Glasperlen Uberfiihrt. Der Aufschluss wurde in der

Retschmiihle bei maximaler Frequenz (10 Minuten, 4°C) durchgefiihrt. Danach wurden die Proben fir
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10 Minuten in der Kiihlzentrifuge (4°C, 13200 Upm) abzentrifugiert, die Uberstinde der beiden
Proben in einem frischen Reaktionsgefall vereinigt und wieder abzentrifugiert (15 Minuten, 4°C,
13200 Upm). Davon wurden 5 pl vom Uberstand zur Proteinkonzentrationsbestimmung fiir den
Bradford-Test eingesetzt. 25 pl des Uberstands wurden mit 25 pl 2xLSB aufgekocht (10 Minuten,
100°C) und bei -20°C eingefroren (= WCE). Fir die IP wurden 160-200 ODsgs-Zellen in 500 pl Puffer3
mit Glycerolphosphat eingestellt. AnschlieBend wurden die anti-Flag-Beads vorbereitet. Pro Ansatz
wurden 50 pl dieser Beads in ein Schraubdeckelgefall lberflihrt, 2 Mal mit Aufschlusspuffer
gewaschen (12 Sekunden, 13200 Upm) und in 75% des Ausgangsvolumens im Aufschlusspuffer
resuspendiert. Der Uberstand sollte dabei nicht vollstindig abgenommen werden, um ein Aufsaugen
der an Agarose gekoppelten Beads zu vermeiden. Die Beads wurden dann gleichmaRig (je 50 pl) auf
die Proben verteilt. Die Proben wurden bei 4°C fir 3-4 Stunden gerollert, anschlieBend
abzentrifugiert (10 Sekunden, 13200 Upm), drei Mal mit 500 pl Aufschlusspuffer gewaschen und der
Uberstand mit der Hamilton-Spritze vollstindig abgenommen. AnschlieRend wurden die Proben mit
40 pl 1xLSB versetzt und fir 10 Minuten bei 100°C aufgekocht. Zur Lagerung wurden sie bei -20°C
eingefroren.

Zur Analyse wurden die Proben auf ein SDS-Gel aufgetragen und anschlieBend ein Western Blot
durchgefiihrt. Dafiir wurden gleiche Mengen des WCE (2 ODggo-Zellen), 2 pl des Prazipitats zur
Uberpriifung der Prézipitation und 8-10 pl des Prazipitats fiir die ColP um die Protein-

Wechselwirkung nachzuweisen auf ein SDS-Gel aufgetragen.

6.6.2.5 Coomassie-Farbung

Zum Farben von SDS-Gelen wurde eine 0,01%ige Coomassie-Losung nach Luo et al. (2006)
verwendet.

Die Coomassie-Farbung wurde benutzt um bei Proteinreinigungen deren Reinheit zu tberprifen, fir
die Testexpression geeignete Klone durch den Vergleich der Proteinexpression von uninduzierten
und induzierten zu vergleichen und somit auszuwahlen oder mit Hilfe einer BSA-Eichgerade den
Proteingehalt ausgewahlter Banden quantitativ zu analysieren.

Die Proteingele wurden nach dem Entnehmen der Laufapparatur und Entfernen des Sammelgels in
einer Plastikschachtel 3 Mal mit ca. 5 ml Reinwasser fir 5 Minuten gewaschen, in ca. 10 ml der
Coomassie-Losung fiir 15 Minuten geschwenkt und erneut 3 Mal 5 Minuten mit Wasser gewaschen.
Detektiert wurde das gefarbte Gel anschlieBend am LI-COR Odyssey mit der Einstellung Proteingel im

680 nm-Kanal und einer Intensitat zwischen 4 und 5.
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6.6.2.6  Konzentrationsbestimmung von Proteinbanden mittels ImageJ

Der Bradford-Test ist geeignet um den Gesamtproteingehalt von Proben zu analysieren, da er aber
nicht zwischen degradiertem und nicht-degradiertem Protein diskriminiert, ist er flr die genaue
Ermittlung der Konzentrationsbestimmung von Proteinbanden zu ungenau.

Hierzu wird im Vorfeld auf das SDS-Gel eine BSA-Eichgerade in dem Konzentrationsbereich in dem
sich das zu analysierende Protein befindet aufgetragen. Diese Eichgerade wird aus einem 100x BSA-
Stock von NEB verdiinnt. Die Proben fiir die Eichgerade werden in einer Konzentration von 0,5 ug bis
5 pg in Wasser zusammen mit 2xLSB eingestellt und fiir 5 Minuten bei 100°C aufgekocht. Beispiel:
Erstellte BSA-Verdiinnung sei auf 1 pg/ul eingestellt. In einem ReaktionsgefaR 8 ul Wasser vorlegen,
2 ul dieser BSA-Verdiinnung zugeben, 10 ul 2x LSB hinzu pipettieren und zusammen aufkochen.
Davon dann das SDS-Gel mit 10 pl beladen (Proteingehalt pro Tasche betragt hier 1 pg). Das groRere
Volumen wurde gewahlt um Pipettierfehler zu reduzieren. Die Stammldsungen fiir die Eichgerade
wurden bei 4°C aufbewahrt und damit alle spateren Proteinangleichungen aus denselben Losungen
zu pipettieren um weitere Pipettierfehler zu vermeiden. Es wurden jeweils 3 x 1 ul des zu
analysierenden Proteins zwischen der BSA-Eichgerade auftragen, um die Proteinbanden fiir die
Quantifizierung besser voneinander zu trennen.

Nach Farben und Entfarben des Proteingels mit Coomassie (Kapitel 6.6.2.5), wird das Gel am LI-COR
Odyssey eingescannt (Einstellungen: Proteingel, im 680nm-Kanal die Intensitat 4 bzw. 5 wahlen).
Diese Aufnahme in ImageJ 6ffnen und die Measure Bar 6ffnen. Den Reiter Threshold wahlen und die
Grenzen so wahlen, dass moglichst alle zu messenden Banden rot erscheinen. Unter Set
Measurements Area und Integrated Density anwahlen und mit OK bestatigen. Einen Rahmen um die
zu messende Bande ziehen und auf Particles klicken. Dabei Pixel units anhaken und Size auf 2-Infinity
andern. AnschlieBend mit OK bestatigen. Dies wird so oft wiederholt, bis die Signale aller fiir die
Bestimmung notwendiger Banden gemessen sind. Die Ergebnisse sind im Fenster Results zu finden.
Die Results werden in Excel kopiert und daraus dann mit Hilfe der BSA-Eichgerade in pg die

Konzentration des gewiinschten Proteins aus der RawIntDen in ug berechnet.

6.7 Phosphatase-Assay

Die Aktivitat von Phosphatasen kann mit Hilfe der niedermolekularen Substanz para-
Nitrophenylphosphat (pNPP) in einem Phosphatase-Assay bestimmt werden. Durch die
Dephosphorylierung des Substrats durch die Phosphatase zu para-Nitrophenol wird das Substrat von
farblos nach gelb umgesetzt und dessen Absoption bei 405 nm mit einem Photometer bestimmt.

Um die spezifischen Aktivititen von MBP-Cdc14, MBP-Cdc14(1-374) und MBP-Cdc14(ASAA) zu
ermitteln, wurden Enzym in steigender Menge von jeweils 1 pg, 2,5 ug, 5 pug, 7,5 pg, 10 pug und 20 pg
fiir den Versuch eingesetzt. Zur Reaktion wurden 20 mM pNPP zugegeben und fir 15 Minuten bei
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30°C im Heizblock inkubiert. AnschlieRend wurde die Reaktion mit 0,2 M Natronlauge abgestoppt

und die Absorption bei 405 nm photometrisch bestimmt.

Zur Berechnung der Enzymaktivitat wurde folgende Formel verwendet:

ODyos * V umol
A(Enzym) = - ]
€(Substrat) * d * t * n(Enzym) lmin * pmol

OD4gs gemessene Absorption bei 405 nm
\Y Reaktionsvolumen, 1 ml
£(Substrat) molarer Extinktionskoeffizient von para-Nitrophenol bei 405 nm, 1,78*10* M*lcm
d Schichtdicke der Kiivette, 1 cm
t Inkubationszeit, 15 Minuten
n(Enzym) eingesetzte Stoffmenge des Enzyms MBP-Cdc14, variabel

Auf diese Art wurde auch die passende Enzymmenge fir das Inhibitionsexperiment mit
unterschiedlichen N-terminalen MBP-Netl-Fragmenten ermittelt. Daflir wurden jeweils 20 ug von
MBP-Cdc14 und MBP-Cdc14(ASAA) verwendet (entspricht 191,39 pmol) und MBP-Net1(1-233), MBP-
Net1(1-455) und MBP-Net1(205-455) als Inhibitoren in steigender Konzentration von 0 pmol, 10

pmol, 20 pmol, 50 pmol, 100 pmol, 150 pmol, 200 pmol und 300 pmol zugegeben.

6.8 Hefe-Zwei-Hybrid-System (Y2H)

Das Hefe-Zwei-Hybrid-System (Yeast-two-Hybrid, Y2H) ist eine Methode um Protein-Protein-
Wechselwirkungen in vivo zu analysieren. Die zu untersuchenden Proteine werden jeweils an eine
Bindedomane (BD, pEG202) und eine Aktivierungsdomane (AD, pJG4-5) kloniert. Findet eine
Interaktion statt, kommt es (iber den nun aktiven Transkriptionsfaktor im Reporterstamm W276 zu
einer Aktivierung die entweder durch Wachstum auf einer Selektivplatte oder einer Blaufarbung des
Reporterstamms nach Uberschichtung mit Agar sichtbar gemacht werden kann.

Der verwendete Reporterstamm enthalt zwei unterschiedliche Reportergene, ein funktionelles R-
Galaktosidase-Gen und ein Markergen fiir die Leucin-Prototrophie. Beide unter einem lexA-Operon.
Mittels X-Gal (5-Brom-4chlor-3-indoxyl-8 D-galactopyranosid), ein chromogenes Substrat, kann bei
einer Blaufarbung, nach der Spaltung der R-Galaktosidase, auf deren Aktivitat geschlossen werden.
Parallel dazu wird die Prototrophie fiir das LEU2-Gen auf einer entsprechenden Selektivplatte
untersucht.

Die zu untersuchenden Konstrukte wurden jeweils in den pEG202 und den pJG4-5 kloniert. Danach

wurde der Reporterstamm W276 damit co-transformiert (1 pl pJG4-5, 2 pl PEG202) und auf SD-HT-
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Platten ausgestrichen. Von diesen Transformanten wurden jeweils 6 ausgewahlt und jeweils in 150 pl
sterilem Wasser in einer Reihe einer Mikrotiterplatte resuspendiert. Sechs Replika pro Kombination.
Diese Zellsuspensionen wurden dann auf SD-HT, SRG-HT bzw. SSG-HT (fiir den X-Gal-Test), ebenso
wie SRG-HTL bzw. SSG-HTL (Wachstumstest) gestempelt.

AnschlieBend wurden die Platten fiir etwa zwei Tage bei 30°C inkubiert. Fiir den X-Gal-Test wurden
die Platten mit Agar mit X-Gal Uberschichtet (Rupp, 2002) und fir mehrere Stunden bei 30°C
inkubiert. Nach deren Dokumentation wurden die Platten bei 4°C aufbewahrt und am nachsten Tag

ggf. nochmals dokumentiert. Ebenso wurden die Platten fiir den Wachstumstest dokumentiert.

Der Agar zur Uberschichtung fiir den X-Gal-Test:

1% Agar 5ml
1 M Natriumphosphat-Puffer (pH 7,0) 5 ml
DMFA 600 pl
10% SDS 100 ul
X-Gal (20 mg/ml in DMFA) 100 pl
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7 Material
7.1 Hefestdmme

Tab. 5: Liste aller in dieser Arbeit verwendeten Hefestamme mit deren Beschreibung.

Sammlung: Stammsammlung der Arbeitsgruppe Prof. Dr. W. Seufert

Bezeichunung | Paarungstyp Genotyp Ursprung
ade2-1, his3-11, 15, leu2-3, 112, trp1-1, ura3,
K699 MAT a . Sammlung
ssdldelta?, can1-100, [psi+], ho
ade2-1/ade2-1, his3-11, 15/his3-11, 15, leu2-3,
K842 MAT a/alpha Sammlung
112/leu2-3, 112, trp1-1/, trp1-1, ura3/ura3
his3, trp1, ura3-52::URA3-lexA-op-lacZ, leu2::pLEU2-
W276 MAT alpha Sammlung
lexA-op
w471 MAT a HCT1::HA-HCT1-TRP1 Sammlung
w8458 MAT alpha trpl::pTEF2-mCherry-SWI5-S/A-tCYC1-TRP1 Sammlung
W11398 MAT a CDC14-MYC13-kanMX6 Sammlung
his3::pTEF2-mCherry-SWI5-S/A-tCYC1-HIS3 NatNT2-
W12125 MAT alpha Sammlung
pTEF1-GFP-NET1
his3::pTEF2-mCherry-SWI5-S/A-tCYC1-HIS3 NatNT2-
W12126 MAT alpha Sammlung
pTEF1-GFP-NET1(234-1189)
W12989 MAT a/alpha CDC14/ CDC14(1-374)-GFP-HIS3MX6 Diese Arbeit
W12990 MAT a/alpha CDC14/ CDC14-GFP-HIS3MX6 Diese Arbeit
TUB1-GFP-TRP1 his3::pTEF2-mCherry-SWI5-S/A- . .
W12996 MAT alpha Diese Arbeit
tCYC1-HIS3
W13173 MAT a CDC14-GFP-HIS3MX6 Diese Arbeit
W13174 MAT alpha CDC14-GFP-HIS3MX6 Diese Arbeit
CDC14/CDC14-GFP His3MX6 ura3::NOP56-3mCherry- . )
W13300 MAT a/alpha Diese Arbeit
URA3
natNT2-pTEF1-NET1(234-1189) SPC42-3mCherry- . .
W13307 MAT a Diese Arbeit
URA3 CDC14-GFP-HIS3MX6
natNT2-pTEF1-NET1 CDC14-GFP-HIS3MX6 . )
W13309 MAT alpha Diese Arbeit
trp1::pTEF2-mCherry-SWI5-S/A-tCYC1-TRP1
natNT2-pTEF1-NET1(234-1189) CDC14-GFP-HIS3MX6 . .
W13310 MAT a Diese Arbeit
trp1::pTEF2-mCherry-SWI5-S/A-tCYC1-TRP1
CDC14-GFP-His3MX6 trp1::pTEF2-mCherry-SWI5- . .
W13423 MAT a Diese Arbeit

S/A-tCYC1-TRP1
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W13433
W13434
W13436
W13437

W13439

W13446

W13543

W13544

W13575

W13576

W13726

W14087
W14088
W14090
W14091
W14092

W14093

W14095

W14124

W14137

W14138

Ww14218

W14219

W14224

W14225

Mat a/alpha
MAT a
Mat a/alpha
Mat a

Mat a
Mat a
MAT a/alpha

MAT alpha

MAT a/alpha
MAT a
MAT alpha

MAT a/alpha
MAT a/alpha
MAT a
MAT a/alpha
MAT a/alpha
MAT a/alpha

MAT a

MAT a

MAT a

MAT alpha

MAT a/alpha

MAT a/alpha

MAT a/alpha

MAT a/alpha

CDC14/ CDC14(1-449)-GFP-His3MX6
CDC14(1-449)-GFP-His3MX6
CDC14/ CDC14(1-506)-GFP-His3MX6
CDC14(1-506)-GFP-His3MX6
CDC14-GFP-His3MX6 ura3::Nop56-3mCherry-URA3

CDC14(1-449)-GFP-His3MX6 trp1::pTEF2-mCherry-
SWI5-S/A-tCYC1-TRP1

CDC14/ CDC14(1-423)-GFP-HIS3MX6

pTEF2-GFP CDC14(342-551)-URA3 trp1-
Deltal::pTEF2-mCherry-SWI5-S/A-tCYC1-TRP1

CDC14/ CDC14(1-506)-GFP-HIS3MX6 Nop56-
3mCherry-URA3

CDC14(1-506)-GFP-HIS3MX6 Nop56-3mCherry-URA3

PTEF2-GFP CDC14(342-506)-tCYC1-URA3 trp1-
Deltal::pTEF2-mCherry-SWI5-S/A-tCYC1-TRP1

CDC14/ delta cdc14-kanMX6
CDC14/ CDC14(1-437)-GFP-His3MX6
CDC14(1-437)-GFP-His3MX6
CDC14/ CDC14(1-431)-GFP-His3MX6
CDC14/ CDC14(1-434)-GFP-His3MX6
CDC14/ CDC14(1-340)-GFP-His3MX6

CDC14(1-437)-GFP-His3MX6 trp1::pTEF2-mCherry-
SWI5-S/A-tCYC1-TRP1

BMH1-FLAG3-KanMX6
CDC14 (1-434)-GFP-His3MX6

CDC14(1-434)-GFP-His3MXG6 trp1::pTEF2-mCherry-
SWI5-S/A-tCYC1-TRP1

CDC14/ cdc14-delta::kanMX4
ura3::pCDC14-CDC14-GFP-URA3

CDC14/ cdc14-delta::kanMX4
ura3::pCDC14-CDC14-GFP-URA3

CDC14/ cdc14-delta::kanMX4
ura3::pCDC14-CDC14(T428A S429A)-GFP-URA3

CDC14/ cdc14-delta::kanMX4
ura3::pCDC14-CDC14(T428A S429A)-GFP-URA3

Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Sammlung

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit
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W14226

W14228

W14229

W14231

W14376

W14377

W14378

W14383

W14384

W14385

W14486

W14487

WwW14488

W14489

W14490

W14491

W14492

MAT a/alpha

MAT a/alpha

MAT a/alpha

MAT a/alpha

MAT a

MAT a

MAT a/alpha

MAT a/alpha

MAT a

MAT a

MAT a

MAT a

MAT a

MAT a

MAT a

MAT a

MAT a

CDC14/ cdc14-delta::kanMX4
ura3::pCDC14-CDC14(QPRK 432-435 ASAA)-GFP-
URA3

CDC14/ cdc14-delta::kanMX4
ura3::pCDC14-CDC14 (QPRK 432-435 ASAA)-GFP-
URA3

CDC14/ cdc14-delta::kanMX4
ura3::pCDC14-CDC14(A426-430)-GFP-URA3

CDC14/ cdc14-delta::kanMX4
ura3::pCDC14-CDC14(A430-434)-GFP-URA3

cdcl4-delta::kanMX4
ura3::pCDC14-CDC14(QPRK 432-435 ASAA)-GFP-
URA3

cdcl14-delta::kanMX4
ura3::pCDC14-CDC14-GFP-URA3

CDC14/ cdc14-delta::kanMX4
ura3::pCDC14-CDC14(A430-434)-GFP-URA3

CDC14/ cdc14-delta::kanMX4
ura3::pCDC14-CDC14(A426-430) -GFP-URA3

CDC14 cdc14-delta::kanMX4
ura3::pCDC14-CDC14(A426-430)-GFP-URA3

cdcl4-delta::kanMX4
ura3::pCDC14-CDC14(A426-430)-GFP-URA3

leu2::pGAL1-NET1(1-455)-Flag3-tCYC1-LEU2 CDC14-
MYC13-kanMX6

leu2::pGAL1-NET1(1-201)-Flag3-tCYC1-LEU2 CDC14-
MYC13-kanMX6

leu2::pGAL1-NET1(202-455)-Flag3-tCYCI1-LEU2
CDC14-MYC13-kanMX6

leu2::pGAL1-NET1(1-269)-Flag3-tCYC1-LEU2 CDC14-
MYC13-kanMX6

leu2::pGAL1-NET1(270-455)-FLAG3-tCYC1-LEU2
CDC14-MYC13-kanMX6

leu2::pGAL1-NET1(1-341)-FLAG3-tCYC1-LEU2 CDC14-
MYC13-kanMX6

leu2::pGAL1-NET1(342-455)-FLAG3-tCYC1-LEU2
CDC14-MYC13-kanMX6

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit
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W14495

W14505

W14577

W14584

W14586

W14694

W14695

W14696

W14715

W14718

W14858

W14859

W14864

W14882

W14949

MAT a/alpha

MATa

MATa

MAT a/
alpha

MAT a

MAT a

MAT a

MAT a

MAT alpha

MAT alpha

MAT a

MAT a

MAT alpha

MAT alpha

MAT a

CDC14/ cdc14-delta::kanMX4

ura3::pCDC14-CDC14(A426-430)-FLAG3-tCYC1-URA3

cdcl4-delta::kanMX4
ura3::pCDC14-CDC14(QPRK 432-435 ASAA)-GFP-
URA3  trpl::pSPC42-SPC42-3mcherry-tCYC1-TRP1

cdcl4-delta::kanMX4 ura3::pCDC14-CDC14(T428A
S429A)-GFP-URA3

CDC14/ CDC14(1-374)-HA3-His3MX6

cdcl4-delta::kanMX4 ura3::pCDC14-CDC14(A430-
434)-GFP-tCYC1-URA3

CDC14-MYC13-kanMX6
ura3:: pMET25-Net1(1-455)-FLAG3-tCYC1-URA3

CDC14-MYC13-kanMX6
ura3::pMET25-NET1(1-341)-FLAG3-tCYC1-URA3

CDC14-MYC13-kanMX6
ura3::pMET25-NET1(1-201)-FLAG3-tCYC1-URA3

asel::ASE1-GFP-SpHIS5
trpl::pTEF2-mCherry-SWI5-S/A-tCYC1-TRP1

cdcl4-delta::kanMX4

ura3::pCDC14-CDC14(A426-430)-FLAG3-tCYC1-URA3

trp1::TUB1-GFP-TRP1 his3::pTEF2-mCherry-SWI5-
S/A-tCYC1-HIS3

HCT1::HA-HCT1-TRP1
ura3::pGAL1-FLAG3-CDC14-URA3

HCT1::HA-HCT1-TRP1
ura3::pGAL1-FLAG3-CDC14(QPRK 423-435 ASAA)-
URA3

leu2:: pTEF2-HCT1(1-257)-YEGFP-tCYC1-LEU2
trpl::pTEF2-mCherry-SWI5-S/A-tCYC1-TRP1

cdcl4-delta::kanMX4

ura3::pCDC14-CDC14(A426-430)-FLAG3-tCYC1-URA3

asel::ASE1-GFP-SpHIS5 trp1::pTEF2-mCherry-SWI5-
S/A-tCYC1-TRP1

leu2:: pTEF2-HCT1(1-257)-YEGFP-tCYC1-LEU2
cdcl4-delta::kanMX4

ura3::pCDC14-CDC14(A426-430)-FLAG3-tCYC1-URA3

trp1::pTEF2-mCherry-SWI5-S/A-tCYC1-TRP1

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit
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hctldelta::kanMX4

W14951 MAT alpha asel::ASE1-GFP-SpHIS5 Diese Arbeit
trp1::pTEF2-mCherry-SWI5-S/A-tCYC1-TRP1
7.2 Vektoren und Plasmide
Tab. 6: Liste der in dieser Arbeit verwendeten Vektoren und Plasmide.
Bezeichnung Vektor Insert Ursprung
pFA6a- .
pFA6a Longtine et al. 1998

GFP(S65T)His3MX6

pFA6a-kanMX6 pFA6a Longtine et al. 1998
pYM-N19 P30275 pYM-N19 Janke et al., 2004
pWS1634 pJoe2955 CDC14 Sammlung
pWS1635 pJoe2955 CDC14(1-374) Sammlung
pWS2752 pEG202 CDC14(C283A) Sammlung
pWS2753 pJG4-5 CDC14(C283A) Sammlung
pWS2954 pWS2897 SWI5-S/A Sammlung
pWS4063 pJG4-5 NET1(1-233) Sammlung
pWS4172 pJG4-5 CDC14(1-374 C283A) Diese Arbeit
pWS4173 pEG202 CDC14(1-374 C283A) Diese Arbeit
pWS4242 pJG4-5 CDC14(1-449 C283A) Diese Arbeit
pWsS4243 pEG202 CDC14(1-449 C283A) Diese Arbeit
pWS4245 pJG4-5 CDC14(342-551) Diese Arbeit
pWS4246 pEG202 CDC14(342-551) Diese Arbeit
pWSs4281 pEG202 NET1(1-341) Sammlung
pWS4282 pEG202 NET1(1-455) Sammlung
pwWSs4284 pJG4-5 NET1(1-341) Sammlung
pWS4285 pJG4-5 NET1(1-455) Sammlung
pWS4289 pWS2793 CDC14(342-551) Diese Arbeit
pWS4605 pJG4-5 BMH1 Sammlung
pWS4777 pWS4692 CDC14(2426-430)- Diese Arbeit
FLAG3

CDC14(A430-434)- . :

pWS4778 pWS4694 FLAG3 Diese Arbeit
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pWSs4779 pWS3308 CDC14-FLAG3 Diese Arbeit
pWS4799 pWS2215 CDC14 Diese Arbeit
CDC14(QPRK 423-435 , ,
pwWs4801 pWS2215 Diese Arbeit
ASAA)
pWS5035 pJOE2955 NET1(1-233) Sammlung
pWS5036 pJOE2955 NET1(1-455) Sammlung
pWS5039 pJOE2955 NET1(205-455) Sammlung
CDC14(QPRK 432-435 , ,
pWS5089 pJOE2955 Diese Arbeit
ASAA)

7.3 Oligonukleotide

7.3.1 Mutagenese-Primer

Tab. 7: Mutagenese-Oligonukleotide

Beschreibung Name Ursprung

F-Primer zur 5'-

Mutagenese von TS CTCAGCCGTCCCACAGGCTGCGCCTGGTCAGCC WS2678 Diese Arbeit

428/429 zu AA GAGAAA-3’

R-Primer zur 5°-

Mutagenese von TS TTTCTCGGCTGACCAGGCGCAGCCTGTGGGACG WS2679 Diese Arbeit

428/429 zu AA GCTGGAG-3’

F-Primer zur 5

Mutagenese von  CACAGACTTCGCCTGGTGCTAGCGCTGCAGGCC WS2772 Diese Arbeit

QPRK  432-435 zu  AAAACGGTTCTAATA-3'

ASAA

R-Primer zur 5°-

Mutagenese von TATTAGAACCGTTTTGGCCTGCAGCGCTAGCACC . .

QPRK  432-435 zu AGGCGAAGTCTGTG-3’ Ws2773  Diese Arbeit

ASAA

F-Primer zur

Deletion/ 5-

Mutagenese von  ATTCAAGAGCTCAGCCGTCGCGGGTCAGCCGAG

Cdc14 A426-430 und AAAGGGC-3° WS2800 Diese Arbeit

einfigen von Ala

(GCG), mit BstUI

Uberprifbar

R-Primer zur

Deletion von Cdcl4 g

4426-430 und  GCCCTTTCTCGGCTGACCCGCGACGGCTGAGCT  \ws2801 Diese Arbeit

einfigen von Ala CTTGAAT-3’

(GCG), mit BstUl

Uberprufbar
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F-Primer zur Deletion
von Cdcl4 A430-

5-
GCCGTCCCACAGACTTCGAAGGGCCAAAACGGT

WS2802 Diese Arbei
434), mit BstBl TCTAAT-3' 5280 lese Arbeit
Uberprifbar
R-Primer zur 5°-
Deletion von Cdcl4 ATTAGAACCGTTTTGGCCCTTCGAAGTCTGTGG . .
A430-434), mit BstBl GACGGC-3’ WS2803  Diese Arbeit
Uberprufbar
7.3.2 Oligos zur Epitopmarkierung und Deletion von CDC14
Tab. 8: Oligos zur Epitopmarkierung und Deletion von CDC14
Sammlung: Oligosammlung der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. W. Seufert
Beschreibung Sequenz Name Ursprung
F-Primer zur
Epitopmarkierung
von CDC14 1-506 5-CCTCTGCTTCATCGTCCCGAATGGAAGATAACGAA WS2619 Diese
mit dem PFA6a- CCCAGC CGGATCCC-CGGGTTAATTAA-3" Arbeit
System
F-Primer zur
Epitopmarkierung
von CDC14 1-449 5-CCAAAACGGTTCTAATACTATAGAAGATATCAACA WS2618 Diese
mit dem PFA6a- ATAAT CGGATCCC-CGGGTTAATTAA-3" Arbeit
System
F-Primer zur
Epitopmarkierung
von CDC14 1-437 5 -TCAGCCGTCCCACAGACTTCGCCTGGTCAGCCGAG WS2770 Diese
mit dem PFA6a- AAAGGGCCAA CGGATCCC-CGGGTTAATTAA-3 Arbeit
System
F-Primer zur
Epitopmarkierung
von CDC14 1-434 5 -TTCAAGAGCTCAGCCGTCCCACAGACTTCGCCTGG WS2780 Diese
mit dem PFA6a- TCAGCCGAGACGGATCCC-CGGGTTAATTAA-3’ Arbeit
System
F-Primer zur
Epitopmarkierung
von (DCI4 1-431 5 AGTAATTCATTCAAGAGCTCAGCCGTCCCACAGAC — WS2771 ADr'E:?t
mit dem PFA6A-  TTCGCCTGGT-CGGATCCCCGGGTTAATTAA-3
System
F-Primer zur
Epitopmarkierung
von CDC14 1-423 5 -TCTACGGCGAATAATGGAAGTAATTCATTCAAGAG WS2631 Diese
CTCA -CGGATCCCCGGGTTAATTAA-3 Arbeit

mit dem PFA6a-
System
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F-Primer zur
Epitopmarkierung
von CDC14 1-340 5 -CAGCATTGGTTATATTTACACCAGAATGATTTTAG
mit dem PFA6a- AGAATGGAAG-CGGATCCCCGGGTTAATTAA-3’

System

F-Primer zur

Deletion von CDC14 5 -TACGAAACAATTGCACAGAGGCTGGGACTACAAA
mit dem pFA6a- GTACGCTTATA-CGGATCCCCGGGTTAATTAA-3’
System

R-Primer zur

Epitopmarkierung 5 AGTTTTTTTATTATATGATATATATATATATAAAAA

von CDC14 mit dem  TGAAAT AAA — GAATTCGAGCTCGTTTAAAC -3’
pFA6a-System

Diese

WS2781
S20 Arbeit
Diese

WS2758
Arbeit

WS1766 Sammlung

7.4  Antikoérper

Tab. 9: Verwendete primare und sekundare Antikorper

Priméare Antikorper Beschreibung Organsimus Verdinnung
a-Flag M2 Maus 1:20 000
a-GFP mAB Roche Maus 1: 2 000
o-HA 12CA5 Maus 1: 50
a-Tub2 SA4978 Kaninchen 1: 6 000
a-Myc Al4 Kaninchen 1: 500

Sekundare Antikorper
a-Maus-800 LiICOR 1: 15 000
a-Maus-680 LiCOR 1: 15 000
a-Kaninchen-800 LiICOR 1: 15000
a-Kaninchen-680 LiCOR 1: 15 000
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7.5 Medien, Puffer und Lésungen

7.5.1 Bakterienmedien

Tab. 10: Bakterienmedien

Medium Zusammensetzung Menge

SOC-Fliissigmedium Bacto Trypton 20 g/l
Bacto Yeast Extract 5g/l
NaCl 10 mM
KCI 2,5 mM
MgCl, 10 mM
Glukose 20mM
Stammlésungen Ampicilin 100 mg/ml in Ethanol
Chloramphenicol 50 mg/ml in Ethanol
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7.5.2 Hefemedien

Tab. 11: Hefemedien

Zusammensetzung Menge

Medium

Bacto Pepton 20 g/l
Bacto Yeast Extract 10 g/
Tryptophan 0,2 g/l
Adeninsulfat 0,1g/l
KH2PO4 10 mM
Zucker (nach dem 20 g/l
Vollmedium flissig (XY) Autokl(avieren) e/
Fir Platten: 1,7% Agar
Nach Bedarf
Antibiotikumzusatz
G418 (W303) 500 pg/ ml

Sorbitol 1M
Tris/ HCl pH 7,5 10 mM
Novozymmedium EDTA 1mM
DTT (frisch zugeben) 50 mM
Novozym (frisch zugeben) 2 mg/ml
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Bacto Yeast Extract 1g/l
Sporulationsmedium Kaliumacetat 10 g/
(sterilfiltriert) 10x Drop Out++ 10 ml/I
Glukose 0,5g/
Dabei verwendete Stammlésungen von Hefemedien:
Tab. 12: Stammlosungen fiir Hefemedien
Medium Zusammensetzung Menge
Adenin(-sulfat) 5g/l
Histidin 5g/l
Tryptophan 10 g/
Leucin 10 g/
Uracil 2,5 g/
Alanin 0,5g/
Arginin 0,5g/
Asparagin 0,5g/
Aspartat 1,0g/l
Cystein 0,5g/
Glutamin 0,5g/
Glutamat 1,0g/l
Glycin 0,5g/
(myo-)Inositol 0,5g/
10x Drop Out -5 Isoleucin 0,5 g/l
Lysin 0,5g/l
Methionin 0,5g/
p-Aminobenzoesaure 0,05 g/l
Phenylalanin 0,5g/
Prolin 0,5g/
Serin 1,0g/l
Threonin 1,0 g/l
Tyrosin 0,5g/
Valin 1,0 g/l
Zu Drop Out -5 zusatzlich:
Adenin 0,5 g/l
10x Drop Out ++ Histidin 0.5 ¢/l
Tryptophan 1,0 g/l
Leucin 1,0 g/l
Uracil 0,5 g/l
G418(-Sulfat) 500 mg/ml
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) Yeast Nitrogen Base 17 g/|
10x Yeast Nitrogen Base (YNB) )
Ammoniumsulfat 50 g/l
7.5.3 Puffer und Losungen
Tab. 13: Puffer und Losungen
Puffer/ Losung Zusammensetzung Menge

Tris/ HCl pH 8,5

10x Koloniepuffer (MAT-PCR) KCl
MgCIZ

Wasser 1,5 ml
0,5 M Tris/Cl pH 6,8 625 pl
Acrylamid-Mix 335 ul
Sammelgel
10 % SDS 25 pl
10 % APS 25 pl
TEMED 2,5 ul

Tris-Base 200 mM
NaCl 1,37 M

10x TBS
(pH 7,6 mit Salzsdure
eingestellt)
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Tris/Acetat, pH 8,0 (pH 8,0 mit Essigsaure

50x TAE EDTA eingestellt)

Coomassie G250 0,01 %
Coomassie-Farbeldsung Methanol 50 %
Eisessig 10 %

Tris/ HCl pH 7,4 20 mM
Nacl 200 mM
MBP-Waschpuffer
EDTA 1mM
DTT 1mM

TE/LiAc pH 7,5 10 mM
, EDTA 1mM
PEG/LiAc o
Lithiumacetat pH 7,5 100 mM
Polyethylenglykol 3350 40%

Nacl 150 mM
Tris/HCl, pH 7,5 50 mM
. NaF 50 mM
Puffer 3 mit B-Gycerolphosphat
EDTA 5mM
Igpal CA-630 0,1%
B-Glycerolphosphat 60 mM
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RNAse A 10 mg/ml
RNaseA Tris/HCI, pH 7,5 10 mM
NaCl 15 mM

Tris/HCI, pH 7,5
TE/ LiAc EDTA

Lithiumacetat, pH 7,5

Wasser 2,6 ml

1,5 M Tris/Cl pH 8,8 1,5 ml

Trenngel 9% Acrylamid-Mix 1,8 ml
10 % SDS 60 pl

10 % APS 36,5 pl

TEMED 3,65 pl
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7.6 Programme und Software

Tab. 14: Programme und Software

Programm/ Software

Beschreibung

Axio Vision LE Rel. 4.8.1

BioEdit
BLAST

Clone Manager 6.00

Clustal Omega
Endnote V7
ExPASy translate tool
FCS-Express Flow Cytometrie V. 4.07.0020
GOR4: Secundary protein structure prediction
HHpred
Image) 1.47k (Java 1.7.0_25, 32-bit)

Jalview
Microsoft Office 2013
NLS-mapper

Odyssey V. 3.0.21

Saccharomyces genome database (SGD)

Carl Zeiss Vision
Tom Hall, Ibis Biosciences, Carlsbad
Blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
Sci Ed Central
http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/
Thomson ISI ResearchSoft
Web.expasy.org/translate
De Novo Software
https://npsa-prabi.ibcp.fr/cgi-bin/secprd_gor4.pl
Toolkit.tuebingen.mpg.de/hhpred
W.S. Rasband, U.S. National Institutes of Health

https://jalview.org
Waterhouse et al., 2009

Microsoft Corporation

NlIs-mapper.iab.keio.ac.jp/
Kosugi et al., (2009) PNAS 106, 10171-10176

LI-COR Biosciences GmBH

www.yeastgenome.org
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9 Anhang

9.1 Erganzungen zu den Ergebnissen

9.1.1 Proteinwechselwirkung N-terminaler Fragmente von Netl mit Cdc14

CDC14Mvc13
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Abb. 65: Reproduktion der ColP mit N-terminalen Netl-Fragmenten mit Cdc14. Die N-terminalen Netl-
Derivate Net1(1-455), Net1(1-201), Net1(202-455), Net1(1-269), Net1(270-455), Net1(1-341), Net1(342-455)
wurden auf ihre Proteinwechselwirkung mit Cdc14 in einer ColP untersucht. Die in XYR2% exponentiell
wachsenden Hefestimme wurden zur Expression der NETI-Konstrukte fir zwei Stunden (25°C) mit
2%Galaktose induziert. Dazu wurden in Testexpressionen ausgewdhlte Stdmme mit den Genotypen
leu2::pGAL1-NET1(1-455)-FLAG3-tCYC1-LEU2 CDC14-Myc13-kanMX6 (W14486), leu2::pGAL1-NET1(1-201)-
FLAG3-tCYC1-LEU2 CDC14-MYC13-kanMX6 (W14487), leu2::pGALI-NET1(202-455)-FLAG3-tCYC1-LEU2 CDC14-
MYC13-kanMX6 (W14488), leu2::pGALI-NET1(1-269)-FLAG3-tCYC1-LEU2 CDC14-MYC13-kanMX6 (W14489),
leu2::pGALI1-NET1(270-455)-FLAG3-tCYCI1-LEU2 CDC14-MYC13-kanMX6 (W14490), leu2::pGAL1-NET1(1-341)-
FLAG3-tCYC1-LEU2 CDC14-MYC13-kanMX6 (W14491), leu2::pGAL1-NET1-(342-455)-FLAG3-tCYC1-LEU2 CDC14-
MYC13-kanMX6 (W14491) und als Negativkontrolle der Stamm W11398 mit CDC14-MYC13-kanMX6
verwendet. Die Prazipitation erfolgte mittels a-Flag gekoppelteten Beads und deren Nachweis mit dem a-Flag-
Antikorper M2. Cdcl4-Mycl3 wurde mit dem a-Myc-Antikdrper Al4 nachgewiesen. Zusdtzlich zu den
aufgereinigten Proben wurden die Gesamtlysate (WCE) mit der Negativkontrolle Cdc14-Myc13 auf ein 12%iges
SDS-Gel aufgetragen. Als Ladekontrolle ist die mittels Ponceau gefarbte, leichte Kette des aFlag-Antikérpers
gezeigt. Errechnete ProteingréRen: Netl(1-455)-Flag3: 54 kDa, Netl(1-201)-Flag3: 27 kDa, Net1(202-455)-
Flag3: 32 kDa, Net1(1-269)-Flag3: 34 kDa, Net1(270-455)-Flag3: 25 kDa, Net1(1-341)-Flag3: 42 kDa, Net1(342-
455)-Flag3: 17 kDa, Cdc14-Myc13: 78 kDa.
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9.1.2 Western Blot-Analyse als Ergdnzung zu Cdcl14(1-374)-HA3

In Tetradenanalysen untersuchte
Transformanten

wa 12345

58

aHA

16 | s | —  C(C14 (1-374)-HA3

58

46

Ponceau

Abb. 66: Western Blot-Analyse unterschiedlicher Klone mit Cdc14(1-374)-HA3. Um mehrmals zu Gberprifen,
ob die NTD von Cdc14(1-374) mit intakter katalytischer Domé&ne und HA3-Fusion (nach Longtine et al., 1998)
ausreichend fiir die biologische Funktion von Cdcl4 ist, wurden Tetradenanalysen mit allen fiinf gezeigten
Transformanten durchgefiihrt. Der fir die Komplementationsstudien durch Co-Expression der NTD und CTD
verwendete Transformant, ist Klon Nr. 1. Der Nachweis von Cdcl14(1-374)-HA3 erfolgte mit dem a-HA-
Antikorper 12CAS. Errechnete ProteingrofRe: Cdcl14(1-374)-HA3: 49 kDa. Als Ladekontrolle die unspezifische
Farbung des Gesamtproteins mittels Ponceau.

9.1.3 Komplementationsstudien mit Cdc14-Flag3-Derivaten

9.1.3.1 Expression von CDC14 mit internen Deletionen der CTD und Flag3-Fusion

pCDC14-CDC14 (X)-Flag3-Serie
Cdcl4  A426-430  A430-434
T e e —

|

w
co

Ponceau aFlag
[
o

[}
12 34 567 89 101112

Abb. 67: Western Blot-Analyse unterschiedlicher Transformanten zum Test auf die Komplementation von
Acdcl14. Der Komplementationsausgangsstamm W14087 (CDC14/ delta cdcl4-kanMX6) wurde mit den
Plasmiden pWS4779 (pCDC14-CDC14-FLAG3-URA3), pWS4777 (pCDC14-CDC14(A426-430)-FLAG3-URA3) und
pWS4778 (pCDC14-CDC14(A430-434)-FLAG3-URA3) transformiert. Als Negativkontrolle wurde der diploide
Hefewildtyp-Stamm K842 mitgefiihrt. Der blaue Punkt markiert das Proteinlevel des Stammes von dem ein
haploider Nachkomme fiir die weiteren Analysen dieses Bereiches verwendet wurde (Spur 6). Der Nachweis
erfolgte mit dem a-Flag-Antikérper M2. Errechnete ProteingroRen: Cdcl4-Flag3: 65 kDa, Cdc14(A426-430)-
Flag3: 64 kDa, Cdc14(A430-434)-Flag3: 64 kDa.
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9.1.3.2 Komplementationsanalysen mit Flag3-Proteinfusionen
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Abb. 68: Komplementationsanalysen der Cdc14-Flag3-Komplementationskonstrukte. Der

Komplementationsausgangsstamm W14087 (CDC14/ delta cdc14-kanMX6) wurde mit den Plasmiden pWS4779
(pCDC14-CDC14-FLAG3-URA3), pWSA777 (pCDC14-CDC14(A426-430)-FLAG3-URA3) und pWS4778 (pCDC14-
CDC14(A430-434)-FLAG3-URA3) transformiert. a, pWS4779: niedrige Expression (Abb. 67, Spur 2), b, pWS4779:
hohe Expression (Abb. 67, Spur 3) . ¢, pWS4777: hohe Expression (Abb. 67, Spur 7), d, pWS4778: niedrige
Expression (Abb. 67, Spur 8) e, pWS4778: hohe Expression (Abb. 67, Spur 11).

9.1.4 Proteinexpression von GFP-CDC14(342-551)

a b
CDC14/Acdc14+ GFP-CDC14 (342-551)  CDC14/(1-374)HA3 + GFP-CDC14 (342-551)
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Abb. 69: Western Blot-Analyse zur Wahl geeigneter Transformanten. Ergdnzende Proteinmengenlevel von
pWS4289, pTEF2-GFP-CDC14(342-551)-URA3 mit dem der Komplementationsstamm W14087 (CDC14/ delta-
cdc14-kanMX6) und W14584 (CDC14/ CDC14(1-374)-HA3-HIS3MX6) transformiert wurde. Erganzung zu Abb.
33: a, Flr CDC14/Acdc14 mit GFP-CDC14(342-551): Klon (K) 1 , niedrige Expression, K3 starke Expression.
Ergdnzung zu Abb. 34: b, Fir CDC14/(1-374)HA3 mit GFP-CDC14(342-551): K5 niedrige Expression, K7 starke
Expression. Nach erfolgter Aufarbeitung zu Proteinlysaten wurden jeweils acht unterschiedliche
Transformanten auf ein 9%iges SDS-Gel aufgetragen und deren Expression mit dem a-GFP-Antikorper
nachgewiesen. Errechnete ProteingroRe: GFP-Cdc14(342-551): 50 kDa.
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9.1.5 Selbsinteraktion von Cdcl4 im N-Terminus

SRG-HT

AD BD

Cdc14 C283A Cdc14 C283A

Cdcl4 (1-374)C283A | Cdcl4 (1-374)C283A

--- Cdc14 (1-374)C283A

Cdc14 (1-449)C283A | Cdcl4 (1-449)C283A

- Cdc14 (1-449)C283A

Cdc14 (342-551) Cdc14 (342-551)

Cdc14 (342-551)

Abb. 70: Selbstinteraktion der NTD von Cdc14. Dargestellt ist die Proteinwechselwirkung von N-terminalen
Fragmenten von Cdcl4 mit sich selbst im durch einen B-Galaktosidase-Test im Y2H. Dazu wurde die Bindung
zwischen dem katalytisch inaktiven Cdc14(C283A), Cdcl14(1-374) C283A, Cdcl4(1-449) C283A und
Cdc14(342-551) jeweils mit sich selbst analysiert. Nach einer Co-Transformation des Reporterstammes W276
(ura3::URA3-lexA-op-lacZ  leu2::pLEU2-lexA-op) mit jeweils einem Protein fusioniert mit der
Aktivierungsdomane (AD, pJG4-5-Derivate) und einem Protein fusioniert an die Bindedomane (BD, pEG202-
Derivate), bzw. mit pJG4-5-Leervektor als Kontrolle, wurden pro Transformation sechs Kolonien auf eine
Selektivplatte mit SRG-HT aufgebracht. Fir die Co-Transformation wurden folgende Plasmide verwendet:
pWS2753 (pJG4-5-CDC14 (C283A)), pWS2752 (pEG202-CDC14(C283A)) als Positivkontrolle, pWS4172 (pJG4-5-
CDC14(1-374 C283A)), pWS4173 (pEG202-CDC14(1-374 C283A)), pWS4242 (pJG4-5-CDC14(1-449 C283A)),
pWS4243 (pEG202-CDC14(1-449 C283A)), pWS4245 (pJG4-5-CDC14(342-551)), pWS424 (pEG202-CDC14(342-
551)), pJG4-5 Leervektor. Fir den Galaktosidasetest wurden die gewachsenen Kolonien mit X-Gal
enthaltendem Agar liberschichtet und bei 30°C inkubiert.

9.1.6 Proteinwechselwirkungen zwischen Bmh1 und Cdc14
9.1.6.1 Co-Immunprazipitation von Bmh1 mit Cdc14 und Cdc14(342-551)
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Abb. 71: Proteininteraktion von Bmh1 mit der CTD von Cdc14. Die Proteinwechselwirkung von Bmh1l mit
Cdc14 und Cdc14(342-551) wurde in vivo in einer ColP analysiert. Dazu wurde W14124 (BMH1-FLAG3-KanMX6)
jeweils mit W13174 (CDC14-GFP-HIS3MX6) und W13544 (pTEF2-GFP Cdc14(342-551)-URA3 trp1-Deltal::pTEF2-
mCherry-SWI5-S/A-tCYC1-TRP1) mit einander verkreuzt und als diploide Stamme in das Experiment eingesetzt.
Als Negativkontrollen dienten W13174 und W13544 als haploide Ausgangsstimme. Zusatzlich zu den
aufgereinigten Proben wurden die Gesamtlysate (WCE) auf ein 9%iges SDS-Gel aufgetragen. Die Prazipitation
erfolgte mittels a-Flag gekoppelteten Beads und deren Nachweis mit dem a-Flag-Antikérper M2. Die Cdc14-
Derivate wurden mit dem a-GFP-Antikdrper nachgewiesen. Errechnete ProteingrofRen: Bmh1-Flag3: 34 kDa,
Cdc14-GFP: 89 kDa, GFP-Cdc14(342-551): 50 kDa.

9.1.6.2 Proteinbindung von Bmh1 mit Cdc14 im Y2H

AD BD
- Cdc14 C283A
Bmhl Cdc14 C283A

--- Cdc14 (1-374)C283A

Bmh1 Cdc14 (1-374)C283A
Cdc14 (342-551)
Bmh1 Cdc14 (342-551)
Cdc14 C283A Cdc14 C283A

Abb. 72: Interaktionsstudie mit Bmh1l und Cdc14. Dargestellt ist die Proteinbindung von Bmh1 mit Cdc14,
Cdc14(1-374) und Cdc14(342-551) anhand des R-Galaktosidase-Tests im Y2H. Daflir wurde der Reporterstamm
W276 (ura3::URA3-lexA-op-lacZ leu2::pLEU2-lexA-op) mit jeweils einem Protein fusioniert mit der
Aktivierungsdomane (AD, pJG4-5-Derivate) und einem Protein fusioniert an die Bindedomane (BD, pEG202-
Derivate), bzw. mit pJG4-5-Leervektor als Kontrolle transformiert. Fir das Experiment wurden katalytisch
inaktive Derivate von Cdc14 verwendet. Pro Transformation wurden sechs Kolonien auf eine Selektivplatte mit
SSG-HT aufgebracht. Fiir die Transformation wurden die folgenden Plasmide verwendet: pWS2752 (pEG202-
CDC14(C283A)), pWS4605 (pJG4-5-BMH1), pWS4173 (pEG202-CDC14(1-374 C283A)), pWS424 (pEG202-
CDC14(342-551)). Mit dem pJG4-5 als Negativkontrolle, pWS2753 (pJG4-5-CDC14(C283A)) mit pWS2752 als
Positivkontrolle. Fir den Galaktosidasetest wurden die gewachsenen Kolonien mit X-Gal enthaltendem Agar
Uberschichtet und bei 30°C inkubiert.
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2C
a

>
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AD
Amp
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BSA
bzw.

C

C
Chr.

Cdk
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C-Terminus
CTD

ColP

D

D

Da
DIC
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DNA
dNTP
DTT
DUSP

einfacher DNA-Gehalt, vor der Replikation der DNA
doppelter DNA-Gehalt, nach der Replikation der DNA
anti, alpha bei Paarungstyp

Deletion eines Gens

Wellenldnge

Ohm, Einheit des Widerstands

Grad Celsius, Einheit der Temperatur

Mikro (10°®)

Mikrogramm

Mikroliter

Mikrofarad, Einheit der elektrischen Kapazitat

Aminosaure, amino acid

Ampere oder Absorption

Abbildung

Aktivatordomaéne

Amicillin

Anaphase promoting complex/ Cyclosome
Ammoniumperoxidsulfat

Aminosaure

Bindedomane

base pair, Basenpaar

Rinderserumalbumin (bovine serum albumine)
beziehungsweise

Zenti (10-%)

Chromosom

zyklinabhangige Kinase (cyclin dependent kinase)
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Carboxy-Ende der Polypeptidkette

C-terminale Domaéne

Co-Immunprazipitation

Glukose
Dalton

Differentialinterferenzkontrast (differential interference contrast)

Dimethylsulfoxid

Desoxyribonucleinsaure (desoxyribonucleic acid)
2’-Desoxynukleosidtriphosphat

Dithiothreitol

Dualspezifische Proteinphosphatase
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GTP
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Ethylendiamintetraacetat
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Cdc fourteen early anaphase release
Forward-Primer
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GTPase Aktivatorprotein
Guanosin-Diphosphat
Guanin-Nukleotid Austauschfaktor
(quanine nucleotide exchange factor)
green fluorescent protein
Guanosin-Triposphat

Stunde (hour)
Hamagglutinin-Epitop

Inhibitionsdomane
Immunprazipitation

Kilo (10%)
Kilobase
Kilodalton
Kilovolt

Liter
Bakterienmedium (Luria Broth)

mono
molar, Mol/ Liter
Milliampere

Paarungstyp

Mannose binding protein
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mg

min

ml

mM
M-Phase
ms

MT

MW
MYC

N

n
NaF

NES

NLS

nm

NOC
N-Terminus
NTD

(0]
ODxxx

P

p.a.
PAGE

PBS
pCDC14
PCR
PEG
pGAL1
pH
pPMET25
pNPP
pNP
ROI
pTEF2

R

r
R/ Raf
RENT
RNA
RNase
R-Primer
RT

mitotic exit network
Milligramm

Minute

Milliliter

Millimolar
Mitose-Phase
Millisekunde
Mikrotubuli
Molekulargewicht
c-myc-Epitop

Anzahl

Natriumfluorid

Kernexportsequenz (nuclear export sequence)
Kernlokalisationssequenz (nuclear localization sequence)
Nanometer (10°)

Nocodazol

Amino-Ende der Polypeptidkette

N-terminale Doméne

Optische Dichte der Wellenlange bei XXXnm

pro analysi

Polyacrylamidgelelektrophorese

Phosphat-gepufferte Saline (phosphate buffered saline)
endogener CDC14-Promotor
Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction)
Polyethylenglykol

Galaktose-induzierbarer Promotor

negativer dekadischer Logarithmus der Wasserstoffionenkonzentration

Methionin-reprimierbarer Promotor
para-Nitrophenylphosphat

para-Nitrophenol

region of interest

konsitiutiver Triose Phosphat Isomerase Promotor

ribosomal

Raffinose

regulator of nucleolar silencing and telophase
Ribonukleinsadure

Ribonuklease

Reverse-Primer

Raumtemperatur
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S

S

SAC

S. cerevisiae
SD

SDS

sek

SIN

T

t

TAE
TBS(T)
TEMED
TEMED
TR

ts

Tris

u.a.
Upm
uv

vgl.

WB
w/v
WT

X-Gal
XY

Y2H
Z

z
z.B.

Sucrose

spindle assembly checkpoint
Saccharomyces cerevisiae
synthetisch definiert
Natriumdodexylsulfat
Sekunde

septation initiation network

Zeit, time

Tris/ Acetat/ EDTA Puffer
Tris-gepufferte Saline (mit Tween)
Tris/ EDTA

N, N, N’, N'-Tetramethylethylendiamin
Tandem Repeat

Temperatursensitiv

Tris (hydroxymethyl)aminomethan

Unit (Enzymmenge)
unter anderem
Umdrehung pro Minute
ultraviolettes Licht

Volt
vergleiche

Western Blot
Masse pro Volumen
Wildtyp

(5-Brom-4-chlor-3-indolyl)-R-D-galactosid

Hefe-Vollmedium

Hefe-zwei-Hybridsystem, yeast-two-hybrid

Ebene
zum Beispiel

AS und Nukleotide werden nach den internationalen Regeln abgekiirzt. Die Schreibweise der Gene

und Proteine richtet sich nach der Hefenomenklatur. Gangige Fachausdriicke aus dem Englischen

wurden Gbernommen, wenn eine deutsche Entsprechung nicht existiert oder gebrauchlich ist.
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