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2 Zusammenfassung 

Während der Mitose wird das verdoppelte genetische Erbmaterial der Zellen präzise auf die 

entstehenden Folgezellen verteilt. Verschiedene Teilprozesse müssen dabei korrekt und 

hochreguliert aufeinander folgen. Neben dem Aufbau eines funktionsfähigen Spindel-

apparates ist die dynamische Interaktion zwischen den Plusenden spezifischer Mikrotubuli 

und dem Kinetochor, einem Multiproteinkomplex, der auf der Zentromer-DNA ausgebildet 

wird, von entscheidender Bedeutung.  

In der vorliegenden Arbeit wurde die mitotische Funktion des Mikrotubuli-assoziierten Mal3p 

Proteins der Spalthefe Schizosaccharomyces pombe, einem Mitglied der evolutionär kon-

servierten EB-1 Familie, näher analysiert. Mitglieder dieser Proteinfamilie haben eine 

wichtige Bedeutung für die Funktion und die Dynamik der Mikrotubulistrukturen. Das EB-1 

Protein des Menschen ist an der Ausbildung und Stabilisierung der Kinetochor-Mikrotubuli-

Verknüpfung beteiligt. Der Nachweis der genetischen Interaktion zwischen mal3∆ und einer 

Mutante des Mikrotubuli-Plusendkomplexes zeigt, daß auch das Mal3p Protein, als 

Bestandteil des Plusendkomplexes in der Spalthefe, eine wichtige Funktion für die 

Verknüpfung der Chromosomen mit der Spindel besitzt. Außerdem wird der Spindelkontroll-

punkt, der den korrekten Aufbau des mitotischen Spindelapparates und die bipolare 

Verknüpfung der Chromosomen mit der Spindel überprüft, im mal3∆ Stamm aktiviert.  

Durch einen umfangreichen extragenen Multikopie-Suppressorscreen mit einer genomischen 

S. pombe Genbank wurden 85 neue Suppressoren der mitotischen mal3-1 

Mutantenphänotypen identifiziert. Durch verschiedene Analysen konnte die Anzahl der 

Suppressoren auf zehn neue Komplementationsgruppen reduziert werden. Ihre Bedeutung für 

die Chromosomensegregation wurde gezeigt. Fünf Suppressoren wurden als Komponenten 

der mitotischen Spindel und des Kinetochors charakterisiert. Durch die Identifikation eines 

Suppressors, der wichtig für die Verteilung der zellulären Aktinflecken der Spalthefe ist, 

wurde eine Verbindung zwischen dem Mikrotubuli-assoziierten Mal3p Protein und dem 

Aktinzytoskelett ermittelt.  

Der Suppressor spc7+ wurde für eine detailliertere Analyse ausgewählt. Die Proteine Spc7p 

aus S. pombe und Spc105 aus S. cerevisiae besitzen funktionelle Homologie und wurden als 

neue Kinetochorproteine der Hefen charakterisiert. Beide Proteine zeigen eine wichtige 

Bedeutung für die Erhaltung der genomischen Stabilität. Die Deletion bzw. die veränderte 

Expression führt zu mitotischen Defekten und zu einer Fehlverteilung der DNA.  
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3 Einleitung 

3.1 Der eukaryontische Modellorganismus Schizosaccharomyces pombe 

Bei der vegetativen Vermehrung eukaryontischer Zellen wird das genetische Erbmaterial 

repliziert und während der Mitose unter Ausbildung eines mitotischen Spindelfaserapparates 

gleichmäßig auf die entstehenden Folgezellen verteilt. Für die erfolgreiche Ausbildung zweier 

erbgleicher Tochterkerne und Erhaltung der Ploidie müssen unterschiedliche Teilprozesse 

präzise und hochreguliert ablaufen. Defekte im Ablauf der Mitose sind häufig letal für die 

Zellen bzw. werden mit einer Vielzahl von Krankheiten in Verbindung gebracht (Übersichts-

artikel Cahill et al., 1999). Eine fehlerhafte Verteilung der DNA und eine erhöhte chromo-

somale Instabilität wurden im Zusammenhang mit der Entstehung von Krebs beschrieben 

(Lengauer et al., 1998; Fodde et al., 2001; Kaplan et al., 2001).  

Für eine präzise Segregation der verdoppelten Schwesterchromatiden auf die Tochterkerne 

müssen die Chromosomen bipolar mit den dynamischen Mikrotubulistrukturen der 

mitotischen Spindel verknüpft werden. Die Verknüpfung zwischen der Zentromer-DNA und 

den Mikrotubulienden der mitotischen Spindel erfolgt über den Multiproteinkomplex des 

Kinetochors. An der Ausbildung dieser Verknüpfung sind unter anderem verschiedene 

Proteine, die spezifisch an das Plusende der Mikrotubuli bzw. das Kinetochor binden, 

beteiligt (Übersichtsartikel von Schuyler et al., 2001 bzw. Mimori-Kiyosue et al., 2003). Der 

korrekte Aufbau der mitotischen Spindel und die bipolare Verknüpfung der Kinetochore mit 

den Plusenden der Mikrotubulistrukturen werden durch das evolutionär konservierte System 

des Spindelkontrollpunktes überprüft. Defekte im Spindelaufbau oder der bipolaren 

Kinetochor-Mikrotubuli-Verknüpfung führen zu einem transienten Arrest in der Metaphase 

des Zellzyklus (Übersichtsartikel Amon, 1999; Gardner et al., 2000). 

Die Spalthefe Schizosaccharomyces pombe kann als eukaryontischer Modellorganismus zur 

Identifizierung neuer Komponenten, die für die mitotische Segregation der Chromosomen 

benötigt werden, eingesetzt werden. Die Strukturen und Abläufe in der Mitose bei diesem 

einzelligen haploiden Ascomyceten sind teilweise sehr ähnlich zu den beobachteten Prozessen 

in höheren Eukaryonten und lassen sich leicht studieren (Funabiki et al., 1993). Das nur 13,8 

Megabasenpaar große Genom liegt auf drei Chromosomen verteilt vor und wurde im Rahmen 

des S. pombe Genomprojektes sequenziert (Wood et al., 2002). Wie auch bei den höheren 

Eukaryonten, wird das zytoplasmatische Mikrotubulizytoskelett der Spalthefezelle zu Beginn 

der Mitose abgebaut und es wird eine bipolare mitotische Spindel ausgebildet (Hagan et al., 
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1998). Auch in diesem Organismus kondensieren die Chromosomen und werden nach 

Ausbildung einer Kinetochor-Mikrotubuli-Verknüpfung durch einwirkende Kräfte und 

dynamische Veränderungen der mitotischen Spindel in der Äquatorialebene der Zellen 

angeordnet. Der Aufbau des S. pombe Zentromers zeigt durch seine Größe und den Besitz 

repetitiver Sequenzen Ähnlichkeiten zu den Zentromerstrukturen höherer Eukaryonten (Pluta 

et al., 1995). Außerdem sind eine Reihe von Proteinen mit wichtiger Bedeutung für die 

Funktion und den strukturellen Aufbau des Kinetochors und der mitotischen Spindel in der 

Spalthefe evolutionär konserviert. Das in dieser Arbeit untersuchte Mikrotubuli-assoziierte 

Mal3p Protein ist ein funktionelles Homolog des menschlichen EB-1 Proteins (Beinhauer et 

al., 1997). Zur Einführung in diesen Themenkomplex werden im folgenden Teil das Zentro-

mer der Spalthefe, der mitotische Spindelfaserapparat und die EB-1 Familie detaillierter dar-

gestellt. 

3.2 Das Zentromer der Spalthefe 

Die Zentromer-DNA des Chromosoms und der damit assoziierte funktionelle Kinetochor-

Komplex sind essentiell für den Ablauf der präzisen und geordneten Verteilung der 

Chromosomen während der Mitose (Übersichtsartikel Pidoux et al., 2000a). Das Zentromer 

übernimmt verschiedene Aufgaben in diesem Zusammenhang. Bereiche dieser spezialisierten 

Region des Chromosoms stellen den Kontakt zwischen den Plusenden mitotischer 

Spindelmikrotubuli und den Chromosomen her. Zusätzlich assoziieren Motorproteine, die an 

der Bewegung der Chromosomen entlang der mitotischen Spindelmikrotubuli beteiligt sind 

oder auch Proteine des Spindelkontrollpunktes mit dem Zentromer (Gardner et al., 2000; 

Manning et al., 2000; Steinberg et al., 2000). Für verschiedene Komponenten dieser 

evolutionär konservierten Signalkaskade wurde eine Lokalisierung an Kinetochoren, die nicht 

bipolar mit der mitotischen Spindel verknüpft sind, nachgewiesen (Chen et al., 1996; Li et al., 

1996; Taylor et al., 1998). Auch die verdoppelten Schwesterchromatiden bleiben am 

Zentromer über eine Proteinverbindung bis zum Übergang zwischen Meta- und Anaphase 

miteinander verbunden (Yanagida et al., 1995; Funabiki et al., 1996; Tomonaga et al., 2000; 

Bernard et al., 2001).  

Verschiedene Arbeiten haben zur Aufklärung der Struktur der Zentromer-DNA-Sequenz der 

Spalthefe beigetragen (Nakaseko et al., 1986; Chikashige et al., 1989; Clarke et al., 1990; 

Murakami et al., 1991; Wood et al., 2002). Die Größe der Zentromer-DNA-Sequenzen liegt 

für die Spalthefe zwischen 35-110 Kilobasenpaaren (Wood et al., 2002). Dabei verhält sich 

die Größe der DNA-Sequenzen umgekehrt proportional zur Größe der drei Chromosomen. 
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Der grundlegende strukturelle Aufbau der drei Zentromere ist gleich (Hahnenberger et al., 

1991; Takahashi et al., 1992; Pidoux et al., 2000a). Die DNA-Sequenz jedes der Zentromere 

ist symmetrisch aufgebaut und besteht aus einer zentralen variablen Kernregion, die durch 

invertierte Sequenzwiederholungen flankiert wird. Diese Sequenzwiederholungen lassen sich 

in eine innere und äußere Wiederholungssequenz unterteilen und variieren für die einzelnen 

Chromosomen in ihrer Größe (Übersichtsartikel Su et al., 1997; Clarke et al., 1998). Dieser 

strukturelle Aufbau der Zentromer-DNA ist charakteristisch für die sogenannten Regional-

Zentromere, die auch für höhere Eukaryonten beschrieben wurden (Pluta et al., 1990; Pluta et 

al., 1995).  

Durch die Interaktion verschiedener Proteine, die direkt oder durch Assoziation mit anderen 

Proteinen gezielt an unterschiedliche Regionen der Zentromer-DNA binden, entsteht eine 

komplex organisierte, mehrschichtige Struktur in dieser Region des Chromosoms (Pluta et al., 

1990). Dieser spezialisierte Proteinkomplex, der auf dieser spezifischen DNA-Sequenz 

assembliert, wird als Kinetochor bezeichnet. Eine Reihe der hierbei beteiligten Proteine sind 

evolutionär konserviert und wurden auch in anderen Eukaryonten beschrieben (Übersichts-

artikel von Cheeseman et al., 2002b; Meluh et al., 1998; Takahashi et al., 2000). 

Es gibt zwei strukturell und funktionell unterschiedliche Domänen des S. pombe Zentromers 

(Kniola et al., 2001; Appelgren et al., 2003). Eine innere Domäne, die sich über die cnt-

Region und einen kleinen Teil der imr-Region erstreckt, ist Ausgangsbasis für die Assoziation 

des Kinetochors. Eine zweite äußere Domäne, die den restlichen Teil der imr-Region und die 

otr-Region umfaßt, ist aufgrund ihrer besonderen Heterochromatinstruktur wichtig für den 

Zusammenhalt der Schwesterchromatiden (Bernard et al., 2001; Nonaka et al., 2002). Mit 

diesen Domänen assoziieren unterschiedliche Proteinsubkomplexe, die entweder spezifisch 

mit der inneren oder der äußeren Domäne wechselwirken (siehe Abbildung 1; Saitoh et al., 

1997; Goshima et al., 1999; Partridge et al., 2000).  

Zu den Proteinen, die mit den äußeren repetitiven Zentromerregionen assoziieren, gehören das 

S. pombe Heterochromatin Protein 1 Homolog Swi6p, Chp1p, Rik1p und Clr4p (Übersichts-

artikel von Pidoux et al., 2000a; Ekwall et al., 1995; Rea et al., 2000). Clr4p ist ein Homolog 

der SUV39H1 Säugetierhistonmethyltransferase und modifiziert den Lysinrest 9 von Histon 

H3 (Rea et al., 2000; Bannister et al., 2001; Lachner et al., 2001; Nakayama et al., 2001). 

Obwohl diese Proteine nicht essentiell sind, ist ihre Funktion wichtig für den Aufbau der 

Heterochromatinregion. Die Ausbildung einer geordneten Heterochromatinstruktur ist 

abhängig von der kovalenten Modifikation durch Acetylierung und Methylierung spezifischer 

Histonreste (Litt et al., 2001; Noma et al., 2001; Nakagawa et al., 2002). Die Assoziation von 
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Swi6p und Chp1p an die äußere Domäne ist abhängig von der Funktion der Proteine Rik1p 

und Clr4p (Ekwall et al., 1996; Rea et al., 2000; Bannister et al., 2001). Auch Rad21p, eine 

Untereinheit des Proteinkomplexes, der die Schwesterchromatiden bis zur Anaphase 

verbindet, assoziiert in Abhängigkeit von Swi6p mit dieser Region des Zentromers 

(Tomonaga et al., 2000; Bernard et al., 2001; Nonaka et al., 2002).  

Dagegen assoziieren die Histon H3 Variante Cnp1p von S. pombe und Cbh2p, eines der 

CENP-B homologen Proteine der Spalthefe, spezifisch mit der zentralen Kernregion der 

Zentromer-DNA (Baum et al., 2000; Takahashi et al., 2000; Irelan et al., 2001). Die CENP-B 

Homologe in S. pombe beeinflussen die Ausbildung der Heterochromatinstruktur (Nakagawa 

et al., 2002). Auch die Spalthefeproteine Mis6p, Sim4p, Mis12p und Mal2p assoziieren mit 

der zentralen Kernregion des Zentromers (Saitoh et al., 1997; Goshima et al., 1999; Jin et al., 

2002; Pidoux et al., 2003). Sie sind essentiell für die Ausbildung und den Erhalt der 

strukturellen Organisation dieses Zentromerbereiches. Mutationen in den Zentro-

merkomponenten der Kernregion führen zur erhöhten Missegregation der Chromosomen 

(Saitoh et al., 1997; Goshima et al., 1999; Jin et al., 2002). Die Assoziation von Cnp1p und 

Sim4p an die innere Domäne ist abhängig von Mis6p (Takahashi et al., 2000; Pidoux et al., 

2003). 

Über den äußeren Bereich der assoziierten Proteinkomplexe des Kinetochors sind die 

Chromosomen mit den Plusendmikrotubuli der bipolaren Spindel während der Mitose 

verbunden. Spezielle Proteinkomplexe, die sich an den polaren Enden der dynamischen 

Kinetochormikrotubuli ausbilden, besitzen eine wichtige Funktion für die Kinetochor-Mikro-

tubuliverknüpfung. Für Mis12p konnte eine genetische Interaktion mit Dis1p, einer 

Komponente des Mikrotubuli-Plusendkomplexes, gezeigt werden (Nakaseko et al., 2001). 

cnt1 imr1Rimr1L otr1Rotr1L

Clr4p
Rik1p 
Chp1p
Swi6p

Rad21p

Mis6p
Cbh2p
Sim4p

Cnp1p
Mis12p
Mal2p

Clr4p
Rik1p 
Chp1p
Swi6p

Rad21p

(cen1)
zentrosomale DNA

assoziierter 
Kinetochorkomplex

 

Abbildung 1: Strukturelle Übersicht der Zentromer-DNA von S. pombe und damit assoziierter Proteine 
Der schematische Aufbau des Zentromers von Chromosom 1 (cen1) der Spalthefe mit der zentralen Kernregion 
(cnt) und den flankierenden inneren (imr) und äußeren (otr) repetitiven Sequenzen ist dargestellt. Die 
Assoziation verschiedener Kinetochorproteine mit unterschiedlichen Domänen der Zentromer-DNA ist 
aufgeführt.  

Zentromer-DNA
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3.3 Der mitotische Spindelfaserapparat 

Mit Eintritt in die Mitose werden die röhrenförmigen Mikrotubulistrukturen des Zytoskeletts 

zum mitotischen Spindelfaserapparat umorganisiert, der zwischen den Spindelpolkörpern der 

Spalthefe, dem Zentrosomenäquivalent der höheren Eukaryonten, ausgebildet wird (Über-

sichtsartikel Hagan et al., 1998; Masuda et al., 1992; Ding et al., 1997; Hagan et al., 2000). 

Der Spindelpolkörper umfaßt eine Reihe von Proteinen, zu denen auch das γ-Tubulin zählt. 

Vermutlich sind γ-Tubulinkomplexe die Nukleationsstellen für die wachsenden Mikrotubuli 

der Spindel (Horio et al., 1991; Horio et al., 1994; Masuda et al., 1996; Gunawardane et al., 

2000). Auch unterschiedliche Proteine, die strukturelle oder regulatorische Funktionen für die 

bipolare Spindel besitzen, sind Komponenten des Spindelpolkörpers (Hagan et al., 1995; 

Nabeshima et al., 1995; Ohkura et al., 1995; Bridge et al., 1998). Daher kann ein 

Funktionsverlust wichtiger Proteine des Spindelpolkörpers zu Fehlern im Aufbau und der 

Funktion der bipolaren Spindel führen (Hagan et al., 1990; Hagan et al., 1995). 

Die Spindelpolkörper der Spalthefe werden während der späten G2-Phase des Zellzyklus im 

Zytoplasma verdoppelt, bleiben jedoch bis zum Beginn der Ausbildung einer bipolaren 

mitotischen Spindel miteinander verbunden (Ding et al., 1997). Im Gegensatz zu den höheren 

Eukaryonten bleibt die Kernmembran während der gesamten Mitose erhalten und die Zellen 

durchlaufen eine geschlossene Mitose. Durch eine besondere Öffnung in der Kernmembran, 

eine sogenannte Fenestra-Struktur (lat. Fenster), werden sie jedoch in die Kernmembran 

integriert (Balczon et al., 1996; Ding et al., 1997). Unter Ausbildung des bipolaren Spindel-

apparates wandern die Spindelpolkörper zu den gegenüberliegenden Polen des Zellkerns. 

Die mitotische Spindel ist ein dynamisches System, das aus Tubulindimeren mit einer glo-

bulären α- und β-Proteinuntereinheit besteht (Adachi et al., 1986; Yanagida et al., 1987). 

Während das Minusende der Mikrotubulistrukturen am Spindelpolkörper stabilisiert wird, 

verlängern sich die Mikrotubuli durch Anlagerung bevorzugt an das Plusende von GTP-

tragendem Tubulindimeren bzw. verkürzen sich durch Dissoziation von Tubulindimeren 

(Desai et al., 1997). Diese Veränderungen der Mikrotubulistrukturen wurden als dynamische 

Instabilität beschrieben (Mitchison et al., 1984). Die Dynamik der Mikrotubulistrukturen wird 

durch stabilisierende und destabilisierende Faktoren beeinflußt (Übersichtsartikel Walczak, 

2000). Sie ist essentiell für die Funktion der Spindel. Durch dynamische Mikrotubuli-

strukturen wird der Kontakt zwischen den Plusenden der Mikrotubuli und den Kinetochoren 

der Chromosomen hergestellt. Veränderungen der Spindelstrukturen und der auf die Chromo-

somen einwirkenden Kräfte bewirken durch Zug- und Gegenzug eine Anordnung der 

Chromosomen in der Äquatorialebene der Zellen. Schließlich werden im Verlauf der 



Einleitung 16

Anaphase die Schwesterchromosomen unter Verkürzung der Kinetochor-Mikrotubuli bzw. 

Verlängerung der Pol-Mikrotubuli zu den Zellpolen verschoben.  

Der bipolare Spindelfaserapparat besteht aus Bündeln verschiedener tubulärer Mikrotubuli-

strukturen mit unterschiedlicher Ausrichtung in der Zelle, die jeweils spezifische Funktionen 

übernehmen (siehe Abbildung 2; Tanaka et al., 1986; Ding et al., 1997). Es wird zwischen 

den kerngerichteten Pol- bzw. Kinetochor-Mikrotubuli und den zur zytoplasmatischen Seite 

des Spindelpolkörpers gerichteten Astral-Mikrotubuli unterschieden. Die Pol-Mikrotubuli er-

strecken sich vom Spindelpolkörper ausgehend zur Kernmitte. Dabei überlagern sich die Pol-

Mikrotubuli gegenüberliegender Spindelpolkörper in der Äquatorialebene (Ding et al., 1993; 

Mastronarde et al., 1993). Die Kinetochor-Mikrotubuli erstrecken sich zwischen dem Spindel-

polkörper und den Chromosomen. Sie vermitteln die Verknüpfung zwischen dem Spindel-

polkörper und dem Kinetochor des Chromosoms (Hagan et al., 1988; McDonald et al., 1992; 

McEwen et al., 1997). Die Astral-Mikrotubuli sind von der zytoplasmatischen Seite des 

Spindelpolkörpers zur Zellperipherie gerichtet. Sie stellen den Kontakt zur Zellrinde her und 

sind wichtig für die Ausrichtung der Spindel innerhalb der Zelle (Hagan et al., 1988; Alfa et 

al., 1990; Stearns, 1997). Zwischen den Spindelpolen wird ein dynamisches Kräftegleichge-

wicht erzeugt, welches ein Ausrichten der Chromosomen innerhalb des Zellkerns ermöglicht 

und ein Kollabieren der Spindel verhindert (Goldstein et al., 1993; Hagan et al., 1996).  

Pol-Mikrotubuli

Kinetochor-Mikrotubuli

verdoppeltes
Chromosom

Astral-Mikrotubuli

Spindelpolkörper

+

+

+

+

+

-
- -

-
-

-

 

Abbildung 2: Der mitotische Spindelapparat 
Drei verdoppelte Chromosomen mit roten Kinetochorregionen und der mitotische Spindelapparat sind zu Beginn 
der Metaphase schematisch dargestellt. Von den gegenüberliegenden Spindelpolkörpern gehen verschiedene 
Mikrotubulistrukturen aus. Pol-Mikrotubuli überlagern sich in der Zellmitte. Kinetochor-Mikrotubuli verlaufen 
vom Spindelpolkörper zum Kinetochor. Die Astral-Mikrotubuli sind von den Spindelpolkörpern nach außen 
gerichtet.  
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Kommt es beispielsweise zu einem Funktionsverlust der Tubulinuntereinheiten der Mikro-

tubulistrukturen, so wird keine mitotische Spindel aufgebaut (Umesono et al., 1983). Neben 

den Tubulinen ist noch eine Vielzahl von Mikrotubuli-assoziierten Proteinen (MAPs) am 

Aufbau und der Funktion einer bipolaren mitotischen Spindel für die präzise Segregation der 

Chromosomen beteiligt. Sie interagieren direkt oder indirekt mit den Mikrotubuli und 

beeinflussen die strukturelle Organisation der Spindel oder die Dynamik ihrer Mikro-

tubulistrukturen. So wird beispielsweise durch Kinesin-ähnliche Motorproteine die Ver-

knüpfung und das Verschieben antiparalleler Pol-Mikrotubuli zur Generierung der Spindel-

spannung und Segregation der Schwesterchromosomen ermöglicht (Übersichtsartikel von 

Barton et al., 1996; Hagan et al., 1992; Pidoux et al., 1996; Jeong et al., 2002). Die Motor-

proteine sind zusätzlich an der Bewegung der Chromosomen entlang verkürzender 

mitotischer Spindelstrukturen beteiligt (Übersichtsartikel von Barton et al., 1996; Manning et 

al., 2000; Steinberg et al., 2000). Im Vergleich dazu stehen die MAPs ohne molekulare 

Motorfunktion, die sowohl entlang der Mikrotubulistruktur bzw. durch spezifische Bindung 

an die Enden deren Dynamik und Stabilität beeinflussen.  

Einige MAPs assoziieren mit dem Plusende wachsender Mikrotubulistrukturen und sind 

Bestandteil spezifischer Proteinkomplexe dieser polaren Enden. Es wird angenommen, daß 

die Plusendkomplexe die Dynamik der Mikrotubuli bzw. ihre Interaktion mit unterschied-

lichen Zellkomponenten beeinflussen. Die Interaktion von Vertretern unterschiedlicher 

evolutionär konservierter Proteinfamilien mit der Zellmembran, Transportvesikel oder den 

Chromosomen wurden in diesem Zusammenhang beschrieben (Übersichtsartikel von 

Schuyler et al., 2001).  

Die Vertreter der CLIP-170 Familie binden spezifisch an das Plusende wachsender 

Mikrotubulistrukturen und beeinflussen deren Dynamik (Perez et al., 1999; Brunner et al., 

2000). Außerdem wurde für das namengebende menschliche Protein CLIP-170 eine 

Assoziation mit nicht bipolar verknüpften Kinetochoren in der Prometaphase beschrieben 

(Dujardin et al., 1998). Eine Beteiligung an der Ausbildung der Verknüpfung zwischen den 

Kinetochoren und den Plusenden der Mikrotubuli in der Mitose wird angenommen. Auch das 

homologe Bik1 Protein aus S. cerevisiae wird in polyploiden Zellen vermutlich für die 

Ausbildung der Kinetochor-Mikrotubuli-Verknüpfung benötigt (Lin et al., 2001). Eine 

Assoziation von Bik1 mit mitotischen Mikrotubulistrukturen und der Zentromer-DNA wurde 

gezeigt.  

Eine weitere Gruppe von Mikrotubuli-assoziierten Proteinen mit wichtiger Bedeutung für die 

Dynamik und Organisation der bipolaren Spindel ist die evolutionär konservierte 
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CLASP/MAST/Orbit/Stu1-Familie (Pasqualone et al., 1994; Inoue et al., 2000; Lemos et al., 

2000; Akhmanova et al., 2001). Die CLASP Proteine wurden durch Interaktion mit 

Mitgliedern der CLIP-170 Proteinfamilie identifiziert (Akhmanova et al., 2001). Verlust der 

evolutionär konservierten Proteinfunktion führt zu Spindeldefekten in der Mitose. Neben ihrer 

Funktion für die Zellbewegung und das polarisierte Wachstum wurde eine wichtige 

Beteiligung im Rahmen der Mitose in der Funktion nachgewiesen. Für das Humanprotein 

CLASP1 konnte eine Assoziation mit den Plusenden wachsender Mikrotubuli und dem 

Kinetochor gezeigt werden (Maiato et al., 2003). Auch das MAST/Orbit Gen von Drosophila 

melanogaster kodiert für ein Mikrotubuli-assoziiertes Protein mit essentieller Bedeutung für 

den Aufbau der bipolaren mitotischen Spindel und für eine korrekte Kinetochor-Mikrotubuli-

Verknüpfung (Inoue et al., 2000; Lemos et al., 2000; Maiato et al., 2002). Das homologe Stu1 

Protein aus S. cerevisiae bindet an die interpolaren Mikrotubulistrukturen der Spindel und 

besitzt essentielle Bedeutung für die Erzeugung der Spindelspannung (Yin et al., 2002).  

Die Spalthefeproteine Alp14p und Dis1p sind Mitglieder der evolutionär konservierten 

TOG/XMAP215-Proteinfamilie, welche die Dynamik von Mikrotubulistrukturen stabili-

sierend beeinflußt (Nabeshima et al., 1995; Wang et al., 1997; Charrasse et al., 1998; Cullen 

et al., 1999; Nakaseko et al., 2001). Als Bestandteil von Proteinkomplexen, die am Ende der 

Mikrotubuli assoziieren, sind sie vermutlich an der Ausbildung der Kinetochor-Mikrotubuli-

Verknüpfung beteiligt (Gard et al., 1987; Vasquez et al., 1994; Garcia et al., 2001). Für die 

Spalthefeproteine Alp14p und Dis1p konnte eine Assoziation mit dem Zentromer in der 

Metaphase des Zellzyklus nachgewiesen werden (Garcia et al., 2002). 

Auch die Mitglieder der EB-1 Proteinfamilie, zu denen das in dieser Arbeit untersuchte 

Mal3p gehört, assoziieren mit mitotischen Mikrotubulistrukturen. Ihre Bedeutung für die 

Funktion und Dynamik der Tubulinstrukturen wird im folgenden Teil detaillierter dargestellt.  

3.4 Die evolutionär konservierte Gruppe der EB-1 Proteine 

Die EB-1 Proteinfamilie steht für eine evolutionär konservierte Gruppe von Proteinen, die mit 

den zytoplasmatischen und mitotischen Mikrotubulistrukturen der Zelle interagieren. Ver-

treter dieser Gruppe von Mikrotubuli-assoziierten Proteinen wurden bereits in verschiedenen 

eukaryontischen Organismen beschrieben (Übersichtsartikel Tirnauer et al., 2000; Su et al., 

1995; Lu et al., 2001; Rehberg et al., 2002; Tirnauer et al., 2002b). Während in einfachen 

Eukaryonten meist nur ein Vertreter dieser Proteinfamilie charakterisiert wurde, treten bei den 

höheren Eukaryonten Genfamilien auf (Su et al., 1995; Beinhauer et al., 1997; Renner et al., 

1997; Schwarz et al., 1997; Bu et al., 2001).  
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Das humane EB-1 Protein wurde aufgrund seiner Interaktion mit dem carboxy-terminalen 

Bereich des Adenomatous Polyposis Coli (APC) Tumorsuppressorproteins identifiziert (Su et 

al., 1995). Somatische oder germinale Mutationen im menschlichen APC Gen, die meist den 

carboxy-terminalen Bereich betreffen, können die Ausgangsbasis für die Entwicklung eines 

Dickdarmkarzinoms bilden (Groden et al., 1991; Nishisho et al., 1991; Polakis et al., 1997). 

Ein Zusammenhang mit der autosomal dominant erblichen Krankheit der Familiären 

Polyposis coli (FAP) wurde beschrieben (Ichii et al., 1992; Kinzler et al., 1996). Ein APC 

Homolog für die Hefe ist nicht bekannt.  

Neben den Mitgliedern der EB-1 Familie, die entlang der zytoplasmatischen und mitotischen 

Mikrotubulistrukturen binden, wurde für einige EB-1 Proteine eine Konzentrierung an den 

Plusenden der Mikrotubulistrukturen nachgewiesen (Tirnauer et al., 1999; Berrueta et al., 

1998; Morrison et al., 1998; Juwana et al., 1999; Mimori-Kiyosue et al., 2000; Rehberg et al., 

2002; Beuter et al., unveröffentlicht). Neben der Modulation der Mikrotubulidynamik 

beeinflussen sie auch spezifisch die Bindung anderer Proteine an das Plusende der 

Mikrotubulistrukturen (Askham et al., 2000; Browning et al., 2003).  

Für die Proteine der EB-1 Familie wurde eine Beteiligung an unterschiedlichen Zellprozessen 

gezeigt. Sie haben eine Bedeutung für das polarisierte Wachstum und die Ausbildung 

spezifischer Teilungsachsen in unterschiedlichen Organismen (Beinhauer et al., 1997; Lu et 

al., 2001; Rogers et al., 2002; Browning et al., 2003; Beuter et al., unveröffentlicht). So ist 

zum Beispiel das nichtessentielle Bim1 Protein der Bäckerhefe Teil eines Proteinkomplexes, 

der die Spindel in teilenden Hefezellen korrekt positioniert (Schwarz et al., 1997; Hwang et 

al., 2003). Der mit den Mikrotubuli interagierende Proteinkomplex nutzt zur Ausrichtung der 

Spindel die polarisierten Aktinkabel der Hefezelle. Die Deletion von BIM1 führt zu 

verkürzten zytoplasmatischen Mikrotubulistrukturen und einer fehlerhaften Positionierung der 

mitotischen Spindel (Tirnauer et al., 1999). In Drosophila melanogaster trägt das EB-1 

Homolog zur Ausbildung der Teilungsachse in Embryonalzellen bei und ist auch hier für die 

Positionierung der mitotischen Spindel von großer Bedeutung (Lu et al., 2001; Rogers et al., 

2002). Dies zeigt, daß die Mitglieder der EB-1 Familie auch eine wichtige Bedeutung im 

Rahmen der Mitose besitzen. Verlust der Proteinfunktion führt zu vielfältigen Defekten im 

Aufbau und der Funktion des mitotischen Spindelapparates und zu einer unpräzisen 

Segregation der Chromosomen (Beinhauer et al., 1997; Schwarz et al., 1997; Lengauer et al., 

1998; Rehberg et al., 2002; Rogers et al., 2002). Für das Humanhomolog EB-1 und APC wird 

eine Beteiligung an der Ausbildung und Stabilisierung von Kinetochor-Mikrotubuli-

Verknüpfungen vermutet (Fodde et al., 2001; Kaplan et al., 2001). Auch die Assoziation des 
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EB-1 Familienmitgliedes von Dictyostellium discoideum mit den Strukturen des Kinetochor 

wurde beschrieben (Rehberg et al., 2002). 

3.5 Das Spalthefeprotein Mal3p ist Mitglied der evolutionär konservierten EB-1 

Proteinfamilie 

Ausgangspunkt dieser Arbeit ist das Spalthefeprotein Mal3p, welches durch die Arbeiten in 

unserem Labor als erstes Homolog zum humanen EB-1 Protein identifiziert und charakteri-

siert wurde (Beinhauer et al., 1997). Das EB-1 Homolog der Bäckerhefe ist das Bim1 Protein 

(Schwarz et al., 1997). Nach Angaben der Datenbank zeigen die beiden Proteine eine Identität 

von mehr als 34 % zum humanen EB-1 Protein und weisen den Besitz konservierter 

Proteindomänen auf (siehe Abbildung 3; Bu et al., 2003; Hayashi et al., 2003). Auch die 

funktionelle Konservierung innerhalb der EB-1 Proteinfamilie wurde bereits bestätigt. So 

kann die Expression des menschlichen Homologs EB-1 in der Spalthefe den Funktionsverlust 

einer mal3+ Deletion ausgleichen (Beinhauer et al., 1997; Browning et al., 2003).  

Das 35 kDa große, nichtessentielle Mal3p Protein der Spalthefe assoziiert mit zyto-

plasmatischen und mitotischen Mikrotubulistrukturen. Es lokalisiert dabei sowohl entlang der 

Mikrotubulistrukturen als auch an deren Plusenden (Beinhauer et al., 1997; Browning et al., 

2003; Beuter et al., unveröffentlicht).  

Das Protein besitzt eine wichtige Bedeutung für zwei grundlegende Prozesse der Spalthefe. 

Einerseits übernimmt das Mal3p Protein eine wichtige Funktion für das polarisierte 
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Abbildung 3: Proteindomänenvergleich verschiedener Mal3p Homologe 
Der Vergleich der Proteine Mal3p (Spalthefe), EB-1 (Mensch) und Bim1 (Bäckerhefe) zeigt das Vorkommen 
einer konservierten N-terminalen Calponin-Homologiedomäne und einer C-terminalen EB-1 Domäne. Bereiche 
des Proteins, für die spezifische Interaktionen bekannt sind, werden durch Striche gekennzeichnet. Die 
Abbildung wurde der Datenbank entnommen und modifiziert. Abkürzungen: CH= Calponin-Homologiedomäne, 
CC= Coiled Coil-Struktur, LC= Bereiche geringer Komplexität, PfamB= Region mit Ähnlichkeit bei einigen 
Mitgliedern der EB-1 Familie 
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Wachstum der zylindrischen Spalthefezellen (Browning et al., 2003; Beuter et al., unver-

öffentlicht). Im Vergleich zu den zylindrischen Wildtypzellen sind die Zellen des Deletions-

stammes gebogen oder weisen zusätzliche Verzweigungen auf (Beinhauer et al., 1997). Die 

zytoplasmatischen Mikrotubulibündel sind stark verkürzt und erstrecken sich nicht mehr bis 

in die Zellenden. Die Deletion oder Mutation im mal3+ Gen führt zur Hypersensitivität 

gegenüber der Mikrotubuli-destabilisierenden Chemikalie Thiabendazol (TBZ). Es wird 

vermutet, daß das Mal3p Protein die zytoplasmatischen Mikrotubulistrukturen stabilisiert und 

die korrekte Ausbildung wichtiger Proteinkomplexe an deren Enden ermöglicht (Beinhauer et 

al., 1997; Browning et al., 2003). Die hohe Dynamik und die Funktionalität der Mikrotubuli-

strukturen sind wichtig für die Ausbildung der Wachstumszonen der Zellen (Übersichtsartikel 

Hayles et al., 2001; Mata et al., 1997). 

Andererseits besitzt das Mal3p Protein eine wichtige Funktion für die korrekte Segregation 

der Chromosomen in der Mitose. Der Gendefekt der mal3-1 Mutante führt zu einer erhöhten 

genetischen Instabilität (Beinhauer et al., 1997). Fehlerhafte Verknüpfungen der Chromo-

somen mit der mitotischen Spindel wurden beobachtet (eigene Daten, unveröffentlicht). 

Zusätzlich ist der Anteil der Zellen mit kondensierten Chromosomen beim mal3-1 Stamm im 

Vergleich zum Wildtyp erhöht (Beinhauer et al., 1997). Dies könnte ein Hinweis für die 

Aktivierung des Spindelkontrollpunktes sein. Der Spindelkontrollpunkt ist ein evolutionär 

konserviertes Kontrollsystem, welches sowohl Schädigungen im Aufbau des Spindel-

apparates, als auch die bipolare Kinetochor-Mikrotubuli-Verknüpfung während der Mitose 

überprüft (Übersichtsartikel von Gardner et al., 2000). Defekte führen zu einer Aktivierung 

dieses Kontrollpunktes und dadurch bedingt zu einem transienten Arrest in der Metaphase des 

Zellzyklus. Auch die Deletion des homologen Proteins in Dictyostellium discoideum führt zu 

mitotischen Spindeldefekten und einer Verzögerung im Zellzyklus (Rehberg et al., 2002). 

Durch immunfluoreszenz-mikroskopische Untersuchungen konnte gezeigt werden, daß sich 

mitotische Spindeln des mal3+ Deletionsstammes schwächer anfärben lassen als vergleich-

bare Kontrollspindeln (Beinhauer et al., 1997). Vermutlich setzen sich die mitotischen 

Spindeln des mal3+ Deletionsstammes aus weniger Mikrotubulibündeln zusammen als die des 

Wildtyps. Zellen, die mal3+ überexprimieren, zeigen deutliche Defekte bei der Ausbildung 

der bipolare Spindel (Beinhauer et al., 1997). Abnormale Spindelstrukturen sind auch für 

Deletionen anderer Homologe der EB-1 Familie bekannt (Schwarz et al., 1997; Rehberg et 

al., 2002; Rogers et al., 2002). Die genaue Bedeutung dieses Mikrotubuli-assoziierten 

Proteins für die Funktion und den Aufbau der mitotischen Spindel konnte bisher nicht 

ermittelt werden.  
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3.6 Zielsetzung dieser Arbeit 

Das Ziel dieser Arbeit war es, die mitotische Funktion des Mal3p Proteins der Spalthefe 

Schizosaccharomyces pombe in der Mitose näher zu analysieren und Proteine, die mit dem 

Mal3p Protein interagieren, zu identifizieren und zu charakterisieren. Zu Beginn dieser Arbeit 

wurde dafür ein sehr umfangreich ausgelegter extragener Multikopie-Suppressorscreen der 

mal3-1 Mutantenphänotypen durchgeführt. Neue Suppressoren, die den Chromosomenverlust 

und dadurch auch die mitotischen Defekte des mal3-1 Stammes ausgleichen konnten, sollten 

so identifiziert werden. Verschiedene Proteine, die offensichtlich als Komponenten des 

Zentromers oder der mitotischen Spindel eine wichtige Bedeutung für die Chromo-

somensegregation haben, wurden ermittelt. Der Suppressor spc7+, der für ein neues 

Zentromerprotein der Spalthefe kodiert, wurde für eine detailliertere Analyse ausgewählt. 

Auch eine Funktionsanalyse des Mal3p Proteins und die Ermittlung der genetischen 

Interaktion zwischen mal3∆ und veränderten Genen ausgewählter Komponenten des Zentro-

mers, des Mikrotubuli-Plusendkomlpexes und Komponenten des Spindelkontrollpunktes 

haben zur Klärung der mitotischen Mal3p Funktion beitragen.  
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4 Material und Methoden 

4.1 Chemikalien 

Chemikalie Lieferant 
Adenin Roth (Karlsruhe) 
Agar Difco (USA)/Gibco (Schottland) 
Agarose BMA (USA) 
Ammoniumacetat Roth (Karlsruhe) 
Ammoniumchlorid Roth (Karlsruhe) 
Ammoniumsulfat Roth (Karlsruhe) 
Ampicillin Grünenthal (Aachen) 
Bacto Agar Difco (USA) 
Bacto Trypton Difco (USA) 
Bacto yeast nitrogen base (YNB) Difco (USA) 
Biotin Sigma (Deisenhofen) 
Borsäure Roth (Karlsruhe) 
Bovines Serum-Albumin (BSA)  Roth (Karlsruhe) 
5-Bromo-4-Chloro-3-indoxyl-β-D-galactopyranosid (X-Gal) Serva (Heidelberg) 
Bromphenolblau Fluka (Buchs) 
Casein Pepton Gibco (Schottland) 
Chloroform Roth (Karlsruhe) 
D(+)-Glukose Roth (Karlsruhe) 
DAPI (4,6-Diamidino-2-Phenylindol) Boehringer (Mannheim) 
di-Natriumhydrogenphosphat Roth (Karlsruhe) 
N,N-Dimethylformamid Roth (Karlsruhe) 
Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma (Deisenhofen) 
Na-Ethylendiamintetraacetat (EDTA) Roth (Karlsruhe) 
EGTA Sigma (Deisenhofen) 
Eisenchlorid Sigma (Deisenhofen) 
Essigsäure Roth (Karlsruhe) 
Ethanol, technisch (96 %) Roth (Karlsruhe) 
Ethidiumbromid Roth (Karlsruhe) 
Geneticinsulfat (G418) Calbiochem (USA) 
Glutaminsäure Sigma (Deisenhofen) 
Glutaraldehyd Fluka (Buchs) 
Glycerin Roth (Karlsruhe) 
Glycin Roth (Karlsruhe) 
Harnstoff Serva (Heidelberg) 
Hefeextrakt Difco (USA) 
Histidin Roth (Karlsruhe) 
Inositol Sigma (Deisenhofen) 
Isopropanol Roth (Karlsruhe) 
Isopropyl-β-D-thiogalactopyranosid (IPTG) Stehelin (Basel) 
Kaliumacetat Merck (Darmstadt) 
Kaliumchlorid Roth (Karlsruhe) 



Material und Methoden 24

Chemikalie Lieferant 
Leucin  Roth (Karlsruhe) 
Lithiumacetat Roth (Karlsruhe) 
Lithiumchlorid Roth (Karlsruhe) 
Lysin  Roth (Karlsruhe) 
Magnesiumchlorid Roth (Karlsruhe) 
Manganchlorid Aldrich 
Magnesiumsulfat Merck (Darmstadt) 
Maleinsäure  Sigma (Deisenhofen) 
Mangansulfat Sigma (Deisenhofen) 
Malzextrakt Difco (USA) 
Methanol Roth (Karlsruhe) 
Mineralöl Sigma (Deisenhofen) 
Molybdänsäure Sigma (Deisenhofen) 
N,N-Dimethylformamid Merck (Darmstadt) 
N-Lauroylsarcosin Sigma (Deisenhofen) 
Natriumacetat Roth (Karlsruhe) 
Natriumazid Fluka (Buchs) 
Natriumchlorid Roth (Karlsruhe) 
Natriumdihydrogenphosphat Roth (Karlsruhe) 
Natriumdodecylsulfat (SDS) Roth (Karlsruhe) 
Natriumhydroxid Roth (Karlsruhe) 
Natrium-Pantothensäure Sigma (Deisenhofen) 
Natriumsulfat Sigma (Deisenhofen) 
Paraformaldehyd Fluka (Buchs) 
Phenol Roth (Karlsruhe) 
Phthalsäure Sigma (Deisenhofen) 
Piperazin-N,N´-bis (2-ethansulfonsäure) (PIPES)  Sigma (Deisenhofen) 
Polyethylenglycol 3350 (PEG) Roth (Karlsruhe) 
Propidiumjodid Sigma (Deisenhof) 
Salzsäure Roth (Karlsruhe) 
Sorbitol Roth (Karlsruhe) 
Thiamin Sigma (Deisenhofen) 
Tris- (hydroxymethyl) -aminomethan (Tris) Roth (Karlsruhe) 
Triton Sigma (Deisenhof) 
Tryptophan  Roth (Karlsruhe) 
Thiabendazol Sigma (Deisenhof) 
Uracil  Roth (Karlsruhe) 
Xylencyanol Serva (Heidelberg) 
Zinksulfat Sigma (Deisenhofen) 
Zitronensäure Sigma (Deisenhofen) 
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4.2 Enzyme 

4.2.1 Restriktionsendonukleasen 

Enzym Hersteller 

AatII Fermentas (Litauen) 
Acc65I Fermentas (Litauen) 
AccI Fermentas (Litauen) 
BamHI Fermentas (Litauen) 
BclI Fermentas (Litauen) 
DraI Biolabs (USA) 
EaeI Biolabs (USA) 
EcoRI Fermentas (Litauen) 
EcoRV Fermentas (Litauen) 
HincII Fermentas (Litauen) 
HindIII Fermentas (Litauen) 
MscI Biolabs (USA) 
NotI Fermentas (Litauen) 
PauI Fermentas (Litauen) 
PstI Fermentas (Litauen) 
SacI Fermentas (Litauen) 
SalI Fermentas (Litauen) 
SmaI Fermentas (Litauen) 
SpeI Biolabs (USA) 
StuI Biolabs (USA) 
StyI Biolabs (USA) 
XbaI Fermentas (Litauen) 
XhoI Fermentas (Litauen) 
 

4.2.2 Polymerasen, modifizierende Enzyme 

Enzym Hersteller 

Alkalische Phosphatase  Boehringer (Mannheim) 
β-Glucoronidase Sigma (Deisenhofen) 
Pfu-DNA-Polymerase Promega (USA) 
Pfx-DNA-Polymerase Gibco (Schottland) 
RNaseA Sigma (Deisenhofen) 
T4-DNA-Ligase Fermentas (Litauen) 
T4-DNA-Polymerase Fermentas (Litauen) 
Taq-DNA-Polymerase Eigene Herstellung 
Zymolyase Seikagaku (Japan) 
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4.3 Sonstige Materialien 

Material Firma 

λ-Phagen DNA Fermentas (Litauen) 
Diafilm, Ektachrome 50 Kodak (USA) 
Eppendorf Reaktionsgefäße Eppendorf (Kromburg) 
Geneclean-Kit Bio101 (USA) 
Nucleo Spin Extraktionskit Macherey & Nagel (Düren) 
Glasperlen (0,45-0,5 mm) B.Braun (Melsungen) 
Heringssamen-DNA Sigma (Deisenhofen) 
Nylonmembran Millipore (USA) 
Nylonmembranfilter Boehringer (Mannheim) 
Whatman Papier (3MM) Schleicher & Schüll (Dassel) 

4.4 Oligonukleotide 

Nummer Name Sequenz (5´-3´) Verwendungszweck 
23 spc5prime ATG CCA ACA TCG CCT CGT CGC AAT AGT ATA GCG ACG 

ACC GAT AAT GTT ATA GGA AGA AAC AAA AGT AGG 
AAG CGT CCA CAC TCG GAT CCC CGG GTT AAT TAA 

homologe 
Rekombination 

24 spc3prime TGT ATT TGT TCC AAA CAG TAA GAC AAG CAG ACG 
AAA GGG CAT AAG TTG ATG TAC AAT GCA CTT CCG 
AAA GAG TAT TCG AAT TCG AGC TCG TTT AAA C  

homologe 
Rekombination 

28 spc105tag5 ATA CTC TTT CGG AAG TGG TGC ATT GTA CAT CAA CTT 
ATG CCC TTT CGT CTG CTT GTC TTA CTG TTT GGA ACA 
AAT ACA GCC GGA TCC CCG GGT TAA TTA A 

homologe 
Rekombination 

29 spc105tag3 CTT TAG TAA CAT GTG AAT TAA CGA AAA CGA ATG AAC 
TAG TAT ACA ACA AGG ATA AAT GAT ATT TCC AAG CGT 
TAA GCA CAG AAT TCG AGC TCG TTT AAA C 

homologe 
Rekombination 

126 del105 5´ ATG AAT GTG GAT GAA AGA AGC CGG ATT GGG GGT 
AGA GAG AAG GAT CAG CTG AAG CTT CGT ACG C 

homologe 
Rekombination 

127 del105 3´ CAA AAG CGC TTC CTC TTC CTC AGT TTG AGT AAT TTT 
CAC CGG AAA CAA GAG CTT TGC ATA GGC CAC TAG 
TGG ATC TG 

homologe 
Rekombination 

135 spc105 5´tag TTC CTT CAT TTA CGA AAA GTA GAA TAC ATT TAG AGT 
TTA CGC GGA TCC CCG GGT TAA TTA AC 

homologe 
Rekombination 

136 spc105 3´tag AAA TTG TTT GAA CTT TCC TGC CGG CGG GGC AGT TAA 
AAA TCG AAT TCG AGC TCG TTT AAA C 

homologe 
Rekombination 

203 tetO5´ AAA CAA AGG CTA ATT AGA CAC TAC ACT CAG TGA TTA 
AGT AGC ATA GGC CAC TAG TGG ATC TG 

homologe 
Rekombination 

204 tetO3´ TCT CTC TAC CCC CAA TCC GGC TTC TTT CAT CCA CAT 
TCA TGA TAT CGA ATT CCG AAT TGA TCC 

homologe 
Rekombination 

20 mal3del1 GCG GTA CCA CTT TGT AGC CTA GCA TG Klonierung 
21 mal3del2 GCT CTA GAC TCG AGA TGA ATT CCT CTG CAG GA Klonierung 
43 spcdipl5´ CGA ACT ATC ATT ACA ATT TCT TAT G Klonierung 
45 spcdipl./ges ACG AAC CAA CTT GAA CAA GTT CAT TCC G Klonierung 
108 spcverk5 CGC GGA TCC ATG AAT GAA CAT GAG AAG TC Klonierung/Sonden-

herstellung 
109 spcverk3 TCC CCC GGG CTA GCT GTA TTT GTT CCA AA Klonierung 
176 CDF5prime ACG CGT CGA CGC ATC AGT TAC TGC GAT ACG TAA CTC  Klonierung/Sonden-

herstellung 
177 CDFdelORF3prime GGA ATT CAT ATT AAT GGG AAT GAT TAG CTA TG Klonierung 
178 CDFpartORF3prime GGA ATT CCA AAT GCA GGT AAT ACA ACT TCC G Klonierung 
179 GFP3prime GGA ATT CGA GCT CGT TTA AAC TGG ATG Klonierung 
180 GFP5prime TCC CCC GGG GAG TTT GTA ACA GCT GCT GGG ATT AC Klonierung 
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Nummer Name Sequenz (5´-3´) Verwendungszweck 
181 PMA5prime TCC CCC GGG ACA CGA ACT TTG TTG TTT TTA GAT T Klonierung 
182 PMA3prime AAC AAT GGA TCC TGC TTG ATA TTC Klonierung 
25 spcver GCA TCA TCG TAG TCT ACC GT Verifikation 
36 his3a GAG CCT CTT TGC GAA GGA GCA TTG Verifikation 
37 pad1re ATG AAA TGT ATA CAC ACT Verifikation 
38 pad1fo GCT ATT CAT TTG TCT CTA Verifikation 
51 spc/G/K CTA CCA AAC TAC TGA AGT AG Verifikation 
59 GFP3´ver CTT TAG TAA CAT GTG AAT TA Verifikation 
74  his3b CTC TCG CAC AGC GAT AAG GC Verifikation 
79 mal3amprev AAT TAG ACG GCT CAA ACA CT Verifikation 
85 mal2ampforw ATG GAC GAT GAA GAA GGC Verifikation 
86 mal2amprev TAA CGA AGC ATG ACT TTC Verifikation 
105 spc3´  TGT AGA ATT CTC ACA AGG Verifikation 
128 ver105del 5´ TTA TCG AAG CGA AAG TAT GG Verifikation 
129 ver105WT 3´ TAC GAA AGT AAA ACT ATG CA Verifikation 
130 ver105del 3´ GTG TTT TGG TTT CCA AAG GT Verifikation 
133 spckassU5´ GGT AGT GAT ATG GAC ATT GC Verifikation/Sonden-

herstellung 
141 spc105ver tag GAT ATA CTA ACT TTA AGA AG Verifikation 
145 spc7delVeri3 TAA TAA TCC GAG CGA AGC CTA Verifikation 
184 verOligo3´ AGT TCC TTC ATC AAG ATG CA Verifikation 
207 spc7cDNA5 TGT GGT AGC GAC TCC TAC TG Verifikation 
208 spc7cDNA3 CTG ATA GGC TTA TCG GCT CG Verifikation 
210 cDNA 5´ GTC AAC GGT GCA ACC AAC AG Verifikation 
216 spc7C5´ GGT GAT ACA TCG TTG GGC GC Verifikation 
227 verdel7 TGT GCA TTT CCT AAT ATA GTA ACG Verifikation 
263 spc7seq5 AAC ACG GTC ATT GGA ATC TC Verifikation 
335 (S. c.) kanMxreverseprimer CCT CGA CAT CAT CTG CCC Verifikation 
361 (S. c.) kanMxStartverprimer ATT CCA ACA TGG ATG CTG Verifikation 
363 (S. c.) kanMxforward GGA TGT ATG GGC TAA ATG Verifikation 
445 (S. c.) mal3/5´ TAC CAG TCG ACA TGT CTG AAT CTC GGC AAG Verifikation 
606 (S. c.) mal3OL-1 ACG AAC TCC AGA TTA TCT TGC Verifikation 
734 (S. c.) 9-1JensIC ACA CGT CGA CTG TAA GCA TT Verifikation 
745 (S. c.) 9-1Jens4W AGG ATG AGC TCG GAA GTT CC Verifikation 
57 M13for GTA AAA CGA CGG CCA GT Sequenzierung 
58 M13rev GGA AAC AGC TAT GAC CAT G Sequenzierung 
98 nmtP GAT AAT GGA CCT GTT AAT CGA Sequenzierung 
99 nmtT ATC GTA ATA TGC AGC TTG AAT Sequenzierung 
160 spc7 Seq3 GCG ACT GAT GTA GAA GCA TA Sequenzierung 
112 spcsouth ATT AGC TAC AAA TAA CAC TG Sondenherstellung 
116 south3 TAT GCT GCG CCG AAG CGA CT Sondenherstellung 
117 south4 CAG AAA TTG CAG AGG TT Sondenherstellung 
124 south5 ATG GAA TGG AAT CGT TGT CG Sondenherstellung 
125 south6 TAG TAT TCC TGC AAT ACA AG Sondenherstellung 

(S. c.): Oligonukleotidsammlung S. cerevisiae Labor (J. H. Hegemann) 



Material und Methoden 28

4.5 Plasmide 

Name Wichtige genetische Marker, Konstruktion Nummer 

pBSK pBIISK+, Stratagene, Ampr 13 (S. c.) 

pUR19 ura4+, Ampr 222 

pREP3x LEU2, Ampr, Thiamin-reprimierbarer nmt1+ Promotor  147 

pREP41x LEU2, Ampr, Thiamin-reprimierbarer nmt1+ Promotor 105 

pJR2-3xU ura4+, Ampr, Thiamin-reprimierbarer nmt1+ Promotor 282 

pJR2-41xU ura4, Ampr, Thiamin-reprimierbarer nmt1+ Promotor 286 

mal2+/pREP3x mal2+ S. pombe c-DNA in pREP3x 148 

mal2+/pUR19 Q11, mal2+ S. pombe genomische DNA in Vektor pUR19  159 

spi1+/pUR19 I1, spi1+ S. pombe genomische DNA in Vektor pUR19 219 

pAF1 Plasmid zur Subklonierung des S. pombe his3+Gens; his3+  163 

 pFA6-GFP(S65T)-kanMx6r 177 

 pFA6a-3HA-kanMx6r 179 

p9-1 mal3+ genomische DNA in pUR19  181 

 som1+ genomische DNA in pUR19  182 

 mal3+ in pREP3x 184 

 mal3+-yEGFP in pREP3x 193 

 mal3∆7 in pREP3x 234 

 asp1+ in pREP3x 262 

 mph1+ in pREP3x 264 

K19 SPC105 in pBSK 437 

pAH3 PCR-Vorlage Plasmid loxP-kanMx-loxP-ADH1t.-tetO7-CYC1 892 (S. c.)

pUG6 PCR-Vorlage Plasmid loxP-kanMx-loxP 457 (S. c.)

p423 2 Micron-Plasmid 474 (S. c.)

 SPC105 exprimiert vom 2 Micron-Plasmid 434 

CD-1 bis CD-85 Suppressorsequenzen mal3-1, genomische S. pombe Bankinsertsequenzen in 

pUR19  

331-415 

CD-K1 C-Terminus spc7+ ORF in pBSK; 2,2 Kb EcoRI/PstI Fragment aus CD-6/pUR19 

gerichtet in pBSK kloniert 

439 

CD-K2 gesamter spc7+ ORF in pBSK; 2,5 Kb spc7+ PCR-Fragment (Oligonukleotide 

43/45) PstI geschnitten in NotI/PstI geöffneten Vektor CD-K1 kloniert 

431 

CD-K3 spc7∆820/pREP3x; 1,6 Kb spc7+ PCR-Fragment (Oligonukleotide 108/109) 

SmaI/BamHI geschnitten in Plasmid 147 kloniert 

426 

CD-K4 spc7∆820/pREP41x; 1,6 Kb spc7+ PCR-Fragment (Oligonukleotide 108/109) 

SmaI/BamHI geschnitten in Plasmid 286 kloniert  

427 

CD-K5 spc7+ 5´ flankierende DNA-Sequenz in pBSK; 3,3 Kb PCR-Fragment 

(Oligonukletoide 181/182) SmaI/BamHI in pBSK kloniert 

440 
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Name Wichtige genetische Marker, Konstruktion Nummer 

CD-K6 GFP-kanMx6-Modulsequenz in CD-K5 kloniert; 1,7 Kb PCR-Fragment auf 

p177 (Oligonukleotide 179/180) SmaI/EcoRI in CD-K5 kloniert 

441 

CD-K7 spc7+ 3´ flankierende DNA-Sequenz in CD-K6 kloniert; 2 Kb PCR-Fragment 

(Oligonukletoide 176/177) SalI/EcoRI in CD-K6 kloniert 

424 

CD-K8 1,6 Kb 3´-Sequenz des spc7+ und 2 Kb 3´ flankierende DNA-Sequenz in CD-K6 

kloniert; 3,6 Kb PCR-Fragment (Oligonukletoide 176/178) SalI/EcoRI in CD-K6 

kloniert 

425 

CD-K9 mal3∆127/pBSK; 0,5 Kb großes partielles mal3+ PCR-Fragment 

(Oligonukleotide 20/21) Acc65I/XbaI in pBSK kloniert 

442 

CD-K10 mal3∆127/pREP3x; 0,5 Kb großes mal3+ DNA-Fragment BclI/XhoI aus CD-K9 

geschnitten und in BclI/XhoI geöffneten Vektor p184 kloniert 

416 

CD-K11 mal3∆127-yEGFP/pREP3x; 0,5 Kb großes mal3+ DNA-Fragment BclI/XhoI aus 

CD-K9 geschnitten und in BclI/XhoI geöffneten Vektor p193 kloniert  

418 

CD-K12 SPC105/pREP3x; 2,7 Kb SPC105 DNA-Fragment BamHI/XhoI aus K19 

geschnitten und über BamHI/XhoI in Plasmid 282 kloniert  

429 

CD-K13 SPC105/pREP41x; 2,7 Kb SPC105 DNA-Fragment BamHI/XhoI aus K19 

geschnitten und über BamHI/XhoI in Plasmid 286 kloniert  

428 

CD-K14 Disruption des spc7+ durch his3+ in pBSK; 2 Kb SmaI/HincII his3+ aus Plasmid 

163 über MscI/StyI in CD-K2 kloniert/gleiche Orientierung des ORFs 

430 

(S. c.): Plasmidsammlung S. cerevisiae Labor (J. H. Hegemann)  

 

4.6 S. pombe DNA Banken 

Bank Vektor, wichtige Marker Herkunft 

genomische DNA-Bank pUR19, ura4+, Ampr A. M. Carr, Barbet et al., 1992 

c-DNA-Bank pREP3x, LEU2, Ampr C. J. Norbury und B. Edgar, 

Universität Oxford 

c-DNA-Bank 0,4 Kb bis 2,5 Kb c-DNA in pGAPGH, Ampr BD Biosciences Clontech, USA 



Material und Methoden 30

4.7 Stämme 

Die Genotypen aller verwendeten Stämme sind nach ihrer Organismenzugehörigkeit in den 

Kapiteln 4.7.1 bis 4.7.3 zusammengestellt. Neue Hefestämme wurden durch Kreuzung und 

anschließende Tetradenanalyse erzeugt.  

Die Kreuzung der S. pombe Stämme erfolgte auf Malzextraktplatten bei 24 °C. Anschließend 

wurden die Genotypen durch PCR-Analyse, Betrachtung der Zellmorphologie oder gezielte 

Selektion nach Markergenen bzw. Wachstumstemperaturen ermittelt. In den Fällen, in denen 

die Doppelmutante letal ist, wurde auf die Genotypen der fehlenden Sporen durch Verfolgung 

der Segregation verschiedener Marker bei wachsenden Sporen geschlossen.  

Zur Analyse des Minichromosomenverlustes eines asp1+ Deletionsstammes wurde das 

Minichromosom durch Kreuzung des Stammes UFY191 mit dem Stamm UFY103 einge-

bracht. Im Anschluß an die Tetradenanalyse wurde der Minichromosonenverlust für zwei 

Stämme, die sich aus den Sporen entwickelt haben, bestimmt.  

Zur Klonierung und Amplifikation von Plasmiden wurden die E. coli Stämme XL1-blue und 

GM48 verwendet, während zur Analyse der c-DNA Bank ausschließlich der Bakterienstamm 

XL1-blue eingesetzt wurde. 

4.7.1 S. pombe Stämme 

Name  Genotyp Herkunft 

UFY25CX h+ spi1-25 ade6-M210 leu1-32 ura4-D6 his3∆ U. Fleig 

UFY108/YP10.22a h+ ade6-M210 ura4-D6 Ch16[ade6-M216] U. Fleig 

UFY135 h+ mal3∆::his3+ ade6-M210 leu1-32 ura4-D18 his3∆ U. Fleig 

UFY177 h+ mal2-GFP/Kanr ade6-M210 leu1-32 ura4-D6 Ch16[ade6-M216] U. Fleig 

UFY454 h+ mal2-1 ura4-D6 U. Fleig 

UFYS203 h- mal3-1 ade6-M210 leu1-32 ura4-D6 Ch16[ade6-M216] U. Fleig 

UFYS220 h- mal2-1 ade6-M210 leu1-32 ura4-D6 U. Fleig 

UFY39  h+ ade6-M216 leu1-32 P. Nurse 

UFY40 h- ade6-M210 leu1-32 P. Nurse 

UFY103/YP10.22 h- ade6-M210 leu1-32 ura4-D6 Ch16[ade6-M216] M. Yanagida 

UFY129/KG246 h- ade6-M210 leu1-32 ura4-D18 his3∆ K. Gould 

UFY130/KG247 h+ ade6-M210 leu1-32 ura4-D18 his3∆ K. Gould 

UFY131/KG248 h- ade6-M216 leu1-32 ura4-D18 his3∆ K. Gould 

UFY132/KG249 h+ ade6-M216 leu1-32 ura4-D18 his3∆ K. Gould 

UFY138/SS560 h- mph1∆::ura4+ ade6-M216 leu1-32 ura4-D18  S. Sazer 

UFY139/SS638 h- mad2∆::ura4+ ade6-M210 leu1-32 ura4-D18  S. Sazer 

UFY191/KG956 h+ asp1∆::ura4+ ade6-M210 leu1-32 ura4-D18 K. Gould 
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Name  Genotyp Herkunft 

UFY205  h- mis6-302 leu1-32 M. Yanagida 

UFY206 h- mis12-537 leu1-32 M. Yanagida 

UFY332/NK04 h- leu1-32 ura4- alp14∆::Kanr T. Toda 

UFY333 h- dis1-288 leu1-32 M. Yanagida 

UFY155 h- spc7-GFP/Kanr ade6-M210 leu1-32 ura4-D6 Eigene Arbeit 

UFY194 h+ asp1∆::ura4+ ade6-M210 leu1-32 ura4-Dx Ch16[ade6-M216]  Eigene Arbeit 

UFY195 h- asp1∆::ura4+ ade6-M210 leu1-32 ura4-Dx Ch16[ade6-M216]  Eigene Arbeit 

UFY196 h- mal3∆::his3+ mph1∆::ura4+ ade6-Mx leu1-32 ura4-D18 Eigene Arbeit 

UFY210 h+ spc7-GFP/Kanr ade6-M210 leu1-32 ura4-D6 Ch16[ade6-M216] Eigene Arbeit 

UFY214 h- spc7-HA/Kanr ade6-M210 leu1-32 ura4-D6 Ch16[ade6-M216] Eigene Arbeit 

UFY223 h- mal3∆::his3+ mad2∆::ura4+ ade6-M210 leu1-32 ura4-D18 Eigene Arbeit 

UFY256 h+ mal3∆::his3+ mal2-1 ade6-M210 leu1-32 ura4-Dx Eigene Arbeit 

UFY498 h+ spc7-HA/Kanr mal2-GFP/Kanr ade6-M210 leu1-32 ura4-D6 Eigene Arbeit 

UFY499 h+ mal3∆::his3+ mis12-537 leu1-32 ura4-D18 Eigene Arbeit 

UFY523 h- mal3∆::his3+ dis1-288 ade6-M210 leu1-32  Eigene Arbeit 

UFY533 h- mal3∆::his3+ mis6-302 ade6-M2x leu1-32 Eigene Arbeit 

UFY627 h- spc7-HA/Kanr ade6-M210 leu1-32 ura4-D6 Eigene Arbeit 

Die Stämme 205 und 206 wurden mit dem Stamm 132 rückgekreuzt bevor sie mit dem Stamm 135 gekreuzt 

wurden. 

Ch16[ade6-M216]: 550 Kb Minichromosom (Niwa et al., 1986) 

ade6-Mx: ade6-M210 bzw. ade6-M16 

ura4-Dx: ura4-D6 bzw. ura4-D18 
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4.7.2 S. cerevisiae Stämme 

Nummer Stamm  Genotyp Herkunft 

71 YPH499 MATa ura3-52 ade2-101 trp1∆63 his3∆200 lys2-801 leu2∆1  P. Hieter 

72 YPH500 MATα ura3-52 ade2-101 trp1∆63 his3∆200 lys2-801 leu2∆1 P. Hieter 

368 FY1679 MATa  ura3-52 trp1-63 leu2-∆1 his3-∆200  GAL2 
MATα ura3-52  TRP1    LEU2      HIS3        GAL2 

B. Dujon 

475 CEN.PK2 MATa  leu2-3,112 ura3-52 trp1-289 his3-∆1 MAL2-8c SUC2 
MATα leu2-3,112 ura3-52 trp1-289 his3-∆1 MAL2-8c SUC2 

K.-D. Entian 

918 YSH12 MATa ura3-52 trp1-289 leu2-3,112 his3∆1 bim1::loxP-kanMx-

loxP 

J. H. Hegemann  

995 YUG37 MATa ura3-52 trp1∆63 GAL2 LEU2-tTA (pCM149 integriert an 

leu2∆1) 

J. H. Hegemann  

1903 995+CF Isogen zu 995 mit pSH53, MATa ura3-52 trp1∆63 GAL2 LEU2-

tTA (pCM149 integriert an leu2∆1) CF[CEN6 yEGFP3 CYHs 2 

URA3 SUP11] 

J. H. Hegemann 

629 72C1 MATα  SPC105-GFP/Kanr ura3-52 ade2-101 trp1∆63 his3∆200 

lys2-801 leu2∆1  

Eigene Arbeit 

630 22 Isogen zu S. c. #1903, SPC105(-50, -1)::loxP-kanMx-loxP-tetO7 Eigene Arbeit 

632 24 Isogen zu S. c. #1903, SPC105(-50, -1)::loxP-kanMx-loxP-tetO7 Eigene Arbeit 

633 30 Isogen zu S. c. #1903, SPC105(-50, -1)::loxP-kanMx-loxP-tetO7 Eigene Arbeit 

634 31 Isogen zu S. c. #1903, SPC105(-50, -1)::loxP-kanMx-loxP-tetO7 Eigene Arbeit 

 FY1679/spc105∆ spc105::Kanr MATa  ura3-52 trp1-63 leu2-∆1 his3-∆200  GAL2 
    SPC105      MATα ura3-52 TRP1   LEU2     HIS3          GAL2 

Eigene Arbeit 

 

4.7.3 E. coli Stämme 

Stamm Genotyp Herkunft 

XL1-blue recA1, lac-, endA1, gyrA46, thi, hsdR17, supE44, relA1, F´ 

(proAB+, lacIq, lacZ∆M15, Tn(tetr)) 

Stratagene 

GM48 thr, leu, thi, lacY, galK, galT, ara, fhuA, tsx, dam, dcm, supE44  Stratagene  
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4.8 Antikörper 

Name Eigenschaften Spezifität Verdünnung Herkunft 

TAT-1 Maus  Alpha-Tubulin 1:5 A. Woods 

WA3 Maus  Alpha-Tubulin 1:20 E. Schiebel 

FITC  Ziege  Kaninchen IgG 1:200 Sigma (F9887) 

FITC Ziege Maus IgG 1:200 Sigma (F0257) 

Cy3 Schaf Kaninchen IgG 1:200 Sigma (C2306) 

Cy3 Schaf Maus IgG 1:200 Sigma (C-2181) 

GFP Kaninchen GFP-Epitop 1:200 Molecular Probes (A-11122)  

12CA5 Maus HA-Epitop 1:50 Roche (1583816) 

12CA5 Maus HA-Epitop 1:200 Covance (USA) 

 

4.9 Medien und Wachstumsbedingungen 

4.9.1 Medien für S. pombe 

Die S. pombe Stämme wurden in Vollmedium (YE5S) oder Minimalmedium mit den 

entsprechenden Zusätzen angezogen (Moreno et al., 1991). Die verwendeten Minimalmedien 

unterscheiden sich lediglich in der Art ihrer Stickstoffquelle. Während dem Edinburgh 

Minimalmedium (EMM) Ammoniumchlorid zugefügt wird, enthält das verwendete Standard-

minimalmedium (MM) Glutamaminsäure. Die Anzucht der Stämme erfolgte entweder in 

flüssigen oder festen Medien durch Zugabe von 20 g Agar pro Liter.  

Im Rahmen von seriellen Tropftestuntersuchungen wurden die Hefestämme bei Temperaturen 

zwischen 20 °C und 37 °C inkubiert. Die Anzucht der Vorkulturen erfolgt grundsätzlich bei 

30 °C. Abweichungen ergaben sich nur für temperatursensitive Stämme (24 °C bzw. 28 °C). 

Die Hypersensitivität gegenüber der Mikrotubuli-destabilisierenden Chemikalie Thiabendazol 

(TBZ) wurde mittels serieller Tropftests bei 24 °C untersucht. Hierfür wurde dem MM TBZ-

Konzentrationen zwischen 5 und 7,5 µg/ml zugesetzt. Für alle seriellen Tropftests wurden von 

logarithmisch wachsenden Kulturen Verdünnungsreihen mit bidest. H2O angesetzt und 

zwischen 104 und 101 Zellen auf entsprechende Agarplatten getropft.  

Für die Selektion von Kanamycin-resistenten Zellen wurde YE5S mit Zusatz von 100 mg 

Geneticinsulfat (G418) pro Liter verwendet.  

Zur Reprimierung des nmt1+ Promotors bei transformierten Plasmiden wurde das MM mit 

5 µg Thiamin pro ml versetzt. Zur Dereprimierung des Promotors wurden die S. pombe 
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Zellen, nach Transformation mit den entsprechenden Plasmiden, für 18 Stunden bei 30 °C 

bzw. für 24 Stunden bei 24 °C in Selektivmedium ohne Thiamin angezogen. Die Gene, die im 

direkten Anschluß an den Promotor kloniert wurden, werden auf diese Weise überexprimiert. 

Zur transienten Arretierung der Zellen in der Metaphase des Zellzyklus wurde mph1+ von 

Plasmid 264 überexprimiert. Die Zellen wurden nach 18 Stunden Inkubation bei 30 °C für die 

immunfluoreszenz-mikroskopischen Untersuchungen verwendet.  

Um die Minichromosomenverlustrate zu bestimmen, wurden die Zellen selektiv auf Medium 

ohne Adeninzusatz bei 24 °C angezogen. Jeweils 200 Zellen wurden anschließend auf 

Minimalmedium mit einer limitierenden Adeninkonzentration von 5 µg/ml ausplattiert und 

für 10 Tage bei 24 °C inkubiert. Adenin-auxotrophe Kolonien zeigen eine rote 

Koloniefärbung, Adenin-prototrophe wachsen weiß. 

Die Zusätze Geneticinsulfat, Thiamin oder TBZ wurden bei einer maximalen Temperatur des 

Medium von 50 °C zugegeben. 

Für die Herstellung von diploiden S. pombe Stämmen und zur Tetradenanalyse wurden 

haploide Stämme mit unterschiedlichem Paarungstyp auf Malzextraktplatten miteinander 

gekreuzt.  

4.9.2 Medien für Saccharomyces cerevisiae 

Die Anzucht der in Kapitel 4.7.2 aufgelisteten Stämme erfolgte entweder in Vollmedium 

YPD oder in synthetischem Minimalmedium SD mit entsprechenden Zusätzen (Kaiser et al., 

1994). Das Wachstum der Hefestämme erfolgte bei 30 °C.  

Für die Selektion Kanamycin-resistenter Zellen wurde dem Vollmedium 200 mg 

Geneticinsulfat pro Liter zugesetzt. Für die Untersuchung der Hypersensitivität gegenüber der 

Mikrotubuli-destabilisierenden Chemikalie Thiabendazol (TBZ) in seriellen Tropftests ent-

hielten die YPD Platten zwischen 40 und 100 µg/ml TBZ. 

Die Herstellung diploider S. cerevisiae Stämme erfolgte durch Kreuzung haploider Stämme 

unterschiedlichen Paarungstyps in 75 %igem YPD-Medium. Vegetativ wachsende diploide 

Stämme auf YPD wurden anschließend in 1 %iger Kaliumacetatlösung zur Sporulation 

angeregt und die Segregation der Marker durch Tetradenanalyse untersucht.  

4.9.3 Medien für Escherichia coli 

Beim Wachstum der E. coli Stämme konnte durch Zugabe von 50 mg/ml Ampicillin zu 

flüssigem oder festem LB-Medium auf Transformanten selektioniert werden. Für eine 

Blau/Weiß-Selektion wurde auf den Agarplatten zusätzlich 0,8 mg IPTG und 0,8 mg X-Gal 

ausgestrichen. 
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4.10 DNA-Grundtechniken 

Verwendete DNA-Klonierungsmethoden, Schritte zur Fällung und Aufreinigung der DNA 

sowie die Amplifizierung von DNA-Sequenzen durch die Polymerase Kettenreaktion (PCR) 

wurden nach Standardprotokollen des Maniatis (1989) durchgeführt. Alle in Kapitel 4.2 

aufgeführten Enzyme wurden hierbei entsprechend den Standardprotokollen und in Über-

einstimmung mit den Herstellerangaben eingesetzt. Die Isolierung eines DNA Fragmentes aus 

einem Agarosegelstück erfolgte mit dem Nucleo Spin Extraktionskit (Macherey und Nagel). 

DNA bindet hierbei in Anwesenheit von chaotrophen Salzen an eine Silicamembransäule und 

kann nach Waschschritten wieder durch bidest. H2O eluiert werden. Für die Isolierung 

größerer DNA-Mengen wurde das Qiagen Midi-Prep Kit verwendet, welches die 

Bakterienzellen durch alkalische Lyse aufschließt (Ish Horowicz et al., 1981). Die Isolierung 

von Plasmid-DNA aus S. pombe erfolgte mit Hilfe des „Geneclean-Kit“ der Firma Bio101 

gemäß den Herstellerangaben. Auch dieses Kit beruht auf dem Prinzip der DNA-Bindung an 

eine Silica-Matrix bei hohen Konzentrationen chaotropher Salze.  

Zur Gewinnung genomischer DNA aus Hefezellen wurde einem Protokoll von Hoffman 

gefolgt (Hoffman et al., 1987). 

4.11 Transformation 

Um eine hohe Effizienz bei der Transformation von S. pombe Zellen zu erreichen, wurde die 

von Okazaki beschriebene Lithiumacetatmethode angewendet (Okazaki et al., 1990). Zur 

Transformation linearer DNA-Fragmente wurde der zu transformierenden linearen DNA 

10 µg Heringsamen-DNA zugefügt. Das Transformationsprotokoll von S. cerevisiae Zellen 

beruht auf den Angaben von Gietz (Gietz et al., 1992).  

Die Fähigkeit der Hefe zur homologen Rekombination ermöglicht ein Basenpaar-genaues 

Integrieren/Deletieren genomischer DNA-Sequenzen durch spezielle DNA-Kassetten. Die 

eingesetzten DNA-Integrationskassetten wurden sowohl durch eine PCR generiert als auch 

durch gezielte Restriktionsanalyse aus Plasmiden erhalten.  

Die Transformation der Plasmide in die E. coli Stämme erfolgte nach den Standard-

protokollen des Maniatis (1989). Ligationsansätze wurden durch Elektroporation in kompe-

tente E. coli Zellen aufgenommen. Der eingesetzte Biorad-Pulser arbeitet mit einer Spannung 

von 2,5 kV/1 A bei einem Widerstand von 200 Ω. Für die Amplifizierung aller anderen 

Plasmide wurde eine "Ein-Minuten"-Transformation mit DMSO-kompetenten E. coli Zellen 

durchgeführt, die sich durch ihre Schnelligkeit aber auch durch eine niedrigere Effizienz 

auszeichnet.  
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4.12 Komplementation des mal3-1 Thiabendazol-hypersensitiven Phänotyps 

Zur Identifizierung von extragenen mal3-1 Suppressoren wurde der mal3-1 Stamm mit 1 µg 

DNA einer genomischen S. pombe Bank (Barbet et al., 1992) transformiert und für 48 

Stunden bei 32 °C auf Ura+ Transformanten selektioniert. Bei der verwendeten Genbank 

handelt es sich um genomische S. pombe-DNA, die partiell mit dem Restriktionsenzym 

Sau3A geschnitten und mittels SalI-Erkennungsschnittstelle der ”Multiple-Cloning-Site” 

(MCS) in den Vektor pUR19 kloniert wurde. Die durchschnittliche Insertgröße der 

genomischen S. pombe-DNA liegt bei 4 Kb. Putativ positive Transformanten wurden zweimal 

auf selektiven Platten mit 7,5µg/ml TBZ replikaplattiert, bevor ihre Plasmide isoliert und in E. 

coli amplifiziert wurden (Moreno et al., 1991). Das Wachstum auf TBZ-haltigem Medium 

erfolgte bei 24 °C. Um sicherzustellen, daß die beobachtete Suppression der TBZ Hyper-

sensitivität des mal3-1 Stammes durch einen ORF auf dem transformierten Plasmid beruht, 

wurden alle isolierten Plasmide in die Hefe retransformiert. Die isolierte DNA wurde in E. 

coli amplifiziert und anschließend in seriellen Tropftests auf selektiven Platten mit 6,5 µg/ml 

bzw. 7,5 µg/ml TBZ auf Grad des Ausgleiches der TBZ-Hypersensitivität des mal3-1 und 

mal3∆ Stammes eingestuft. Zusätzlich wurden alle Suppressoren in einem Farbtest auf die 

Fähigkeit untersucht, auch den erhöhten Verlust des zusätzlichen 550 Bp großen Minichromo-

soms auszugleichen (Niwa et al., 1986). Der mal3-1 Stamm besitzt zusätzlich zum ade6-210 

Allel auf Chromosom III ein ade6-216 Allel auf dem Minichromosom. Beide 

Punktmutationen dieser ade6 Allele führen zur Adenin-Auxotrophie. Zellen, die nur ein Allel 

exprimieren, bilden rote Kolonien aus. Sind beide Allele in einer Zelle vorhanden, werden die 

Zellen aufgrund intragener Komplementationsereignisse Adenin-prototroph und die Kolonien 

zeigen eine weiße Koloniefärbung.  

Die Insertsequenzen wurden durch Ansequenzierung mit den Oligonukleotiden 57 und 58 

bestimmt (Sequlab, Göttingen bzw. BMFZ, Düsseldorf). Die Identifizierung der isolierten 

Suppressoren erfolgte durch den Abgleich der Sequenzierungsergebnisse mit der S. pombe 

Datenbank des Wellcome Trust Sanger Institute. Zur Ermittlung von homologen Proteinen 

wurden weitere Datenbanken genutzt, die im Anhang unter Kapitel 8.7 aufgeführt werden.  

Zusätzlich wurden Suppressoren durch gezielte Restriktionsanalyse mit unterschiedlichen 

Enzymen (BamHI/HindIII, PstI, EcoRI, XhoI, SalI, XbaI, XhoI/DraI, PstI/SalI, PstI/SacI, 

StyI/SpeI, EcoRI/DraI, AccI/EaeI) bei Erhalten übereinstimmender DNA-Bandenmuster 

gruppiert und durch PCR-Reaktionen zum Nachweis der bereits bekannten offenen Lese-

rahmen mal3+ (Oligonukleotide 445 und 606), spc7+ (Oligonukleotide 51 und 29), pad1+ 

(Oligonukleotide 37 und 38), som1+ (Oligonukleotide 745 und 734) identifiziert.  
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Die Fähigkeit des Suppressorinserts CD-1, die Hypersensitivität des spi1-25 Stammes 

gegenüber TBZ auszugleichen, wurde durch serielle Tropftestuntersuchungen auf Selektiv-

medium mit 7 µg/ml TBZ ermittelt. Die Inkubation der Platten erfolgte für 5 Tage bei 24 °C. 

4.13 Verkürzung des spc7+ offenen Leserahmens 

Durch Klonierung wurde der ORF für ein N-terminal verkürztes Spc7p Protein erhalten. 

Anstelle des in der Datenbank mit 1364 Aminosäuren angegebenen Proteins ergibt sich ein 

verkürztes Protein mit nur 545 Aminosäuren, das 2457 Bp nach dem ursprünglichen Start-

Codon beginnt. In einer Pfu-DNA-Polymerasereaktion mit den Oligonukleotiden 108 und 109 

wurde die DNA-Sequenz für die spc7+ Leserahmenverkürzung amplifiziert. Das 1636 Bp 

große PCR-Produkt wurde mit den Restriktionsenzymen SmaI und BamHI geschnitten und 

gerichtet in die Vektoren pREP3x und pJR2-41xU kloniert, wodurch die Plasmide CD-K3 

und CD-K4 erzeugt wurden.  

Die Auswirkung des verkürzten Leserahmens wurde nach Transformation der Plasmide in 

den S. pombe Wildtypstamm UFY103 bzw. den mal3-1 und mal3∆ Stamm in seriellen 

Tropftestuntersuchungen bestimmt. Zur Dereprimierung des nmt1+ Promotors wurden die 

Transformanten für 18 Stunden bei 30 °C in Selektivmedium ohne Thiamin angezogen. Das 

Wachstum unter Niedrig- und Hochexpressionsbedingungen wurde auf Platten mit und ohne 

TBZ-Konzentrationen zwischen 5,5 µg/ml und 7,5 µg/ml analysiert. Die Inkubation der 

Platten erfolgte für 4 bzw. 5 Tage bei 24 °C.  

4.14 Herstellung von spc7+ Deletionskassetten 

Um den 4095 Bp großen spc7+ ORF zu deletieren, wurden mittels PCR-Analyse und 

Klonierung Deletionskassetten erzeugt, welche Homologie zum spc7+ ORF bzw. den 

flankierenden Bereichen besitzen. Diese Kassetten sollten nach Transformation in S. pombe 

über homologe Rekombination an den chromosomalen spc7+ Genlocus integrieren. Die 

erzeugten Kassetten unterscheiden sich durch ihre spezifischen Homologiebereiche und die 

verwendeten Selektionsmarker (siehe Abbildung 4 und Abbildung 63 bis Abbildung 65 im 

Anhang). Für die Transformation mit den unterschiedlichen Deletionskassetten wurden die 

haploiden S. pombe Stämme mit den UFY-Nummern 39, 40, 103, 129, 130, 131, 132, sowie 

diploide Stämme, die sich durch Kreuzung ergaben, verwendet (siehe auch Tabelle 9). Die 

Selektion erfolgte auf Vollmediumplatten mit Zusatz von 100 mg/ml Geneticinsulfat bzw. auf 

selektiven EMM-Platten ohne Histidin. Bis zum Herausbilden kleiner 

Transformantenkolonien wurden die Platten für einige Tage bei 30 °C inkubiert. Putativ 
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positive diploide Transformanten wurden einer Tetradenanalyse unterzogen. Auf korrekte 

Integration der Kassetten wurde durch PCR- und Southernblot-Analyse getestet (Abbildung 

63 bis Abbildung 65 im Anhang).  

4.14.1 Generierung von zwei spc7+ Deletionskassetten mit kurzen Homologiebereichen 

Zwei Transformationskassetten mit kurzen Homologiebereichen zum spc7+ ORF und einer 

kanMx6-Modulsequenz, die das Wachstum positiver Transformanten auf Geneticinsulfat-

haltigen Platten ermöglicht, wurden durch PCR-Reaktionen erzeugt (Bahler et al., 1998; siehe 

Abbildung 28). 

Eine 2460 Bp große GFP-Kassette, die neben der GFP-Sequenz auch die kanMx6-

Modulsequenz trägt, wurde mit den Oligonukleotiden 23 und 24 auf Plasmid 177 als DNA-

Template amplifiziert. Das verwendete Oligonukleotid 23 besitzt 84 Bp, die homolog zum 

Start-Codon des spc7+ ORFs und den folgenden 81 Basenpaaren (+1 bis +84) sind, gefolgt 

von 18 Nukleotiden mit Homologie zur DNA-Sequenz des GFP-kanMx6-Moduls auf Plasmid 

177. Das Oligonukleotid 24 ist homolog zu 79 Bp des spc7+ ORFs (+4010 bis +4089), gefolgt 

von 20 Nukleotiden zum Plasmid 177.  

Zusätzlich wurde eine 1853 Bp große HA-kanMx6-Transformationskassette, welche 

identische Homologiebereiche wie die oben beschriebene GFP-Kassette aufweist, durch eine 

PCR-Reaktion mit den Oligonukleotiden 23 und 24 auf Plasmid 179 amplifiziert.  

4.15 Generierung von spc7+ Deletionskassetten mit längeren Homologiebereichen 

4.15.1 Erzeugung von zwei Deletionskassetten mit einem his3+ Selektionsmarker 

Kassetten mit längeren Homologiebereichen zum spc7+ ORF wurden durch Klonierung 

generiert (siehe Abbildung 28). Zur Herstellung von Deletionskassetten mit einem his3+ 

Selektionsmarker und flankierenden spc7+ Homologieregionen wurde zunächst der voll-

ständige Leserahmen von spc7+ kloniert. Das 2222 Bp große Insert des Suppressorplasmids 

pUR19/CD-6 wurde durch EcoRI/PstI-Restriktion isoliert und gerichtet in den Vektor pBSK 

kloniert (CD-K1). Der fehlende 5´-Bereich des spc7+ ORFs wurde in einer Pfu-DNA-

Polymerasereaktion mit den Oligonukleotiden 43 und 45 erzeugt. Ein 2514 Bp großes PCR-

Fragment wurde nach PstI Restriktion in das PstI/NotI geschnittene Plasmid CD-K1 

integriert. Der 5´-Überhang der NotI Restriktion wurde vor der Ligation der DNA-Fragmente 

in einer T4-DNA-Polymerasereaktion aufgefüllt. Das entstandene Plasmid CD-K2, welches 

den vollständigen spc7+ Leserahmen trägt, wurde für die weiteren Klonierungsschritte 
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verwendet. Ein 2068 Bp großes SmaI/HincII Restriktionsfragment, das den his3+ Selektions-

marker umfaßt, wurde aus dem Plasmid pAF1 isoliert und über die Restriktionsstellen 

MscI/StyI in das Plasmid CD-K2 gebracht, wodurch CD-K14 entstand. Die Orientierung des 

his3+ ORFs bzw. des spc7+ ORFs verläuft in gleiche Richtung. 

Durch spezifische Restriktion von CD-K14 wurden zwei unterschiedliche Transformations-

kassetten generiert. Mittels PauI Restriktion wird ein his3+ DNA-Fragment erhalten, welches 

im 5´-Bereich von 617 Bp des spc7+ Leserahmens und weiteren 84 Bp flankiert wird (-84 bis 

+617). Im 3´-Bereich ergibt sich ein Homologiebereich von 609 Bp. Davon sind 415 Bp Teil 

des spc7+ ORFs, 194 Bp verteilen sich auf die spc7+ 3´-flankierende Region (+3679 bis 

+4095 und 194 Bp 3´-flankierende Region). Zusätzlich flankieren 54 Bp bzw. 78 Bp, die 

identisch sind zur Multiple Cloning Site (MCS) des Vektors pBSK, die homologen Bereiche 

der PauI isolierten Transformationskassette.  

Durch AatII/SpeI Restriktion ergibt sich ein his3+ DNA-Fragment, welches im 5´-Bereich von 

309 Bp spc7+ DNA-Sequenz flankiert wird (+308 bis +617). Im 3´-Bereich befinden sich 518 

Bp. Davon sind 415 Bp Teil des spc7+ ORFs. Die übrigen entsprechen der spc7+ 3´-

flankierenden Region (+3679 bis +4095, einschließlich 103 Bp der flankierenden Region). 

4.15.2 Erzeugung von zwei Deletionskassetten mit einer kanMx6-Modulsequenz 

Zur Deletion des spc7+ ORFs wurden durch dreistufige Klonierungen zwei Transformations-

kassetten mit jeweils über 2 Kb Homologieregionen generiert. Die Abbildung 4 verdeutlicht 

schematisch die Arbeitsschritte in diesem Zusammenhang. 

In einer Platinum Pfx-DNA Polymerasereaktion auf genomischer DNA wurde mit den 

Oligonukleotiden 181 und 182 und anschließender SmaI/BamHI Restriktion ein 3295 Bp 

großes DNA-Fragment erzeugt. Dieses DNA-Fragment flankiert den spc7+ ORF am 5´-Ende. 

Zwischen dem ATG-Codon des spc7+ ORFs und der amplifizierten DNA-Sequenz liegen 26 

Bp. Das PCR-Fragment wurde über SmaI/BamHI Restriktion in den Vektor pBSK integriert, 

wodurch das Plasmid CD-K5 entstand. In einem zweiten Schritt wurde auf dem Plasmid 177 

mit den Oligonukleotiden 179 und 180 ein DNA-Fragment generiert, welches neben dem 

partiellen GFP-ORF zusätzlich eine kanMx6-Modulsequenz enthält. Diese ermöglicht das 

Wachstum positiver Transformanten auf Geneticinsulfat-haltigen Platten. Das 1763 Bp große 

SmaI/EcoRI Restriktionsfragment wurde gerichtet in Plasmid CD-K5 kloniert, wodurch das 

Plasmid CD-K6 erhalten wurde. In einem dritten Schritt wurden auf genomischer DNA mit 

den Oligonukleotiden 176 und 177 und durch anschließende SalI/EcoRI Restriktion ein 1999 

Bp großes bzw. mit den Oligonukleotiden 176 und 178 und erfolgter Restriktion ein 3663 Bp 
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großes DNA-Fragment generiert. Diese wurden über die SalI/EcoRI Schnittstellen in CD-K6 

kloniert, wodurch CD-K7 bzw. CD-K8 erhalten wurden. Das Plasmid CD-K7 besitzt eine 

1999 Bp lange DNA-Sequenz, die sich direkt an den 3´-Bereich des spc7+ ORF anschließt. Im 

Vergleich zu CD-K7 enthält CD-K8 zusätzlich 1664 Bp, die für die letzten 554 Aminosäuren 

des Spc7p Proteins kodieren.  

Um den gesamten spc7+ ORF zu deletieren, wurde ein 6973 Bp DNA-Fragment durch 

StuI/BamHI aus Plasmid CD-K7 herausgeschnitten. Zur Erstellung einer spc7+ Teildeletion 

wurde ein 8637 Bp DNA-Fragment nach StuI/BamHI Restriktion aus Plasmid CD-K8 isoliert 

(siehe Abbildung 4 und Abbildung 28).  

4.16 Fusion des endogenen spc7+ ORFs mit einem GFP- und HA-Epitop 

Durch homologe Rekombination wurde der genomische spc7+ ORF ohne Stop-Codon an eine 

DNA-Sequenz, die für ein GFP- bzw. HA-Epitop kodiert, fusioniert. Die DNA-Kassette, die 
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182 181
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Abbildung 4: Klonierung der GFP-kanMx6-Transformationskassetten 
Teil A zeigt die genomische DNA-Sequenz des spc7+ ORFs und seine flankierenden Bereiche. Durch PCR-
Reaktionen mit den dargestellten Oligonukleotidkombinationen werden spezifische Regionen der DNA-Sequenz 
amplifiziert. 
Teil B zeigt die DNA-Sequenz des Plasmids 177, welches eine GFP-kanMx6-Modulsequenz trägt. Durch PCR-
Reaktion wird eine Teilsequenz dieses Moduls synthetisiert. Nach spezifischer Restriktion werden die PCR-
Fragmente nacheinander gerichtet in den Vektor pBSK kloniert, wodurch die unter Teil C abgebildeten 
Insertsequenzen gebildet werden. Durch BamHI/StuI Restriktion können ein 6973 Bp großes lineares Fragment 
als Transformationskassette für die Deletion des gesamten spc7+ ORFs bzw. ein 8637 Bp großes DNA-Fragment 
für die partielle Deletion isoliert werden.  



Material und Methoden 41

für die Transformation in Stamm UFY103 eingesetzt wurde, war mittels PCR mit den Oligo-

nukleotiden 28 und 29 auf den Plasmiden 177 bzw. 179 erzeugt worden (Longtine et al., 

1998).  

Das verwendete Oligonukleotid 28 besitzt 80 Bp, die homolog sind zur Sequenz vor dem 

Stop-Codon, gefolgt von 18 Nukleotiden mit Homologie zur DNA-Sequenz des GFP-

kanMx6-Moduls auf Plasmid 177. Das Oligonukleotid 29 ist homolog zu 80 Bp zu einer 61 

Bp nach dem Stop-Codon 3´-flankierenden Region des spc7+ ORFs, gefolgt von 20 

Nukleotiden zum Plasmid 177. Eine PCR-Reaktion mit diesen Oligonukleotiden wurde auch 

auf Plasmid 179 durchgeführt, welches eine HA-kanMx6-Modulsequenz trägt. 

Die PCR-Produkte enthalten eine kanMx6-Modulsequenz, die positiven Transformanten das 

Wachstum auf Geneticinsulfat-haltigen Platten ermöglicht. Nach Einbringen der Fusions-

kassetten in die Hefe wurde bei Geneticinsulfat-resistenten Transformanten die Übergänge 

über PCR-Reaktionen mit den Oligonukleotiden 51 und 363 bzw. 361 und 145 verifiziert. Um 

zu testen, ob sich die Fusion mit diesen Sequenzen negativ auf die Funktion des Spc7p 

Proteins auswirkt, wurden korrekte Transformanten auf Abweichungen im Wachstum bei 

verschiedenen Temperaturen (20 °C, 24 °C, 32 °C und 37 °C) auf Hypersensitivität gegenüber 

TBZ (7,5 µg/ml bzw. 10 µg/ml) und auf den Minichromosomenverlust im Vergleich zum 

isogenen Wildtyp getestet. 

4.17 Screening von zwei c-DNA Genbanken 

Zur Verifizierung der kodierenden spc7+ Sequenz wurde eine c-DNA Genbank in einem 

Screening-Verfahren untersucht. Die untersuchte S. pombe c-DNA Bank sollte nach voll-

endeter c-DNA Synthese alle m-RNA Sequenzen der Hefe in Form von doppelsträngigen 

DNA-Klonen enthalten. Durch Elektroporation wurden die Plasmide in kompetente E. coli 

XL1-blue Zellen eingebracht. Zur Selektion der Transformanten wurden die Bakterien auf LB 

+ Ampicillin-Platten mit einem Durchmesser von 132 mm ausplattiert. Um spc7+, welches für 

ein Zentromerprotein kodiert und vermutlich niedrig exprimiert wird, spezifisch nach-

zuweisen, wurden 30 Platten mit durchschnittlich 45000 Kolonien pro Platte eingesetzt. Nach 

Inkubation der Platten für 12 Stunden bei 37 °C wurde ein Bakterienkolonieabdruck auf einer 

Nylonmembranscheibe (Boehringer, Mannheim) erzeugt. Die hohe Bindungskapazität der 

Filter für DNA nach Lyse der Zellen ermöglicht die Hybridisierung mit einer homologen 

DIG-markierten spc7+-Sonde und anschließende Detektion mittels alkalischer Phosphatase. 

Die eingesetzte Sonde wurde durch PCR Reaktion mit den Oligonukleotiden 108 und 109 
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hergestellt. Die Durchführung der Koloniehybridisierung erfolgte ohne Abweichungen den 

Angaben des Herstellers der Membranscheiben.  

Alle Kolonien, denen positive Signale auf den Filtern zugeordnet werden konnten, wurden in 

einer ersten Runde durch Ausschneiden isoliert. Aufgrund der hohen Kolonienzahl pro Platte 

wurden auch angrenzende Kolonien mit herausgeschnitten. Durch eine zweite Runde der 

Koloniehybridisierung und durch eine PCR-Reaktion gegen den 3´-Bereich der spc7+ DNA-

Sequenz mit den Oligonukleotiden 112 und 109 wurden die positiven Kolonien identifiziert. 

Die Insertssequenzen der isolierten Plasmide wurden durch Sequenzierung mit dem Oligo-

nukleotid 98 bestimmt und durch einen Abgleich mit der Datenbank des Wellcome Trust 

Sanger Institute identifiziert (siehe Kapitel 8.7).  

Zusätzlich wurden die DNA-Insertsequenzen dieser c-DNA Genbank und einer zweiten c-

DNA Genbank (Clontech) durch PCR-Analyse analysiert. Die hierfür verwendeten Oligo-

nukleotide sind homolog zur Sequenz des fehlerhaft klonierten c-DNA Bankinserts bzw. zu 

Sequenzen des in der Datenbank angegebenen spc7+ ORFs (siehe Abbildung 32).  

4.18 Verkürzungen des mal3+ ORF 

Zur Identifizierung und Zuordnung von Funktionsdomänen des Mal3p Proteins wurden N-

terminale Verkürzungen generiert und der Effekt der verkürzten Mal3p-Varianten in seriellen 

Tropftests auf Medium mit Thiabendazol untersucht. Durch Klonierung wurde die DNA-

Sequenz, die für die ersten 127 Aminosäuren des Mal3p Proteins kodiert, deletiert und Ver-

kürzungen mit und ohne C-terminale GFP-Fusion erzeugt. Ausgangsvektoren für die 

Klonierung waren die Plasmide p184 und p193. In einer Pfu-DNA Polymerasereaktion auf 

dem Plasmid 184 wurde mit den Oligonukleotiden 21 und 20 ein 509 Bp großes DNA-

Fragment amplifiziert. Das PCR-Produkt wurde Acc65I/XbaI geschnitten und gerichtet in den 

Vektor pBSK kloniert. Das entstandene Plasmid CD-K9 und die Ausgangsvektoren wurden in 

den E. coli Stamm GM48 transformiert und durch BclI/XhoI Verdau eine 754 Bp lange mal3+ 

DNA-Sequenz gegen das verkürzte DNA-Fragment ausgetauscht. Die entstehenden Plasmide 

CD-K10 und CD-K11 tragen die Information für ein verkürztes Mal3p Protein bzw. ver-

kürztes Mal3-GFPp-Fusionsprotein. 

Die Auswirkung des verkürzten mal3+ ORFs wurde nach Transformation der Plasmide in den 

S. pombe Stamm UFY103 bzw. den mal3∆ Stamm in seriellen Tropftestuntersuchungen ana-

lysiert. Zusätzlich wurde die Sequenz, die für eine N-terminal um 7 Aminosäuren verkürzte 

Mal3p-Proteinvariante kodiert, in Abhängigkeit vom nmt1+ Promotor des Plasmids 234 expri-

miert. Der nmt1+ Promotor wurde durch Inkubation der Transformanten in Selektivmedium 



Material und Methoden 43

ohne Thiamin für 18 Stunden bei 30 °C dereprimiert. Das Wachstum wurde unter Niedrig- 

und Hochexpressionsbedingungen und auf Platten mit und ohne TBZ-Konzentrationen von 

7,5 µg/ml analysiert. Die Inkubation der Platten erfolgte für 4 bzw. 5 Tage bei 24 °C.  

4.19 Untersuchungen zur genetischen Interaktion in S. pombe Stämmen 

Um in S. pombe auf genetische Interaktion zu testen, wurden verschiedene Stämme auf Malz-

extraktplatten bei 24 °C miteinander gekreuzt. Doppelmutanten, die sich aus den Sporen der 

Tetraden entwickelt haben, wurden untersucht. Für jede der Kreuzungen wurden bis zu vier 

Sporen von jeweils mindestens drei unabhängigen Tetraden untersucht. In den Fällen, in 

denen die Doppelmutante letal ist, wurde auf die Genotypen der fehlenden Sporen durch Ver-

folgung der Segregation verschiedener Marker bei den wachsenden Sporen der Tetraden 

geschlossen.  

Der Nachweis des mal3+ ORFs erfolgte durch PCR-Analyse mit den Oligonukleotiden 36 und 

79 und Untersuchung der Zellmorphologie bei 20 °C. Der Nachweis temperatursensitiver 

Allele erfolgte durch Inkubation bei 37 °C für mis6-302 und mis12-537 bzw. dis1-288 bei 

20 °C. Für die seriellen Tropftestuntersuchungen wurden Stämme, die das dis1-288 Allel 

besitzen, bei 28 °C in YE5S-Medium angezogen. Die Inkubation der übrigen Stämme erfolgte 

bei 24 °C. Die getesteten Bedingungen für Einzel- und Doppelmutanten auf YE5S-Medium 

und die Dauer der Inkubation ist in Tabelle 1 aufgeführt. 

 

Kreuzung Inkubationstemperaturen Inkubationszeit 

mal3∆ mad2∆ 24 °C, 30,5 °C, 32 °C, 36 °C, 37 °C 2 bis 3 Tage 

mal3∆ mph1∆ 22 °C, 24 °C, 32 °C, 37 °C 2 bis 3 Tage 

mal3∆ mal2-1 24 °C, 28 °C, 29 °C, 30 °C, 35 °C 2 bis 3 Tage 

mal3∆ mis6-302 24 °C, 28 °C, 30 °C, 31 °C, 32 °C, 35 °C, 37 °C 2 bis 3 Tage 

mal3∆ mis12-537 24 °C, 28 °C, 30 °C, 31 °C, 32 °C, 33 °C, 34° C; 35 °C, 37 °C 2 bis 3 Tage 

mal3∆ dis1-288 20 °C, 24 °C, 26 °C, 28 °C, 32 °C, 37 °C 2 bis 3 Tage 

4.20 Deletion des SPC105 ORFs 

Der 2,7 Kb große SPC105 ORF, der für ein 917 Aminosäuren großes Protein kodiert, wurde 

partiell durch homologe Rekombination ab Nukleotidposition +46 nach dem Start-Codon 

deletiert. Zusätzlich blieben die letzten 234 Bp vor dem Stop-Codon am 3´-Bereich erhalten. 

Tabelle 1: Wachstumsbedingungen zur Untersuchung der genetischen Interaktion 
Aufgeführt sind die Inkubationstemperaturen und Inkubationszeiten für Einzel- und Doppelmutanten der ver-
schiedenen Kreuzungen zur Ermittlung der genetischen Interaktion. 
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Durch eine PCR-Reaktion mit den Oligonukleotiden 126 und 127 auf Plasmid pUG6 wurde 

eine 1703 Bp große kanMx6-Deletionskassette erzeugt, welche zu jeder Seite von 45 Bp 

SPC105 homologen Bereichen flankiert wurde. Da das transformierte DNA-Fragment einen 

Kanamycinmarker enthielt, konnte mit Geneticinsulfat auf positive Gendeletionen der 

Stämme 368 und 475 selektioniert werden. Stabile diploide Transformanten der S. cerevisiae 

Stämme 368 und 475, in denen das SPC105 Gen gegen die Transformationskassette rekombi-

niert war, wurden einer Tetradenanalyse unterzogen. Die Deletion wurde durch PCR-Analyse 

der Transformanten mit den Oligonukleotiden 128 und 363 bzw. 130 und 335 verifiziert. 

Haploide Deletionsstämme wurden durch eine Tetradenanalyse erhalten. Das Wachstum von 

Deletions- und Wildstämmen wurde bei verschiedenen Temperaturen und Konzentrationen 

von Thiabendazol analysiert (siehe Tabelle 2). 

Inkubationstemperaturen TBZ-Konzentrationen Inkubationszeit 

24 °C, 28 °C, 30 °C, 35 °C, 37 °C 25 µg/ml; 40 µg/ml; 50 µg/ml 

Inkubation der Platten bei 30 °C 

2 bis 3 Tage 

 

4.21 C-terminale Fusion des SPC105 ORFs mit einem GFP- bzw. HA-Epitop 

In den S. cerevisiae Stämmen 71 und 72 wurde der genomische SPC105 ORF durch homo-

loge Rekombination ohne Stop-Codon an die DNA-Sequenz für ein GFP- bzw. HA-Epitop 

fusioniert. Hierfür wurde ein PCR-Fragment mit den Oligonukleotiden 135 und 136 auf den 

Plasmiden 177 bzw. 179 erzeugt (Longtine et al., 1998). Nach Einbringen der Fusions-

kassetten in die Hefe wurden bei Geneticinsulfat-resistenten Transformanten die Übergänge 

zwischen genomischer DNA-Sequenz und Transformationskassette durch PCR mit den 

Oligonukleotiden 141 und 363 bzw. 130 und 361 verifiziert. Stämme, die das Fusionsprotein 

tragen, wurden anschließend bei 30 °C angezogen und die Lokalisierung des Fusionsproteins 

immunfluoreszenz-mikroskopisch untersucht. 

4.22 Klonierung des SPC105 in S. pombe Vektoren 

Der 2,7 Kb große ORF des SPC105 Gens wurde durch BamHI/XhoI Restriktionsanalyse aus 

dem Plasmid K19 isoliert und gerichtet in die S. pombe Vektoren pJR2-3xU und pJR2-41xU 

kloniert. Die daraus resultierenden Plasmide wurden CD-K12 und CD-K13 genannt. 

Tabelle 2: Wachstumsbedingungen zu Untersuchung der spc105∆ Deletionsstämme 
Zusammengestellt sind die untersuchten Inkubationstemperaturen, die verwendeten Konzentrationen von 
Thiabendazol (TBZ) und die Dauer der Inkubation.  
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Die Plasmide wurden in den S. pombe Wildtypstamm UFY103 bzw. den mal3-1 und mal3∆ 

Stamm transformiert und der Effekt der Expression in Abhängigkeit von einem Thiamin-

regulierbaren nmt1+ Promotor in seriellen Tropftestuntersuchungen bestimmt. Zur Dere-

primierung des nmt1+ Promotors wurden die Transformanten für 18 Stunden bei 30 °C in 

Selektivmedium ohne Thiamin angezogen. Das Wachstum unter Niedrig- und Hochex-

pressionsbedingungen wurde auf Platten mit und ohne TBZ-Konzentrationen zwischen 

5 µg/ml und 7,5 µg/ml analysiert. Die Inkubation der Platten erfolgte für 4 bzw. 5 Tage bei 

24 °C.  

4.23 TetO-Promotorsystem 

Durch homologe Rekombination wurde ein regulierbarer Fremdpromotor vor den SPC105 

Leserahmen ins Genom integriert. Eine loxP-kanMx-loxP-tetO7-CYC1-Integrationskassette 

wurde mittels PCR auf dem Plasmid pAH3 mit den Oligonukleotiden 203 und 204 

amplifiziert. Das verwendete Oligonukleotid 203 besitzt 40 Nukleotide, die homolog sind zu 

einer DNA-Sequenz 50 Basenpaare oberhalb des Start-Codons (-90 bis -50), gefolgt von 22 

Nukleotiden mit Homologie zur DNA-Sequenz des loxP-kanMx-loxP-Markers auf dem 

Plasmid pAH3. Das Oligonukleotid 204 ist homolog zu den ersten 40 Basenpaaren des 

SPC105 ORF (+1 bis +40), gefolgt von 23 Nukleotiden mit Homologie zu dem tetO7-CYC1 

Promotor auf dem Plasmid pAH3. Nach Transformation in die haploiden S. cerevisiae 

Stämme mit den Nummern 995 und 1903 wurden Geneticinsulfat-resistente Transformanten 

auf korrekte Integration der Kassette mittels PCR mit den Oligonukleotiden 363 und 129 bzw. 

335 und 128 verifiziert.  

Für die Messung des Chromosomenfragmentverlustes wurden Vorkulturen der ptetO-SPC105 

Fusionsstämme in SD-Minimalmedium ohne Uracil bei 30 °C angezogen. Die Anzucht der 

Hauptkulturen erfolgte in SD-Minimalmedium mit Uracil. Die Expression des Leserahmens 

wurde über Zugabe des synthetischen Tetrazyklin-Derivates Doxyzyklin (100 µg/ml) 

reguliert. Logarithmisch wachsende Hauptkulturen verschiedener Transformanten wurden 

regelmäßig verdünnt und bis zu 38 Generationen mit bzw. ohne Doxyzyklin angezogen. Der 

Chromosomenfragmentverlust wurde zu vier unterschiedlichen Zeitpunkten anhand der 

Fluoreszenzintensität der Zellen mittels eines Becton-Dickinson FACSort Gerätes bestimmt. 

Hierfür wurden die Kulturen mit 0,1 M Tris pH 5 auf OD600 = 0,06 verdünnt und jeweils 

200 µl der Suspension für die Messung verwendet (durchgeführt von Irina Volfson). 
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4.24 Southern-Blotanalyse 

Zur Überprüfung einer spc7+ Deletion wurden putativ positive Transformanten, transformiert 

mit unterschiedlichen Transformationskassetten, durch Southern-Blotanalyse untersucht. Der 

Austausch der genetischen Information durch homologe Rekombination führt zu einer 

Veränderung des Restriktionsmusters im Genom, da die ursprüngliche genomische DNA-

Sequenz des Gens durch die Deletionskassette ersetzt wird. Für die Southern-Blotanalyse 

wurde sowohl aus den haploiden Stämmen, die sich aus den Sporen der Tetraden ergaben, als 

auch aus diploiden Transformanten genomische DNA isoliert. Die isolierte Hefe-DNA wurde 

anschließend mit der Restriktionsendonuklease EcoRV in kleinere DNA-Fragmente 

geschnitten. Die DNA-Fragmente wurden gelelektophoretisch aufgetrennt, das DNA-Banden-

muster auf eine Nylonmembran (Millipore, USA) übertragen und durch UV-Bestrahlung 

fixiert. Durch spezifische Hybridisierung mit einer DIG (Digoxigenin)-markierten homologen 

DNA-Sonde und anschließendem Farbnachweis mittels alkalischer Phosphatase wurden die 

Sonden-gebundenen DNA-Fragmente sichtbar gemacht. Die Herstellung und Markierung der 

Sonde durch PCR folgte den Angaben des "DIG-Labeling and Detection" Kits. Da zur 

Deletion des spc7+ ORFs verschiedene Deletionskassetten verwendet wurden, wurden unter-

schiedliche Sonden synthetisiert. Die Sonden, die mit den Oligonukleotiden 109 und 112 bzw. 

116 und 117 auf genomischer S. pombe DNA synthetisiert wurden, sind homolog zum 3´-

Bereich des spc7+ ORFs bzw. der 3´-flankierenden Genregion. Zusätzlich wurden Sonden auf 

den Plasmiden 177 bzw. 179 mit den Oligonukleotiden 23 und 24 bzw. auf dem Plasmid 

pAF1 mit den Oligonukleotiden 124 und 125 durch die PCR-Analyse hergestellt. Diese sind 

homolog zu Sequenzen der verwendeten kanMx6- bzw. der his3+-Transformationskassetten. 

Bei der Durchführung des Southern-Blots wurde lediglich die SSC-Pufferkonzentration auf 

10-fache Konzentration gesenkt und dadurch den Anforderungen der verwendeten Nylon-

membran angepaßt.  

4.25 Northern-Blotanalyse 

Zur Analyse der Länge des spc7+ m-RNA Transkripts wurde die Gesamt-RNA mehrerer S. 

pombe Stämme durch Northern- Blotanalyse untersucht. Die isolierte Gesamt-RNA wurde in 

einem 1,2 %igem Agarose-Formaldehydgel aufgetrennt und das entstandene Bandenmuster 

auf eine Nylonmembran (NEN Life Science) übertragen. Nach Fixierung an die Membran 

durch UV-Licht erfolgte die Hybridisierung mit homologen, DIG-markierten DNA-Sonden 

gegen unterschiedliche Sequenzbereiche des spc7+ ORF. Die Herstellung der Sonden und die 

Durchführung der Northern-Blotanalyse folgte den Angaben des "DIG-Labeling and 
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Detection"-Kits in Abstimmung mit den Angaben des Maniatis (1989). Alle Lösungen 

wurden mit DEPC-behandelten, RNase freiem Wasser angesetzt und die SSC-Pufferkonzen-

tration wurde auf 10-fache Konzentration gesenkt, um den Anforderungen der verwendeten 

Nylonmembran zu entsprechen. Verschiedene Sonden wurden zur Identifizierung des spc7+ 

m-RNA Transkripts verwendet (siehe Abbildung 29).  

Eine 1061 Bp lange DNA-Sonde wurde durch PCR-Reaktionen auf genomischer S. pombe 

DNA mit dem Oligonukleotiden 133 und 105 erzeugt. Sie umfaßt die Nukleotide der Position 

+545 bis +1606 nach dem ATG-Codon (+1). Eine 1636 Bp lange Sonde wurde mit den 

Oligonukleotiden 108 und 109 generiert und ist homolog zum Bereich +2458 bis zum Stop-

Codon. Eine 589 Bp lange Sonde, die durch PCR-Reaktion mit den Oligonukleotiden 112 und 

109 erzeugt wurde, ist homolog zur DNA-Sequenz von +3505 bis zum Stop-Codon.  

4.26 Mikroskopie 

Mikroskopische Untersuchungen von Hefezellen wurden mit Zeiss-Axioskop Fluoreszenz-

mikroskopen und entsprechender Kameraausrüstung durchgeführt. Die mit dem SensiCam 

Kamerasystem (PCO Computer Optic GmbH) aufgenommenen Bilder wurden mit der Image-

Pro-Plus Software bearbeitet. Für die Bearbeitung der Aufnahmen einer Hamamatsu Kamera 

wurde die Open-Lab Software (Improvision) verwendet.  

Für die Immunfluoreszenz mit S. pombe wurde den Bedingungen für Aldehydfixierungen, 

wie in Hagan et al. 1988 beschrieben, gefolgt. Die Lokalisierung des C-terminalen Spc7-

GFPp Fusionsproteins im Zellzyklus wurde mit einem polyklonalem Kaninchen anti-GFP 

Antikörper (Invitrogen), gefolgt von einem Cy3-gekoppeltem anti-Kaninchen Antikörper, 

untersucht. Die Signale für die Spc7-HAp- und Mal2-GFPp-Fusionsproteine wurden durch 

Verwendung eines monoklonalen Maus anti-HA Antikörpers (Covance, USA), gefolgt von 

einem Cy3-gekoppeltem anti-Maus Antikörper bzw. einem Kaninchen anti-GFP Antikörper 

(Molecular Probes) und einem FITC-gekoppeltem anti-Kaninchen Antikörper, erhalten. Für 

die Tubulinfärbung in S. pombe wurde der primäre monoklonale anti-Tubulin Antikörper 

TAT1 verwendet, gefolgt von einem sekundären FITC-gekoppelten anti-Maus Antikörper. 

Zur Anfärbung der Spindeln im mal3∆ Stamm wurde ein Cy3-gekoppelter Antikörper 

verwendet. Die Anzucht der mal3∆ Zellen erfolgte bei 20 °C. 

Der Ablauf für die Bearbeitung der Proben von S. cerevisiae folgte dem Protokoll nach 

Scharfenberger et al. 2003. Für die Anfärbung der Tubulinstrukturen in S. cerevisiae wurde 

als primärer Antikörper der monoklonale anti-Tubulin Antikörper WA3, gefolgt von einem 

Cy3-gekoppeltem anti-Maus Antikörper, eingesetzt. Das Spc105 Fusionsprotein wurde mit 
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einem Kaninchen anti-GFP Antikörper (Molecular Probes), gefolgt von einem FITC-

gekoppeltem anti-Kaninchen Antikörper, erhalten.  

Das Chromatin der Zellen wurde durch Zugabe von 0,01 µg/ml 4,6-Diamidino-2-Phenylindol 

(DAPI) angefärbt.  

Zur Bestimmung der DNA-Fehlverteilung in mal3∆ mph1∆ Einzel- und Doppelmutanten 

wurden die Stämme bei 24 °C in Minimalmedium angezogen und nach Fixierung mit Ethanol 

das Chromatin mit DAPI angefärbt. Die DNA-Verteilung und Zellmorphologie von jeweils 

über 350 Zellen wurde ermittelt. 

4.27 Analyse des DNA-Profils von S. cerevisiae Zellen mittels Durchflußcytometrie-

Analyse 

Durch die Durchflußcytometrie-Analyse wird ein DNA-Profil von Hefezellen erstellt. Dabei 

wird von jeder Hefezelle der DNA-Gehalt anhand der Intensität der Fluoreszenzfärbung mit 

Propidiumjodid gemessen. Das DNA-Profil zeigt, wie groß der Anteil der Zellen ist, die sich 

in der G1-Phase (1C-DNA Gehalt), der S-Phase (zwischen 1C und 2C DNA-Gehalt) oder der 

G2/M-Phase (2C DNA-Gehalt) befinden. Diese Methode wurde verwendet, um den Einfluß 

von einer Gendeletion auf die DNA-Verteilung der Zellen in diesen Phasen zu untersuchen. 

Hierfür wurden  1x107 Zellen einer S. cerevisiae Kultur mit 70 % Ethanol/0,2 M Tris pH 7,5 

für zwei Stunden bei Raumtemperatur fixiert. Nach Überführen der Zellen in 0,2 M Tris 

pH 7,5 wurden die Zellen von 200 µl der Zellsuspension durch 5 Minuten Ultraschallbe-

handlung in einem Wasserbad vereinzelt. Anschließend erfolgte die Zugabe von 11 µl RNase 

(10 mg/ml) und die Inkubation der Proben bei 4 °C über Nacht. Nach einem Waschschritt der 

Zellen in 0,2 M Tris pH 7,5 wurden die Zellen mit 50 µg/ml Propidiumjodid angefärbt und 

mittels eines Becton-Dickinson FACSort Gerätes analysiert. Die Messung der Proben wurde 

von Irina Volfson durchgeführt. 
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5 Ergebnisse 

5.1 Isolierung extragener Multikopie-Suppressoren des mal3-1 Thiabendazol- 

hypersensitiven Phänotyps 

Um die Funktion des Mal3p Proteins der Spalthefe Schizosaccharomyces pombe in der 

Mitose besser zu verstehen und zur Identifizierung von Proteinen, die mit dem Mal3p Protein 

wechselwirken, wurde ein Multikopie-Suppressorscreen durchgeführt. Für den Screen wurde 

der mal3-1 Mutantenstamm verwendet, der eine Hypersensitivität gegenüber der Mikrotubuli-

destabilisierenden Chemikalie Thiabendazol (TBZ) zeigt. Die Multikopie-Suppressoren 

wurden durch Suppression dieses Phänotyps identifiziert. Hierfür wurde der mal3-1 

Mutantenstamm mit einer genomischen S. pombe Bank (Barbet et al., 1992) transformiert und 

auf Transformanten, die auf TBZ-haltigem Medium wachsen konnten, selektioniert (siehe 

Kapital 4.12). Von insgesamt zirka 114000 Transformanten auf Selektivmedium ohne TBZ 

konnte nach zweimaliger Selektion auf TBZ-haltigem Medium die Zahl auf 85 Trans-

formanten reduziert werden, die einen reproduzierbaren Ausgleich der TBZ-Hypersensitivität 

des mal3-1 Stammes aufwiesen. Die anschließend aus ihnen isolierten genomischen S. pombe 

Genbankplasmide wurden mit der Bezeichnung CD- und einer entsprechenden Identi-

fizierungsnummer für das Suppressorinsert bezeichnet. Plasmide von Transformanten, die 

keine stabile Suppression zeigten, wurden mit der Bezeichnung CD-negativ versehen und 

nicht weiter untersucht. Daß die Suppression der TBZ-Hypersensitivität des mal3-1 Stammes 

auf Anwesenheit der genomischen Bankplasmide zurückzuführen ist, wurde mittels Retrans-

formation der Plasmide verifiziert (siehe Kapitel 5.2). 

Abbildung 5 zeigt am Beispiel von Ausstrichen das Wachstumsverhalten einiger Trans-

formanten. Die Kontrollplatte ohne TBZ zeigt für alle Transformanten gutes Wachstum. Der 

mal3-1 Mutantenstamm, transformiert mit dem genomischen Bankvektor pUR19, zeigt kein 

Wachstum auf TBZ-haltigem Medium. Dagegen zeigt der mal3-1 Mutantenstamm, trans-

formiert mit pUR19/mal3+, dem Genbankvektor, der das mal3+ Gen als DNA-Insert trägt, 

deutliches Wachstum. Die Ausstriche der Transformanten der genomischen Genbank CD-1 

und CD-2 zeigen ebenfalls eine Suppression der TBZ-Hypersensitivität, während der 

Ausstrich CD-negativ keine Suppression aufweist. 
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Insgesamt konnten 85 Transformanten reproduzierbar die TBZ-Hypersensitivität des mal3-1 

Stammes ausgleichen (siehe Tabelle 3). Das 13,8 Mbp große Genom der Spalthefe wurde bei 

einer durchschnittlichen Größe der genomischen Bankinserts von 4000 Bp in diesem Screen 

durch die genomische Bank 33-fach abgedeckt. Der Screen ist somit saturierend und jedes 

Gen, welches plasmidkodiert den mal3-1 Phänotyp supprimieren kann, sollte isoliert worden 

sein.  

Transformanten 

insgesamt 

Ausgleich TBZ-

Hypersensitivität 

Abdeckung des Genoms bei durchschnittlicher 

Insertgröße von 4000 Bp 

114000 85 33-fach 

 

5.2 Nachweis der Suppression des mal3-1 TBZ-hypersensitiven Phänotyps durch 

serielle Tropftestuntersuchungen 

Um zu überprüfen, ob die Suppression des mal3-1 TBZ-hypersensitiven Phänotyps auf die 

Anwesenheit der genomischen Bankplasmide zurückzuführen ist, wurde die Plasmid-DNA 

der 85 Transformanten isoliert und erneut in den mal3-1 Stamm eingebracht. Eine 

Suppression, die nicht plasmidkodiert ist, sondern sich zum Beispiel auf eine zusätzliche 

Mutation im Genom zurückführen läßt, sollte dadurch ausgeschlossen werden. 

Abbildung 5: Suppression der TBZ-Hyper-
sensitivität des mal3-1 Stammes  
Diese Abbildung zeigt das Wachstum von 
Ausstrichen des mal3-1 Mutantenstammes, 
welcher mit unterschiedlichen Plasmiden 
transformiert wurde. Gezeigt ist das Wachs-
tumsverhalten für den mal3-1 Stamm trans-
formiert mit dem Genbankvektor pUR19, 
pUR19 mit mal3+ als DNA-Insert und einiger 
Transformanten der genomische S. pombe 
Bank auf Selektivmedium mit 6,5 µg/ml TBZ 
(+TBZ) und ohne TBZ (-TBZ). Die Platten 
wurden für 5 Tage bei 24 °C inkubiert. 

Tabelle 3: Transformationen des mal3-1 Stammes der genomischen S. pombe Bank 
Angegeben ist die Anzahl der erhaltenen mal3-1 Transformanten des genomischen S. pombe Bankscreens. 
Weiter aufgeführt ist die Anzahl der Transformanten, die nach Replikaplattierung auf TBZ-haltigem 
Selektivmedium und erneutem Ausstreichen gewachsen sind. Die letzte Spalte gibt den Grad der Abdeckung des 
Genoms an. 

pUR19

+TBZ -TBZ

hier fehlt noch
Wachstum auf
Plattenhälfte
ohne TBZ

pUR19/
mal3+

pUR19/
CD-negativ

pUR19/
CD-1

pUR19/
CD-2

pUR19

pUR19/
mal3+

pUR19/
CD-negativ

pUR19/
CD-1

pUR19/
CD-2
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Abbildung 6 zeigt das Wachstumsverhalten ausgewählter Retransformanten bei diesen 

Untersuchungen. Zur Kontrolle des Wachstums auf TBZ-haltigem Medium wurden der leere 

pUR19 Vektor als Negativkontrolle und pUR19 mit mal3+ als DNA-Insert als Positivkontrolle 

in den mal3-1 Stamm transformiert. Abgebildet ist außerdem das Wachstumsverhalten 

ausgewählter Suppressoren. Auf Platten ohne TBZ zeigen alle getesteten Stämme ein 

vergleichbar gutes Wachstum. Auf Platten mit TBZ zeigt die Positivkontrolle gutes 

Wachstum, während die Negativkontrolle unter diesen Bedingungen kein Wachstum 

aufweist. Die ausgewählten Suppressorplasmide gleichen die Hypersensitivität des mal3-1 

Stammes gegenüber TBZ aus. Der Vergleich des Wachstums der Suppressortransformanten 

untereinander zeigt, daß es durchaus Unterschiede im Grad des Ausgleiches gibt. Der 

deutlichste Ausgleich, d. h. das stärkste Wachstum auf TBZ-haltigem Medium, wird für das 

Suppressorinsert CD-2 erhalten.  

Im Rahmen der seriellen Tropftestuntersuchungen mit dem mal3-1 Stamm ließ sich nach 

Retransformation nicht bei allen 85 Bankplasmiden die Suppression verifizieren, die ein 

einfaches Ausstreichen auf TBZ-haltigem Medium erkennen ließ. Diese Untersuchungen 

wurden durchgeführt, da der Tropftest für die Bestimmung der Suppression deutlich sensitiver 

ist. 10 der isolierten Plasmide zeigten nach Retransformation in den mal3-1 Stamm keine 

Suppression der TBZ-Hypersensitivität mehr. Die gezeigte Suppression der Transformanten 

war somit nicht plasmidkodiert und ist für den weiteren Verlauf des Screens nicht von 

-TBZ +TBZ

pUR19

pUR19/mal3+

pUR19/CD-3

pUR19/CD-2

pUR19/CD-1

mal3-1

 
Abbildung 6: Suppression der TBZ-Hypersensitivität des mal3-1 Mutantenstammes durch verschiedene 
Plasmidsuppressoren in seriellen Tropftests 
Die Abbildung zeigt das Wachstumsverhalten des mal3-1 Stammes auf Selektivmedium ohne TBZ (-TBZ) und 
mit 6,5 µg/ml TBZ (+TBZ), der mit unterschiedlichen Plasmiden transformiert wurde. Gezeigt ist das Wachstum 
der Transformation mit dem Genbankvektor pUR19, pUR19/mal3+ und der genomischen Bankplasmide mit den 
Insertsequenzen CD-3, CD-2 und CD-1. Die Tropfen zeigen die Verdünnungen von 104 bis 101 Zellen. Die 
Platten wurden für 5 Tage bei 24 °C inkubiert. 
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Bedeutung. Bei den übrigen 75 Suppressorplasmiden handelt es sich um plasmidkodierte 

Suppressoren, deren Ausgleich des mal3-1 TBZ-hypersensitiven Phänotyps bei diesen Unter-

suchungen verifiziert werden konnte. Sie wurden im Rahmen dieser Arbeit weiter untersucht.  

5.3 Analyse der Suppressorplasmide mittels Restriktions-, PCR- und Sequenzanalyse 

Die 75 Suppressorplasmide, die den mal3-1 TBZ-hypersensitiven Phänotyp in den seriellen 

Tropftestuntersuchungen ausgleichen konnten, wurden parallel weiter durch Restriktions-, 

PCR- und Sequenzanalyse untersucht. Ziel dieser Untersuchungen war, spezifische Bestand-

teile der DNA-Insertsequenz des Suppressors zu identifizieren (siehe Kapitel 5.3.2), sowie die 

Größe des DNA-Inserts zu ermitteln und Übereinstimmungen im Restriktionsmuster der 

Insertsequenzen zu finden (siehe Kapitel 5.3.1). Übereinstimmungen im Restriktionsmuster 

der Insertsequenzen sollten das Zusammenfassen von Plasmiden zu Suppressorgruppen mit 

gleicher Insertsequenz ermöglichen. 

 

5.3.1 Analytische Spaltung der genomischen S. pombe DNA-Bankplasmide 

5.3.1.1 Analytische Spaltung mit BamHI/HindIII zur Bestimmung der Insertgrößen 

der genomischen S. pombe DNA-Bankplasmide 

Durch eine Spaltung der 75 Suppressorplasmide mit den Restriktionsenzymen BamHI und 

HindIII und anschließender Auftrennung der DNA-Fragmente in einem Agarosegel, konnte 

eine erste Angabe über die Größen der jeweiligen DNA-Inserts gemacht werden. Beide 

Enzyme flankieren im Polylinker die Schnittstelle SalI, welche für die Klonierung der 

genomischen Bank verwendet wurde. Abbildung 7 zeigt ein Beispielfoto für eine Gelanalyse. 

Bei der Restriktion des genomischen Bankvektors pUR19 ergibt sich ein 5,5 Kb großes DNA-

Fragment. Das Plasmid pUR19 mit mal3+ als Insert wird in ein 5,5 Kb großes Vektorfragment 

und ein 2,6 Kb großes Insertfragment gespalten. Auch für die dargestellten Plasmide mit den 

Insertsequenzen CD-6 und CD-41 werden neben dem 5,5 Kb großen Vektorfragment 

zusätzliche DNA-Fragmente erhalten. CD-6 wird in zwei DNA-Fragmente von 1,3 Kb und 

0,9 Kb gespalten. Die Gesamtgröße des genomischen S. pombe DNA-Inserts beträgt 2,2 Kb. 

CD-41 zeigt ein DNA-Fragment von 2,3 Kb genomischer S. pombe DNA. 
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In Bezug auf die Gesamtinsertgrößen der verschiedenen Suppressorplasmide, die sich bei der 

analytischen Spaltung mit Restriktionsenzymen BamHI/HindIII ergaben, gab es deutliche 

Unterschiede. Das kleinste Insert besaß eine Größe von 1,1 Kb genomischer S. pombe DNA, 

das größte Insert eine Gesamtgröße von 7,3 Kb. Die meisten DNA-Inserts wurden in zwei 

DNA-Fragmente gespalten. Es gab jedoch auch Plasmide, deren Insert in vier DNA-

Fragmente gespalten wurde. Einige der Suppressorplasmide zeigten Übereinstimmungen im 

Restriktionsmuster, d. h. für sie wurden gleiche Fragmentgrößen ermittelt. Weitere 

Einzeldaten aller Suppressoren sind im Anhang aufgeführt (siehe Tabelle 13). 

5.3.1.2 Gruppierung der DNA-Bankplasmide durch systematische 

Restriktionsanalyse 

Durch systematische Restriktion mit verschiedenen Enzymen (siehe Kapitel 4.12) sollten 

Übereinstimmungen im Restriktionsmuster der 75 Suppressorplasmide gefunden und eine 

Zusammenfassung der Suppressoren in Gruppen ermöglicht werden. Suppressorplasmide, die 

bei allen durchgeführten Spaltungsansätzen identische Restriktionsmuster aufwiesen, wurden 

einer Gruppe zugeteilt. Die Analyse der DNA-Inserts durch systematische Restriktion und 

anschließende Gruppierung der Suppressoren hat sich als durchführbar erwiesen. Es konnten 

so drei Gruppen gebildet werden, denen sich insgesamt 32 der 75 Suppressorplasmide 

zuordnen ließen. Tabelle 4 zeigt eine Übersicht über die Insertgröße, die Anzahl der DNA-

Fragmente der Gruppen am Beispiel eines XhoI/DraI-Verdaus, sowie die zugehörigen 

Abbildung 7: Analytische Spaltung mit den 
Restriktionsenzymen BamHI/HindIII zur Be-
stimmung der Insertgrößen der 
Suppressorplasmide 
Diese Abbildung zeigt die DNA-Fragmente, die 
bei der Agarosegelauftrennung verschiedener 
Suppressorplasmide nach Restriktion mit den 
Restriktionsenzymen BamHI und HindIII erhalten 
wurden. Die Restriktionsansätze wurden neben 
dem Längenstandard (HindIII/EcoRI geschnittene 
λ-Phagen DNA) in einem Agarosegel aufgetrennt.  
Plasmidauftragung: pUR19, pUR19/mal3+, Gen-
bankplasmide mit den Insertsequenzen CD-6 und 
CD-41. Die Länge der DNA-Banden ist in Kilo-
basen (Kb) angegeben. 
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Suppressorplasmide an. Die restlichen Suppressoren zeigten keine durchgehend identischen 

DNA-Fragmente bei den gewählten Restriktionsansätzen. Sie wurden daher nicht weiter in 

Gruppen unterteilt. Es ist nicht auszuschließen, daß auch sie Übereinstimmungen in den 

DNA-Insertsequenzen bzw. Teilen dieser DNA-Sequenzen besitzen. 

Durch spätere Ansequenzierung der Plasmidinsertsequenzen konnte die gewählte Einteilung 

der Suppressorgruppen bestätigt werden. Mitglieder einer Gruppe wiesen übereinstimmende 

Insertsequenzen auf (siehe Kapitel 5.6). Im Rahmen der PCR-Analyse konnte die Zuge-

hörigkeit aller Mitglieder der Gruppe 1 zu dieser Gruppe unabhängig bestätigt werden (siehe 

Kapitel 5.3.2). 

Suppressorinsert Gesamtgröße 
des Inserts 

(BamHI/HindIII)

Anzahl der DNA-
Fragmente 
(XhoI/DraI) 

Größe der DNA-
Fragmente 
(XhoI/DraI) 

Gruppe 1: 
CD-6, CD-8, CD-9, CD-10, CD-22, CD-24, 
CD-26, CD-28, CD-36, CD-43, CD-46, CD-51, 
CD-54, CD-57, CD-58, CD-60, CD-61, CD-64, 
CD-65, CD-66, CD-68, CD-75, CD-79, CD-83, 
CD-84, CD-85 

2,2 Kb 5 2,3 Kb, 2,0 Kb, 
1,6 Kb, 1 Kb, 0,8 Kb

Gruppe 2: 
CD-15, CD-16, CD-23 

1,6 Kb 6 1,9 Kb, 1,5 Kb, 
1,4 Kb, 1 Kb, 
0,8 Kb, 0,4 Kb 

Gruppe 3: 
CD-7, CD-17, CD-52 

4,5 Kb 8 2,4 Kb, 2,3 Kb, 
1,5 Kb, 1,4 Kb, 
1,1 Kb, 0,9 Kb, 
0,7 Kb, 0,4 Kb 

 

5.3.2 PCR-Analyse zur Identifizierung bereits bekannter S. pombe DNA-

Genbankinserts 

Mit der PCR-Analyse wurden alle Suppressorplasmide auf das Vorhandensein von vier 

offenen Leserahmen (ORFs) überprüft. Diese ORFs wurden ausgewählt, da sie zu Beginn des 

genomischen S. pombe Bankscreens als Insertbestandteile isolierter Suppressorplasmide 

positiver mal3-1 Transformanten durch Sequenzierung und Datenbankabgleich ermittelt 

wurden. Es handelt sich hierbei um die genomischen Wildtypsequenzen für mal3+, pad1+, das 

für die 19S Proteasomenuntereinheit kodiert und einen ORF mit dem systematischen Namen 

SPCC1020.02 auf Chromosom 3, der im Rahmen dieser Arbeit spc7+ genannt wurde. Ein 

Tabelle 4: Gruppen der genomischen S. pombe DNA-Bankplasmide 
In dieser Tabelle sind die drei Großgruppen mit ihren entsprechenden Suppressorplasmiden aufgeführt, die bei 
der systematischen Restriktionsanalyse gebildet werden konnten. Die Zuordnung zu den Großgruppen beruht auf 
den Ergebnissen verschiedener Restriktionsansätze. Zusätzlich enthält die Tabelle Daten über die Größe des 
Gesamtinserts, die beim BamHI/HindIII-Verdau ermittelt wurde. Ebenfalls aufgelistet ist die Anzahl der 
Insertfragmente, die bei einer Restriktion mit XhoI/DraI erhalten wurde, sowie die Größen dieser 
Einzelfragmente. 
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weiterer ORF kodiert für das Protein Som1p der Spalthefe, welches vor Beginn des Screens 

als Suppressor des mal3-1 TBZ-hypersensitiven Phänotyps identifiziert wurde (persönliche 

Mitteilung von Dr. J. D. Beinhauer). 

Abbildung 8 zeigt Beispiele dieser PCR-Analyse nach Auftrennung in einem Agarosegel. Das 

linke Gelfoto zeigt die DNA-Fragmente, die bei der PCR-Reaktion mit dem pad1+ ORF 

erhalten wurden. Die Positivkontrolle CD-1 zeigt das erwartete 460 Bp DNA-Fragment. Für 

den Bankvektor pUR19 wurde kein PCR-Fragment erhalten. Bei den hier dargestellten 

Suppressorplasmiden zeigt nur pUR19/CD-4 das erwartete DNA-Fragment. Der pad1+ ORF 

konnte in diesem Suppressorplasmid als Insertbestandteil durch die PCR-Analyse 

nachgewiesen werden. 

Das rechte Gelfoto zeigt die DNA-Fragmente, welche bei der PCR-Analyse des mal3+ ORFs 

erhalten wurden. Der Vektor pUR19 zeigt kein PCR-Produkt. PCR-Analysen mit den 

Insertsequenzen CD-27 und CD-31 als DNA-Template zeigen ebenfalls das erwartete PCR-

Fragment von 344 Bp für die Amplifikation des mal3+ ORFs. Somit konnte in diesen 

Suppressorplasmiden mal3+ als Teil der Insertsequenz über PCR nachgewiesen werden. 

In Tabelle 5 sind die Ergebnisse der PCR-Analyse der Plasmide mit den Insertsequenzen 

CD-1 bis CD-85 zusammenfassend dargestellt. 13 Suppressorplasmide konnten identifiziert 

werden, in denen das mal3+ Gen als Bestandteil des DNA-Inserts vorlag, während in 11 

Fällen der pad1+ ORF nachgewiesen werden konnte. Den größten Anteil bei den Suppressor-

plasmiden macht der spc7+ ORF mit 26 nachgewiesenen Fällen aus. In keiner PCR-Reaktion 
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Abbildung 8: Identifizierung von Suppressoren durch PCR-Analyse 
Neben dem Längenstandard wurden Proben der PCR-Reaktionen in einem Agarosegel aufgetrennt. 
Probenauftragung: linkes Gel: pUR19/CD-1, pUR19, pUR19/CD-3, pUR19/CD-4; rechtes Gel: pUR19, 
pUR19/mal3+, pUR19/CD-27, pUR19/CD-30, pUR19/CD-31. Das linke Gel steht für den Nachweis des pad1+ 
ORFs (erwartetes DNA-Fragment 460 Bp), das rechte Gelfoto für den Nachweis des mal3+ ORFs (erwartetes 
DNA-Fragment 344 Bp). 
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konnte der som1+ ORF nachgewiesen werden. Insgesamt konnten so durch die PCR-Analyse 

bei 50 der 75 Suppressorplasmide Teile des kodierenden Inserts nachgewiesen und identi-

fiziert werden. 

Bei den Suppressorplasmiden, in denen spc7+ als Insertbestandteil durch PCR-Analyse 

nachgewiesen wurde, handelt es sich um Plasmide, die bereits beim analytischen Restriktions-

verdau der Gruppe 1 zugeordnet werden konnten (siehe Tabelle 4). Durch diese parallel 

durchgeführten Untersuchungen wurden Plasmide mit Übereinstimmungen in den DNA-

Insertsequenzen unabhängig voneinander ermittelt. 

mal3+ pad1+ spc7+ som1+ nicht identifiziert 

CD-27, CD-31, 

CD-32, CD-35, 

CD-37, CD-38, 

CD-39, CD-41, 

CD-42, CD-44, 

CD-45, CD-62, 

CD-73 

CD-1, CD-4, 

CD-5, CD-25, 

CD-48, CD-59, 

CD-71, CD-72, 

CD-74, CD-81, 

CD-82 

CD-6, CD-8, CD-9, CD-10, 

CD-22, CD-24, CD-26, CD-28, 

CD-36, CD-43, CD-46, CD-51, 

CD-54, CD-57, CD-58, CD-60, 

CD-61, CD-64, CD-65, CD-66, 

CD-68, CD-75, CD-79, CD-83, 

CD-84, CD-85  

(auch als Gruppe 1 durch 
systematische 
Restriktionsanalyse 
identifiziert) 

/ CD-2, CD-3, CD-7, 

CD-11, CD-12, CD-13, 

CD-14, CD-15, CD-16, 

CD-17, CD-18, CD-19, 

CD-20, CD-21, CD-23, 

CD-29, CD-33, CD-34, 

CD-40, CD-50, CD-52, 

CD-69, CD-76, CD-78, 

CD-80 

13 Plasmide 11 Plasmide 26 Plasmide 0 Plasmide 25 Plasmide 

 

5.4 Komplementation des mal3-1 Minichromosomenverlustes durch genomische S. 

pombe DNA-Bankplasmide 

Im weiteren Verlauf der Charakterisierung der Suppressoren sollte untersucht werden, ob 

diese neben der Fähigkeit der Komplementation der TBZ-Hypersensitivität auch den erhöhten 

Minichromosomenverlust dieses Mutantenstammes ausgleichen können. Die Komple-

mentation des erhöhten Minichromosomenverlustes des mal3-1 durch ein Suppressorplasmid 

gilt als spezifisch für die Komplementation des mitotischen Mal3p Defektes. Dagegen kann 

der Ausgleich der TBZ-Hypersensitivität auch unspezifisch in Bezug auf die Mal3p Funktion 

erfolgen.  

Tabelle 5: Identifikation von spezifischen ORFs als Teilsequenz von Suppressorplasmiden durch 
Polymerasekettenreaktion 
Die Tabelle stellt die Ergebnisse für den Nachweis der ORFs SPAC18G6.15 (mal3+), SPAC31G5.13 (pad1+), 
SPCC1020.02 (spc7+) und SPCC364.06 (som1+) durch die PCR dar. Die Übersicht zeigt die untersuchten ORFs 
mit der Auflistung der betreffenden Suppressorplasmide, die als positiv identifiziert wurden, sowie der 
Suppressoren, deren Insertsequenz nicht ermittelt werden konnte. Unter der Einzelauflistung der Suppressoren 
ist die Gesamtzahl der jeweiligen Gruppenmitglieder aufgeführt. 
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Hierzu wurde der mal3-1 Mutantenstamm, der zusätzlich zu den drei endogenen Chromo-

somen ein nichtessentielles Chromosomenfragment enthält (Beinhauer et al., 1997), mit den 

Suppressorplasmiden transformiert. Eine spezifische Zellzahl der einzelnen Transformanten-

kulturen wurde auf Indikatorplatten ausplattiert (siehe Kapitel 4.9.1 und Kapitel 4.12). 

Vererbt die Transformante das Minichromosom stabil, so kommt es durch intragene 

Komplementation zwischen den mutierten Allelen ade6-210 auf dem endogenen Chromo-

som 3 und ade6-216 auf dem Minichromosom zur Ausbildung weißer Kolonien und die 

Zellen sind Adenin-prototroph. Ein Verlust des Minichromosoms läßt sich anhand der 

Ausbildung von roten Sektoren innerhalb der weißen Kolonien bestimmen. Die Zellen dieser 

Sektoren sind Adenin-auxotroph und eine Farbänderung wird durch die Ansammlung von 

Zwischenprodukte der Adeninbiosythese bewirkt.  

Abbildung 9 zeigt Beispiele für die Sektorierung der Kolonien verschiedener Transformanten. 

Die Negativkontrolle mal3-1/pUR19 zeigt einen 380-fach erhöhten Minichromosomenverlust. 

Die ausgebildeten Kolonien sind hochsektoriert und besitzen dadurch eine rötliche Kolonie-

färbung. Der mal3-1 Stamm, transformiert mit mal3+, zeigt nur vereinzelt die Ausbildung 

roter Sektoren innerhalb der ansonsten weißen Kolonie. Die Größe und Position einzelner 

Sektoren dieser Kolonien werden in der Abbildung durch weiße Pfeile markiert. Die 

Anwesenheit der Insertsequenzen CD-13 und CD-11 kann den erhöhten Minichromosomen-

verlust des mal3-1 Stammes partiell ausgleichen. Beim Grad des Ausgleiches sind durchaus 

Unterschiede zu erkennen. Die Anwesenheit des Plasmids CD-1 zeigt keine Reduzierung der 

Koloniesektorierung des mal3-1 Stammes. Die ausgebildeten Kolonien gleichen dem Er-

scheinungsbild der Negativkontrolle. 

Abbildung 9: Minichromosomenverlust 
des mal3-1 Stammes transformiert mit 
verschiedenen Plasmiden  
Die Abbildung zeigt die Färbung und 
Sektorierung von Kolonien des mal3-1 
Stammes auf Selektivmedium (MM -
Ura +Ade [5 mg/ml]), der mit unter-
schiedlichen Plasmiden transformiert 
wurde. Gezeigt sind Kolonien trans-
formiert mit pUR19, pUR19/mal3+ und 
des genomischen DNA-Bankvektors mit 
den Insertsequenzen CD-13, CD-11 und 
CD-1. Die Platten wurden für 10 Tage 
bei 24 °C inkubiert. Die Pfeile 
markieren rote Sektoren in den 
Kolonien. 
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Tabelle 6 zeigt zusammenfassend die Ergebnisse, die für den Minichromosomenverlust des 

mal3-1 Stammes nach Transformation verschiedener Suppressorplasmide des genomischen 

Bankscreens erhalten wurden. Plasmide, die durch die Restriktions- und PCR-Analyse der 

gleichen Gruppe zugeordnet werden konnten, sind in der Tabelle nur einmal aufgeführt. Die 

zugehörige Suppressorgruppe ist dahinter entsprechend angegeben. Insgesamt konnte bei 12 

der untersuchten Komplementationsgruppen ein Ausgleich des Minichromosomenverlustes 

für den mal3-1 Stamm festgestellt werden. Der Grad der Suppression variiert auch hier. 

Durch das Suppressorplasmid pUR19/CD-1 bzw. die entsprechende Gruppe der PCR-

Positiven für den pad1+ ORF kann der Minichromosomenverlust nicht ausgeglichen werden. 

Auch 12 weitere Suppressorplasmide können zwar die erhöhte TBZ-Hypersensitivität des 

mal3-1 Stammes ausgleichen, nicht aber den erhöhten Minichromosomenverlust dieses 

Stammes. Eine Komplementation des erhöhten Minichromosomenverlustes durch ein 

Suppressorplasmid gilt als spezifisch für den Ausgleich des mitotischen Defekts des mal3-1 

Stammes. Da diese Suppressoren nicht den Minichromosomenverlust ausgleichen, sind sie 

nicht von Bedeutung für die weitere Analyse des Screens. 

mal3-1 Suppressorgruppe Anzahl der Mitglieder Suppression des Mini-
chromosomenverlustes 

pUR19 / / - 
mal3+ / / +++ 
CD-1 PCR-Positive pad1+ 11 - 
CD-2 / / + 
CD-3 / / - 
CD-6 PCR-Positive spc7+/Restriktionsanalyse 

Gruppe 1 
26 + 

CD-11 / / + 
CD-12 / / - 
CD-13 / / ++ 
CD-14 / / ++ 
CD-15 Restriktionsanalyse Gruppe 2 3 + 
CD-17 Restriktionsanalyse Gruppe 3 3 + 
CD-18 / / + 
CD-19 / / + 
CD-20 / / + 
CD-21 / / + 
CD-27 PCR-Positive mal3+ 13 +++ 
CD-29 / / - 
CD-33 / / - 
CD-34 / / - 
CD-40 / / - 
CD-50 / / - 

Tabelle 6: Minichromosomenverlust von mal3-1 transformiert mit unterschiedlichen Suppressoren 
Die Koloniefärbung und -sektorierung des mal3-1 Mutantenstammes nach Transformation mit verschiedenen 
Suppressoren auf Selektivmedium (MM -Ura +Ade [5 mg/ml]) wurde ermittelt. Als Vektor für die Suppressoren 
der genomischen S. pombe Bank dient das Plasmid pUR19. Als Negativkontrolle wurde der leere Vektor 
transformiert, die Positivkontrolle trägt das mal3+ als Insert. Der Grad der Suppression ist in Abstufungen von 
„ - “ = keine Suppression bis „ +++ “ = gute Suppression aufgeführt. Angegeben sind außerdem die zugehörige 
Suppressorgruppe und die Anzahl ihrer Mitglieder. 
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mal3-1 Suppressorgruppe Anzahl der Mitglieder Suppression des Mini-
chromosomenverlustes 

CD-69 / / - 
CD-76 / / - 
CD-78 / / - 
CD-80 / / - 

 

5.5 Komplementation der TBZ-Hypersensitivität des mal3+ Deletionsstammes durch 

verschiedene Suppressorplasmide 

Suppressorplasmide, die sowohl die TBZ-Hypersensitivität des mal3-1 Stammes als auch den 

erhöhten Minichromosomenverlust dieses Stammes ausgleichen konnten, wurden auf die 

Fähigkeit untersucht, auch den TBZ-hypersensitiven Phänotyp eines mal3+ Deletionsstammes 

(mal3∆) ausgleichen zu können (Beinhauer et al., 1997). Die Suppression wurde in seriellen 

Tropftests auf Medium mit und ohne TBZ untersucht. 

Abbildung 10 zeigt eine Zusammenstellung der Tropftestergebnisse für die Suppression der 

mal3∆ TBZ-Hypersensitivität ausgewählter Suppressorplasmide. Auf Platten ohne TBZ 

zeigen alle Stämme gutes Wachstum. Auf TBZ-haltigem Medium zeigt der mal3∆, der mit 

dem Bankvektor pUR19 transformiert wurde, kein Wachstum, während er transformiert mit 

mal3+ gutes Wachstum aufweist. Auch die Suppressoren CD-2 und CD-11 können die 

Hypersensitivität des mal3∆ Stammes gegenüber TBZ ausgleichen. Der Vergleich des 

Wachstums der Suppressoren untereinander läßt erkennen, daß geringfügige Unterschiede im 

Grad des Ausgleiches vorhanden sind.  

Tabelle 7 stellt die Daten aller Suppressorplasmide noch einmal zusammen, die bei den 

-TBZ +TBZ

pUR19

pUR19/mal3+

pUR19/CD-2

pUR19/CD-11

mal3∆

 

Abbildung 10: Suppression der TBZ-Hypersensitivität des mal3∆ Stammes durch verschiedene Suppressoren 
Die Abbildung zeigt das Wachstumsverhalten des mal3∆ Stammes auf Selektivmedium (MM –Ura) ohne TBZ 
(-TBZ) und mit 7,5 µg/ml TBZ (+TBZ), der mit unterschiedlichen Plasmiden transformiert wurde. Gezeigt ist 
das Wachstum für pUR19, pUR19/mal3+ und für die zwei Transformanten der genomischen Bankplasmide mit 
den Insertsequenzen CD-2 und CD-11. Die Platten wurden für 5 Tage bei 24 °C inkubiert. 
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seriellen Tropftestuntersuchungen für den mal3∆ erhalten wurden. Die Daten sind den 

Ergebnissen der TBZ-Suppression für den mal3-1 Stamm vergleichend gegenübergestellt. 

 

+TBZ Plasmid -TBZ 
mal3∆ bzw. mal3-1 mal3∆ mal3-1 

Suppressorgruppe 

pUR19 +++ - - / 
mal3+ +++ +++ +++ / 
CD-2 +++ +++ ++ / 
CD-6 +++ ++ ++ PCR-Positive spc7+/Restriktionsanalyse Gruppe 

1 
CD-11 +++ + ++ / 
CD-13 +++ + + / 
CD-14 +++ + + / 
CD-15 +++ ++ ++ Restriktionsanalyse Gruppe 2 
CD-17 +++ ++ ++ Restriktionsanalyse Gruppe 3 
CD-18 +++ - + / 
CD-19 +++ - + / 
CD-20 +++ + + / 
CD-21 +++ + + / 
CD-27 +++ +++ +++ PCR-Positive mal3+ 

 

Beim Vergleich des Wachstumsverhaltens der Suppressorplasmide sind Unterschiede für den 

Ausgleich der TBZ-hypersensitiven Phänotypen erkennbar. Die Mehrzahl der Suppressor-

plasmide zeigt eine Suppression der TBZ-Hypersensitivität beider Stämme. Dabei variiert der 

Grad dieses Ausgleiches zwischen den einzelnen Plasmiden. Oft ist der Grad der Suppression 

für beide Stämme annähernd gleich. Ausnahmen bilden hier CD-11, der stärker die TBZ-

Hypersensitivität des mal3-1 Stammes ausgleicht bzw. CD-2, der eine deutlichere 

Suppression für den mal3∆ Stamm zeigt. Dagegen können die Insertsequenzen CD-18 und 

CD-19 nur die TBZ-Hypersensitivität des mal3-1 Stammes supprimieren. Sie ermöglichen 

aber nicht das Wachstum des mal3∆ Stammes auf TBZ-haltigem Medium. 

Tabelle 7: Wachstum des mal3∆ und des mal3-1 Stammes transformiert mit unterschiedlichen Suppressoren 
Das Wachstum des mal3∆ Stammes wurde nach Transformation mit verschiedenen Suppressoren auf 
Selektivmedium (MM –Ura) ohne TBZ (-TBZ) und mit 7,5 µg/ml TBZ (+TBZ) durch serielle Tropftests 
ermittelt. Für die Untersuchung des mal3-1 Wachstums wurde dem Medium eine TBZ-Konzentration von 
6,5 µg/ml TBZ zugefügt. Der Grad der Suppression ist in Abstufungen von „ - “ = keine Suppression bis „ +++ “ 
= gute Suppression aufgeführt. Angegeben ist außerdem die zugehörige Suppressorgruppe. 
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5.6 Weiterführende Analysen zu den offenen Leserahmen der genomischen S. pombe 

DNA-Banksequenzen 

Die Inserts der genomischen S. pombe DNA-Bank, die sowohl die Hypersensitivität des 

mal3-1 Stammes gegenüber TBZ als auch den erhöhten Minichromosomenverlust dieses 

Mutantenstammes komplementieren konnten, sollen zur Klärung der mitotischen Funktion 

des Mal3p Proteins helfen. Die Insertsequenzen verschiedener Bankplasmide wurden durch 

Sequenzierung ermittelt. Mit den erhaltenen DNA-Sequenzen erfolgte eine computergestützte 

Homologiesuche in der Schizosaccharomyces pombe Datenbank des Wellcome Trust Sanger 

Institute. Zur Ermittlung von homologen Proteinen wurden zusätzlich die Datenbank 

Saccharomyces Genome Database und die Datenbank Proteome Bioknowledge Library ver-

wendet (siehe Kapitel 8.7). 

Neben der DNA-Sequenz, die für das Mal3p kodiert, wurden insgesamt 13 verschiedene 

Suppressorinserts isoliert. Viele Inserts der genomischen S. pombe DNA-Bank enthalten 

Leserahmen, die bisher nur durch Sequenzierung des S. pombe Genoms und anschließende 

computergestützte Analyse bestimmt wurden. Ihre hypothetischen Proteine sind nicht 

experimentell charakterisiert.  

Eine Detailanalyse aller neu identifizierten Suppressorsequenzen konnte im Rahmen dieser 

Doktorarbeit nicht durchgeführt werden. Diese neuen Suppressorsequenzen, die zum Teil für 

eine Gruppe mehrfach isolierter Insertsequenzen stehen, werden hier näher erläutert. Die 

Suppressorsequenzen CD-1, CD-6 und CD-14 wurden für die detailliertere Bearbeitung aus-

gewählt. Durch parallel durchgeführte Arbeiten in unserem Labor wurde jedoch damit be-

gonnen, die Funktion weiterer ORFs der Suppressorinserts CD-2 (dam1+), CD-20 (stu1+) und 

CD-21 (pic1+) im Hinblick auf Mal3p zu analysieren. In den folgenden Ausführungen werden 

die einzelnen Insertsequenzen beschrieben. Es wird versucht, die für die Suppression verant-

wortlichen ORFs zu ermitteln und nicht charakterisierten ORFs anhand von Sequenz-

vergleichen und Literaturrecherchen eine mögliche Funktion zuzuordnen. In Kapitel 5.6.1 

sind alle Suppressoren zusammengefaßt, die nur den TBZ hypersensitiven Phänotyp des 

mal3-1 Stammes ausgleichen können und daher nicht in direktem Zusammenhang mit der 

mitotischen Funktion von Mal3p stehen. In Kapitel 5.6.2 werden die Suppressoren beschrie-

ben, die zusätzlich auch den erhöhten Minichromosomenverlust des mal3-1 Stammes 

supprimieren. Einige der hier erläuterten Suppressorinserts stehen für die Gruppen, die im 

Rahmen der systematischen Restriktions- bzw. PCR-Analyse gebildet wurden (siehe Kapitel 
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5.3.1 und Kapitel 5.3.2). Informationen zu den Größen aller Insertsequenzen sind im Anhang 

aufgeführt (siehe Tabelle 13). 

5.6.1 Charakterisierung der Suppressorinserts, die die TBZ-Hypersensitivität des 

mal3-1 Stammes supprimieren 

Alle Suppressorinserts, die in diesem Kapitel beschrieben werden, können nur die TBZ-

Hypersensitivität des mal3-1 und mal3∆ Stammes supprimieren. Dabei variiert der Grad des 

Ausgleiches zwischen den verschiedenen Suppressorinserts. Keines der Suppressorinserts 

kann jedoch den mal3-1 Minichromosomenverlust supprimieren (siehe Kapitel 5.4). Die 

Transformantenkolonien sind hochsektoriert und besitzen ein rötliches Erscheinungsbild. Das 

Kriterium für die Auswahl der Suppressoren war jedoch die Komplementation beider mal3-1 

Phänotypen.  

Dennoch werden die ORFs dieser Suppressoren hier kurz beschrieben. Auch weitere 

Versuche, die den Ausschluß dieser Suppressorinserts bestätigt haben, sind hier aufgeführt 

(siehe Kapitel 5.6.1.1). 

5.6.1.1 Das Suppressorinsert CD-1 enthält drei offene Leserahmen, von denen das 

pad1+ Gen die Hypersensitivität des mal3-1 Stammes gegenüber TBZ 

supprimiert 

Stellvertretend für die Gruppe von 11 genomischen Bankplasmiden, bei denen durch PCR-

Analyse der pad1+ ORF nachgewiesen wurde (siehe Kapitel 5.3.2), ist hier die Insertsequenz 

CD-1 beschrieben. Für CD-1 wurde eine 100%ige Übereinstimmung mit einem 3221 Bp 

großen Sequenzbereich auf Chromosom 1 von S. pombe gefunden, der nach Angaben der 

Datenbank Teile der putativen ORFs SPAC31G5.12c (n150+) und SPAC31G5.13 (pad1+), 

sowie den putativen ORF SPAC31G5.21 umfaßt (siehe Abbildung 11). 

Vom ORF SPAC31G5.12c sind 71 % der DNA-Sequenz, die für den N-terminalen 

Proteinbereich kodiert, in der Insertsequenz enthalten. Er kodiert für ein hypothetisches 24,5 

kDa Protein, welches eine Identität von 44 % zum Protein Maf1 aus Saccharomyces 

cerevisiae besitzt. Maf1 ist ein putativer negativer Effektor der RNA-Polymerase III. Er 

reprimiert die RNA-Polymerase III abhängige Transkription (Pluta et al., 2001). 

Das Insert enthält außerdem die vollständige DNA-Sequenz des ORFs SPAC31G5.21. Dieser 

ORF kodiert für ein hypothetisches Protein von 13,7 kDa, das keine signifikante Homologie 

zu anderen Proteinen der Datenbank aufweist und bisher nicht untersucht wurde. 

Ebenfalls 69 % der DNA-Sequenz des ORFs SPAC31G5.13 sind auf dem Insert enthalten, die 

für den N-terminalen Teil des essentiellen Pad1p Proteins kodiert. Das Pad1p wurde als 
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Bestandteil der 19S regulatorischen Untereinheit des Proteasoms, einem Multiprotein-

komplex, der bei der Proteindegradation eine wichtige Funktion spielt, charakterisiert 

(Wilkinson et al., 1999). Eine Mutation oder die Überexpression der Gensequenz, die für eine 

C-terminal um 29 Aminosäuren verkürzte Proteinvariante kodiert, führen zur Resistenz 

gegenüber Mikrotubuli-destabilisierenden Chemikalien (Shimanuki et al., 1995; Penney et al., 

1998). 

Vergleichbar mit dieser C-terminal verkürzten Proteinvariante ist das Protein, welches durch 

das DNA-Insert kodiert wird und im genomischen S. pombe Bankscreen mehrfach erhalten 

wurde. Es kodiert für den N-terminalen Bereich eines C-terminal um 93 Aminosäuren 

verkürzten Proteins. Die Überexpression dieses DNA-Fragmentes konnte die TBZ-Hyper-

sensitivität des mal3∆ Stammes supprimieren. 

Diese Suppression durch Pad1p ist jedoch nicht spezifisch für den Ausgleich im Zusammen-

hang mit Mal3p. Die Untersuchung des Minichromosomenverlustes hat gezeigt, daß das 

Suppressorinsert CD-1 den Verlust des nichtessentiellen Minichromosoms des mal3-1 

Stammes nicht komplementieren kann (siehe Kapitel 5.4 und Abbildung 11).  

Um weiter zu prüfen, ob die erhaltene Suppression spezifisch für mal3+ ist, oder ob es ein 

genereller Ausgleich der Hypersensitivität gegenüber der verwendeten Chemikalie TBZ ist, 

wurde durch Überexpression des Suppressorinserts CD-1 in einem anderen TBZ-hyper-

sensitiven S. pombe Stamm getestet. Das spi1+ Gen des verwendeten spi1-25 Mutanten-

stammes kodiert für die S. pombe Ran-GTPase, die eine wichtige Funktion für den Kern-

Zytoplasmatransport und den korrekten Aufbau des Mikrotubulizytoskeletts der Zelle besitzt 

(Fleig et al., 2000). Auch dieser Mutantenstamm zeigt eine Hypersensitivität gegenüber der 

Mikrotubuli-destabilisierenden Chemikalie TBZ. Die Transformation mit dem 

Suppressorplasmid pUR19/CD-1 ermöglicht eine partielle Suppression des spi1-25 

TBZ-hypersensitiven Phänotyps (siehe Abbildung 11). Da das Suppressorinsert sowohl die 

TBZ-Hypersensitivität des mal3-1 Stammes als auch des Kontrollstammes spi1-25 aus-

gleichen konnte, wird von einer generellen Suppression der TBZ-Hypersensitivität ausge-

gangen. CD-1 hat somit keine Bedeutung für die weitere Analyse des Mal3p Proteins der 

Spalthefe. Vermutlich ist die Überexpression der DNA-Sequenz, die für das C-terminal 

verkürzte Pad1p Protein kodiert, für die Suppression der TBZ-Hypersensitivität der Stämme 

verantwortlich (Shimanuki et al., 1995).  
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CD-1

3221 Bp

530 Bp/ 71 % 357 Bp 645 Bp/ 69 %

SPAC31G5.12c SPAC31G5.21 SPAC31G5.13

pad1+

-TBZ

+TBZ

pUR19 pUR19/mal3+ pUR19/CD-1

mal3-1

A

B

MC

 

Abbildung 11: Schematische Darstellung des Suppressorinserts CD-1 und Komplementation der mal3-1 
Phänotypen 
Teil A: Im Fall von pUR19/CD-1 enthält der 5,5 Kb große pUR19 Bankvektor das hier dargestellte 3221 Bp 
große genomische S. pombe DNA-Insert. Das Insert enthält nach Angaben der Datenbank vermutlich Teile von 
drei ORFs: 71 % des ORFs SPAC31G5.12c (530 Bp), den vollständigen ORF SPAC31G5.21 (357 Bp), sowie 
69 % des ORFs SPAC31G5.13 (645 Bp). Die Richtung der Pfeile in den Boxen, welche die ORFs darstellen, 
gibt die Orientierung der offenen Leserahmen an. Die schraffierte Box stellt eine 97 Bp große Intronsequenz dar, 
die den Leserahmen unterbricht. Gestrichelte Linien am Ende der Insertsequenz verdeutlichen, daß ein Teil des 
jeweiligen ORFs nicht auf dem Suppressorplasmid vorhanden ist. Bei der graphischen Darstellung kodierender 
und nichtkodierender Bereiche des Inserts wurde das Größenverhältnis berücksichtigt. 
Teil B: Suppression der TBZ-Hypersensitivität und des Minichromosomenverlustes des mal3-1 Stammes, der 
mit unterschiedlichen Plasmiden transformiert wurde. Gezeigt sind Transformanten des Genbankvektors pUR19, 
pUR19/mal3+ und pUR19/CD-1. Für die Tropftestuntersuchungen wurde das Selektivmedium mit 6,5 µg/ml 
TBZ (+TBZ) und ohne TBZ (-TBZ) für 5 Tage bei 24 °C inkubiert. Der Minichromosomenverlust wurde auf 
Selektivmedium mit einer Adeninkonzentration von 5 mg/ml durchgeführt. Die Platten wurden 10 Tage bei 
24 °C inkubiert. 
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5.6.1.2 CD-3 enthält einen ORF, der vermutlich für ein Protein der 

Ergosterolbiosynthese kodiert 

Das Insert des Suppressors CD-3 enthält 77 % des ORFs SPBC354.07c, der für den N-

terminalen Bereich eines putativen Proteins kodiert (siehe Abbildung 13). Nach Angaben der 

Datenbank besitzt dieses putative 45 kDa große Protein eine evolutionär konservierte 

Oxysterol-Bindedomäne und vermutlich 10 Transmembrandomänen. Für Mitglieder dieser 

Familie wurde eine Funktion in der Sterolbiosynthese ermittelt (Jiang et al., 1994; Beh, et al., 

2001). Das Protein zeigt eine Identität von 38 % bzw. 37 % zu den S. cerevisiae Proteinen 

Kes1 und Hes1, für die eine Funktion im Rahmen der Ergosterolbiosynthese nachgewiesen 

wurde (Jiang et al., 1994; Li et al., 2002a).  

Zu klären ist, ob die Überexpression des Suppressors möglicherweise eine Veränderung in der 

Zusammensetzung der Zellmembranen bewirkt. Durch eine Abschirmung gegenüber TBZ 

ließe sich zum Beispiel dieser Ausgleich der TBZ-Hypersensitivität erklären. 

 

pUR19/spi1+

pUR19

pUR19/CD-1

-TBZ +TBZ

spi1-25

 

Abbildung 12: Komplementation der spi1-25 TBZ-Hypersensitivität durch das Suppressorinsert CD-1 
Suppression der TBZ-Hypersensitivität des spi1-25 Stammes, der mit unterschiedlichen Plasmiden transformiert 
wurde. Gezeigt sind Transformanten des Genbankvektors pUR19 mit spi1+ als DNA-Insert, pUR19 und pUR19 
mit CD-1 als Insertsequenz. Für die Tropftestuntersuchungen wurde das Selektivmedium mit 6,5 µg/ml TBZ 
(+TBZ) und ohne TBZ (-TBZ) für 5 Tage bei 24 °C inkubiert. 
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5.6.1.3 CD-12 zeigt keine deutliche Übereinstimmungen mit DNA-Sequenzen des S. 

pombe Genoms 

Für die ansequenzierten Teilsequenzen des Suppressorplasmids pUR19/CD-12 wurde im 

Rahmen der Datenbankrecherche keine 100 %ige Identität zu DNA-Sequenzen des S. pombe 

Genoms ermittelt. Die Teilsequenzen zeigen lediglich kurze Übereinstimmungen mit 

Bereichen verschiedener E. coli Vektoren. Durch Restriktionsanalyse konnte die Größe dieses 

Inserts auf etwa 1600 Bp eingegrenzt werden.  

Die Suppressoren CD-1, CD-3 und CD-12 supprimieren nur den TBZ-hypersensitiven Phäno-

typ des mal3-1 Stammes, nicht aber den erhöhten Minichromosomenverlust. Für die Komple-

mentationsgruppe CD-1 wurde gezeigt, daß sie neben der TBZ-Hypersensitivität des mal3-1 

Stammes auch die TBZ-Hypersensitivität des spi1-25 Stammes komplementieren konnte. Da 

als Auswahlkriterium die Komplementation beider mal3-1 Phänotypen festgelegt wurde, sind 

diese Suppressoren nicht von Interesse für die weitere Analyse des genomisch Bankscreens. 

CD-3

2274 Bp

1396 Bp/ 77 %

SPBC354.07c

-TBZ

+TBZ

pUR19 pUR19/mal3+ pUR19/CD-3

mal3-1
B

MC

A

 

Abbildung 13: Schematische Darstellung des Suppressorplasmids pUR19/CD-3 und Komplementation der 
mal3-1 Phänotypen 
Teil A: Das Plasmid pUR19/CD-3 besteht aus dem 5,5 Kb großen pUR19 Bankvektoranteil und einem hier 
dargestellten 2274 Bp großen genomischen S. pombe DNA-Insert. Das Insert enthält 77% des ORFs 
SPBC354.07c (1396 Bp). Die DNA-Sequenz besitzt drei Intronsequenzen (48 Bp, 468 Bp und 123 Bp).  
Teil B: Suppression der TBZ-Hypersensitivität und des Minichromosomenverlustes des mal3-1 Stammes, der 
mit unterschiedlichen Plasmiden transformiert wurde. Gezeigt sind Transformanten des Genbankvektors pUR19, 
pUR19/mal3+ und pUR19/CD-3. Weitere Details können Abbildung 11 entnommen werden. 
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5.6.2 Charakterisierung der Suppressorinserts, die erhöhten Minichromosomenverlust 

und die TBZ-Hypersensitivität des mal3-1 Stammes supprimieren 

 

5.6.2.1 Ein ORF auf CD-2/CD-15 kodiert für ein Protein mit Homologie zum 

Mikrotubuli-assoziierten S. cerevisiae Protein Dam1 

Das Suppressorinsert CD-15 wurde dreimal im genomischen S. pombe Bankscreen isoliert 

und ist stellvertretend für die im Rahmen der systematischen Restriktionsanalyse gebildeten 

Gruppe 2 (siehe Kapitel 5.3.1). Das Insertfragment CD-15 ist 1662 Bp groß und umfaßt 82 % 

des ORFs SPAC589.08c (dam1+) und den vollständigen ORF SPAC589.09 von Chromosom 

1 der Spalthefe. Der ORF SPAC589.09 überlappt sich mit dem ORF SPAC589.08c um ein 

Basenpaar (siehe Abbildung 14).  

Außerdem wurde ein 6219 Bp großes DNA-Insert isoliert, welches zusätzlich zur 

Insertsequenz des Suppressors CD-15 noch drei weitere Leserahmen enthält. Dies sind die 

vollständigen Leserahmen der ORFs SPAC589.10c (ubi3+), SPAC589.11 und 80 % des ORFs 

SPAC589.12. Die partiellen Leserahmen SPAC589.08c und SPAC589.12 kodieren hierbei für 

den N-terminalen Bereich der Proteine (siehe Abbildung 14).  

Das verkürzte DNA-Fragment CD-15 ist vergleichbar mit einer partiellen Subklonierung der 

Insertsequenz CD-2. Da die Teilsequenz CD-2 für die Suppression ausreicht, ist es 

unwahrscheinlich, daß die Leserahmen SPAC589.10c, SPAC589.11 und SPAC589.12 des 

Suppressorinserts CD-15 für den Ausgleich der mal3-1 Phänotypen verantwortlich sind. 

Dennoch werden hier auch diese ORFs kurz beschrieben. 

Der ORF SPAC589.10c kodiert für ein putatives 17,2 kDa Protein. Er ist identisch mit dem 

ORF SPAC6G10.11c auf Chromosom 1, der für das ribosomale Spalthefeprotein Ubi3p 

kodiert (Tallada et al., 2002). Als Mitglied der Ubiquitinfamilie ist das Protein an der 

Proteindegradation beteiligt.  

Der ORF SPAC589.11 enthält die Information für ein hypothetisches 21,4 kDa Protein mit 

Homologie zum nichtessentiellen 23 kDa S. cerevisiae Protein Yol114c (Iwanejko et al., 

1999). Die Funktion dieses Protein wurde bisher nicht näher untersucht. 

Der ORF SPAC589.12 kodiert für den N-terminalen Proteinbereich eines hypothetischen 

110 kDa Proteins mit 20 Transmembrandomänen. Es besitzt eine Identität von 38 % zum 

Protein Ycr017c aus S. cerevisiae. Für dieses nichtessentielle Protein der Bäckerhefe wird 

eine Funktion als Sensor/Transportprotein in einer Signalkaskade, welche die Beschaffenheit 

der Zellwand kontrolliert, angenommen (Martin-Yken et al., 2001). 
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Der ORF SPAC589.08c, von dem 82 % auf dem Insert vorhanden sind, kodiert vermutlich für 

die ersten 128 Aminosäuren eines 17,4 kDa großen Proteins. Das putative Protein zeigt 

Identität von 30 % zum Mikrotubuli-bindenden Protein Dam1 der Bäckerhefen. Dam1 ist als 

Komponente eines Multiproteinkomplexes an der Regulation und Ausbildung von bipolaren 

Kinetochor-Mikrotubuli-Verknüpfungen während der Mitose beteiligt (Übersichtsartikel von 

Cheesemann et al., 2002b; Janke et al., 2002; Li et al., 2002b). Interaktionen dieses 

Komplexes mit den Zentromerkomplexen Ctf19 und Ndc80 wurden bereits beschrieben 

(Cheesemann et al., 2002a).  

Der ORF SPAC589.09 kodiert nach Datenbankangaben für ein putatives 45,3 kDa Protein mit 

einem konservierten Motiv für eine CRAL/TRIO-Domäne (vom engl. cellular retinaldehyd-

binding/triple function domain). Ein Protein mit dieser konservierten Lipidbindedomäne gibt 

es auch in der Bäckerhefe. Das Protein zeigt Identität von 32 % zum Protein Csr1 aus S. 

cerevisiae, welches eine Funktion im Rahmen des Phosphatidylinositol Metabolismus besitzt 

(Li et al., 2000; Regnacq et al., 2002). 

Von beiden eventuell in Frage kommenden ORFs ist SPAC589.08c, der für das Dam1 

Homolog der Spalthefe kodiert, möglicherweise für die Suppression verantwortlich. Ein 

Protein, das wie sein Bäckerhefehomolog eine Funktion bei der Regulation und Ausbildung 

von Kinetochor-Mikrotubuli-Verknüpfungen besitzt, könnte eine Erklärung für den Rückgang 

des Minichromosomenverlustes des mal3-1 Stammes sein. Ob dieser ORFs wirklich für den 

Ausgleich der mal3-1 Phänotypen verantwortlich ist, muß jedoch noch durch Sub-

klonierungen und weitere Analysen geklärt werden. 
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5.6.2.2 CD-6 enthält den ORF SPCC10.20.02, der für ein neues Zentromerprotein in 

S. pombe kodiert 

Das Suppressorinsert CD-6 wurde 26-mal als Suppressorfragment isoliert und steht für 

Mitglieder der Gruppe 1 bei der systematische Restriktionsanalyse (siehe Kapitel 5.3). Die 

Insertsequenz umfaßt 50 % der Information des ORFs SPCC1020.02 (spc7+) auf Chromo-

som 3 der Spalthefe. Er kodiert für die C-terminale Hälfte eines bisher uncharakterisierten 

Proteins. Dieses wurde im Rahmen dieser Arbeit mit dem Namen Spc7p versehen und 

detaillierter untersucht (siehe Kapitel 5.7) und wird daher an dieser Stelle nur kurz behandelt. 
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Abbildung 14: Schematische Darstellung der Suppressorplasmide pUR19/CD-2 und pUR19/CD-15 und die 
Komplementation der mal3-1 Phänotypen 
Teil A: Das Plasmid pUR19/CD-2 besteht aus dem 5,5 Kb großen pUR19 Bankvektor und dem hier dargestellten 
6219 Bp großen genomischen S. pombe DNA-Insert. Das Plasmid pUR19/CD-15 besitzt nur eine 1662 Bp große 
genomische S. pombe DNA-Insertsequenz. Dargestellt sind fünf ORFs: 82 % des ORFs SPAC589.08c (382 Bp 
bzw. 384 Bp), die vollständigen ORFs SPAC589.09 (1167 Bp), SPAC589.10c (453 Bp), SPAC589.11 (842 
Bp/293 Bp Intron), sowie 80 % des ORFs SPAC589.12 (2479 Bp/184 Bp Intron).  
Teil B: Dargestellt ist schematisch der Bereich mit der größten Homologie mit 30% zwischen dem S. pombe 
Protein und dem homologen Protein aus S. cerevisiae. Dieser Bereich umfaßt 58 Aminosäuren und ist als 
Rechteck dargestellt. Zusätzlich dargestellt ist ein Protein, welches durch die DNA-Sequenz des 
Suppressorinserts kodiert wird. 
Teil C: Suppression der TBZ-Hypersensitivität und des Minichromosomenverlustes des mal3-1 Stammes, der 
mit unterschiedlichen Plasmiden transformiert wurde. Gezeigt sind Transformanten des Genbankvektors pUR19, 
pUR19/mal3+, pUR19/CD-2 und pUR19/CD-15. Kleinere Wachstumsunterschiede der Transformanten, die mit 
den Suppressorplasmiden transformiert wurden, sind durch abweichende Inkubationszeiten zu erklären.  
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2028 Bp von insgesamt 4095 Bp sind auf dem 2221 Bp großen Insert enthalten (siehe 

Abbildung 15). Der ORF kodiert für ein evolutionär konserviertes 154 kDa großes Protein mit 

21 % Identität zum Protein Spc105 der Bäckerhefe (Wigge et al., 1998). Dieses Protein wurde 

ursprünglich als Spindelpolkörperprotein identifiziert. Diese Arbeit zeigt jedoch, daß es sich 

bei beiden Proteinen um neue Komponenten des Zentromers in beiden Hefen handelt (siehe 

Kapitel 5.7 und Kapitel 5.8).  

 

5.6.2.3 CD-11 enthält den dis2+ ORF, der für eine Serin/Threonin Proteinphosphatase 

kodiert und an der Regulation der Chromosomensegregation beteiligt ist 

Die Insertsequenz umfaßt nur einen bereits charakterisierten ORF SPBC776.02c (dis2+) auf 

Chromosom 2. Das Suppressorinsert CD-11 enthält mit 953 Bp 69 % der Information für den 

N-terminalen Bereich des 38 kDa großen Proteins Dis2p (siehe Abbildung 16). Bei diesem 

Spalthefeprotein handelt es sich um eine katalytische Untereinheit einer Serin/Threonin 

Proteinphosphatase der PP1-Familie, die an der Schwesterchromatidtrennung während der 
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Abbildung 15: Schematische Darstellung des Suppressorplasmids pUR19/CD-6 und Komplementation der 
mal3-1 Phänotypen 
Teil A: Das Plasmid pUR19/CD-6 besteht aus dem 5,5 Kb großen pUR19 Bankvektoranteil und einem hier 
dargestellten 2221 Bp großen genomischen S. pombe DNA-Insert. Das Insert enthält 50 % des ORFs 
SPCC1020.02 (2028 Bp).  
Teil B: Suppression der TBZ-Hypersensitivität und des Minichromosomenverlustes des mal3-1 Stammes, der 
mit unterschiedlichen Plasmiden transformiert wurde. Gezeigt sind Transformanten des Genbankvektors pUR19, 
pUR19/mal3+ und pUR19/CD-6. 
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Mitose beteiligt ist (Ohkura et al., 1988). Betreffende Phosphatase Mutantenstämme zeigen 

keine Teilung der Schwesterchromatiden. Zum Protein Glc7 aus S. cerevisiae besitzt es eine 

Identität von 89 %. Mutationen in GLC7 oder die Überexpression eines Gens, welches für 

einen Glc7 Inhibitor kodiert, supprimieren die Chromosomensegregationsdefekte des Aurora-

Kinasehomologs Ipl1 (Francisco et al., 1994; Sassoon et al., 1999).  

 

5.6.2.4 Im Suppressorinsert CD-13 sind DNA-Sequenzen von fünf verschiedenen 

ORFs enthalten 

Das 6108 Bp große DNA-Insert CD-13 beinhaltet die vollständigen Leserahmen der ORFs 

SPATRNAMET.02, SPAC9.11 und SPAC9.12c, sowie Teile der ORFs SPAC9.10 und 

SPAC9.13c von Chromosom 1 der Spalthefe (siehe Abbildung 17).  

Der ORF SPAC9.10 ist mit 1776 Bp zu 98 % auf der Insertsequenz vorhanden. Die ersten 

27 Bp, die für den N-Terminus des putativen Proteins kodieren, fehlen der Insertsequenz. 

Aufgrund von computerunterstützten Berechnungen werden diesem putativen Protein von 
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Abbildung 16: Schematische Darstellung des Suppressorplasmids pUR19/CD-11 und Komplementation der 
mal3-1 Phänotypen 
Teil A: Das Plasmid pUR19/CD-11 besteht aus dem 5,5 Kb großen pUR19 Bankvektoranteil und einem hier 
dargestellten 2289 Bp großen genomischen S. pombe DNA-Insert. Das Insert enthält 69 % des ORFs 
SPCB776.02 (953 Bp).  
Teil B: Suppression der TBZ-Hypersensitivität und des Minichromosomenverlustes des mal3-1 Stammes, der 
mit unterschiedlichen Plasmiden transformiert wurde. Gezeigt sind Transformanten des Genbankvektors pUR19, 
pUR19/mal3+ und pUR19/CD-11. 
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65 kDa 12 Transmembranhelices zugeschrieben. Es besitzt eine Identität von 27 % zum 

Aminosäurepermeaseprotein Uga4 aus S. cerevisiae (Andre et al., 1993; Khamessan et al., 

2001). Mit 9 bis 12 möglichen Transmembranbereichen ist dieses 62 kDa große Protein am 

selektiven Transport durch die biologische Membran beteiligt. Auch für das S. pombe Protein 

wird aufgrund der Homologie eine Funktion als Aminosäurepermease vermutet. 

Der ORF SPATRNAMET.02 ist mit 83 Bp vollständig auf dem DNA-Insert vorhanden und 

kodiert für eine tRNA Methionin Sequenz. Transfer-RNAs spielen eine wichtige Funktion bei 

der Proteinbiosynthese.  

Ein weiteres hypothetisches Protein wird vom ORF SPAC9.11 kodiert. Die 1045 Bp lange 

DNA-Sequenz kodiert für ein putatives 36,9 kDa großes Protein, welches bisher nicht 

charakterisiert wurde. Überexpression des ORFs kann die Sensitivität gegenüber hohen 

Osmolaritäten der Deletionsmutante hos2∆ supprimieren (Nakamichi et al., 2000). Die 

Funktion des Hos2p Proteins ist nicht weiter bekannt.  

Der ORF SPAC9.12c steht ebenfalls für ein hypothetisches 33 kDa Protein. Es zeigt eine 

Identität von 29 % zum mitochondrialen F1 ATPase Chaperon Atp12 aus S. cerevisiae, 

welches an der Zusammensetzung der mitochondrialen F1-F0 ATPase beteiligt ist (Ackerman 

et al., 1990; Ackerman et al., 2002). 

Der letzte ORF des DNA-Inserts, SPAC9.13c, ist nur zu 25 % auf dem Suppressorplasmid 

vorhanden. 613 Bp des 813 Bp großen Leserahmens fehlen. Der Bereich, der für den N-

Terminus des Proteins kodiert, fehlt. Das bereits experimentell charakterisierte 32 kDa große 

Protein Cwf16p ist evolutionär konserviert und besitzt eine Funktion beim m-RNA-Spleißen 

(Ohi et al., 2002). Sein 33 kDa Homolog Cwc16 in S. cerevisiae wurde entsprechend als pre-

m-RNA-Spleißfaktor charakterisiert (Forrova et al., 1992). Nach bisherigem Wissensstand 

über die Funktion von Mal3p in der Mitose können keine sicheren Rückschlüsse gemacht 

werden, welcher dieser putativen ORFs für die Suppression der mal3-1 Phänotypen 

verantwortlich ist. Dies muß durch Subklonierung und weitere Analysen gezeigt werden. 
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5.6.2.5 Ein ORF auf CD-14 kodiert für das Protein Asp1p, welches eine wichtige Rolle 

für die Funktion des Aktinzytoskeletts besitzt 

Das Suppressorplasmid pUR19/CD-14 umfaßt 86 % des ORFs SPCC1672.06c (asp1+) und 

mit 882 Bp lediglich 32 % des ORFs SPCC1672.07 von Chromosom 1 der Spalthefe (siehe 

Abbildung 18). Beide DNA-Sequenzen kodieren für den N-terminalen Bereich der Proteine. 

Das bereits experimentell charakterisierte 106 kDa große Protein Asp1p ist evolutionär 

konserviert und spielt eine wichtige Rolle für die Funktion der zellulären Aktinflecken. Asp1p 

interagiert mit dem Arp2p/3p Komplex, einer essentiellen Komponente des Aktinzytoskeletts 

(Übersichtsartikel Weaver et al., 2003; Feoktistova et al., 1999; Machesky et al., 1999). Der 

Arp2p/3p Komplex ist am Aufbau und der Umlagerung von Aktinstrukturen beteiligt 

(McCollum et al., 1996). Weder Asp1p noch das Protein Vip1 der Bäckerhefe, das 53 % 

Identität zu Asp1p ausweist, sind essentiell (Feoktistova et al., 1999).  
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Abbildung 17: Schematische Darstellung des Suppressorplasmids pUR19/CD-13 und Komplementation der 
mal3-1 Phänotypen 
Teil A: Das Plasmid pUR19/CD-13 besteht aus dem 5,5 Kb großen pUR19 Bankvektoranteil und einem hier 
dargestellten 6108 Bp großen genomischen S. pombe DNA-Insert. Das Insert enthält nach Angaben der 
Datenbank vermutlich Teile von fünf ORFs: 98 % des ORFs SPAC9.10 (1749 Bp), die vollständigen ORFs 
SPATRNAMET.02 (83 Bp), SPAC9.11 (1045 Bp/69 Bp Intron), SPAC9.12c (925 Bp/61 Bp Intron) und 25 % 
des ORFs SPAC9.13c (200 Bp).  
Teil B: Suppression der TBZ-Hypersensitivität und des Minichromosomenverlustes des mal3-1 Stammes, der 
mit unterschiedlichen Plasmiden transformiert wurde. Gezeigt sind Transformanten des Genbankvektors pUR19, 
pUR19/mal3+ und pUR19/CD-13. 
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Vom zweiten ORF SPCC1672.07 sind mit 882 Bp nur 32 % der DNA-Sequenz, die für den 

N-terminalen Proteinbereich kodiert, vorhanden. Für das putative 101 kDa große Protein wird 

aufgrund seiner Homologie eine Funktion bei der pre-m-RNA-Synthese vermutet. Es zeigt 

Homologie zum Protein Utp21, einem U3 snoRNP Protein aus S. cerevisiae mit einer 

Funktion bei der pre-m-RNA-Synthese (Dragon et al., 2002). 

Durch weiterführende Analysen wurde untersucht, welcher der beiden ORFs des Suppressor-

inserts CD-14 für den Ausgleich der mal3-1 Phänotypen verantwortlich ist. Hierfür wurde das 

plasmidkodierte asp1+ Gen, kloniert hinter einen Thiamin-reprimierbaren nmt1+-Promotor 

(zur Verfügung gestellt von K. Gould), in einen Wildtypstamm bzw. den mal3-1 Stamm und 

mal3∆ Stamm auf Medium mit und ohne TBZ unter verschiedenen Expressionsbedingungen 

getestet (siehe Abbildung 19 und Abbildung 20). Die Transformanten des Wildtypstammes 

zeigen unter allen Bedingungen gutes Wachstum (siehe Abbildung 19).  

Transformanten des TBZ-hypersensitiven mal3-1 Stammes, die mit der Vektorkontrolle trans-

formiert wurden, zeigen nur gutes Wachstum auf Medium ohne TBZ. Auf TBZ-haltigem 

Medium ist unter Hoch- und Niedrigexpressionsbedingungen kein Wachstum erkennbar.  

Unter Hochexpressionsbedingungen kann die Überexpression von asp1+ die Hypersensitivität 

des mal3-1 Stammes gegenüber TBZ partiell ausgleichen (Abbildung 20). Unter Niedrig-

expressionsbedingungen zeigen die Transformanten auf TBZ-haltigem Medium kein 

Wachstum. Gleiche Ergebnisse zeigt die Überexpression von plasmidkodiertem asp1+ im 

mal3∆ Stamm (siehe Abbildung 20). Die Überexpression von asp1+ ist somit für den 

Ausgleich der TBZ-Hypersensitivität verantwortlich.  

Nachdem asp1+ als Suppressor identifiziert werden konnte, sollte getestet werden, ob Asp1p 

an der Chromosomensegregation beteiligt ist. Hierfür wurde das zusätzliche nichtessentielle 

Minichromosom in einen asp1+ Deletionsstamm (asp1∆) eingekreuzt. Der Verlust des Mini-

chromosoms im asp1∆ Stamm wurde im Vergleich zum Verlust im Wildtypstamm ermittelt 

(siehe Abbildung 21). Der spezifische Funktionsverlust von Asp1p führt nicht zu einem 

erhöhten Verlust des Minichromosoms. Vermutlich hat Asp1p keinen direkten Einfluß auf die 

Segregation der Chromosomen. Die Überexpression des Suppressorinserts CD-14 konnte 

jedoch den Minichromosomenverlust des mal3-1 Stammes supprimieren. Dies spricht für eine 

mögliche Interaktion der beiden Proteine in diesem Zusammenhang (siehe Abbildung 18).  
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Abbildung 18: Schematische Darstellung des Suppressorplasmids pUR19/CD-14 und Komplementation der 
mal3-1 Phänotypen 
Teil A: Das Plasmid pUR19/CD-14 besteht aus dem 5,5 Kb großen pUR19 Bankvektoranteil und einem hier 
dargestellten 4328 Bp großen genomischen S. pombe DNA-Insert. Das Insert enthält nach Angaben der 
Datenbank vermutlich Teile von zwei ORFs: 86 % des ORFs SPCC1672.06c (2383 Bp) und 32 % des ORFs 
SPCC1672.07 (882 Bp/75 Bp Intron).  
Teil B: Suppression der TBZ-Hypersensitivität und des Minichromosomenverlustes des mal3-1 Stammes, der 
mit unterschiedlichen Plasmiden transformiert wurde. Gezeigt sind Transformanten des Genbankvektors pUR19, 
pUR19/mal3+ und pUR19/CD-14. 
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Abbildung 19: Überexpression von asp1+ ist nicht letal 
Serielle Tropftestuntersuchungen eines S. pombe Wildtypstammes, der mit unterschiedlichen Plasmiden 
transformiert wurde. Gezeigt ist das Wachstumsverhalten von Transformanten des Vektors pREP3x und pREP3x 
mit asp1+ als Insert. Das Wachstum wurde unter Niedrig- und Hochexpressionsbedingungen auf Selektiv-
medium mit (+TBZ; 5,5 µg/ml TBZ) und ohne TBZ (-TBZ) untersucht. Die Platten wurden für 5 Tage bei 24 °C 
inkubiert. 
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5.6.2.6 CD-17 enthält drei ORFs, die vermutlich für Proteine mit einer Funktion bei 

der Proteinmodifikation, der Translation bzw. der Transkription kodieren 

Das Suppressorinsert CD-17 wurde dreimal isoliert und steht für Mitglieder der Gruppe 3 bei 

der analytischen Restriktionsanalyse (siehe Kapitel 5.3). Das DNA-Insert CD-17 umfaßt drei 

offene Leserahmen auf Chromosom 3 der Spalthefe (siehe Abbildung 22). 
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Abbildung 20: Komplementation der TBZ-Hypersensitivität des mal3-1 bzw. mal∆ Stammes durch 
Überexpression von asp1+ 
Gezeigt wird das Wachstumsverhalten von Transformanten beider Stämme, die mit unterschiedlichen Plasmiden 
transformiert wurden. Gezeigt ist das Wachstumsverhalten von Transformanten des Vektors pREP3x und 
pREP3x mit asp1+. Das Wachstum wurde unter Niedrig- und Hochexpressionsbedingungen auf Selektivmedium 
mit (+TBZ; 5,5 µg/ml TBZ) und ohne TBZ (-TBZ) untersucht. Die Platten wurden für 5 Tage bei 24 °C 
inkubiert. 
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Abbildung 21: Verlust des Minichromosoms im asp1∆ Stamm 
Gezeigt ist die Färbung und Sektorierung von Kolonien des Wildtyp- bzw. asp1∆ Stammes. Die Kolonien 
wurden für 10 Tage bei 24 °C unter limitierenden Adeninkonzentrationen [5 mg/ml] angezogen.  
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Der erste ORF SPCC16C4.12 ist mit 542 Bp zu 90 % auf dem DNA-Fragment enthalten. Das 

Insert umfaßt nicht die DNA-Sequenz, die für den N-terminalen Bereich des putativen 21 kDa 

großen Proteins kodiert. Es zeigt 45 % Identität zum 30 kDa großen S. cerevisiae Nat3 

Protein (Kimura et al., 2000; Polevoda et al., 2003). Als N-Acetyltransferaseuntereinheit 

spielt dieses Protein eine wichtige Rolle bei der posttranslationalen Modifikation von 

Proteinen, die eine häufige Veränderung eukaryontischer Proteine darstellt. 

Der ORF SPCC16C4.13c (rpl1201+) ist mit 498 Bp vollständig in der Insertsequenz 

enthalten. Das 17,6 kDa große Rpl1201p Protein weist eine Homologie von jeweils 74 % zu 

den S. cerevisiae Proteinen Rpl12A und Rpl12B auf, die als wichtige Komponenten der 60 S 

Ribosomen beschrieben wurden (Briones et al., 1998).  

Der Leserahmen SPCC16C4.14c (sfc4+) ist mit 2358 Bp zu 78 % auf dem DNA-Insert 

vorhanden. Dieser Teil des eigentlich 3021 Bp großen ORFs kodiert für den C-terminalen 

Bereich des 116 kDa Proteins. Für Sfc4p wird eine Funktion als Untereinheit des Trans-

kriptionsfaktorkomplexes TFIIIC der RNA-Polymerase III vermutet (Liao et al., 2003). Das 

Protein besitzt eine Identität von 28 % zum Bäckerhefeprotein Tfc4. Auch dieses Protein 

wurde als Untereinheit des TFIIIC-Komplexes charakterisiert. Es hat eine Bedeutung im 

Rahmen der Bindung der RNA-Polymerase III an die DNA-Sequenzen, die für t-RNAs 

kodieren (Joazeiro et al., 1996). Welcher dieser ORFs für den Ausgleich der mal3-1 

Phänotypen verantwortlich ist, muß durch weitere Untersuchungen geklärt werden.  
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5.6.2.7 CD-18 enthält ORFs, die für ein Protein mit einem RNA-Bindemotiv und eine 

spezifische t-RNA-Synthetase des Zytoplasmas kodieren 

Das Suppressorplasmid pUR19/CD-18 besitzt eine Gesamtgröße von 5496 Bp und zeigt 

Homologie zu zwei ORFs auf Chromosom 1 der Spalthefe (siehe Abbildung 23). 

Es umfaßt die 1590 Bp des offenen Leserahmens SPAC2F7.11 (nrd1+) vollständig. Bei 

diesem bereits experimentell charakterisierten 58 kDa großen Protein handelt es sich um ein 

RNA-Bindeprotein (Yamamato et al., 1999; Tsukahara et al., 1998). Es wird vermutet, daß 

dieses Protein den Beginn der sexuellen Differenzierung durch eine Beteiligung an der 

Reprimierung der Expression spezifischer Meiosegene kontrolliert. Es besitzt eine 43 % 

Identität zum hypothetischen Protein Ypl84 aus S. cerevisiae.  
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Abbildung 22: Schematische Darstellung des Suppressorplasmids pUR19/CD-17 und Komplementation der 
mal3-1 Phänotypen 
Teil A: Das Plasmid pUR19/CD-17 besteht aus dem 5,5 Kb großen pUR19 Bankvektoranteil und einem hier 
dargestellten 4556 Bp großen genomischen S. pombe DNA-Insert. Das Insert enthält nach Angaben der 
Datenbank vermutlich Teile von drei ORFs: 90 % des ORFs SPCC16C4.12 (542 Bp/57 Bp Intron), den 
vollständigen ORF SPCC16C4.13c (498 Bp) und 78 % des ORFs SPCC16C4.14c (2358 Bp).  
Teil B: Suppression der TBZ-Hypersensitivität und des Minichromosomenverlustes des mal3-1 Stammes, der 
mit unterschiedlichen Plasmiden transformiert wurde. Gezeigt sind Transformanten des Genbankvektors pUR19, 
pUR19/mal3+ und pUR19/CD-17. 
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Der ORF SPAC2F7.13c ist zu 25 % in der Insertsequenz enthalten. Lediglich 298 Bp des 

putativen 1188 Bp großen Leserahmens sind auf dem Suppressorplasmid vorhanden und 

kodieren für den C-terminalen Bereich eines putativen 45 kDa Proteins. Es zeigt eine Identität 

von 65 % zum Protein Wrs1 der Bäckerhefe. Diese zytoplasmatische Tryptophan-tRNA 

Synthetase spielt eine Rolle bei der Proteinbiosynthese (John et al., 1997; Johnson et al., 

2002).  

Welches dieser Proteine für die Suppression der mal3-1 Phänotypen steht, muß durch weitere 

Analysen geklärt werden. Da jedoch der vollständige ORF, der für das Protein Nrd1p kodiert, 

auf der Insertsequenz enthalten ist, gilt dieser als wahrscheinlicher.  
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Abbildung 23: Schematische Darstellung des Suppressorplasmids pUR19/CD-18 und Komplementation der 
mal3-1 Phänotypen 
Teil A: Das Plasmid pUR19/CD-18 besteht aus dem 5,5 Kb großen pUR19 Bankvektoranteil und einem hier 
dargestellten 5496 Bp großen genomischen S. pombe DNA-Insert. Das Insert enthält vermutlich Teile von zwei 
ORFs: die vollständige DNA-Sequenz von SPACF7.11 (1590 Bp) und 25 % von SPAC2F7.13c (298 Bp). 
Teil B: Suppression der TBZ-Hypersensitivität und des Minichromosomenverlustes des mal3-1 Stammes, der 
mit unterschiedlichen Plasmiden transformiert wurde. Gezeigt sind Transformanten des Genbankvektors pUR19, 
pUR19/mal3+ und pUR19/CD-18. 
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5.6.2.8 CD-19 enthält ORFs, die für eine Aminosäuresynthetase, eine Doppelstrang-

spezifische Ribonuklease und ein ER-Golgi Transportprotein kodieren 

Das 4973 Bp große Suppressorplasmid pUR19/CD-19 umfaßt drei Leserahmen auf Chromo-

som 2 (siehe Abbildung 24).  

Der ORF SPBC119.10 ist mit 617 Bp zu 37 % auf der Insertsequenz vorhanden. Diese 

kodieren für den C-terminalen Bereich des hypothetischen 63,2 kDa Proteins. Es besitzt eine 

Identität von 68 % bzw. 69 % zu Asn1 und Asn2 aus S. cerevisiae (Dang et al., 1996). Die 

simultane Deletion der Proteine führt zur Asparagin-Auxotrophie. Eine Funktion als Aspara-

ginsynthetase wird daher angenommen. 

Der 1092 Bp große ORF SPBC119.11c (pac1+) wurde nach Literaturangaben bereits experi-

mentell untersucht. Er kodiert für das 42 kDa große Protein Pac1p, das vermutlich als 

Doppelstrang-spezifische Ribonuklease fungiert (Rotondo et al., 1996). 

Der putative ORF SPBC119.12 ist mit 1172 Bp zu 97 % auf der Insertsequenz vorhanden. 

Nur 34 Bp der Leserahmensequenz am 3´-Ende fehlen. Der vermutete Leserahmen kodiert für 

ein hypothetisches 46 kDa Protein. Es zeigt Ähnlichkeit zum Protein Rud3 der Bäckerhefe 

(Kim, 2003). Dieses Protein lokalisiert an der cis-Seite des Golgi-Apparates und ist in den 

ER-Golgi-Transport involviert. Welcher dieser ORFs für die Suppression in Frage kommt, 

kann nicht ohne weitere Untersuchungen bestimmt werden.  
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5.6.2.9 Ein ORF der Insertsequenz von CD-20 zeigt Homologie zu einem evolutionär 

konservierten Mikrotubuli-bindenden Protein 

Das DNA-Insert des Suppressorplasmid pUR19/CD-20 besitzt eine Gesamtgröße von 4768 

Bp und zeigt Homologie zu drei ORFs auf Chromosom 1 (siehe Abbildung 25). 

Die Insertsequenz enthält mit 44 Bp nur 2 % des ORFs SPAC3G9.14 (sak1+). Der eigentlich 

2301 Bp große Leserahmen kodiert für das 87 kDa große Protein Sak1p, einem Mitglied der 

evolutionär konservierten Familie der RFX-DNA-Bindeproteine (Wu et al., 1995; Durand et 

al., 2000). Sak1p wurde als Komponente der zyklischen AMP-abhängigen Proteinkinase-

kaskade charakterisiert (Wu et al., 1995; DeVoti et al., 1991). Das Protein fördert vermutlich 

den Eintritt der Zellen aus dem vegetativen mitotischen Zyklus in den meiotischen Zyklus 

und hat zusätzlich Einfluß auf die Expression von Genen, die fundamentale Bedeutung für das 
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Abbildung 24: Schematische Darstellung des Suppressorplasmids pUR19/CD-19 und Komplementation der 
mal3-1 Phänotypen 
Teil A: Das Plasmid pUR19/CD-19 besteht aus dem 5,5 Kb großen pUR19 Bankvektoranteil und einem hier 
dargestellten 4973 Bp großen genomischen S. pombe DNA-Insert. Das Insert enthält Teile von drei ORFs: 37 % 
des ORFs SPBC119.10 (617 Bp), die vollständige DNA-Sequenz des ORFs SPBC119.11c (1092 Bp) und 97 % 
des ORFs SPBC119.12 (1172 Bp).  
Teil B: Suppression der TBZ-Hypersensitivität und des Minichromosomenverlustes des mal3-1 Stammes, der 
mit unterschiedlichen Plasmiden transformiert wurde. Gezeigt sind Transformanten des Genbankvektors pUR19, 
pUR19/mal3+ und pUR19/CD-19. 
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Wachstum besitzen. Da die Insertsequenz nur einen Bruchteil dieses Leserahmens enthält, ist 

eine Sak1p abhängige Suppression der mal3-1 Phänotypen unwahrscheinlich. 

Der putative 1457 Bp große Leserahmen SPAC3G9.13c kodiert für ein hypothetisches 

39,8 kDa großes Protein. Es besitzt eine Identität von 43 % zum Protein Msw1 der Bäcker-

hefe (Myers et al., 1985). Das Gen MSW1 kodiert für eine 43 kDa große mitochondriale 

Tryptophanyl-tRNA-Synthetase, eine Komponente der mitochondrialen Proteinsynthese-

maschinerie. Diese ist an der Beladung der t-RNA mit Aminosäuren beteiligt. Deletion oder 

Mutationen in diesem Bäckerhefegen sind nicht letal, führen jedoch zu respiratorischen 

Defekten aufgrund einer gestörten mitochondrialen Proteinsynthese. Aufgrund der Homologie 

der beiden Hefeproteine wird auch für das Spalthefeprotein eine Funktion als mitochondriale 

Tryptophanyl-tRNA-Synthetase vermutet. Über einen möglichen Zusammenhang mit der 

Chromosomensegregation wird in der Literatur nicht berichtet.  

Der letzte putative Leserahmen SPAC3G9.12 ist mit 1453 Bp zu 32 % auf dem DNA-Insert 

von CD-20 vorhanden. Der eigentliche Leserahmen besitzt eine Größe von 4510 Bp. Das 

hypothetische 164 kDa Protein ist Mitglied der evolutionär konservierten Proteinfamilie von 

Mikrotubuli-assoziierten Proteinen (Inoue et al., 2000; Pasqualone et al., 1994; Akhmanova et 

al., 2001). Das Humanhomolog CLASP1 lokalisiert an den Plusenden der Mikrotubuli und 

wurde auch als Komponente des Zentromers charakterisiert (Maiato et al., 2003). Für die 

entsprechenden homologen Proteine MAST/Orbit in D. melanogaster und Stu1 in S. 

cerevisiae konnte bereits eine essentielle Bedeutung für die Organisation und Funktion der 

bipolaren Mitosespindel gezeigt werden (Lemos et al., 2000; Inoue et al., 2000; Yin et al., 

2002; Mathe et al., 2003). Stu1 bindet an die interpolaren Mikrotubulistrukturen der Spindel 

und ist notwendig für die Erzeugung der Spindelspannung (Yin et al., 2002). Eine 

Konzentrierung des Proteins an den Enden der antiparallelen Mikrotubuli der Anaphasen-

spindel wurde dabei beobachtet. Beide Hefeproteine zeigen eine Identität von 26 %.  

Ein Protein mit vergleichbarer Funktion in S. pombe macht im Zusammenhang mit der 

mitotischen Bedeutung von Mal3p Sinn. Auch die Suppression des Minichromosomverlustes 

des mal3-1 Mutantenstammes kann durch Überexpression des Suppressorinserts supprimiert 

werden. Es ist denkbar, daß die Spindelstrukturen durch die Überexpression des 

Spalthefegens stu1+ im mal3-1 Mutantenstamm stabilisiert werden und die Funktion des 

Mal3p Proteins dadurch partiell ausgeglichen wird. Ob dieser ORF wirklich den Ausgleich 

bewirkt, muß durch Subklonierung gezeigt werden. 
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5.6.2.10 CD-21 kodiert für ein evolutionär konserviertes Protein, welches an der 

Regulation der Kinetochoraktivität beteiligt ist 

Abbildung 26 zeigt die Insertsequenz CD-21. Nur ein offener Leserahmen ist auf diesem 

Insert kodiert, der für die Suppression der mal3-1 Phänotypen verantwortlich ist. Der 

systematische Name für diesen 3100 Bp großen Leserahmen auf Chromosom 2 ist 

SPBC336.15 (pic1+). Er kodiert für das bereits experimentell charakterisierte 114,4 kDa 

Protein Pic1p. Dieses INCENP Homolog Protein interagiert mit der einzigen Aurora-Kinase 

der Spalthefe Ark1p (Leverson et al., 2002; Petersen et al., 2001). Beide Proteine zählen zu 

einer evolutionär konservierten Gruppe von Proteinen, deren Lokalisierung sich im Laufe des 

Zellzyklus spezifisch ändert (Cooke et al., 1987; Earnshaw et al., 1991; Giet et al., 1999; 

Adams et al., 2001a). Die Proteine dieser Gruppe assoziieren während der Mitose mit 
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Abbildung 25: Schematische Darstellung des Suppressorplasmids pUR19/CD-20 und Komplementation der 
mal3-1 Phänotypen 
Teil A: Das Plasmid pUR19/CD-20 besteht aus dem 5,5 Kb großen pUR19 Bankvektoranteil und einem hier 
dargestellten 4768 Bp großen genomischen S. pombe DNA-Insert. Das Insert enthält vermutlich Teile von drei 
ORFs: 2 % des ORFs SPAC3G9.14 (44 Bp), die vollständige DNA-Sequenz des ORFs SPAC3G9.13c (1457 
Bp/davon 371 Bp Intronsequenz: 163 Bp, 82 Bp, 54 Bp und 72 Bp), sowie 32 % des ORFs SPAC3G9.12 (1453 
Bp). Zwischen SPAC3G9.12 und SPAC3G.13c liegen nur 3 Bp, jedoch sind die beiden Leserahmen auf den 
komplementären DNA-Strängen kodiert.  
Teil B: Suppression der TBZ-Hypersensitivität und des Minichromosomenverlustes des mal3-1 Stammes, der 
mit unterschiedlichen Plasmiden transformiert wurde. Gezeigt sind Transformanten des Genbankvektors pUR19, 
pUR19/mal3+ und pUR19/CD-20. 
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Chromatin und liegen in der Metaphase stark konzentriert am Zentromer vor. In späteren 

Phasen der Mitose ändert sich diese Verteilung und sie sind entlang der mitotischen Spindel 

lokalisiert, besonders aber im mittleren Bereich der Spindel. Eine wichtige Bedeutung dieser 

Proteine für die Chromosomensegregation und die Beendigung der Zytokinese wird vermutet 

(Mackay et al., 1998).  

In Tabelle 8 sind die Ergebnisse der Sequenzierung aller Suppressorplasmide, die beim 

genomischen S. pombe DNA-Bankscreen erhalten wurden, noch einmal zusammengestellt. 

Suppressorplasmide, die mehrfach isoliert wurden, sind nur einfach unter den Plasmiden 

CD-1 bis CD-27 aufgelistet. Wiederholte Isolierung einzelner Suppressoren ist anhand der 

Häufigkeit ihrer Isolierung ersichtlich. Einschließlich des Wildtypgens mal3+ wurden 14 

Komplementationsgruppen isoliert. CD-2 und CD-15 werden dabei als eine Gruppe gezählt. 

Drei der Suppressorsequenzen können nur die TBZ-Hypersensitivität des mal3-1 Stammes 
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Abbildung 26: Schematische Darstellung des Suppressorplasmids pUR19/CD-21 und Komplementation der 
mal3-1 Phänotypen 
Teil A: Das Plasmid pUR19/CD-21 besteht aus dem 5,5 Kb großen pUR19 Bankvektoranteil und einem hier 
dargestellten 3471 Bp großen genomischen S. pombe DNA-Insert. Das Insert enthält nur den ORF SPBC336.15 
(3100 Bp/43 Bp Intron).  
Teil B: Suppression der TBZ-Hypersensitivität und des Minichromosomenverlustes des mal3-1 Stammes, der 
mit unterschiedlichen Plasmiden transformiert wurde. Gezeigt sind Transformanten des Genbankvektors pUR19, 
pUR19/mal3+ und pUR19/CD-21. 
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ausgleichen, nicht aber den Minichromosomenverlust supprimieren. Ihr Ausgleich gilt daher 

als unspezifisch in Bezug auf die Funktion von Mal3p (siehe Kapitel 5.6.1). Aus den übrigen 

10 Komplementationsgruppen lassen sich neue Erkenntnisse zur mitotischen Funktion von 

Mal3p gewinnen (siehe Kapitel 5.6.2). Für einige der Suppressoren konnte durch 

weiterführende Untersuchungen bereits der Nachweis erbracht werden, welcher ORF für die 

Suppression verantwortlich ist. Aufgrund von Literaturangaben zur experimentellen Unter-

suchung der Proteine oder durch den Homologievergleich mit Proteinen anderer Organismen 

konnte die Funktion der Suppressoren abgeleitet werden. Fünf der Suppressorinserts 

umfassen ORFs, die für Proteine kodieren, welche eine Bedeutung bei der Chromo-

somensegregation haben bzw. offensichtlich Komponenten des Spindelapparates oder des 

Zentromers sind (siehe Ausführungen zu CD-2/CD-15; CD-6, CD-11, CD-20 und CD-21). 

Ein weiterer Suppressor spielt eine wichtige Bedeutung für die Funktion des Aktinzyto-

skeletts (siehe Ausführungen zu CD-14). Für die übrigen Suppressoren konnte ein direkter 

Funktionszusammenhang mit Mal3p bisher nicht abgeleitet werden. Da die Suppressor-

sequenzen jedoch den Minichromosomenverlust des mal3-1 Stammes supprimieren, wird eine 

Bedeutung für die Chromosomensegregation angenommen. 

Somit konnten durch diesen extrem umfangreichen genomischen Bankscreen erfolgreich neue 

Proteine identifiziert werden, die vermutlich in Zusammenhang mit der mitotischen Funktion 

des Mal3p Proteins stehen. Die anfängliche Zahl von 85 Suppressoren konnte mittels unter-

schiedlicher Analysen auf 10 neue Komplementationsgruppen reduziert werden. Auch ihre 

Bedeutung im Rahmen der Mitose konnte für einige Komponenten bereits ermittelt werden.  

 

Tabelle 8: Übersicht ausgewählter Suppressoren des mal3-1 genomischen S. pombe DNA Bankscreens 
Die Tabelle zeigt eine Zusammenstellung der Daten der Suppressorgruppen CD-1 bis CD-27. Angegeben sind 
der Name des Suppressorplasmids, die Größe des DNA-Inserts in Bp, der Name des entsprechenden Cosmides 
und der ORF-Bezeichnung und die entsprechenden Positionsangaben auf dem Cosmid. Die Größenangaben zu 
allen isolierten Suppressoren können dem Anhang entnommen werden. Neben der Bezeichnung mit dem in der 
Literatur verzeichneten Gennamen, ist bei einigen Suppressoren das Symbol „ / “ vermerkt. Bei diesen ORFs 
handelt es sich um hypothetische ORFs. ORFs, bei denen der Name des S. cerevisiae Homologs angegeben ist, 
sind ebenfalls durch Anführungszeichen eingefaßt. Zusätzlich sind in der Tabelle Angaben zum Ausgleich des 
Minichromosomenverlustes und zum Ausgleich der TBZ-hypersensitiven Phänotypen der mal3-1 und mal3∆ 
Stämme bei den seriellen Tropftestuntersuchungen aufgeführt. Einteilung : „ - “ = kein Ausgleich, „ + “ = 
schwacher Ausgleich, „ ++ “ = mittlerer Ausgleich, „ +++ “ = sehr guter Ausgleich, „ +/- “ = Restwachstum). 
Die letzte Spalte gibt an, wie oft das entsprechende Plasmid isoliert wurde. 
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Name Insert Cosmid Chr. ORF-Sequenz ORF-Name Genname Ausgleich 
Minichro-
mosomen-

verlust 

Ausgleich TBZ–
Hyper-

sensitivität 

Häufig-
keit der 

Isolierung

        mal3-1 mal3∆  
CD-27  SPAC18G6 1 2213873-2214859 SPAC18G6.15 mal3+ ++ +++ +++ 13 
CD-1 2978637-

2981858 
c977 1 2978422-2979166 

 
2980325-2980681 
 
2981217-2982143 

SPAC31G5.12c 
 
SPAC31G5.21 
 
SPAC31G5.13 

n150+ 
 
/ 
 

pad1+ 

- ++ ++ 11 

CD-2 3076698-
3082917 

c977 1 (3076612-3077079 
 
3077078-3078244 
 
3078666-3079118 
 
3079412-3080253 
 
3080439-3083538  

SPAC589.08c 
 
SPAC589.09 
 
SPAC589.10c 
 
SPAC589.11 
 
SPAC589.12 

“DAM1” 
 

“CSR1” 
 

ubi3 
 
/ 
 
/ 

+ +++ +++ 1 

CD-3 478474-
480746 

pB10D8 2 478034-479869 SPBC354.07c “HES1” 
“KES1” 

- ++ + 1 

CD-6 786326-
788547 

p20C8 3 786520-790614 SPCC1020.02 spc7+ 

“SPC105”
+ ++ ++ 26 

CD-11 1557476-
1559765 

pJ5566 2 1557049-1558428 SPBC776.02c dis2+ 

“GLC7” 
+ ++ + 1 

CD-12 keine 
Homo-
logie 

  keine Homologie   - + ++ 1 

CD-13 1453098-
1459206 

c977 1 1453071-1454846 
 
1455216-1455298 
 
1456055-1457099 
 
1457368-1458292 
 
1459007-1459819 

SPAC9.10 
 
SPATRNAMET.02 
 
SPAC9.11 
 
SPAC9.12c 
 
SPAC9.13c 

“UGA4” 
 
/ 
 
/ 
 

“ATP12” 
 

cwf16+ 

++ + + 1 

CD-14 572090-
576418 

p20C8 3 571710-574472 
 
575537-578304 

SPCC1672.06c 
 
SPCC1672.07 

asp1+ 

”VIP1” 
/ 

++ + + 1 

CD-15 3076698-
3078360 

p977 1 3076612-3077079 
 
3077078-3078244 

SPAC589.08c 
 
SPAC589.09 

“DAM1” 
 

“CSR1” 

+ ++ ++ 3 

CD-17 689626-
694182 

p20C8 3 689568-690167 
 
691135-691632 
 
691825-694845 

SPCC16C4.12 
 
SPAC16C4.13c 
 
SPCC16C4.14c 

“NAT3” 
 

rpl1201+ 
 

sfc4+ 

+ ++ + 3 

CD-18 524355-
529851 

c977 1 526868-528457 
 
529554-530741 

SPAC2F7.11 
 
SPAC2F7.13c 

nrd1+ 
 

“WRS1” 

+ + +/- 1 

CD-19 656172-
661145 

pB10D8 2 655115-656788 
 
657403-658494 
 
659974-6611179 

SPBC119.10 
 
SPBC119.11c 
 
SPBC119.12 

“ASN1” 
“ASN2” 

pac1+ 

 
“RUD3” 

+ + +/- 1 

CD-20 3119702-
3124470 

c977 1 3117445-3119745 
 
3121564-3123020 
 
3123017-3127526 

SPAC3G9.14 
 
SPAC3G9.13c 
 
SPAC3G9.12  

sak1+ 

 
“MSW1” 

 
“STU1” 

+ + + 1 

CD-21 1152448-
1155919 

pJ5566 2 1152601-1155700 SPBC336.15 pic1+ + + + 1 
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5.7 Identifizierung und Charakterisierung von Spc7p als neues S. pombe Zentromer-

protein  

Das DNA-Insert, welches beim genomischen Bankscreen am häufigsten als Bestandteil der 

Suppressorplasmide erhalten wurde, ist eine Teilsequenz des spc7+ Gens. Der offene Lese-

rahmen wurde bisher nur durch Sequenzierung des Spalthefegenoms identifiziert. Das bis 

dahin nicht experimentell untersuchte hypothetische Spc7p Protein wird in diesem Teil der 

Arbeit durch die Bearbeitung unterschiedlicher Aspekte weiter charakterisiert. Es wird unter-

sucht, ob Spc7p ein funktionell evolutionär konserviertes Protein ist (siehe Kapitel 5.7.1). 

Durch Deletionsexperimente soll ermittelt werden, ob es sich bei spc7+ um ein essentielles 

Gen handelt (siehe Kapitel 5.7.2) und wie sich der Effekt der Überexpression einer DNA-

Sequenz, die für ein N-terminal verkürztes Spc7p Protein kodiert, auswirkt (siehe Kapitel 

5.7.4). Da der spc7+ Leserahmen in dieser Arbeit trotz Einsatz unterschiedlicher 

Transformationskassetten nicht deletiert werden konnte, sollte er unabhängig durch die 

Analyse von zwei c-DNA Genbanken und durch die von Gesamt-RNA verifiziert werden 

(siehe Kapitel 5.7.3). Auch die Lokalisierung des Proteins innerhalb der Hefezellen wird 

analysiert und auf die mögliche Funktion näher eingegangen (siehe Kapitel 5.7.5). 

5.7.1 Spc7p ist ein funktionell evolutionär konserviertes Protein 

Durch einen computergestützten Vergleich der Aminosäuresequenz von Spc7p mit anderen 

Proteinen der Proteome-Datenbank wurde das 917 Aminosäuren große Spc105 Protein aus S. 

cerevisiae ermittelt. Nach Datenbankangaben zeigt der Aminosäurevergleich beider Proteine 

zu 21 % identische und zu 41 % ähnliche Aminosäuren. Diese erstrecken sich mit 766 

Aminosäuren fast über die gesamte Länge des Spc105 Proteins (siehe Abbildung 27). Die 

Ausnahme bilden die ersten 55 Aminosäuren am N-Terminus und die letzten 156 Amino-

säuren des C-terminalen Proteinbereiches. Der Homologiebereich der Proteine betrifft nicht 

den N-terminalen Bereich des Spc7p Proteins, sondern beschränkt sich auf seinen zentralen 

und C-terminalen Sequenzbereich. Das DNA-Insert, welches im genomischen Bankscreen 

erhalten wurde, wird durch diesen Homologiebereich vollständig abgedeckt. Zusätzlich 

erstreckt sich die Übereinstimmung beider Proteine noch um 219 Aminosäuren in N-

terminale Richtung, die in der Insertsequenz nicht vorhanden sind. 
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B 
 
 469 DLNQFTSNISSSSKPRKDNNKTANSSKPIPDSEDFMDITRPFN-ILSPSKEALSEEQPME 527 
  55 DGSNTTSRINTSNLQSMVKRRV--SFAPDVTLHSFTFVPEQNNEIKEPRRRKTSTNSPTK 112 
 

 528 LTSTVFPCENSTSHLEVEEAAMDETVAFQIRGNNVELP-SADKENAEREEIPSYSDKSEN 586 
 113 ISSQEEPLVTST---QIDDARTEEKTAAE------EDPDTSGMELTEPIVATPDSNKASQ 163 
 

 587 FNTTSFTNHERSPNGNNNLKFSKDPNSSSPSRHVVATPTDKLGTRKRRLRYST--SSFDQ 644 
 164 HDPTSMEMTEVFPR---SIR-QKNPDVEGESIESSQQIDDVEAVREETMELTAIHNVHDY 219 
 

 645 STLRRNRLATIRNARKSISTLNDRELLPVNFFEKKVNSGLYKSVERSENYRLGATPLT-A 703 
 220 DSISKD---TVEGEPIDLTEYESKPYVPNSVSRSTGKSSDY-SVERSND----KSDLSKS 271 
 

 704 EKPFTTEKPLSSLPEEVSRQPTDDKGEQVSNADVDSGLSKTERLTIQQTN---EIKHVPT 760 
 272 ENKTNSSQPME-ITDIFHADPQNPMSLHSDN-NINNDGNEME-LTQIQTNFDRDNHHIDE 328 
 

 761 NTTSSVKLPQQPSNEDEKERITTADYADSTSLERLESQ----EPNRNELVQVGSSNAGNT 816 
 329 SPSEKHAF----SSNKRRKLDTVSDYAASVTTPVKEAKDTSGEDNDGDLEMMEKMSPITF 384 
 

 817 TSVGMNEHEKSPVKLSKGVSNVDTSLGASTINTNI-LNQDSGPNEEIPVGNEPEFDTMP- 874 
 385 SDVDNKIGTRSNDVFTIEPGTEDTGMQTATDDEEDGENVDDNGNKIVEKTRLPEIDKEGQ 444 
 

 875 ---TLPNVEPISLSDFLKMTGIEFLDNLTIAKR-RETLLP----NAEENKKCSIQELLES 926 
 445 SGIALPT-QDYTLREFINEVGVGFLDTKLIDDLDKKVNFPLNSFNFVENQR--IDNVFSA 501 
 

 927 FYIQFPLLELYKFSCQQLQDYIAEGKDFVTKIEEETLKENP-LLFYEYRKASSDMRVLMD 985 
 502 FYIDIPILEVEAFRCKELWRSINESKDKFKDFEAQIDKSHPPLLLQEYFSSDEKMKQLMR 561 
 

 986 SQFLMMKTFARLQAKGDWYEWREGLMQGIKHELNLNLTGMQRSLTHLMDVANVIHPYAQE 1045 
 562 DQLQLVKGYSKLEAAMEWYEWRKKQLNGLELILAENLNTLKREYEKLNEEVEKVNSIRGK  621 
 

1046 IQERYNGSITTVQTLKKQKEFANQYDSTLLAQAQEKLEKLKVEVERRRRLLSEKEERRKE 1105 
 622 IRKLNEAIKEEIRSLKNLP--SDSYKPTLMNRI--KIEAFKQELMEHSISLSSSNDFTQE  677 
 

1106 L-AIKIEQVTNSCSDLELRTN-AEQDF-YAKNQDFEFDEIKRYEEQLLNLKNELGWTIVS 1162 
 678 MRSLKLAIAKKSNDILTLRSEVASIDKKIEKRKLFTRFDLPKLRDTLKILESLTGVRFLK  737 
 

1163 LTAGGIKLATNNTALSPYSAEVTVEILRQNFQVNVDIACKFPNESN 1208 
 738 FSKATLSIAF--LQLD----DLRVDINLANFKNNPLSSMKVMNDSN  777 
 

S. pombe Spc7p

S. cerevisiae Spc105

S. pombe CD-6

A
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Versuche, die zeigen, daß nicht nur eine Übereinstimmung in der Aminosäuresequenz 

vorliegt, sondern es sich auch um funktionell homologe Proteine handelt, sind in Kapitel 5.8.1 

beschrieben. Das Bäckerhefehomolog Spc105 wurde im Rahmen dieser Arbeit als neues S. 

cerevisiae Zentromerprotein identifiziert (siehe Kapitel 5.8.2). 

5.7.2 Deletion des offenen Leserahmens durch homologe Rekombination 

Da es sich bei Spc7p um ein vorher nicht untersuchtes Protein handelt und sein Leserahmen 

durch die Sequenzierung des S. pombe Genoms identifiziert wurde, gibt es keine Angaben in 

der Datenbank oder aus der Literatur, ob es sich um ein essentielles Gen handelt bzw. ob 

seine Funktion entbehrlich ist. Durch gezielte Deletion des in der Datenbank angegebenen 

Leserahmens sollte dies geklärt werden.  

Für die gezielte Deletion des spc7+ Gens durch homologe Rekombination wurden sechs 

verschiedene Deletionskassetten generiert. Die Kassetten unterscheiden sich sowohl durch 

den gewählten Genmarker als auch durch den Homologiebereich, der für die Deletion durch 

homologe Rekombination ausgewählt wurde (siehe Abbildung 28 und Kapitel 4.14). Zunächst 

wurden Kassetten mit 80 Bp Homologiebereichen zum spc7+ ORF eingesetzt, jedoch zeigte 

von 314 getesteten Transformanten keine die korrekte Integration der Transformations-

kassetten. Auch für 201 Transformanten der his3+-Kassetten mit Homologiebereichen 

zwischen 300 und 600 Bp wurde kein positives Ergebnis erhalten. Schließlich wurde die 

Homologie zur genomischen DNA-Sequenz auf Längen zwischen 2 Kb und 3,7 Kb erhöht. 

Sowohl haploide als auch diploide Stämme wurden für die Transformation verwendet.  

Abbildung 27: Darstellung des homologen Bereiches der Proteine Spc7p und Spc105 
Teil A der Abbildung zeigt den Bereich der Homologie als Rechteck für die Vollängenproteine Spc7p (S. 
pombe) und Spc105 (S. cerevisiae), sowie des Proteinfragmentes, welches durch die Insertsequenz CD-6 kodiert 
wird. Das computerberechnete Vollängenprotein von S. pombe besitzt eine Länge von 1364 Aminosäuren, das 
entsprechende S. cerevisiae Protein 917 Aminosäuren. Die Insertsequenz von CD-6 kodiert für die letzten 676 
Aminosäuren des Spc7p Proteins. Teil B der Abbildung stellt diesen Homologiebereich der Proteine, der 766 
Aminosäuren umfaßt, zusätzlich im Detail dar. Die obere Aminosäuresequenz steht für das Spc7p Protein, die 
untere für das homologe Protein der Bäckerhefe. Identische Aminosäuren sind durch schwarze Markierungen 
gekennzeichnet, ähnliche Aminosäuren durch graue Markierungen. 
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Eine Übersicht  über die Transformationen mit den eingesetzten Kassetten verdeutlicht 

Tabelle 9. Alle Transformanten wurden zunächst mittels PCR-Analyse untersucht. Ausge-

wählte Transformanten wurden im Verlauf der Untersuchung zusätzlich durch Tetraden- bzw. 

Southern-Analyse überprüft. Die Deletion des spc7+ Gens konnte jedoch während der eigenen 

experimentellen Arbeit nicht erreicht werden. 

Später wurde jedoch mit den im Rahmen dieser Arbeit generierten Deletionskassetten im 

Labor weitergearbeitet. Durch Verwendung der AatII/SpeI isolierten his3+ Deletionskassette 

(siehe Kapitel 4.14) konnte der spc7+ ORF deletiert werden (persönliche Mitteilung von PD 

Dr. Ursula Fleig). Es wurde gezeigt, daß es sich bei spc7+ um ein essentielles Gen der 

Spalthefe handelt.  

spc7+
A

B

C

GFP/ Kan

HA/ Kan

spc7+

his3+

his3+

spc7+

GFP/ Kan

GFP/ Kan
 

Abbildung 28: Prinzip der spc7+ Deletion durch sechs verschiedene Transformationskassetten  
Dargestellt ist jeweils der 4095 Bp große spc7+ ORF mit seinen flankierenden genomischen DNA-Sequenzen 
auf Chromosom 3 der Spalthefe sowie die sechs generierten Transformationskassetten. Durch die Pfeilrichtung 
im Rechteck ist die Orientierung des Leserahmens angegeben. Die blau schraffierten Rechtecke stellen die 
homologen Sequenzbereiche zum spc7+ ORF dar. Schwarz schraffierte Rechtecke verdeutlichen die Homologie 
zu den flankierenden Regionen des ORFs. Schwarz gefüllte Rechtecke stehen für die Übereinstimmungen mit 
DNA-Sequenzen der Klonierungsvektoren. Teil A zeigt die GFP- bzw. HA-Transformationskassetten, Teil B 
und Teil C stellen die generierten his3+- bzw. GFP-Kan-Transformationskassetten mit langen Homologie-
bereichen dar. Weitere Details zur Homologie können Kapitel 4.14 entnommen werden. 
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Transformationskassetten mit  
 kurzem Homologiebereich längerem Homologiebereich 
Bezeichnung GFP-Kan bzw. HA-Kan his GFP-Kan 
Herkunft PCR-Fragment CD-K14 CD-K7 CD-K8 
Restriktion / PauI AatII/SpeI StuI/BamHI 
Größe der DNA-Kassette 2460 Bp bzw.1853 Bp 3510 Bp 2895 Bp 6973 Bp 8637 Bp 
Selektionsmarker Kanr his3+ his3+ Kanr Kanr 

Homologie im 5´-Bereich 84 Bp 701 Bp 309 Bp 3295 Bp 3295 Bp 
Homologie im 3´-Bereich 79 Bp 609 Bp 518 Bp 1999 Bp 3663 Bp 
diploide Stämme 

129x132 41 134 / 
130x131 141 47 / 
39x40 / / 85 

haploide Stämme 
103 6 / / 
129 32 10 / 
130 94 10 / 
131 / / / 
132 / / / 
39 / / / 
40 / / / 

getestet insgesamt 314 201 85 
Tetradenanalyse 8 25 8 
Southern-Analyse 13 40 / 

 

5.7.3 Verifizierung des spc7+ ORFs durch die Analyse von S. pombe Gesamt-RNA und 

von zwei c-DNA Genbanken  

Der offene Leserahmen, der für das Spc7p Protein kodiert, wurde durch Sequenzierung des 

Spalthefegenoms identifiziert. Durch die Analyse der S. pombe Gesamt-RNA (siehe Kapitel 

5.7.3.1) und zweier c-DNA Genbanken (siehe Kapitel 5.7.3.2) sollte die computerermittelte 

Größe des spc7+ Leserahmens von 4095 Bp experimentell überprüft werden. Nach Angaben 

der Datenbank besitzt der spc7+ ORF keine Intronsequenzen. 

  

Tabelle 9: Ergebnisübersicht der Transformationen mit unterschiedlichen Insertionskassetten 
Die Tabelle stellt die Einzeldaten zusammen, die bei den Transformationen haploider bzw. diploider S. pombe 
Stämme mit den unterschiedlichen Deletionskassetten erhalten wurden. Die verwendeten Stämme sind durch die 
Nummern der Stammsammlung (S. pombe) definiert. Diploide Stämme sind durch ein „ x “ und die 
Ausgangsstämme der Kreuzung gekennzeichnet. Alle verwendeten Kassetten sind in Abbildung 28 erläutert. 
Zuordnung der Kassetten: GFP-Kan/HA-Kan mit kurzem Homologiebereich = DNA-Kassetten mit 
Kanamycinrestistenzgen und kurzen Homologiebereichen (siehe Abbildung 28 A); his = DNA-Kassetten mit 
his3+ Gen nach Restriktion mit PauI bzw. AatII/SpeI (siehe Abbildung 28 B); GFP-Kan mit längeren Homo-
logiebereichen = DNA-Kassetten mit Kanamycinrestistenzgen und langen Homologiebereichen zur Deletion des 
gesamten bzw. partiellen spc7+ Leserahmens (siehe Abbildung 28 C). 
Aufgeführt sind die Größen der Transformationskassetten, die verwendeten Selektionsmarker der Deletions-
kassetten und die Länge des Homologiebereiches zur genomischen S. pombe DNA-Sequenz. Die Anzahl der 
untersuchten Transformanten der einzelnen Stämme und die Gesamtzahlen der Transformanten für die getesteten 
Transformationskassetten sind aufgelistet. Darunter ist zusätzlich die Anzahl der Transformanten angegeben, die 
durch eine Tetradenanalyse bzw. eine Southern-Blotanalyse überprüft wurden.  
 



Ergebnisse 92

5.7.3.1 Ermittlung der Größe von spc7+ messenger-RNA durch Northern-Blotanalyse 

Durch Northern-Hybridisierung der Filtermembranen sollte die Sonden-homologe m-RNA 

von spc7+ in der übertragenen Gesamt-RNA sichtbar gemacht werden. Die Hybridisierungs-

muster für die verwendeten Sonden, die homolog zu verschiedenen 5´- bzw. 3´-Sequenz-

bereichen des 4095 Bp großen spc7+ ORFs sind, zeigen mehrere Banden unterschiedlicher 

Größe (siehe Abbildung 29 und Abbildung 30). Trotz Verwendung von drei spezifischen 

Sonden, konnte kein 4 Kb großes spc7+ m-RNA-Fragment durch Northern-Blotanalyse 

sichtbar gemacht werden. Möglicherweise wurden die Fragmente dieser Größe nicht stabil in 

ausreichender Menge auf die Membranen transferiert bzw. ihre Größe wurde posttranslational 

modifiziert.  

 

spc7+

105133 108

1636 Bp 109108

1061 Bp 105133

112 109

589 Bp 109112

852 Bp

1899 Bp
 

Abbildung 29: Hybridisierungsschema der verwendeten Sonden und der spc7+ Sequenz  
Der 4095 Bp große spc7+ ORF mit seinen flankierenden genomischen Sequenzen ist dargestellt. Durch PCR-
Reaktionen wurden spezifische Sonden für die Northern-Blotanalyse erzeugt. Die Bindung der verwendeten 
Oligonukleotide innerhalb der spc7+ Sequenz ist durch Pfeile veranschaulicht. Die 1061 Bp große Sonde 
133/105 ist homolog zur 5´-Sequenz des offenen Leserahmens (+547 bis +1677). Die 589 Bp große Sonde 
112/109 bzw. die 1636 Bp große Sonde 108/109 zeigen Homologie zum 3´-Bereich der spc7+ Sequenz (+2461 
bis +4095 bzw. +3506 bis +4095). Der Abstand zwischen den Sonden wird durch Klammern verdeutlicht.  
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5.7.3.2 Analyse von zwei S. pombe c-DNA Genbanken  

Durch die Analyse von zwei c-DNA Genbanken, welche die S. pombe m-RNA Sequenzen in 

Form von doppelsträngigen DNA-Klonen enthalten, sollte die kodierende DNA-Sequenz des 

spc7+ Gens spezifisch identifiziert werden. Die Analyse erfolgte sowohl durch ein auf-

wendiges Screening-Verfahren (siehe Kapitel 5.7.3.2.1), als auch durch spezifische PCR-

Analyse der DNA-Insertsequenzen (siehe Kapitel 5.7.3.2.2). 

5.7.3.2.1 Screening einer c-DNA Bank durch Southern-Blotanalyse und PCR-Analyse 

Eine c-DNA Genbank (bereitgestellt von C. Norbury) wurde mittels einer Sonde, die homolog 

zu einer DNA-Sequenz im 3´-Bereich des spc7+ Gens ist, spezifisch analysiert (siehe Kapitel 

4.17). Von anfänglich über 1,35 Millionen Transformanten der c-DNA Genbank wurde durch 

Southern-Blotanalyse die Anzahl auf 306 putativ positive Kolonien reduziert. Durch PCR-

Analyse und weitere Koloniehybridisierung konnte die Anzahl der Signale schließlich auf 17 

vermindert und Einzelklone isoliert werden.  
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Abbildung 30: erhaltende Hybridisierungsmuster der Sonden bei der Northern-Blotanalyse 
Die Analyse von Gesamt-RNA Proben mit verschiedenen Sonden ist gezeigt. Teil A zeigt das 
Hybridisierungsmuster der Sonde 133/105, die homolog zur 5´-Sequenz des spc7+ ORFs ist, Teil B das Muster 
für die Sonden 108/109 und 112/109, die homolog zur 3´-Sequenz des ORFs sind. Die Analyse von zwei 
Gesamt-RNA Proben ist jeweils dargestellt. Das unter Teil B gezeigte Membranstück wurde in drei Teile 
zerschnitten und die Teilstücke wurden mit unterschiedlichen Sonden behandelt. Unter „ M “ sind die Größen 
des Standardmarkers aufgeführt. 
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Die DNA-Insertsequenzen von vier unterschiedlichen Klonen wurden durch Ansequenzierung 

bestimmt (siehe Abbildung 31 sowie Tabelle 14 und Abbildung 66 im Anhang). Bei allen 

DNA-Insertsequenzen folgt auf die Sequenz des Vektors eine 19 Nukleotide-lange Poly-T 

Sequenz. Direkt daran schließt sich eine DNA-Sequenz an, die den gesamten ORF 

SPCC16C4.13c und 9 Bp seiner 5´- bzw. 44 Bp der 3´-flankierenden DNA-Sequenz enthält. 

Der ORF SPCC16C4.13c (rpl1201+) wurde bereits als Bestandteil der Insertsequenz CD-17 

beschrieben (siehe Kapitel 5.6.2.6). Der ORF kodiert für das 17,6 kDa große 60S ribosomale 

Protein Rpl1201p. Auf diesen ORF folgt eine partielle spc7+ Sequenz ab Nukleotidposition 

2534 des Leserahmens (+2534). Durch PCR-Analyse mit den Oligonukleotiden 112 und 109 

konnte gezeigt werden, daß die Insertsequenz den vollständigen 3´-Bereich des spc7+ ORF 

umfaßt (siehe Abbildung 32 C). Dieser Aufbau der DNA-Insertsequenzen ist bei allen 

ansequenzierten c-DNA Bankplasmiden identisch (siehe Tabelle 14 und Abbildung 66 im 

Anhang).  

Durch Sequenzierung wurde nachgewiesen, daß die durch Southern-Blotanalyse untersuchte 

c-DNA Genbank fehlerhaft klonierte Insertsequenzen aufweist. Einige der doppelsträngigen 

DNA-Inserts der Genbankplasmide beruhen auf verschiedenen m-RNA Sequenzen, die 

genomisch an entfernten Genloci synthetisiert wurden. 

 

 

spc7+

spc7+

genomische Sequenz 

c-DNA Genbankrpl1201+

 

Abbildung 31: Sequenzierung der c-DNA Genbankplasmide 
Die genomische spc7+ Sequenz mit den flankierenden Bereichen und das Ergebnis der Sequenzierung für die 
Insertsequenzen der c-DNA Genbankplasmide ist schematisch dargestellt. An das rote Rechteck, welches eine 
Poly-T-Nukleotidwiederholung kennzeichnet, schließt sich der ORF rpl1102+ an. Das schraffierte Rechteck 
zeigt die durch Sequenzierung nachgewiesene Homologie des DNA-Inserts zur spc7+ Sequenz.  
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5.7.3.2.2 Screening von zwei c-DNA Genbanken durch PCR-Analyse  

Die DNA-Insertsequenzen der durch Southern-Blotanalyse untersuchten c-DNA Genbank 

(bereitgestellt von C. Norbury) und einer weiteren c-DNA Genbank (Contech) wurden durch 

spezifische PCR-Reaktionen mit verschiedenen Oligonukleotidkombinationen ermittelt (siehe 

Abbildung 32 und Abbildung 33). Für die durch Southern-Blotanalyse untersuchte c-DNA 

Genbank konnten nur fehlerhaft klonierte spc7+ Insertsequenzen nachgewiesen werden.  

Dagegen zeigt die zweite getestete c-DNA Genbank (Clontech) identische PCR-Fragmente, 

wie sie auch in Reaktionen mit genomischer DNA als Template erhalten werden (siehe 

Abbildung 33). Für die Kontrollreaktion mit den Oligonukleotiden 85 und 86 wird das 909 Bp 

große DNA-Fragment erhalten. Die Reaktion mit den Oligonukleotiden 207 und 208 ergibt in 

beiden Fällen ein 790 Bp großes PCR-Produkt. Die DNA-Insertfragmente dieser c-DNA 

Genbank unterscheiden sich somit von denen der fehlerhaft klonierten c-DNA Bank. Kein 

PCR-Produkt wurde für die Reaktion mit den Oligonukleotiden 210 und 208 erhalten, die 

spezifisch diese fehlerhafte Insertsequenz nachweist. Durch weitere PCR-Reaktionen mit dem 

Oligonukleotid 263 und unterschiedlichen Oligonukleotiden mit gegenläufiger Orientierung, 

die homolog zum 3´-Bereich der spc7+ Sequenz sind, konnte der in der Datenbank 

angegebene spc7+ bis auf 226 Basenpaare (+1 bis +226) vollständig nachgewiesen werden. Es 

wird jedoch angenommen, daß auch diese in der c-DNA Sequenz vorhanden sind. Somit 

konnten durch Analyse der c-DNA Genbank die computerermittelten Angaben der Datenbank 

für den spc7+ ORF bestätigt werden. 
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Abbildung 32: Schema der durchgeführten PCR-Reaktionen zur Untersuchung der c-DNA Genbank 
Die genomische DNA-Sequenz der Gene mal2+ und spc7+ mit ihren flankierenden Bereichen, sowie die durch 
Sequenzierung und PCR-Analyse ermittelte Insertsequenz der c-DNA Genbankplasmide ist schematisch 
dargestellt. Die spezifische Bindung verschiedener Oligonukleotide und die Größe der erwarteten PCR-
Fragmente wird dargestellt.  

Abbildung 33: PCR-Analyse der Clontech 
c-DNA Genbankinserts  
Die Auftrennung der PCR-Reaktionen zur 
Analyse der c-DNA Genbankinserts ist 
gezeigt. Die Überprüfung der genomischen 
DNA-Sequenz der Gene mal2+ (85/86), 
spc7+ (nach Datenbankangaben mit den 
Oligonukleotiden 207/208) und die Kombi-
nation 208/210 zum Nachweis der erhal-
tenen c-DNA Genbankinsertsequenzen ist 
abgebildet. Verdünnungen genomischer 
DNA und einer c-DNA Genbank 
(Clontech) wurden getestet.  
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5.7.4 Überexpression einer DNA-Sequenz, die für ein verkürztes Spc7p Protein 

kodiert, kann die Thiabendazol-Hypersensitivität des mal3-1 und mal3∆ Stammes 

supprimieren 

Durch Klonierung wurde die DNA-Sequenz, die für ein verkürztes Spc7p Protein kodiert, 

generiert. Der verkürzte ORF (∆820 spc7+) kodiert nicht mehr für die ersten 820 Amino-

säuren des Proteins. Als Startmethionin wurde das erste ATG innerhalb der Insertsequenz des 

spc7+ Leserahmens gewählt, die beim genomischen DNA-Bankscreen isoliert wurde (siehe 

Kapitel 5.7.4.1). Die Auswirkung des verkürzten Spc7p Proteins für die Zelle wurde durch 

serielle Tropftestuntersuchungen ermittelt (siehe Kapitel 5.7.4.2).  

 

5.7.4.1 Klonierung eines verkürzten spc7+ Leserahmens in S. pombe 

Expressionsvektoren 

Der Leserahmen der für ein N-terminal um 820 Aminosäuren verkürztes Spc7p Protein 

kodiert, wurde durch Klonierung hinter die Thiamin-regulierbaren Promotoren von zwei 

unterschiedlichen S. pombe Expressionsvektoren gebracht (siehe Abbildung 34 und Kapitel 

4.13). Neben dem Längenstandard sind die Banden aufgetrennt, die bei einer Kontroll-

restriktion mit SmaI/BamHI erhalten wurden. Daß die Klonierung erfolgreich durchgeführt 

wurde, konnte auch durch weitere Restriktionen verifiziert werden.  
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5.7.4.2 Das partielle Spc7p supprimiert die TBZ-Hypersensitivität des mal3-1 

Stammes und des mal3∆ Stammes 

Eine verkürzte Variante des Spc7p Proteins, dem die ersten 820 Aminosäuren fehlen, wurde 

in seriellen Tropftestuntersuchungen analysiert. Die betreffenden kodierenden Sequenzen 

wurden in Abhängigkeit von zwei Thiamin-reprimierbaren Promotoren exprimiert. Die 

Expression für induzierte bzw. reprimierte Bedingungen beträgt 25-fach für den Vektor 

pREP41x bzw. 300-fach für den Vektor pREP3x (Moreno et al., 2000). Abbildung 35 zeigt 

Zellen des Wildtypstammes, die mit den Vektorkontrollen transformiert wurden. Unter 

Niedrig- und Hochexpressionsbedingungen zeigen die Zellen der Vektorkontrolle auch auf 

Medium mit TBZ gutes Wachstum. 

Während die moderate Expression der DNA-Sequenz, die für ein verkürztes Spc7p Protein 

kodiert, in Abhängigkeit des Thiamin-regulierbaren Promotors des Vektors pREP3x noch ein 

1,58

4,37

9,42

pR
EP

3x

λ pR
EP

3x
/∆

82
0 

sp
c7

+

1,64

8,9
9,1

pR
EP

41
x

pR
EP

41
x/
∆8

20
 sp

c7
+

Spc7p

∆820 Spc7p

A B

 

Abbildung 34: Klonierung eines verkürzten spc7+ Leserahmens in zwei S. pombe Expressionsvektoren  
Teil A: Schematische Darstellung eines Spc7p Vollängenproteins und einer N-terminal um 820 Bp verkürzten 
Proteinvariante. Dieses verkürzte Protein umfaßt nur noch 544 der ursprünglich 1364 Aminosäuren. Teil B: Das 
Agarosegelfoto zeigt die DNA-Fragmente, die bei einer SmaI/BamHI Restriktion für die Ausgangsvektoren 
pREP3x bzw. pREP41x, sowie für positive Klonierungsplasmide erhalten wurden. Die Restriktion führt zur 
Linearisierung der Vektoren und es wird ein 8,9 Kb bzw. 9,1 Kb großes DNA-Fragment erhalten. Für die 
positiven Klonierungsplasmide, die zusätzlich den partiellen spc7+ Leserahmen tragen, ergibt sich ein 1636 Bp 
und ein 8,9 Kb großes DNA-Fragment für die Klonierung in pREP3x bzw. ein 1636 Bp und 9,1 Kb großes 
DNA-Fragment für die Klonierung in pREP41x. Plasmidauftragung: pREP3x, pREP3x/∆820spc7+, pREP41x, 
pREP41x/∆820spc7+ 
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gutes Wachstum des Wildtypstammes ermöglicht, wirkt sich die starke Überexpression 

negativ auf das Wachstum des Wildtypstammes aus. Auf Platten mit und ohne TBZ ist bei 

den Zellen nur noch ein Restwachstum erkennbar. Der Effekt der Überexpression der 

partiellen Gensequenz wurde in Zellen des Wildtypstammes mikroskopisch betrachtet. In 

mitotischen Zellen nimmt die Fehlverteilung der DNA im Vergleich zum Wildtyp deutlich zu. 

Wie später genauer gezeigt wurde, resultiert der letale Phänotyp auf einer fehlerhaften 

Verknüpfung der DNA mit der mitotischen Spindel (persönliche Mitteilung von PD Dr. 

Ursula Fleig). 

Die Thiamin-abhängige Expression der verkürzten Gensequenz vom Vektor pREP41x wirkt 

sich dagegen sowohl unter Niedrig- als auch unter Hochexpresssionsbedingungen nicht 

negativ auf das Zellwachstum aus.  

Die Ergebnisse der Expression dieser Plasmide in den Stämmen mal3-1 und mal3∆ sind in 

Abbildung 36 und Abbildung 37 zusammengestellt. Die Hypersensitivität der Stämme 

gegenüber der Mikrotubuli-destabilisierenden Chemikalie TBZ kann durch Transformation 

der Vektorkontrollen unter Niedrig- und Hochexpressionsbedingungen nicht supprimiert 

werden. Dagegen ist bei Niedrigexpressionsbedingungen der Gensequenzen, die für die 

verkürzten Spc7p Proteine kodieren, in Abhängigkeit der Thiamin-regulierbaren Promotoren 

der Vektoren pREP3x und pREP41x für beide Stämme gutes Wachstum erkennbar. Die 

Überexpression der verkürzten Gensequenz in Abhängigkeit vom Thiamin-regulierbaren 

Promotor des Vektors pREP3x führt in beiden Stämmen zu einer starken Reduzierung des 

Wachstums. Unter diesen Bedingungen ist auch kein Wachstum auf TBZ-haltigem Medium 

erkennbar. Für den im Vergleich zum mal3-1 Stamm geringfügig weniger TBZ-

Niedrigexpression Hochexpression

pREP3x

pREP41x

 pREP41x/∆ 820 spc7+

Wildtyp

 pREP3x/∆ 820 spc7 +

- TBZ + TBZ- TBZ  
Abbildung 35: Serielle Tropftestuntersuchungen des Wildtypstammes und des partiell verkürzten Spc7p Proteins  
Das Wachstum von Zellen des Wildtypstammes 103, transformiert mit verschiedenen Plasmiden, ist gezeigt. Die 
Stämme wurden mit den Kontrollvektoren pREP3x, pREP41x bzw. pREP3x/∆820 spc7+ und pREP41x/∆820 
spc7+ transformiert. Die Abbildung stellt das Wachstum zusammen, das bei Niedrig- und Hochexpressions-
bedingungen mit (+6,5 µg/ml TBZ) und ohne TBZ erhalten wurde. Bei allen Platten betrug die Inkubationszeit 
5 Tage bei 24 °C. 
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hypersensitiven mal3∆ Stamm ist sogar noch eine Verschlechterung des Restwachstums im 

Vergleich zur insertfreien Vektorkontrolle ersichtlich.  

Die moderatere Überexpression der Gensequenz, die für ein verkürztes Spc7p Protein kodiert, 

in Abhängigkeit vom Thiamin-regulierbaren Promotor des Vektors pREP41x führt nicht zu 

einer Einschränkung des Wachstums. Transformanten beider Stämme zeigen deutliches 

Wachstum auf Platten ohne TBZ. Interessanterweise kann auch diese moderate Expression 

die Hypersensitivität beider Stämme gegenüber TBZ supprimieren. Der mal3-1 Stamm und 

der mal3∆ Stamm zeigen unter diesen Bedingungen ein gutes Wachstum.  

Aus den Daten der Tropftestuntersuchungen läßt sich zusammenfassend feststellen, daß die 

moderate Überexpression eines DNA-Fragmentes, welches für ein verkürztes Spc7p Protein 

kodiert, ein Wachstum aller untersuchten Stämme ermöglicht. Dies führt zur Suppression des 

TBZ-hypersensitiven Phänotyps des mal3-1 und des mal3∆ Stammes. Starke Überexpression 

pREP3x

pREP41x

 pREP41x/∆ 820 spc7+

mal3-1

 pREP3x/∆ 820 spc7 +

Niedrigexpression Hochexpression

- TBZ + TBZ- TBZ  
Abbildung 36: Serielle Tropftestuntersuchungen des mal3-1 Stammes und des partiell verkürzten Spc7p Proteins  
Die Abbildung stellt das Wachstum verschiedener mal3-1 Transformanten zusammen. Gezeigt ist das Wachstum 
unter Niedrig- und Hochexpressionsbedingungen. Nähere Details können dem Abbildungstext zu Abbildung 35 
entnommen werden. 

pREP3x

pREP41x

 pREP41x/∆ 820 spc7+

mal3∆

 pREP3x/∆ 820 spc7 +

Niedrigexpression Hochexpression

- TBZ + TBZ- TBZ
 

Abbildung 37: Serielle Tropftestuntersuchungen des mal3∆ Stammes und des partiell verkürzten Spc7p Proteins  
Gezeigt ist das Wachstum verschiedener Transformanten des mal3∆ Stammes unter Niedrig- und Hochex-
pressionsbedingungen. Zusätzliche Informationen sind im Abbildungstext zu Abbildung 35 aufgeführt. 
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durch den Thiamin-regulierbaren Promotor von pREP3x wirkt sich dagegen deutlich negativ 

auf das Wachstum aus. Die Zellen zeigen nur noch Restwachstum. Es sind somit deutliche 

Unterschiede der Wirkung des verkürzten Spc7p Proteins auf das Wachstum in Abhängigkeit 

von der Expressionsstärke des DNA-Fragmentes festzustellen.  

 

5.7.5 Identifizierung von Spc7p als neues S. pombe Zentromerprotein 

Dieser Teil der Arbeit umfaßt die intrazelluläre Lokalisierung des Spc7p Proteins im Rahmen 

von immunfluoreszenz-mikroskopischen Untersuchungen (siehe Kapitel 5.7.5.2). Die 

Lokalisierung des Proteins sollte Aufschluß über die mögliche Funktion des Proteins geben. 

Um das Spc7p intrazellulär lokalisieren zu können, wurde der ORF, der für das Spc7p Protein 

kodiert, genomisch mit der DNA-Sequenz für das grün fluoreszierende Protein (GFP) bzw. 

das Hämagglutininprotein (HA) fusioniert (siehe Kapitel 5.7.5.1).  

5.7.5.1 Generierung von Spc7-GFPp- bzw. HA-Fusionsproteinstämmen 

Zur Bestimmung der intrazellulären Lokalisierung des S. pombe Proteins Spc7p wurde eine 

DNA-Sequenz, die für ein GFP- bzw. HA-Epitop kodiert, an das 3´-Ende des spc7+ ORFs 

genomisch fusioniert. Durch homologe Rekombination konnten so zusammenhängende Lese-

rahmen ohne zwischengeschaltetes Stop-Codon generiert werden (Bahler et al., 1998). 

Abbildung 38 zeigt das Prinzip dieser Leserahmenfusion. Die korrekte Fusion der Insertions-

kassetten an das 3´- Ende des spc7+ ORFs wurde mittels PCR-Analyse verifiziert. Eine 

Fusion mit den Kassettensequenzen hatte keinen sichtbaren Einfluß auf das Wachstum der 

Zellen in seriellen Tropftestuntersuchungen oder auf den Verlust eines eingekreuzten Mini-

chromosoms. Die Fusionsstämme verhielten sich wie der entsprechende Ausgangsstamm der 

Transformation (Daten nicht aufgeführt).  
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1537  Bp 145361

1537  Bp 145361
 

Abbildung 38: C-terminale Fusion des spc7+ ORFs an eine GFP- bzw. HA-Sequenz 
Die Abbildung verdeutlicht schematisch das Prinzip der Integration einer GFP-Kan- bzw. HA-Kan-
Transformationskassette durch homologe Rekombination direkt hinter den spc7+ ORF. Die Pfeilrichtung in den 
Rechtecken gibt die Orientierung des Leserahmens an. Durch die schraffierten Rechtecke sind homologe 
Sequenzbereiche zum spc7+ ORF dargestellt. Außerdem sind zur Überprüfung der korrekten Integration die 
Bindestellen der Oligonukleotide und die Größen der erwarteten PCR-Produkte aufgeführt.  
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5.7.5.2 Lokalisierung von Spc7p in S. pombe Zellen 

In diesem Teil der Arbeit wird durch immunfluoreszenz-mikroskopische Untersuchungen die 

intrazelluläre Lokalisierung verschiedener Spc7p Fusionsproteine bestimmt. Kapitel 5.7.5.2.1 

verdeutlicht die Lokalisierung eines GFP-Fusionsproteins im Verlauf des Zellzyklus. In 

Kapitel 5.7.5.2.2 sind Daten zusammengestellt, die für die Colokalisierung eines Spc7-HAp-

Fusionsproteins mit dem Zentromerprotein Mal2p (Jin et al., 2002) erhalten wurden. 

5.7.5.2.1 Lokalisierung des Spc7-GFPp-Fusionsproteins im Verlauf des Zellzyklus 

Durch immunfluoreszenz-mikroskopische Untersuchungen einer logarithmisch wachsenden 

S. pombe Kultur wurde die intrazelluläre Lokalisierung des Spc7-GFPp-Fusionsproteins in 

verschiedenen Phasen des Zellzyklus bestimmt (siehe Kapitel 4.16 und Abbildung 39). In der 

Interphase ist ein punktförmiges GFP-Signal an der Peripherie des Kerns erkennbar. In 

Zellen, die sich in der Mitose befinden, lassen sich zwei punktförmige Signale erkennen. 

Auch diese Signale sind eng mit dem angefärbten Chromatin assoziiert. Für Komponenten 

des Spindelpolkörpers und des Zentromers wurde dieses Lokalisierungsmuster beschrieben 

(Ekwall et al., 1995; Hagan et al., 1995). Dies beruht darauf, daß in Hefezellen die 

Spindelpolkörper und Zentromere fast während des gesamten Zellzyklus eng beieinander 

liegen (Funabiki et al., 1993). Eine Übersicht hierzu ist in den schematischen Zeichnungen 

der Abbildung 39 und Abbildung 40 dargestellt. Nur während der Metaphase, in der sich die 

Chromosomen in der Spindelmitte anordnen, lassen sich die Signale voneinander 

unterscheiden. In Zellen, die in der Metaphase arretiert wurden, sind sechs punktförmige 

Signale erkennbar (siehe Abbildung 40). Zum Teil sind diese Signale sehr dicht zusammen. 

Alle Signale sind auch hier in unmittelbarer Nähe zu den Signalen der angefärbten Chro-

matinstrukturen. Diese Signale sind vermutlich Teile der sechs Schwesterzentromere der 

Spalthefechromosomen. Für das Spc7p Protein wird daher eine Zentromerlokalisierung 

vermutet. 



Ergebnisse 104

 

a

b

c

d

e

f

DAPISpc7-GFPp ÜberlagerungPhasenkontrast
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Abbildung 39: Lokalisierung des C-terminalen Spc7-
GFPp-Fusionsproteins innerhalb der Zelle 
Teil A: Gezeigt ist die Lokalisierung des Spc7-GFPp-
Fusionsproteins in mitotischen (a-c) und postmito-
tischen (d-f) S. pombe Zellen. Die erste Spalte zeigt 
eine Phasenkontrastaufnahme der Zellen. In der 
zweiten Spalte ist das Signal für das Fusionsprotein 
erkennbar und in der dritten Spalte wurde das 
Chromatin durch DAPI-Färbung sichtbar gemacht. In 
der letzten Spalte sind die Überlagerungsbilder der 
Einzelbilder einer Reihe aufgeführt.  
Teil B: Die Abbildungen stellen die entsprechenden 
mitotischen (a-c) und postmitotischen (d-e) Zell-
zyklusphasen schematisch dar. Farbgebung: blau = 
Chromatin, rot = Tubulin, grün = GFP-Signal des 
Fusionsproteins, gelb = Spindelpolkörper 
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5.7.5.2.2 Colokalisierung von Spc7p und dem Zentromerprotein Mal2p 

Um zu verifizieren, daß es sich bei Spc7p um ein Zentromerprotein handelt, wurden 

Colokalisierungsexperimente mit einem bekannten Zentromerprotein durchgeführt. Dafür 

wurde ein Stamm, der die Fusionsproteine Spc7-HAp und Mal2-GFPp gleichzeitig 

synthetisiert, generiert und immunfluoreszenz-mikroskopisch untersucht (siehe Kapitel 4.16).  

Das Zentromer der Spalthefe ist vielschichtig aufgebaut. Die spezifische Assoziation von 

Proteinen mit unterschiedlichen Teilregionen des Zentromers konnte bereits gezeigt werden 

(Übersichtsartikel Bjierling et al., 2002; Kniola et al., 2001). Das Lokalisierungsmuster des 

inneren Zentromerproteins Mal2-GFPp (Jin et al., 2002) wurde mit den Signalen eines Spc7-

HAp-Proteins überlagert. In der Metaphase arretierte Zellen weisen für beide Proteine sechs 

punktförmige Signale auf, die eng mit den Chromatinstrukturen der Zellen assoziiert sind 

(siehe Abbildung 41). Das Überlagerungsbild der Zelle zeigt ein übereinstimmendes 

Lokalisierungsmuster der beiden Fusionsproteine.  

Arrest in der Metaphase

DAPI Spc7-GFPp Überlagerung

A

B

 
Abbildung 40: Lokalisierung des C-terminalen Spc7-GFPp-Fusionsproteins in Metaphasenzellen 
Teil A zeigt die schematische Zeichnung einer S. pombe Zelle in der Metaphase. Nähere Details können den 
Erläuterungen zu Abbildung 39 entnommen werden. Teil B zeigt die Aufnahmen einer Zelle in dieser Phase des 
Zellzyklus. Das erste Bild zeigt das Chromatin, welches durch DAPI-Färbung sichtbar gemacht wurde, Bild zwei 
das Signal für das Fusionsprotein und Bild drei die Überlagerungsbilder der Einzelbilder. Farbgebung im  Über-
lagerungsbild: blau = Chromatin, grün = Spc7-GFPp-Signal 
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Die Überlagerung der Proteinsignale in Interphasenzellen mit einem bzw. zwei Einzelsignalen 

wurde statistisch ausgewertet und die relative Lage der Signale zum Chromatin wurde 

bestimmt (siehe Abbildung 42). Obwohl die Signale für beide Proteine immer in unmittel-

barer Nähe zu den Chromatinstrukturen lagen, war in 78 % aller Fälle das erhaltene Mal2-

GFPp-Signal noch etwas näher zu den Chromatinstrukturen orientiert als das Spc7-HAp-

Signal. Der Teil der Zellen, die nicht septiert waren und nur ein Signal zeigten, überwog bei 

diesen ausgezählten Zellen. Nur in 12 % der Fälle lag das Spc7-HAp-Signal näher zum 

Chromatin orientiert. Bei 11 % der Zellen lagen beide Signale parallel, so daß keine Distanz-

zuordnung möglich war. Diese deutlich festgestellte Colokalisierung von Spc7p mit dem 

Zentromerprotein Mal2p bestätigt die vermutete Zentromerlokalisierung.  

 

DAPI Mal2-GFPpSpc7-HAp Überlagerung a Überlagerung b

 

Abbildung 41: Colokalisierung von Spc7-HAp und Mal2-GFPp 
Die Abbildung zeigt die Einzelbilder und zwei Kompositionsbilder einer in der Metaphase des Zellzyklus 
arretierten S. pombe Zelle. Das erste Bild zeigt die Chromatinstrukturen der Zelle. Im zweiten Bild sind die 
Signale für das Spc7-HAp-Fusionsprotein dargestellt, Bild drei zeigt diese für ein Mal2-GFPp-Fusionsprotein. In 
der Überlagerung a werden die Signale der Fusionsproteine dargestellt. Überlagerung b zeigt zusätzlich eine 
Überlagerung dieser Signale mit den Signalen für das Chromatin. Farbgebung: blau = Chromatin, grün = Mal2-
GFPp-Signal, rot = Spc7-HAp-Signal, gelb = Überschneidung der Signale der Fusionsproteine 
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Daß es sich bei dem Spc7p Protein um ein neu identifiziertes Zentromerprotein handelt, 

konnte auch durch die Chromatin-Immunpräzipitation (ChIP) weiter gefestigt werden 

(persönliche Mitteilung von Inga Karig). Die Voraussetzungen hierfür wurden durch die 

vorliegende Arbeit geschaffen. Für Spc7p wurde eine Assoziation mit den cnt- und 

imr-Sequenzen der inneren Zentromerregionen nachgewiesen. Auch eine Assoziation des 

Zentromerprotein Mal2p mit diesen spezifischen Bereichen des Zentromers wurde gezeigt 

(Jin et al., 2002).  

DAPI Mal2-GFPpSpc7-HAp Überlagerung a Überlagerung b

ohne Septum mit Septum

Mal2p
 innen

Spc7p
 innen

Signale
parallel

Mal2p
 innen

Spc7p
 innen

nicht auswertbare
Signale

54
71,05 %

8
10,52 %

8
10,52 %

5
6,58 %

1
1,32 %

182 Zellen

Spc7-HAp
Colokalisierung
Mal2-GFPp
Chromatin  

Abbildung 42: Auszählung der Colokalisierung von Spc7-HAp und Mal2-GFPp 
Die Abbildung zeigt die Einzelbilder und ein Kompositionsbild einer S. pombe Zelle in der Interphase. Das erste 
Bild zeigt die angefärbten DNA-Strukturen der Zelle. Im zweiten Bild sind die Signale des Spc7-HAp-Fusions-
proteins dargestellt, Bild drei zeigt die Signale für das Mal2-GFPp-Fusionsprotein. Das Überlagerungsbild a 
zeigt die Signale der Fusionsproteine, Überlagerung b nimmt zusätzlich die Signale für die DNA-Strukturen mit 
in das Kompositionsbild auf. Die Tabelle faßt die verschiedenen Lokalisierungsmöglichkeiten der Fusions-
proteine im Verhältnis zum Chromatin zusammen und verdeutlicht diese noch einmal schematisch. Die Bezeich-
nung „ innen “ steht für die scheinbar nähere Lokalisierung der beiden untersuchten Fusionsproteine zu den 
angefärbten Chromatinstrukturen. Weitere Details zur Farbgebung sind in der Abbildung erklärt.Farbgebung: 
blau = Chromatin, rot = Mal2-GFPp-Signal, grün = Spc7-HAp-Signal, gelb = Überschneidung der Signale der 
Fusionsproteine  
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5.8 Identifizierung und Charakterisierung von Spc105 als neues S. cerevisiae 

Zentromerprotein 

Ein DNA-Insert, welches im genomischen Bankscreen mit dem mal3-1 Stamm 26-mal als Be-

standteil der Suppressorplasmide erhalten wurde, ist eine Teilsequenz des spc7+ Gens (siehe 

Tabelle 8). Diese Insertsequenz konnte sowohl die Hypersensitivität des mal3-1 und des 

mal3∆ Stammes supprimieren als auch den erhöhten Minichromosomenverlust des mal3-1 

Stammes. Durch eine Datenbanksuche wurde Spc105 als sein S. cerevisiae Homolog identi-

fiziert (siehe Kapitel 5.8.1). 

Ich habe daher untersucht, ob auch die Funktion der beiden Proteine evolutionär konserviert 

ist. Um zu klären, wie austauschbar die beiden Hefeproteine sind, wurde das S. cerevisiae 

Gen SPC105 in der Spalthefe exprimiert und auf die Suppression der TBZ-Hypersensitivität 

verschiedener mal3+ Mutantenstämme untersucht (siehe Kapitel 5.8.1.2.2). Auch die 

organismenspezifische Funktion des Bäckerhefeproteins Spc105 wird hier näher erarbeitet 

(siehe Kapitel 5.8.2 bis Kapitel 5.8.5). 

5.8.1 S. pombe Spc7p und S. cerevisiae Spc105 sind funktionell homologe Proteine 

Durch serielle Tropftestuntersuchungen wurde analysiert, ob die homologen Proteine Spc7p 

der Spalthefe und Spc105 der Bäckerhefe Übereinstimmungen in der Suppression ausge-

wählter Phänotypen zeigen. Dies könnte ein Hinweis für einen ähnlichen Funktions-

zusammenhang in der Zelle sein. 

 

5.8.1.1 Suppression der TBZ-Hypersensitivität des BIM1 Deletionsstammes durch 

SPC105 

Das S. pombe spc7+ Gen kann bei Überexpression die Hypersensitivität des mal3-1 und des 

mal3∆ Stammes gegenüber TBZ supprimieren (siehe Kapitel 5.2 und Kapitel 5.5). Interessant 

ist in diesem Zusammenhang, ob auch das homologe Protein der Bäckerhefe Spc105 diese 

Funktion übernehmen kann. Das homologe Protein der Bäckerhefe zum Mal3p Protein ist 

Bim1 (Schwartz et al., 1997; Beinhauer et al., 1997; Miller et al., 2000). Auch ein 

Deletionsstamm für dieses Gen (bim1∆) zeigt Hypersensitivität gegenüber TBZ. Durch einen 

Methionin-reprimierbaren 2µ Plasmidpromotor wurde SPC105 im BIM1 Deletionsstamm 

überexprimiert (durchgeführt von Anne Kerres). 

Abbildung 43 zeigt das Wachstum des bim1∆ Stammes, transformiert mit der Vektorkontrolle 

und einem SPC105 exprimierenden Plasmid. Auf Platten ohne TBZ zeigt der Stamm gutes 
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Wachstum. Auf Platten mit TBZ zeigt die Kontrolle nur noch Restwachstum. Bei gleichen 

TBZ-Bedingungen kann SPC105 als Plasmidinsertsequenz diese Hypersensitivität gegenüber 

TBZ partiell supprimieren. Diese Suppression spricht für eine ähnliche Funktion der 

evolutionär konservierten Proteine Spc7p und Spc105. 

5.8.1.2 Suppression der TBZ-Hypersensitivität des mal3-1 und mal3∆ Stammes durch 

SPC105 

Ein weiterer Nachweis für funktionelle Homologie ist die Suppression des TBZ-hyper-

sensitiven Phänotyps des mal3-1 bzw. des mal3∆ Stammes durch das Bäckerhefe SPC105 

Gen. Hierfür wurde die DNA-Sequenz für das Spc105 Vollängenprotein der Bäckerhefe in 

Thiamin-reprimierbare S. pombe Expressionsvektoren kloniert (siehe Kapitel 5.8.1.2.1) und 

auf Suppression der entsprechenden Phänotypen getestet (siehe Kapitel 5.8.1.2.2). 

 

5.8.1.2.1 Klonierung von SPC105 in S. pombe Expressionsvektoren 

Die DNA-Sequenz, die für das Spc105 Protein der Bäckerhefe kodiert, wurde in zwei 

S. pombe Expressionsvektoren kloniert (siehe Kapitel 4.22). Abbildung 44 zeigt neben dem 

Längenstandard die Größen der Banden eines PstI-Restriktionsverdaus zur Überprüfung des 

korrekten Klonierungsergebnisses. Unterschiedliche Restriktionsverdaue haben gezeigt, daß 

die Klonierungen erfolgreich durchgeführt wurden. 

- TBZ    + TBZ

bim1∆

Vektor

SPC105

 

Abbildung 43: Suppression der TBZ-Hypersensitivität des BIM1 Deletionsstammes durch SPC105 in seriellen 
Tropftests 
Der bim1∆ Stamm wurde mit dem 2µ Plasmidvektor bzw. 2µ/SPC105 transformiert und auf das Wachstum von 
Transformanten auf Selektivmedium ohne TBZ (-TBZ) und mit 75 µg/ml TBZ (+TBZ) untersucht (durchgeführt 
von Anne Kerres). Die Inkubationszeit der Platten betrug 3 Tage bei 30 °C.  
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5.8.1.2.2 Suppression der Hypersensitivität des mal3-1 und mal3∆ Stammes gegenüber 

TBZ durch Überexpression von SPC105 

Durch serielle Tropftestuntersuchungen wurde untersucht, ob das S. cerevisiae SPC105 auch 

die Hypersensitivität der S. pombe mal3-1 und mal3∆ Stämme gegenüber TBZ supprimieren 

kann. Hierfür wurde SPC105 in Abhängigkeit von Thiamin-reprimierbaren Plasmidpro-

motoren in Transformanten des mal3-1 Stammes bzw. des mal3∆ Stammes überexprimiert 

und das Wachstum auf Medium mit und ohne TBZ untersucht. Auf Platten ohne TBZ zeigen 

alle Transformanten gutes Wachstum (siehe Abbildung 45 A). Auf Platten mit TBZ zeigt der 

mal3-1 Stamm, transformiert mit dem leeren Vektor, kein Wachstum mehr. Mit mal3+ als 

Plasmidinsert kann dieser Nichtwachstumsphänotyp supprimiert werden und der Stamm zeigt 

ein gutes Wachstum auf TBZ-haltigem Medium. Interessanterweise kann auch SPC105 als 

Plasmidinsert die Hypersensitivität des mal3-1 Stammes gegenüber TBZ partiell ausgleichen. 

Die erhaltene Suppression des mal3-1 TBZ-hypersensitiven Phänotyps ist jedoch sichtbar 

schwächer als mit mal3+ als Plasmidinsert oder die Suppression, die mit der spc7+ Insert-

sequenz des genomischen Bankscreens erhalten wurde. Das gleiche Ergebnis wurde für die 

Suppression der Hypersensitivität des mal3∆ Stammes gegenüber TBZ erhalten (siehe 

Abbildung 45 B). 

Das S. cerevisiae Homolog Spc105 konnte sowohl die Hypersensitivität des BIM1 Deletions-

stammes gegenüber TBZ supprimieren als auch die der Spalthefestämme mal3-1 und mal3∆. 

Die erhaltenen Suppressionen waren zwar nur partiell, d. h. sie ermöglichten kein unein-

geschränktes Wachstum auf TBZ-haltigem Medium, jedoch spricht der Ausgleich für eine 

Abbildung 44: Klonierung von SPC105 in S. 
pombe Expressionsvektoren 
Das Gelfoto zeigt die Banden einer PstI-
Kontrollrestriktion für die Vektoren und positiver 
Klonierungsplasmide. Die linearisierten Vektoren 
laufen auf der Höhe eines 9,1 Kb großen DNA-
Fragmentes. Bei positiver Klonierung wird 
zusätzlich zu einem etwas kleineren Vektor-
fragment ein 2,7 Kb großes Insertfragment 
erhalten. Die Größen des Längenstandards sind auf 
der linken Seite des Fotos angegeben, die der 
Probenfragmente auf der rechten Bildseite. 
Plasmidauftragung: pREP3x, pREP3x/SPC105, 
pREP41x,  pREP41x/SPC105 
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funktionelle Homologie des S. pombe Spc7p Proteins und des Spc105 Proteins aus S. 

cerevisiae. Bei der heterologen Expression von SPC105 in S. pombe kann die partielle 

Suppression der TBZ-Phänotypen auch zum Beispiel durch eine veränderte Proteinexpression 

aufgrund des organismenspezifischen Codon-Gebrauchs oder der Promotor-abhängigen Ex-

pressionsstärke des SPC105 Gens begründet sein. 

Abschließend läßt sich festhalten, daß das Spc7p Protein der Spalthefe und das Spc105 

Protein der Bäckerhefe nicht nur konservierte Proteinsequenzen aufweisen, sondern auch die 

Funktion der beiden Proteine evolutionär konserviert ist. 

5.8.2 Identifizierung von Spc105 als neues S. cerevisiae Zentromerprotein 

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Übereinstimmungen in der Proteinsequenz (siehe Kapitel 

5.7.1), sowie eine funktionelle Homologie zwischen Spc7p und dem Bäckerhefeprotein 

Spc105 (siehe Kapitel 5.8.1) nachgewiesen. Das Spc7p Protein wurde als neues Zentro-

merprotein der Spalthefe identifiziert (siehe Kapitel 5.7.5). Es wurde untersucht, ob Spc105 

ebenfalls ein neues und noch nicht identifiziertes Zentromerprotein in der Bäckerhefe ist. 

Das Spc105 Protein aus S. cerevisiae wurde durch Matrix-unterstützte Laserdesorp-

tions/Ionisations-Massenspektrometrie (MALDI-MS) in Spindelpolkörperanreicherungs-

extrakten identifiziert (Wigge et al., 1998). Durch Immunelektronen-Mikroskopie wurde eine 

- TBZ    + TBZ

Vektor

mal3+

SPC105

mal3-1

mal3∆

Vektor

mal3+

SPC105

- TBZ    + TBZ

A

B

 

Abbildung 45: Suppression der TBZ-Hypersensitivität des mal3-1 und des mal3∆ Stammes durch SPC105 in 
seriellen Tropftestuntersuchungen 
Die Abbildung zeigt das Wachstumsverhalten des mal3-1 (Teil A) und des mal3∆ Stammes (Teil B) auf 
Selektivmedium ohne Thiamin und mit 5,5 µg/ml für mal3-1 Stamm bzw. 7,5 µg/ml TBZ für mal3∆ Stamm 
(+TBZ) und ohne TBZ (-TBZ). Die Stämme wurden mit unterschiedlichen Plasmiden transformiert. Gezeigt ist 
jeweils das Wachstum für Transformanten mit dem pUR19/mal3+, pREP41x und pREP41x/SPC105. Die 
Inkubation der Platten erfolgte für 5 Tage bei 24 °C. 
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Lokalisierung von Spc105 auf der dem Kern zugewandten Seite des Spindelpolkörpers 

ermittelt und daher das Protein als neue Komponente des Spindelpolkörpers beschrieben 

(Wigge et al., 1998). Da in Hefezellen die Spindelpolkörper und Zentromere der Chromo-

somen jedoch fast während des gesamten Zellzyklus eng beieinander liegen, ist es auch 

möglich, daß es sich bei Spc105 um ein Zentromerprotein handelt (Goh et al., 1993; Jin et al., 

2000; Janke et al., 2001). In diesem Teil der Arbeit wurde die intrazelluläre Lokalisierung des 

Spc105 Proteins im Rahmen von immunfluoreszenz-mikroskopischen Untersuchungen über-

prüft (siehe Kapitel 5.8.2.2). Die Lokalisierung sollte Aufschluß über einen möglichen 

Funktionszusammenhang des Proteins geben. Für die Untersuchungen wurde die DNA-

Sequenz für das Spc105 Protein genomisch mit der DNA-Sequenz des grün fluoreszierenden 

Proteins (GFP) fusioniert (siehe Kapitel 5.8.2.1). 

5.8.2.1 Herstellung eines Spc105-GFP-Fusionsproteinstammes 

Zur Bestimmung der intrazellulären Lokalisierung des Spc105 Proteins in der Bäckerhefe 

wurde die DNA-Sequenz einer GFP-Variante, die für das grün fluoreszierende Protein (GFP; 

Übersichtsartikel Prasher et al., 1995) kodiert, genomisch an das 3´-Ende des SPC105 ORFs 

integriert. Durch homologe Rekombination wurde so ein zusammenhängender Leserahmen 

ohne zwischengeschaltetes Stop-Codon gebildet (siehe Kapitel 4.21; Bahler et al., 1998). 

Abbildung 46 zeigt das Prinzip dieser offenen Leserahmenfusion. Die korrekte Fusion der 

GFP-Transformationskassette an das 3´-Ende des SPC105 ORFs konnte durch die PCR-

Analyse nachgewiesen werden. 
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5.8.2.2 Lokalisierung des Spc105-GFP-Fusionsproteins in der Zelle 

Durch immunfluoreszenz-mikroskopische Untersuchungen einer logarithmisch wachsenden 

S. cerevisiae Kultur wurde die intrazelluläre Lokalisierung des Spc105-GFP-Fusionsproteins 

in verschiedenen Phasen des Zellzyklus bestimmt (siehe Kapitel 4.21). Abbildung 47 zeigt 

Beispiele der Aufnahmen für Zellen der Interphase und der frühen und späten Anaphase. In 

der Interphase wird ein punktförmiges GFP-Signal an der Peripherie des Kerns gefunden. 

Dieses überlagert sich zum Teil mit den Signalen, die bei der Anfärbung der Spindel-

strukturen in diesen Zellen erhalten werden. In mitotischen Zellen werden zwei punktförmige 

SPC 105

363 361
GFP/Kan

130

1276 Bp 130

1702 Bp 363141

361

λ SP
C1

05
SP

C1
05

-G
FP

λ SP
C1

05
SP

C1
05

-G
FP

SP
C1

05
SP

C1
05

-G
FP

1,92

4,25

1,38
1,92

4,25

1,38

0,99
1,28
1,70

3,35

141

999 Bp 130141

130/141 141/363 361/130

A

B C

 

Abbildung 46: C-terminale Fusion des SPC105 ORFs an eine GFP-DNA-Sequenz 
In Teil A ist die Integration der GFP-Kan-Transformationskassette durch homologe Rekombination direkt hinter 
den SPC105 ORF schematisch dargestellt. Die Pfeilrichtung im Rechteck gibt die Orientierung des Leserahmens 
an. Zusätzlich dargestellt sind die Bindestellen der Oligonukleotide und die erwarteten PCR-Produkte mit ihren 
entsprechenden Größen. Die Pfeilrichtung zeigt auch hier ihre Orientierung. Die Ziffern geben die Labor-
nummern der verwendeten Oligonukleotide an. Die schraffierten Rechtecke stellen die homologen Sequenz-
bereiche für die Integration der Transformationskassette dar. Die Agarosegelfotos in Teil B zeigen die PCR-
Banden für den Wildtyp SPC105 und den SPC105-GFP-Fusionsstamm bei unterschiedlichen Oligonukleotid-
kombinationen. Bei der PCR-Reaktion, die den Sequenzbereich der Integration einschließt, zeigt der Wildtyp ein 
999 Bp großes PCR-Produkt. Bei korrekter Integration der GFP-Transformationskassette ergibt sich ein 3,3 Kb 
großes DNA-Fragment. Die PCR-Reaktionen, die den Übergang zwischen S. pombe DNA-Sequenz und GFP-
Kassettensequenz überprüfen, zeigen nur für positive Transformanten ein 1702 Bp großes DNA-Fragment für 
den 5´-Übergang und ein 1276 Bp großes DNA-Fragment für den 3´-Übergang. 
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Signale erhalten, die sich an den den Zellpolen zugewandten Seiten des angefärbten 

Chromatins befinden. Diese überlagern sich zum Teil mit den Endbereichen der länger 

werdenden mitotischen Spindel. Dieses Muster der Lokalisierung ist aus der Literatur für 

Proteine des Spindelpolkörpers und des Zentromers bekannt (Goh et al., 1993; Jin et al., 2000; 

Janke et al., 2001). Da in Hefezellen die Spindelpolkörper und Zentromere fast während des 

gesamten Zellzyklus eng beieinander liegen, war es nicht möglich in den logarithmisch 

wachsenden Kulturen zwischen diesen Lokalisierungen zu unterscheiden. 

Durch die hier geleistete Vorarbeit konnte jedoch im Rahmen einer Kooperation mit dem 

Labor von PD Dr. Lechner (Universität Heidelberg) das Spc105-GFP-Protein in ChIP-

Experimenten als Zentromerprotein identifiziert werden (Kommunikation über unver-

öffentlichte Daten). Somit konnte Spc105 entgegen in der Literatur vertretenen Meinung als 

neue Komponente des S. cerevisiae Zentromers identifiziert werden. Eigene Vorarbeiten 

haben hierfür die Voraussetzungen geschaffen. 

DAPI Tubulin Spc105-GFPp Überlagerung

Interphase

späte Anaphase

frühe Anaphase

 

Abbildung 47: Lokalisierung des C-terminalen Spc105-GFP-Proteins in der Zelle 
Gezeigt ist die Lokalisierung des Spc105 Fusionsproteins in Interphasenzellen (obere Reihe) und in mitotischen 
S. cerevisiae Zellen (übrige Reihen). In der ersten Spalte wurde das Chromatin durch DAPI-Färbung sichtbar 
gemacht. In der zweiten Spalte wird die Anfärbung von Tubulinstrukturen durch Immunfluoreszenz dargestellt. 
Die dritte Spalte zeigt die Signale für das Fusionsprotein. In der letzten Spalte sind die Überlagerungsbilder der 
Einzelbilder einer Reihe aufgeführt. Farbgebung im Überlagerungsbild: blau = Chromatin, rot = Tubulin, grün = 
GFP-Signal des Spc105-GFP Fusionsproteins 
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5.8.3 Eine partielle Deletion des SPC105 offenen Leserahmens ist bedingt lebensfähig 

In der Literatur sind widersprüchliche Angaben zu finden, ob es sich beim SPC105 ORF um 

ein essentielles bzw. nichtessentielles Gen der Bäckerhefe handelt (Giaever et al., 2002; 

(Wigge et al., 1998). Diese Angaben beruhen auf den Daten, die durch eine systematische 

Deletionsstudie des S. cerevisiae Genoms erhalten wurden (Giaever et al., 2002). Bei der hier 

gewählten Art der Deletion wurde nach einem festgelegten Schema in einem haploiden 

Stamm deletiert, ohne die spezifische flankierende Region des jeweiligen ORFs zu berück-

sichtigen. Ist die intergene Region sehr klein, so kann der Promotorbereich flankierender 

Gene zerstört werden. Zusätzliche Veränderungen können sich dadurch negativ auf das 

Wachstum auswirken. Vermutlich wurde bei der SPC105 Deletion zusätzlich der Promotor-

bereich des 3´-flankierenden essentiellen Gens NUP145, welches für ein Protein des Kern-

porenkomplexes kodiert, auf diese Weise beschädigt. Im Rahmen einer weiteren Studie wurde 

für eine SPC105 Deletion zwar ein extrem reduziertes Wachstum erhalten, jedoch wurde bei 

dem verwendeten Stamm eine zusätzliche Mutation im Stammhintergrund vermutet (Wigge et 

al., 1998). 

Aufgrund dieser widersprüchlichen Daten, die für die SPC105 Deletionen in der Literatur auf-

geführt sind, sollte im Rahmen dieser Arbeit durch eine eigene Deletion des SPC105 ORFs 

ermittelt werden, ob es sich wirklich um ein essentielles Gen handelt (siehe Kapitel 5.8.3). 

Gegebenenfalls sollte der Phänotyp des Deletionsstammes untersucht werden (siehe Kapitel 

5.8.4). 

5.8.3.1 Deletion des SPC105 offenen Leserahmens durch homologe Rekombination 

Durch homologe Rekombination wurden 90 % des offenen Leserahmens eines der beiden 

SPC105 ORFs in den diploiden S. cerevisiae Stämmen FY1679 bzw. CENPK2 deletiert. Die 

Deletion wurde in zwei verschiedenen diploiden Stämmen durchgeführt, da nicht klar war, ob 

es sich um ein essentielles Gen handelt und welchen Einfluß der Stammhintergrund hat, der in 

S. cerevisiae Stämmen sehr unterschiedlich sein kann. Abbildung 48 verdeutlicht schematisch 

das Prinzip der gewählten Deletion und zeigt die Verifikation mittels PCR-Analyse. Es 

konnte durch die PCR-Analyse gezeigt werden, daß einer der SPC105 ORFs in den diploiden 

Stämmen durch die Integration der Transformationskassette partiell deletiert wurde (siehe 

Abbildung 48). Von insgesamt 17 positiv getesteten heterozygoten Deletionen wurde für 

jeden der zwei Stämme eine positive Transformante für die anschließende Tetradenanalyse 

ausgewählt (siehe Kapitel 5.8.3.2). 
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5.8.3.2 Die Tetradenanalyse zeigt, daß die partielle Deletion des SPC105 offenen 

Leserahmens nur bedingt lebensfähig ist 

Jeweils ein heterozygot diploider SPC105 Deletionsstamm des FY1679 bzw. CENPK2 

Stammes, sowie ihre isogenen Wildtypstämme wurden durch die Tetradenanalyse näher 

untersucht. Die vier Sporen einer Tetrade werden mit Hilfe des Mikromanipulators vereinzelt 

und die Segregation des Kanamycinresistenzgens, der für die Deletion des SPC105 Gens 

steht, beobachtet. Für ein essentielles Gen wird erwartet, daß immer nur zwei haploide Sporen 

zu einer Kolonie heranwachsen. Die anderen Sporen bilden keine Kolonie aus. Keine der 

heranwachsenden Kolonien dürfte somit eine Resistenz gegenüber Kanamycin besitzen. 
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Abbildung 48: Deletion des SPC105 ORFs  
Teil A stellt schematisch die Deletion des SPC105 ORFs durch Integration einer Kan-Transformationskassette 
durch homologe Rekombination dar. Durch die Deletion entfallen 2475 Bp der kodierenden DNA-Sequenz. Nur 
am 5´-Ende des ORFs bleiben 44 Bp bzw. am 3´-Ende 234 Bp erhalten. Weitere Details zum Schema sind dem 
Abbildungstext der Abbildung 28 zu entnehmen. Teil B zeigt die PCR-Banden für den diploiden Wildtyp und 
einen diploiden heterozygoten SPC105 Deletionsstamm bei unterschiedlichen Oligonukleotidkombinationen. 
Der diploide Wildtyp zeigt kein PCR-Fragment für den 3´- bzw. 5´-Übergang zwischen der genomischen DNA-
Sequenz und der Transformationskassette. Beim Nachweis der genomischen Wildtypsequenz wird ein 769 Bp 
PCR-Produkt für den Wildtyp und für die diploide heterozygote Deletion erhalten. Der Deletionsstamm zeigt 
zusätzlich das 752 Bp große PCR-Fragment für den 5´-Übergang zwischen genomischer DNA-Sequenz und 
Integrationskassette und das erwartete 811 Bp DNA-Fragment für den 3´-Übergang. 
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Tabelle 10 zeigt die Daten, die bei der Tetradenanalyse ermittelt wurden. Für die isogenen 

Wildtypstämme wird ein gutes Sporenwachstum erhalten, d. h. fast alle Sporen germinieren 

und es werden durch Teilung Kolonien ausgebildet. In 91 % aller Fälle bilden sich aus drei 

bzw. vier Sporen einer Tetrade Kolonien aus. 

Dagegen zeigte der FY1679/SPC105 Deletionsstamm im Vergleich zu den isogenen Wildtyp-

stämmen zwei Tetraden, deren Sporen zu drei bzw. vier Kolonien heranwuchsen. Von den 

übrigen 45 Tetraden der heterozygoten Deletionsstämme konnten zwei oder mehr Sporen 

keine lebensfähigen Kolonien ausbilden. Durch die Überprüfung der Germination der Sporen 

konnte ein Ausbleiben dieser als Grund für mangelndes Ausbilden von Kolonien ausge-

schlossen werden. Alle untersuchten Sporen zeigten Germination und die Ausbildung von 

Kolonien im Bereich zwischen 50 und 100 Zellen. Diese Sporen, bei denen der SPC105 ORF 

deletiert wurde, konnten jedoch nur kleine Kolonien ausbilden, die bei gleicher Wachstums-

zeit etwa ein Drittel der Größe der isogenen Wildtypkolonien erreichten. Die Tetrade des 

FY1679/SPC105 Deletionsstammes, bei der alle vier Sporen Kolonien ausgebildet haben, 

wurde für die weiteren Untersuchungen (siehe Kapitel 5.8.4 bis Kapitel 5.8.5) ausgewählt. 

Stamm Anzahl der wachsenden 

Kolonien einer Tetrade 

davon Stämme mit 

Kanamycinresistenz 

Gesamtzahl 

der Tetraden

 0 1 2 3 4   

FY1679 / / 1 2 16 / 19 

CENPK2 / / 1 4 15 / 20 

FY1679/spc105∆ 13 11 21 1 1 5 47 

CENPK2/spc105∆ 18 10 14 / / 12 42 

 

Die Anzahl der Sporen, die zu lebensfähigen Kolonien heranwachsen, ist somit extrem stark 

reduziert. Stämme, in denen das SPC105 Gen deletiert ist, können nur kleine Kolonien 

ausbilden. Somit ist das SPC105 Gen streng genommen nichtessentiell, es besitzt als Zentro-

merprotein jedoch eine wichtige Funktion für die Zelle. Die Definition "essentielles" Gen 

bzw. "nichtessentielles" Gen kommt hier jedoch an einen Grenzbereich. Beim Arbeiten mit 

den Deletionsstämmen fiel zusätzlich auf, daß diese bei anhaltender Inkubation nach einiger 

Zeit ihr Wachstumsdefizit ausgleichen konnten und deutlich besseres Wachstum zeigten. Ver-

mutlich wurde der Effekt der Deletion durch Akkumulation weiterer Mutationen im 

Tabelle 10: Ergebnisse der SPC105 Tetradenanalyse 
Zusammengefaßt sind die Daten der Tetradenanalyse im Rahmen der SPC105 Deletion. Neben der Spalte für 
den jeweiligen Stamm gibt die Tabelle Aufschluß über Zahl der zu Kolonien herangewachsenen Sporen der 
Tetraden und in wie vielen Fällen sie erhalten wurden. Zusätzlich ist die Anzahl der Stämme aufgeführt, die auf 
G418-haltigem Medium wachsen konnten, sowie in der letzten Spalte die Gesamtanzahl der gezogenen 
Tetraden. 
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Stammhintergrund supprimiert. Um die Auswirkung zusätzlicher Veränderungen auszu-

schließen, wurden alle weiteren Untersuchungen stets mit Stämmen durchgeführt, die frisch 

der Stammsammlung entnommen und angezogen wurden. 

5.8.4 Phänotypische Charakterisierung des SPC105 Deletionsstammes 

In diesem Teil der Arbeit wird der Phänotyp der SPC105 Deletion näher analysiert. Die 

Gründe für das extrem reduzierte Wachstum dieser Zentromermutante und die Bedeutung für 

die DNA-Verteilung wurden erarbeitet. Hierfür wurde das Wachstum des Deletionsstammes 

in seriellen Tropftestuntersuchungen getestet und der Effekt auf die Zellmorphologie durch 

mikroskopische Untersuchungen näher bestimmt (siehe Kapitel 5.8.4.1). Probleme bei der 

DNA-Verteilung wurden durch Erstellung eines DNA-Profils ermittelt (siehe Kapitel 5.8.4.2). 

Stellvertretend für den Wildtyp und den Deletionsstamm wurde mit den vier wachsenden 

Kolonien der Tetrade des FY1679/SPC105 Deletionsstammes gearbeitet (siehe Kapitel 

5.8.3.2). 

5.8.4.1 Die Deletion des SPC105 Gens führt zu stark reduziertem Wachstum und zu 

veränderter Zellmorphologie 

Das Wachstumsverhalten der SPC105 Deletion im Vergleich zum Wildtyp wurde durch 

serielle Tropftestuntersuchungen ermittelt. In Abbildung 49 A ist das Wachstum auf Voll-

medium dargestellt. Während der Wildtyp gutes Wachstum aufweist, ist dieses beim 

Deletionsstamm stark reduziert. Es kommt innerhalb der Tropfen zur Ausbildung von 

größeren Kolonien, so genannten Foci, die vermutlich für Kolonien mit zusätzlichen Hinter-

grundmutationen stehen. 

Auch auf TBZ-haltigem Medium und bei unterschiedlichen Temperaturen wurde das Wachs-

tum des SPC105 Deletionsstammes ermittelt (siehe Kapitel 4.20). Aufgrund des stark redu-

zierten Wachstums des SPC105 Deletionsstammes ließen sich hierdurch jedoch keine 

weiteren Wachstumsphänotypen ermitteln. Zusammenfassend haben jedoch die Unter-

suchungen gezeigt, daß durch die SPC105 Deletion nur noch ein extrem reduziertes Wachs-

tum möglich ist. Die Deletion wirkt sich also negativ auf die Lebensfähigkeit des Stammes 

aus. Dies stimmt mit den Beobachtungen überein, die im Rahmen der in der Literatur 

veröffentlichten Untersuchungen zum SPC105 ORF gemacht wurden (Wigge et al., 1998).  

Das reduzierte Wachstum des SPC105 Deletionsstammes sollte auch in Hinsicht auf die 

Morphologie der Zellen mikroskopisch untersucht werden. Dafür mußte der Deletionsstamm 

für einige Generationen in Flüssigmedium angezogen werden. Mit zunehmender Inkubations-

zeit akkumulierten in den Stämmen jedoch zusätzliche Mutationen. Dadurch war es 
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schwierig, reproduzierbare Zahlen über die morphologischen Phänotypen zu erhalten. 

Abbildung 49 B zeigt Phasenkontrastaufnahmen von Wildtyp und SPC105 Deletionszellen, 

Tabelle 11 faßt die Daten vergleichend zusammen. Der Wildtyp zeigt Zellen in verschiedenen 

Phasen des Zellzyklus. 88 % der Zellen zeigten eine Knospe unterschiedlicher Größe und 12 

% der Zellen waren ohne Knospe. Auch für die Deletionszellen werden diese Morphologien 

erhalten. Während 20 % der Zellen ohne Knospe waren, wurde bei 49 % der Zellen eine 

Knospe mit variierender Größe beobachtet. Die Größe der Zellen war vergleichbar mit der 

Größe bei den Wildtypzellen. Zusätzlich kamen aber auch abweichende Zellmorphologien 

vor. Bei 29 % der Zellen war die Knospen- bzw. Mutterzelle größer als der Wildtyp. 

Zusätzlich wurde bei 4 % der Zellen die Ausbildung von schlauchförmigen Knospen 

beobachtet. 
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Abbildung 49: Phänotypen des SPC105 Deletionsstammes 
Teil A zeigt das Wachstum der SPC105 Deletion und seines isogenen Wildtypstammes auf Vollmedium. Der 
Pfeil kennzeichnet das Auftreten von Foci innerhalb des Tropfens. In den verschiedenen Verdünnungsstufen 
wurden jeweils 104-101 Zellen pro Tropfen aufgetragen. 
Teil B zeigt Phasenkontrastaufnahmen beider Stämme. Teil C zeigt die DNA-Profile, die bei der Durchfluß-
cytometrie-Analyse erhalten wurden. Die x-Achse steht für die Fluoreszenz des DNA-Gehaltes der Zellen, die 
y-Achse für die erhaltene Häufigkeit (Zellzahl). 
 



Ergebnisse 120

 ohne Knospe Knospe und Mutterzelle 

mit Wildtypgröße 

Knospe bzw. 

Mutterzelle vergrößert 

Knospe 

schlauchförmig 

Wildtyp 12,37 87,63 / / 

spc105∆ 19,55 48,54 28,82 3,09 

 

5.8.4.2 Die Deletion des SPC105 Gens führt zu Fehlern bei der DNA-Verteilung 

Mit Hilfe der Durchflußcytometrie-Analyse wurde für den Wildtyp und den SPC105 

Deletionsstamm ein DNA-Profil erstellt. Dieses Profil zeigt, wie groß der Anteil der Zell-

population ist, die sich in der G1-Phase (1C DNA-Gehalt), der S-Phase (zwischen 1C und 2C 

DNA-Gehalt) oder in der G2 und M-Phase (2C DNA-Gehalt) befinden (siehe Kapitel 4.27). 

Abbildung 49 C stellt die erhaltenen DNA-Profile vergleichend gegenüber. Die Wildtypkultur 

zeigt die erwarteten Kurven für den 1C (einfacher DNA-Gehalt) und 2C DNA-Gehalt (nach 

Verdopplung der DNA). Beide Kurven sind deutlich voneinander abgegrenzt durch Zellen, 

die sich in der S-Phase befinden. Ein Großteil der Kultur, wie bei der vegetativ wachsenden S. 

cerevisiae Population üblich, besitzt einen 1C DNA-Gehalt. 

Für den SPC105 Deletionsstamm ergibt sich ein verändertes DNA-Profil, was auf Fehler bei 

der DNA-Verteilung hinweist. Das Profil ermöglicht keine deutliche Abgrenzung zwischen 

den Kurven der Populationen mit 1C bzw. 2C DNA-Gehalt. Außerdem wurden DNA-Gehalte 

ermittelt, die niedriger als der 1C bzw. höher als der 2C-Gehalt sind, wodurch das Kurven-

profil verbreitert wird.  

Die wichtige Bedeutung des Spc105 Proteins für die Chromosomensegregation konnte 

zusätzlich durch mikroskopische Betrachtung der chromosomalen DNA und der Mikro-

tubulistrukturen bestätigt werden. Im Vergleich zum Wildtyp wurden beim Deletionsstamm 

abnormale DNA-Auftrennung, wie zum Beispiel Mitose in der Mutterzelle ohne Knospen-

bildung oder ungleiche DNA-Verteilung, festgestellt. Auch fehlerhafte Positionierungen und 

Ausrichtungen der Spindel in mitotischen Zellen wurden gefunden. Aufgrund der 

Akkumulation zusätzlicher Hintergrundmutationen bei zunehmender Inkubationszeit konnten 

keine reproduzierbaren Zahlen für diese Phänotypen bestimmt werden. 

Es konnte gezeigt werden, daß die Deletion von SPC105 zu Fehlern bei der DNA-Verteilung 

führt. Zusätzliche Untersuchungen zur Verteilung eines Chromosomenfragmentes (siehe 

Tabelle 11: Morphologische Abweichungen des SPC105 Deletionsstammes 
Gegenübergestellt sind die Daten der morphologischen Auszählung eines Wildtyp-bzw. SPC105 Deletions-
stammes. Die Tabelle zeigt die Prozentzahlen von Zellen ohne Knospe, Knospen und Mutterzellen mit Wildtyp-
größe, sowie Zellen mit abweichender Größe oder Knospenform. Die Auszählung umfaßt 574 Zellen für den 
Wildtypstamm bzw. 583 Zellen für den SPC105 Deletionsstamm. 
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Kapitel 5.8.5) sollten weitere Erkenntnisse über die Beteiligung von Spc105 an der Chromo-

somensegregation der Bäckerhefe liefern.  

5.8.5 SPC105 hat einen Einfluß auf die korrekte Verteilung eines 

Chromosomenfragmentes 

Der Einfluß von SPC105 auf die Chromosomensegregation sollte weitere Ergebnisse über die 

Beteiligung dieses Zentromerproteins an der korrekten DNA-Verteilung liefern. Da beim 

SPC105 Deletionsstamm mit zunehmender Inkubationszeit Hintergrundmutationen 

akkumulieren, wurde ein Parallelansatz gewählt. Ein Stamm, der das endogene SPC105 in 

Abhängigkeit eines Doxyzyklin-regulierbaren Fremdpromotors exprimiert, wurde für die 

Untersuchungen verwendet. Durch homologe Rekombination wurde eine tetO-Fremd-

promotorkassette basenpaargenau in den flankierenden 5´-Bereich vor den genomischen 

SPC105 Leserahmen integriert (siehe Kapitel 4.23 und Kapitel 5.8.5.1, Abbildung 50 und 

Abbildung 51). Durch diese Integration blieb der gesamte SPC105 ORF intakt, jedoch wurden 

50 Basenpaare des flankierenden 5´-Bereiches deletiert. Der Fremdpromotor-bewirkte 

Wechsel zwischen Hoch- und Niedrigexpressionsbedingungen (Gossen et al., 1992) für das 

SPC105 Gen wurde durch die Zugabe von Doxyzyklin reguliert. Die verwendeten Stämme 

besaßen ein lineares zusätzliches Chromosomenfragment, welches einen GFP-ORF trägt und 

wie ein endogenes Chromosom segregiert (Hegemann et al., 1999). 

Bei unterschiedlichen Fremdpromotor-abhängigen Expressionsbedingungen wurde der 

Einfluß von Spc105 auf die Chromosomensegregation anhand des nichtessentiellen Chromo-

somenfragmentes, dessen Anwesenheit durch die Durchflußcytometrie-Analyse bestimmt 

werden konnte, ermittelt (siehe Kapitel 5.9.5.2).  
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5.8.5.1 Integration des heterologen tetO-Promotors vor den SPC105 offenen 

Leserahmen 

Durch homologe Rekombination wurden Stämme erzeugt, die SPC105 in Abhängigkeit eines 

heterologen Fremdpromotors exprimieren. Die korrekte Integration der tetO-Fusionskassette 

innerhalb der endogenen Promotorregion des SPC105 ORFs wurde durch verschiedene PCR-

Reaktionen bestätigt. Abbildung 51 stellt das Prinzip der Kassettenintegration in den 

flankierenden 5´-Bereich des SPC105 ORFs und die PCR-Reaktionen zur Überprüfung der 

Integration dar. Mehrere der generierten ptetO-SPC105 Fusionsstämme wurden für die Durch-

flußcytometrie-Analyse ausgewählt. 

Kan P tetO

SPC105

Rekombination

 Hochexpressionsbedingungen Niedrigexpressionsbedingungen

LEU2tTAChr III.

A

B

C

LEU2tTAChr III.

LEU2tTAChr III.

LEU2tTAChr III.

Kan P tetO SPC105

Kan P tetO SPC105Kan P tetO SPC105

Abbildung 50: Prinzip des tetO-Promotorsystems 
Schematisch dargestellt ist die Vorgehensweise zur Erzeugung von ptetO-SPC105 Fusionsstämmen durch 
homologe Rekombination. Teil A und Teil B): Darstellung der homologen Rekombination nach Transformation 
in einen haploiden Hefestamm (#1903), Kan = Kanamycinresistenzgen; P tetO = Tetrazyklin-regulierbarer 
Fremdpromotor; tTA = Transaktivator am LEU2 Lokus von Chromosom 3; Teil C) ohne Doxyzyklin ist der 
heterologe Fremdpromotor vermutlich dereprimiert ( = bei vielen Genen entspricht dies einer hohen Expression), 
mit Doxyzyklin werden die Transaktivatormoleküle von den Bindestellen gelöst ( = entspricht bei den vielen 
Genen einer niedrigen Expression) 
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5.8.5.2 Die Expression von SPC105 durch einen Fremdpromotor führt zum erhöhten 

Verlust eines zusätzlichen Chromosomenfragmentes 

Die generierten ptetO-SPC105 Fusionsstämme (siehe Kapitel 5.8.5.1) besitzen ein zusätz-

liches lineares Chromosomenfragment, das einen yEGFP-ORF hinter einem Methionin-

reprimierbaren Promotor trägt (siehe Kapitel 4.23; Jehn et al., 1991). Diese GFP-Variante 

zeigt eine erhöhte Fluoreszenzintensität in Hefen (Cormack, et al., 1997). Die An- und 

Abwesenheit des Chromosomenfragmentes in den Hefezellen ist so anhand der Grün-

fluoreszenz bei der Durchflußcytometrie-Analyse feststellbar (siehe Abbildung 52; Hegemann 

et al., 1999). 
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Abbildung 51: Herstellung von ptetO-SPC105 Fusionsstämmen 
Teil A stellt schematisch die Fusion des heterologen tetO-Fremdpromotors vor den SPC105 ORF dar. Die 
Transformationskassette integriert durch homologe Rekombination basenpaargenau in den flankierenden 
5´-Bereich des endogenen SPC105 ORFs. 50 Bp vor dem ATG entfallen durch die Integration der 2,3 Kb 
Kassette. Teil B und Teil Czeigen die PCR-Banden der getesteten Oligonukleotidkombinationen für den 
Wildtypstamm und einen ptetO-SPC105 Fusionsstamm. Bei einer PCR-Reaktion, die den Sequenzbereich der 
Integration einschließt, ergibt sich nur für den Wildtyp ein 759 Bp großes PCR-Produkt. Für die Überprüfung 
der korrekten Integration von genomischer S. pombe DNA-Sequenz und der Kassettensequenz zeigt nur die 
positive Transformante ein 669 Bp DNA-Fragment für den 5´-Übergang und ein 1182 Bp DNA-Fragment für 
den 3´-Übergang. 
 



Ergebnisse 124

Der Verlust des Chromosomenfragmentes wurde mit und ohne Zugabe von Doxyzyklin in 

den ptetO-SPC105 Fusionsstämmen ermittelt. Ob eine Expression, die nicht den 

physiologischen Bedingungen entspricht, Einfluß auf die Funktion von SPC105 hat, konnte so 

geklärt werden. Das verwendete bakterielle tetO Promotorsystem wird durch die Zugabe von 

Tetrazyklin bzw. seines synthetischen Derivates Doxyzyklin (Dox) reguliert (Gossen et al., 

1992; siehe Abbildung 50). Ohne Doxyzyklin liegt der tetO-Promotor dereprimiert vor. Die 

Zugabe von Doxyzyklin löst die Transaktivatormoleküle von ihren Bindestellen und der 

Promotor ist reprimiert. 

Abbildung 53 zeigt die Ergebnisse, die für die Messungen von Kontrollstämmen mit 

endogenem SPC105 Promotor und verschiedenen ptetO-SPC105 Fusionsstämmen erhalten 

wurden. Für die Messungen wurden die Hefekulturen bis zu 38 Generationen mit und ohne 

Zugabe von Doxyzyklin angezogen und zu vier Zeitpunkten die Verlustrate des Chromo-

somenfragmentes, bei zunehmender Zahl der Generationen, anhand der Fluoreszenzintensität 

bestimmt (siehe Kapitel 4.23 und Tabelle 15 im Anhang). 

Unter Hoch- und Niedrigexpressionsbedingungen zeigen die ptetO-SPC105 Fusionsstämme 

einen erhöhten Verlust des Chromosomenfragmentes im Vergleich zum Wildtyp-Kontroll-

stamm. Mit zunehmender Generationszeit wird dieser Verlust stärker. Unter Hoch-

expressionsbedingungen zeigt der Wildtyp-Kontrollstamm auch nach 38 Generationen 

Verlustraten für das Chromosomenfragment unter 3 %. Das Chromosomenfragment 

segregiert somit sehr stabil bei der Mitose. Die Verlustraten für die ptetO-SPC105 Fusions-

stämme sind unter diesen Bedingungen höher. Sie steigen für den Stamm 22a nach 35 

Generationen bis auf einen Wert von 35 % an, der Stamm 24a erreicht nach 33 Generationen 

einen Wert von 42 %. Die Verlustraten des Chromosomenfragmentes unter Hochexpressions-

Abbildung 52: Prinzip der Chromosomenfragment-
messung  
Dargestellt sind schematisch die Kurven, die bei der 
Durchflußcytometrie-Analyse von Hefepopulationen 
mit und ohne Expression der GFP-Proteinvariante 
erhalten werden. Die yEGFP-Sequenz ist Teil des 
zusätzlichen Chromosomenfragmentes. Die x-Achse 
zeigt die Fluoreszenz der Zellen, die y-Achse zeigt die 
erhaltene Häufigkeit (Zellzahl). Teil A zeigt die 
Hintergrundeigenfluoreszenz des Hefestammes ohne 
Chromosomenfragment, Teil B verdeutlicht die 
Anwesenheit des Chromosomenfragmentes in der 
Population durch die Zunahme der Fluoreszenz. Diese 
erhöhte Fluoreszenz beruht auf der Expression des 
yEGFP-Epitops in diesen Zellen. 
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bedingungen sind ähnlich für die beiden Transformanten. Der höchste gemessene Wert ist 

deutlich niedriger als bei der Messung unter Niedrigexpressionsbedingungen. 

Bei Anzucht unter Niedrigexpressionsbedingungen zeigt der Kontrollstamm auch nach 46 

Generationen eine Verlustrate von weniger als 3 %. Die ptetO-SPC105 Fusionsstämme 22a 

und 24a zeigen bereits nach zehn Generationen eine Chromosomenverlustrate von über 6 % 

und übertreffen damit den höchsten gemessenen Wert des Kontrollstammes um das Doppelte. 

Auch bei den weiteren Messungen ist eine stetige Zunahme der Verlustrate für das Chromo-

somenfragment bei den Fusionsstämmen zu beobachten. Während die Rate beim Stamm 22a 

mit zunehmender Generationszeit nur langsam bis auf 12 % nach fast 45 Generationen 

ansteigt, zeigt die Rate des Stammes 24a einen drastischeren Anstieg. Der höchste gemessene 

Wert für den Verlust des Chromosomenfragmentes liegt nach 41 Generationen bei 84 %. Ein 

großer Teil dieser Population hat somit das Chromosomenfragment nicht stabil vererbt. 

Der Chromosomenverlust wurde auch für weitere Fusionsstämme bestimmt. Die Diagramme 

auf der rechten Seite zeigen die erhaltenen Daten. Die massiven Verlustraten bei Expression 

von SPC105 in Abhängigkeit des Fremdpromotors lassen sich sowohl für die bereits 

gemessenen Fusionsstämme 22a und 24a als auch für die neuen Stämme 30b und 31b 

bestätigen.  

Obwohl alle Fusionsstämme aus einem Transformationsansatz isoliert wurden, gibt es 

dennoch Unterschiede. Die Werte der einzelnen Fusionsstämme für den Chromosomenverlust 

sind reproduzierbar hoch. Die Unterschiede der Chromosomenverlustraten zwischen ver-

schiedenen Transformanten beruhen daher nicht auf der experimentellen Durchführung. Die 

genaue Ursache dieser Unterschiede ist ungeklärt. 
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Das System der ptetO-SPC105 Fusionsstämme konnte erfolgreich zur Analyse der 

genetischen Stabilität eingesetzt werden. Die regulierbare Expression von SPC105 in 

Abhängigkeit von einem heterologen Fremdpromotor in den Fusionsstämmen wirkt sich unter 

Hoch- und Niedrigexpressionsbedingungen negativ auf die stabile Vererbung des 

Chromosomenfragmentes aus. Vermutlich sind auch die endogenen Chromosomen von der 

Fehlsegregation betroffen. Das Zentromerprotein Spc105 besitzt somit eine wichtige Funktion 

bei der stabilen Vererbung des Genoms. Änderungen der physiologischen SPC105 

Expressionsbedingungen führen zu einer stark erhöhten Chromosomenfehlsegregation. 

Durch diese Arbeit konnte gezeigt werden, daß Spc7p aus S. pombe und Spc105 aus S. 

cerevisiae funktionell homologe Proteine sind. Die Hypersensitivität der bim1∆, mal3∆ und 

mal3-1 Hefestämme gegenüber TBZ konnte durch Expression des Bäckerhefegens SPC105 

ausgeglichen werden (siehe Kapitel 5.8.1.2). Entgegen der in der Literatur vertretenen 

Meinung wurde dieses Protein von mir als neues Zentromerprotein identifiziert (siehe Kapitel 
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Abbildung 53: Chromosomenfragmentverlust verschiedener ptetO-SPC105 Fusionsstämme 
Die Verlustrate eines Chromosomenfragmentes wurde durch die Durchflußcytometrie-Analyse bestimmt. Die 
Kulturen wurden unter Hoch- (↑)und Niedrigexpressionsbedingungen (↓) angezogen. Die erhaltenen Daten sind 
in diesem Diagramm als Balken umgesetzt. Die x-Achse zeigt die unterschiedlichen Meßzeitpunkte 1 bis 4 bei 
zunehmenden Generationszahlen an. Die Nummern unter den Meßzeitpunkten geben die Anzahl der 
Generationen der Kultur an. Die y-Achse gibt die Verlustrate des Chromosomenfragmentes in Prozent an. Die 
Fluoreszenz von 10000 Zellen wurde gemessen. Jeweils das rechte Diagramm stellt die Ergebnisse für den 
zweiten und dritten Messzeitpunkt einer Zusatzmessung mit weiteren ptetO-SPC105 Fusionsstämmen dar. 
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5.8.2). Die wichtige Funktion von Spc105 für die Chromosomensegregation konnte gezeigt 

werden. Die partielle Deletion von Spc105 ist nur bedingt lebensfähig (siehe Kapitel 5.8.4). 

Die Expression von SPC105 in Abhängigkeit von einem heterologen Fremdpromotor wirkt 

sich negativ auf die stabile Vererbung eines Chromosomenfragmentes aus (siehe Kapitel 

5.8.5). Die wichtige Bedeutung des Zentromerproteins Spc105 der Bäckerhefe für die 

Chromosomensegregation wurde gezeigt.  
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5.9 Weiterführende Analysen zur Bestimmung der Funktion des 

Schizosaccharomyces pombe Proteins Mal3p 

In diesem Teil der Arbeit wird die Funktion des nichtessentiellen 35 kDa großen Mal3p 

Proteins, einem Mitglied der evolutionär konservierten EB-1 Proteinfamilie (Beinhauer et al., 

1997), durch unterschiedliche weiterführende Experimente näher untersucht und charakteri-

siert.  

Durch eine funktionelle Analyse wurden Hinweise für die Unterteilung des Mal3p Proteins in 

funktionelle Domänen erhalten. Dafür wurden zwei N-terminal verkürzte Mal3p Proteine 

generiert und ihre Funktionalität überprüft (siehe Kapitel 5.9.1). Der Effekt dieser plasmid-

kodierten Mal3p Proteinvarianten auf das Zellwachstum im Vergleich zum Wildtypprotein 

wurde unter verschiedenen Expressionsbedingungen analysiert. Auch die Fähigkeit der 

verkürzten Proteine an Mikrotubulistrukturen zu binden, wurde durch mikroskopische Unter-

suchungen überprüft (siehe Kapitel 5.9.1.2).  

Das menschliche Homolog EB-1 wurde als Komponente des Mikrotubuli-Plusendkomplexes 

charakterisiert, einem Komplex, der vermutlich bei der Verknüpfung zwischen Mikrotubuli-

strukturen und den Kinetochoren von großer Bedeutung ist (Gard et al., 1987; Garcia et al., 

2001). Neue Erkenntnisse zur mitotischen Mal3p Funktion konnten durch Untersuchungen 

der genetischen Interaktion von mal3∆ mit Mutantenallelen ausgewählter Komponenten des 

Zentromers, des Spindelkontrollpunktes und des Mikrotubuli-Plusendkomplexes ermittelt 

werden (siehe Kapitel 5.9.2).  

Die Stämme mal3-1 und mal3∆ weisen eine Reihe von Defekten auf, welche die 

Mikrotubulistrukturen der Zellen betreffen. Beide Stämme sind hypersensitiv gegenüber der 

Mikrotubuli-destabilisierenden Chemikalie Thiabendazol. Verglichen mit dem Wildtyp zeigt 

der mal3∆ Stamm schwach anfärbbare mitotische Spindelstrukturen, die vermutlich weniger 

Mikrotubuli-Bündel enthalten (Beinhauer et al., 1997). Auch der Verlust des zusätzlichen 

Minichromosoms ist bei diesem Stamm deutlich erhöht. Durch immunfluoreszenz-

mikroskopische Untersuchungen konnte beim mal3∆ Stamm die fehlerhafte Verknüpfung des 

Chromatins mit der mitotischen Spindel beobachtet werden (siehe Abbildung 54). Teile des 

Chromatins der mitotischen S. pombe Zelle sind scheinbar nicht korrekt mit der mitotischen 

Spindel verknüpft und segregieren fehlerhaft. Dieser Fehler bei der Segregation der 

Chromosomen kann ein Hinweis auf Defekte bei der Kinetochor-Mikrotubuli-Verknüpfung 

sein (Pidoux et al., 2000b; Ekwall et al., 1994).  
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Der Spindelkontrollpunkt ist ein evolutionär konserviertes Kontrollsystem, welches bei 

Defekten im Aufbau des mitotischen Spindelapparates oder beim Ausbleiben der bipolaren 

Kinetochor-Mikrotubuli-Verknüpfung aktiviert wird. Die Aktivierung des Kontrollpunktes 

führt zu einem transienten Arrest in der Metaphase des Zellzyklus (Übersichtsartikel Amon, 

1999). 

Aufgrund der hier aufgeführten mitotischen Defekte des mal3-1 und des mal3∆ Stammes 

wurde untersucht, ob der Spindelkontrollpunkt im mal3∆ Stamm aktiviert ist. Auch hier 

wurde auf genetische Interaktion von mal3∆ mit Mutationen in Genen verschiedener 

Komponenten dieses Kontrollpunktes getestet (siehe Kapitel 5.9.2.1).  

5.9.1 Generierung und Analyse zweier unterschiedlich N-terminal verkürzter Mal3p 

Proteine 

Der N-terminale Bereich des EB-1 Proteins, der die Calponin-Homologiedomäne umfaßt, ist 

für die Bindung an die Mikrotubuli verantwortlich (Bu et al., 2003; Hayashi et al., 2003). Um 

zu überprüfen, ob dieser konservierte Bereich auch beim Spalthefeprotein Mal3p eine 

wichtige Bedeutung hat, wurde eine funktionelle Analyse durchgeführt. Durch die gezielte 

Herstellung partiell verkürzter Mal3p Proteine konnte auf die Bedeutung dieser Domänen für 

die Funktion des Mal3p Proteins geschlossen werden. Zwei N-terminal verkürzte Mal3p 

Proteine wurden erzeugt (siehe Kapitel 5.9.1.1) und die Funktion dieser verkürzten Protein-

varianten in seriellen Tropftestuntersuchungen und mikroskopischen Untersuchungen 

ermittelt (siehe Kapitel 5.9.1.2).  

5.9.1.1 Generierung von N-terminal verkürzten Mal3p Proteinvarianten 

Mittels PCR-Reaktion und anschließender Restriktionsanalyse wurden zwei PCR-Fragmente 

generiert, die für partielle Mal3p Proteine kodieren (siehe Abbildung 55). Die DNA-

Fragmente kodieren für den N-terminalen Bereich eines um 7 bzw. 127 Aminosäuren 

 

Abbildung 54: Der mal3∆ Stamm zeigt Fehler bei 
der DNA-Verteilung 
Gezeigt ist die immunfluoreszenz-mikroskopische 
Aufnahme einer mitotischen S. pombe Zelle. Das 
Wachstum der mal3∆ Zellen erfolgte bei 20 °C. Die 
Chromatinstrukturen der Zelle sind blau gefärbt, die 
Tubulinstrukturen der Spindel rot. Der Pfeil kenn-
zeichnet Chromatin, welches nicht gleichmäßig mit 
dem übrigen Chromatinstrukturen der Zelle aufge-
teilt wird. Es besitzt scheinbar keine Verknüpfung 
zur mitotischen Spindel. 
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verkürzten Proteins. Die DNA-Sequenzen, die für N-terminal verkürzte Proteinvarianten von 

Mal3p mit und ohne C-terminaler GFP-Fusion kodieren, wurden in Abhängigkeit von 

Thiamin-regulierbaren Promotoren exprimiert (siehe Abbildung 56 und Abbildung 57). 

Abbildung 58 verdeutlicht schematisch, welcher Bereich des Proteins von der Verkürzung 

betroffen ist. 

5.9.1.2 Funktionelle Analyse der verkürzten Mal3p Proteinvarianten 

Durch Klonierung wurden die Leserahmen, die für verkürzte Mal3p Proteine kodieren, 

generiert (siehe Kapitel 5.9.1.1). Der Effekt eines um 7 bzw. 127 Aminosäuren verkürzten 

plasmidkodierten Mal3p Proteins auf das Wachstum eines Wildtyp- und mal3+ Deletions-

stammes (mal3∆) wurde in seriellen Tropftestuntersuchungen unter Niedrig- und Hoch-

expressionsbedingungen ermittelt (siehe Abbildung 56 und Abbildung 57). 

Während der Vektor bei Überexpressionsbedingungen gutes Wachstum für Transformanten 

des Wildtyps zeigt, wirkt sich die Überexpression von mal3+ auf diesem Medium negativ aus. 

Man erhält nur ein Restwachstum. Auch die Überexpression der Gensequenz, die für ein N-

terminal um 127 Aminosäuren verkürztes Mal3p Protein kodiert (∆127mal3+) führt zu einem 

reduzierten Wachstumsverhalten der Wildtyptransformanten, das vergleichbar mit dem für 

das Vollängenprotein ist.  

Dagegen hat die N-terminale Verkürzung um 7 Aminosäuren (∆7mal3+) keinen Effekt auf das 

Wachstumsverhalten der Wildtyptransformanten. Transformanten mit diesem Plasmid 

verhalten sich ähnlich wie die Vektorkontrolle. 

Auch die Überexpression von mal3+, fusioniert mit GFP, wirkt sich negativ auf das 

Wachstum des Wildtypstammes aus. Im Vergleich zum Vollängenprotein ohne GFP ist unter 

Abbildung 55 : Klonierung verkürzter mal3+ Sequenzen in S. 
pombe Expressionsvektoren 
Die Abbildung zeigt die erhaltenen DNA-Fragmente einer 
BclI/XhoI Kontrollrestriktion für die Ausgangsvektoren und 
für positive Klonierungsplasmide pREP3x/∆127 mal3+. Die 
Plasmide kodieren für N-terminal um 127 Aminosäuren 
verkürzte Mal3p Proteinvarianten mit und ohne C-terminale 
GFP-Fusion. Probenauftragung: pREP3x/∆127mal3+, 
pREP3x/mal3+, pREP3x/∆127mal3+-yEGFP, 
pREP3x/mal3+-yEGFP 

 

λ ∆1
27

 m
al

3/
3x

ma
l3

/3
x

∆1
27

 m
al

3-
GF

P/
3x

ma
l3

-G
FP

/3
x

0,57

6,56

1,38
1,66

9,1

1,91

0,56

1,29
0,99



Ergebnisse 131

Hochexpressionsbedingungen kein Wachstum erkennbar. Vielleicht wird die Struktur bzw. 

die Funktion des Proteins negativ durch das GFP-Epitop beeinflußt. Interessanterweise zeigt 

das um 127 Aminosäuren verkürzte Protein, fusioniert mit GFP, unter Hochexpressions-

bedingungen Wachstum. Dieses Wachstum ist verglichen zum Wachstum bei Niedrigex-

pressionsbedingungen jedoch reduziert. Experimentell bedingte Schwankungen der 

Expressionsstärke in dieser Kultur sind vermutlich hierfür verantwortlich. Vielleicht liegt das 

um 127 Aminosäuren verkürzte GFP-Fusionsprotein in geringerer Konzentration vor als die 

verkürzte Version ohne GFP-Fusion. 

Transformiert man diese Plasmide in den mal3∆ Stamm, so erhält man für alle 

Transformanten unter Niedrigexpressionsbedingungen ein gutes Wachstum (siehe Abbildung 

57). Unter Hochexpressionsbedingungen zeigen nur Zellen, die mit dem Klonierungsvektor 

transformiert wurden bzw. das um 7 Aminosäuren verkürzte Protein exprimieren, gutes 

Wachstum auf Medium ohne TBZ. Transformanten, die das Mal3p Vollängenprotein oder die 

um 127 Aminosäuren verkürzte Proteinvariante exprimieren, zeigen unter diesen 

Bedingungen nur ein stark reduziertes Wachstum. Auch das Wachstum von Zellen, welche 

die GFP-Fusionsproteine exprimieren, ist unter Hochexpressionsbedingungen stark reduziert. 

Unter Hochexpressionsbedingungen auf TBZ-haltigem Medium ist nur für Transformanten, 

Vektor

Wildtyp

mal3+

mal3+-GFP

∆ 7 mal3+

∆ 127 mal3+

∆ 127 mal3+-GFP

Niedrigexpression Hochexpression  

Abbildung 56: Effekt verkürzter Mal3p Proteine auf des Wachstumsverhalten eines Wildtypstammes in seriellen 
Tropftestuntersuchungen 
Die Abbildung zeigt das Wachstumsverhalten eines S. pombe Wildtypstammes, der mit verschiedenen Thiamin-
regulierbaren Plasmiden transformiert wurde. Das Wachstum unter Niedrigexpressionsbedingungen (+Thiamin) 
und Hochexpressionsbedingungen (-Thiamin) ist dargestellt. Der obere Teil der Abbildung zeigt das Wachstum 
für transformierte Zellen mit dem leeren Vektor pREP3x, pREP3x/mal3+, pREP3x/∆7mal3+, 
pREP3x/∆127mal3+. Der untere Teil der Abbildung zeigt das Wachstum für Zellen, die mit pREP3x/mal3+-
yEGFP bzw. pREP3x/∆127mal3+-yEGFP transformiert wurden. Die Inkubation der Platten erfolgte für vier 
Tage bei 24 °C. 
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die das Mal3p Vollängenprotein oder die um 7 Aminosäuren verkürzte Proteinvariante 

exprimieren, ein deutliches Wachstum erkennbar. Im Vergleich zum Wachstum unter 

Niedrigexpressionsbedingungen ist dieses jedoch reduziert.  

Beim menschlichen Homolog EB-1 überschneidet sich die Mikrotubuli-Binderegion mit der 

konservierten Calponin-Homologiedomäne. Der N-terminale Bereich dieser konservierten 

Domäne bzw. ein Bereich, der die ganze Calponin-Homologiedomäne einschließt, wurde bei 

den verkürzten Mal3p Proteinvarianten entfernt (siehe Abbildung 58 und Kapitel 4.18).  

Durch fluoreszenz-mikroskopische Untersuchungen konnte gezeigt werden, daß das um 127 

Aminosäuren verkürzte Mal3p-yEGFP-Fusionsprotein eine veränderte Lokalisierung 

innerhalb der Zellen zeigt. Das Protein bindet nicht mehr entlang der zellulären Mikro-

tubulistrukturen, sondern wird überwiegend im Bereich des Kerns akkumuliert (Daten nicht 

gezeigt). Vermutlich bewirkt auch dieser Bereich des EB-1 homologen Mal3p Proteins die 

Interaktion mit den Mikrotubulistrukturen.  

Auch im Rahmen der seriellen Tropftestuntersuchungen mit dem mal3∆ Stamm konnte die 

TBZ Hypersensitivität nicht durch die um 127 Aminosäuren verkürzten Mal3p Varianten 

ausgeglichen werden. Nur Transformanten mit Plasmiden, die das Vollängenprotein bzw. das 

um 7 Aminosäuren verkürzte Protein exprimieren, wird das Wachstum auf TBZ-haltigem 

Vektor

mal3+

mal3+-GFP

∆ 7 mal3+

∆ 127 mal3+

∆ 127 mal3+-GFP

- TBZ    + TBZ

Niedrigexpression Hochexpression

mal3∆

 

Abbildung 57: Effekt verkürzter Mal3p Proteine auf des Wachstumsverhalten des mal3∆ Stammes in seriellen 
Tropftestuntersuchungen 
Die Abbildung zeigt das Wachstumsverhalten eines S. pombe mal3∆ Stammes, der mit verschiedenen Thiamin-
regulierbaren Plasmiden transformiert wurde. Das Wachstum ist unter Niedrigexpressionsbedingungen 
(+Thiamin) und Hochexpressionsbedingungen mit (+7,5 µg/ml TBZ) und ohne TBZ dargestellt. Die Inkubation 
der Platten erfolgte für vier bzw. fünf Tage bei 24 °C. Weitere Details können dem Abbildungstext der 
Abbildung 56 entnommen werden. 
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Medium ermöglicht. Das um 7 Aminosäuren verkürzte Protein kann vermutlich im Gegensatz 

zu dem um 127 Aminosäuren verkürzten Protein noch partiell die Funktionen des Mal3p 

Vollängenproteins übernehmen.  

Abbildung 58 stellt die erhaltenen Daten noch einmal zusammenfassend dar. Unter 

Niedrigexpressionsbedingungen ermöglichen alle Proteine das Wachstum der Zellen. Die 

Überexpression der DNA-Sequenzen, die für das Vollängenprotein bzw. ein um 127 

Aminosäuren verkürztes Mal3p Protein kodieren, wirkt sich dagegen negativ auf das 

Wachstum aus. Dagegen ermöglicht die um 7 Aminosäuren verkürzte Proteinvariante unter 

Hochexpressionsbedingungen das Zellwachstum. Vielleicht ist die Wirkweise des verkürzten 

Proteins durch den Wegfall der ersten 7 Aminosäuren im Vergleich zum Wildtypprotein 

verändert. Auf Medium mit TBZ kann unter Hochexpressionsbedingungen nur das 

Vollängenprotein und die um 7 Aminosäuren verkürzte Variante die TBZ-Hypersensitivität 

des mal3∆ ausgleichen. Das um 127 Aminosäuren verkürzte Protein ermöglicht diesen 

Ausgleich nicht. Durch mikroskopische Untersuchungen konnte gezeigt werden, daß die um 

127 Aminosäuren verkürzte Proteinvariante nicht mehr entlang der Mikrotubulistrukturen 

bindet, sondern zum größten Teil im Kern akkumuliert wird.  
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5.9.2 Untersuchung der genetischen Interaktion von mal3+ mit Mutanten des 

Spindelkontrollpunktes, des Zentromers und des Mikrotubuli-Plusendkomplexes  

In diesem Teil der Arbeit sind die Daten zusammengestellt, die im Rahmen von genetischen 

Interaktionsuntersuchungen erhalten wurden und zur weiteren Klärung der Mal3p Funktions-

zusammenhänge beigetragen haben.  

Da der mal3-1 Stamm und der mal3∆ Stamm in Tropftestuntersuchungen erhöhte Sensitivität 

gegenüber TBZ zeigt und durch die immunfluoreszenz-mikroskopische Untersuchung Fehler 

bei der mitotischen Chromatinaufteilung festgestellt wurden (siehe Kapitel 5.9.1.2), sollte 

überprüft werden, ob die Abwesenheit von Mal3p zur Aktivierung des Spindelkontrollpunktes 

führt (siehe Kapitel 5.9.2.1). Der Spindelkontrollpunkt wird bei auftretenden Defekten des 

Spindelapparates oder Spannungsabweichungen zwischen den Schwesterkinetochoren 

aktiviert und führt zu einem vorübergehenden Arrest in der Metaphase des Zellzyklus (Ikui et 

al., 2002; Kitazono et al., 2003).  
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Abbildung 58: Auswirkung verschiedenen Mal3p Proteinvarianten 
Teil A der Abbildung verdeutlicht schematisch, welche Proteinbereiche jeweils von der Verkürzung betroffen 
sind. Weitere Details können dem Text zur Abbildung 3 entnommen werden. Teil B stellt die Daten, die im 
Rahmen der seriellen Tropftestuntersuchungen und mikroskopischen Betrachtung gewonnen wurden, 
tabellarisch zusammen. Das Wachstum der verschiedenen Proteinvarianten unter Hoch- und Niedrigexpressions-
bedingungen ist aufgeführt. Auch die Fähigkeit Mikrotubuli zu binden, wodurch diese als Strukturen in der Zelle 
sichtbar werden, wurde untersucht. Die letzte Spalte zeigt die Ergebnisse, die für den Ausgleich der TBZ-
Hypersensitivität des mal3∆ erhalten wurden. Symbolbedeutung: „ + “ = Wachstum; „ - “ = reduziertes bis kein 
Wachstum; „ +/- “ = reduzierten Wachstum; „ / “ = nicht bestimmt 
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Zusätzlich wurde geklärt, ob Mal3p als Mikrotubuli-Plusende-assoziiertes Protein mit ausge-

wählten Komponenten des Zentromers interagiert (siehe Kapitel 5.9.2.2). Neben den 

Zentromerkomponenten spielen Proteinkomplexe an den Plusenden der Mikrotubulistrukturen 

eine essentielle Rolle bei der Ausbildung der Kinetochor-Mikrotubuli-Verknüpfung (Gard et 

al., 1987; Tournebize et al., 2000; Vasquez et al., 1994). In Kapitel 5.9.2.3 wird daher auf 

Interaktionen mit Mutanten in ausgewählten Mikrotubuli-Plusendproteinen geprüft.  

Zur Untersuchung der genetischen Interaktionen wurden durch Kreuzung und anschließende 

Tetradenanalyse Doppelmutanten des mal3∆ Stammes mit jeweils einer dieser Komponenten 

erzeugt. Die Doppelmutanten wurden in seriellen Tropftestuntersuchungen auf Unterschiede 

im Wachstumsverhalten gegenüber den Einzelmutanten untersucht (siehe Kapitel 4.19). 

5.9.2.1 Der Spindelkontrollpunkt liegt im mal3∆ Stamm aktiviert vor 

Um zu untersuchen, ob der Spindelkontrollpunkt in mal3∆ aktiviert ist, wurden Deletions-

stämme der Kontrollkomponenten Mph1p und Mad2p mit dem mal3∆ Stamm gekreuzt. Bei 

diesen nichtessentiellen Proteinen handelt es sich um zwei Komponenten der Signalkaskade 

des Spindelkontrollpunktes in S. pombe (He et al., 1997; He et al., 1998). Homologe Proteine 

dieses evolutionär konservierten Systems wurden in verschiedenen anderen Eukaryonten, 

einschließlich des Menschen, identifiziert (Li et al., 1991; Basu et al., 1998; Cleveland et al., 

2003). Die Aktivierung des Spindelkontrollpunktes führt zu einem vorübergehenden Arrest in 

der Metaphase des Zellzyklus und soll dadurch Fehlern bei der Chromosomensegregation 

entgegenwirken (Übersichtsartikel von Amon, 1999; Ikui et al., 2002; Kitazono et al., 2003). 

In Abbildung 59 wird dieser Zusammenhang schematisch dargestellt.  

 

Abbildung 59: Der mitotische Spindelkontroll-
punkt 
Der Spindelkontrollpunkt ist dargestellt. Bei 
intakter Spindel und bipolarer Verknüpfung der 
Kinetochore liegt der Kontrollpunkt inaktiv vor. 
Die Zellen durchlaufen ohne Verzögerung die 
Mitose. Werden die Kinetochore nicht bipolar 
verknüpft bzw. die Spindel besitzt Defekte, liegt 
der Spindelkontrollpunkt aktiviert vor. Dies führt 
zu einem transienten Arrest in der Metaphase des 
Zellzyklus. Weitere Details werden in der 
Abbildung definiert. 
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Die Proteinkinase Mph1p agiert als wichtiges Schlüsselprotein oberhalb von Mad2p in dieser 

Signalkaskade. An fehlerhaft verknüpfte Kinetochore binden eine Reihe von mitotischen 

Spindelkontrollpunktproteinen (Garcia et al., 2001). Defekte führen zu einem vorüber-

gehenden Arrest im Zellzyklus (Ikui et al., 2002).  

Die Kombination der Deletionen mal3∆ mit mad2∆ zeigt keinen Einfluß auf das Wachstum 

der Doppelmutanten. Das Wachstum der Doppelmutanten ist vergleichbar mit dem der 

jeweiligen Einzelmutanten in den seriellen Tropftestuntersuchungen (siehe Abbildung 60). 

Dagegen zeigt die Kombination von mal3∆ mit mph1∆ ein deutlich reduziertes Wachstum 

verglichen mit dem der Einzelmutanten bei den gezeigten Wachstumstemperaturen von 32 °C 

und 24 °C (siehe Abbildung 60). 

In diesem Zusammenhang wurde auch die Chromatinverteilung in mal3∆ und mph1∆ Einzel- 

und Doppelmutanten untersucht und die Abweichungen durch mikroskopische Untersuchung 

ermittelt (siehe Tabelle 16 im Anhang). Dabei wurde bei den Doppelmutanten eine Zunahme 

von Zellen mit fragmentierten oder gezerrten Chromatinstrukturen nachgewiesen. Der Wert 

lag für die Doppelmutanten bei 19 % im Vergleich zu einem Wert von etwa 8 % bzw 9 % für 

die Einzelmutanten. Zusätzlich formten die Doppelmutanten durch mehrfache Verzweigungen 

und wahrscheinlich durch Ausbleiben von Trennung einzelner Zellen in 4 % der Fälle schein-

bar mehrzellige Gebilde aus. Der Wegfall der Mph1p Funktion wirkt sich somit negativ auf 

die DNA-Verteilung der Doppelmutanten aus. Diese Kinase Mph1p besitzt im Vergleich zu 

Mad2p eine wichtige Funktion für die Aktivierung des Spindelkontrollpunktes in Zellen des 

mal3∆ Stammes. Diese Kinase wirkt oberhalb von Mad2p in einem komplexen Netzwerk ver-

schiedener Spindelkontrollpunktproteine und übernimmt vermutlich eine übergeordnete 

Funktion.  

Der additive Effekt der Deletionen verdeutlicht, daß der Spindelkontrollpunkt im mal3∆ 

Stamm aktiviert vorliegt. Der Wegfall dieses Kontrollpunktes und des transienten Arrestes in 

der Metaphase wirkt sich deutlich negativ auf das Wachstum der Doppelmutanten aus. Die 

Arretierung kann die Zelle nicht mehr zur Behebung der Schäden nutzen und vorliegende 

Defekte wirken sich bei der Verteilung der Chromosomen aus.  
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5.9.2.2 mal3+ zeigt keine genetische Interaktion mit Mutanten des Zentromers 

Interaktionen zwischen Komponenten der Spindel und Proteinkomplexen der Zentromere 

haben eine wichtige Bedeutung für die Ausbildung der Kinetochor-Mikrotubuli-Verknüpfung 

(Gard et al., 1987; Tournebize et al., 2000). Um zu testen, ob das Mikrotubuli-assoziierte 

Protein Mal3p mit ausgewählten Komponenten des Zentromers interagiert, wird daher gezielt 

auf Interaktionen mit Mutanten einiger Zentromerproteine untersucht. Die Proteine Mal2p, 

Mis6p und Mis12p wurden als Komponenten des Zentromers der Spalthefe charakterisiert 

(Jin et al., 2002; Saitoh et al., 1997; Goshima et al., 2000). Die Proteine besitzen eine 

essentielle Bedeutung für die Struktur und die Funktion des Zentromers. Sie sind innerhalb 

der zentralen Region des Zentromers lokalisiert. 

Abbildung 61 zeigt das Wachstum des mal3∆ Stammes und das der temperatursensitiven 

inneren Zentromermutanten mal2-1, mis6-302 und mis12-537 der Spalthefe. Auch das 

Wachstum für Doppelmutanten von mal3∆ und jeweils einer dieser Komponenten ist darge-

stellt. Bei permissiven Temperaturen zeigen alle getesteten Stämme gutes Wachstum. Bei der 

für die Mutanten maximal permissiven Temperatur reduziert sich das Wachstum, jedoch 

lassen sich keine Unterschiede im Wachstum zwischen Einzel- und Doppelmutanten 

erkennen. Für die hier getesteten Mutantenallele der Zentromerkomponenten läßt sich somit 

keine genetische Interaktion mit dem mal3∆ Allel nachweisen. 

mad2∆

mal3∆

mph1∆

mal3∆  mad2∆

mal3∆  mph1∆

24°C32°C  

Abbildung 60: Untersuchung der genetischen Interaktion von mal3∆ mit Komponenten des 
Spindelkontrollpunktes 
Dargestellt ist das Wachstumsverhalten von Einzel- und Doppelmutanten des mal3∆ und der Spindelkontroll-
punktmutanten mad2∆ und mph1∆. Die Abbildung zeigt das Wachstumsverhalten der Stämme bei 32 °C und 
24 °C. Die Inkubation der Platten erfolgte für drei Tage. 
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5.9.2.3 mal3+ zeigt eine starke genetische Interaktion mit einer Mutante des 

Mikrotubuli-Plusendkomplexes 

Die Proteinkomplexe an den Plusenden der Mikrotubulistrukturen besitzen eine essentielle 

Funktion für die Ausbildung der Kinetochor-Mikrotubuli-Verknüpfung (Vasquez et al., 

1994). Alp14p und Dis1p sind Mitglieder der evolutionär konservierten TOG/XMAP215-

Familie, deren Mitglieder eine Rolle für die Stabilität und Dynamik der Plusenden der Mikro-

tubuli besitzen. Eine Beteiligung von Alp14p am polaren Wachstum der Zellen und einen 

Einfluß auf die Dynamik der zytoplasmatischen Mikrotubulistrukturen wurde gezeigt 

(Radcliffe et al., 1998). Da Alp14p und Dis1p während der Metaphase an den Zentromeren 

lokalisiert sind, wird eine mögliche Funktion im Zusammenhang mit der Kinetochor-Mikro-

tubuli-Verknüpfung vermutet (Garcia et al., 2001). Alp14p besitzt vermutlich auch eine 

regulatorische Funktion im Rahmen des Spindelkontrollpunktes (Garcia et al., 2001). Für 

Alp14p wurde eine übergeordnete Rolle für das Zellwachstum bei hohen Temperaturen 

gezeigt, während sein funktionelles Homolog Dis1p für das Wachstum bei niedrigen 

Temperaturen wichtig ist (Garcia et al., 2001). Um auf genetische Interaktionen zwischen 

Mal3p und ausgewählten Mutantenallelen von Mikrotubuli-Plusendkomponenten zu prüfen, 

wurden Doppelmutanten von mal3∆ mit dis1-288 und alp14∆ erzeugt (Nabeshima et al., 

mal2-1

mal3∆

mis6-302

mis12-537

mal3∆  mal2-1

mal3∆  mis6-302

mal3∆  mis12-537
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Abbildung 61: Untersuchung der genetischen Interaktion von mal3∆ mit Mutanten der inneren Zentromerregion 
Das Wachstumsverhalten der Einzel- und Doppelmutanten von mal3∆ und den Zentromermutanten mal2-1, 
mis6-302 und mis12-537 ist dargestellt. Die Abbildung zeigt das Wachstumsverhalten der Stämme bei 24 °C und 
den maximal permissiven Temperaturen (28 °C für mal2-1, 31°C für mis6-302 und 32°C für mis12-537) auf 
YE5S-Medium. Die Inkubation der Platten erfolgte für drei Tage bei den angegebenen Temperaturen. 
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1995; Nakaseko et al., 2001; Garcia et al., 2001). Einzel- und Doppelmutanten wurden in 

seriellen Tropftestuntersuchungen oder durch Mikroskopie analysiert.  

Abbildung 62 A zeigt deutliches Wachstum der Zellen von Einzel- und Doppelmutanten des 

dis1-288 Allels in seriellen Tropftestuntersuchungen bei der permissiven Temperatur von 

32°C. Bei 26°C ist dagegen das Wachstum der Einzel- und Doppelmutanten des dis1-288 

Allels reduziert. Das Zellwachstum der Einzel- und Doppelmutanten ist vergleichbar, daher 

ist für das untersuchte dis1-288 Allel keine genetische Interaktion mit mal3∆ nachweisbar.  

Dagegen lassen sich deutliche Unterschiede für die Einzel- und Doppelmutanten für Alp14p 

und Mal3p erkennen. Im Rahmen der Tetradenanalyse wurde nur eine lebensfähige mal3∆ 

alp14∆ Doppelmutante erhalten. Die Genotypen der wachsenden Zellen wurden bestimmt 

und auf die der nichtwachsenden Sporen durch Verfolgung der Segregation der Marker 

geschlossen. Insgesamt wurden jedoch bei der Analyse von 14 Tetraden 10 Doppelmutanten 

vorausgesagt. Da die einzige erhaltene Doppelmutante mal3∆ alp14∆ jedoch kaum 

lebensfähig war, konnte eine Analyse durch serielle Tropftestuntersuchungen nicht erfolgen. 

Die Zellen der einzigen lebensfähigen Doppelmutante konnten nur kurzzeitig in Flüssig-

medium angezogen und mikroskopisch analysiert werden. Bei der mikroskopischen 

Betrachtung der Zellen dieser Kultur zeigten sich, im Vergleich zu den leicht gebogenen oder 

T-förmigen Zellen der Parentalstämme, auffällige Veränderungen in der Zellmorphologie. 

Durch vielfache Verzweigungen und vermutlich Ausbleiben der Trennung einzelner Zellen 

wurden scheinbar mehrzellige Gebilde ausgeformt (siehe Abbildung 62 B). Die morpho-

logischen Abnormitäten und auch die reduzierte Überlebensfähigkeit der Doppelmutanten im 

Vergleich zu den Einzelmutanten, lassen auf einen additiven Effekt durch genetische 

Interaktion schließen.  
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Tabelle 12 faßt die Daten zusammen, die bei der Untersuchung der genetischen Interaktion 

von mal3∆ mit ausgewählten Mutantenallelen von Komponenten des Spindelkontrollpunktes, 

des Zentromers und des Mikrotubuli-Plusendkomplexes erhalten wurden. Durch die Kreuzung 

von mal3∆ mit zwei unterschiedlichen Komponenten des Spindelkontrollpunktes wurde 

gezeigt, daß der Spindelkontrollpunkt im mal3∆ Stamm aktiviert ist. Eine genetische Inter-

aktion konnte jedoch nur für mph1∆ gezeigt werden. Vermutlich besitzt Mph1p im Vergleich 

zu Mad2p eine zentralere Funktion im Spindelkontrollpunkt. Durch die Defekte des mal3∆ 

Stammes wird der Kontrollpunkt aktiviert. Während des transienten Arrestes in der Meta-

phase können mitotische Spindeldefekte des mal3∆ Stammes ausgeglichen werden. Fällt 

dieser Kontrollpunkt weg, beginnen die Zellen trotz Defekte mit der Anaphase. Bei der 

Segregation der Chromosomen und der anschließenden Zellteilung wirken sich die Defekte 

aus. Die Doppelmutanten zeigen reduziertes Wachstum. 
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Abbildung 62: Untersuchung der genetischen Interaktion von mal3∆ mit Komponenten des Mikrotubuli-
Plusendkomplexes 
In Teil A ist das Wachstumsverhalten von Einzel- und Doppelmutanten des mal3∆ und dem Mutantenstamm des 
Mikrotubuli-Plusendkomplexes dis1-288 dargestellt. Die Inkubation der Platten erfolgte für zwei bzw. drei Tage 
bei 32 °C bzw. 26 °C. Teil B zeigt die Zellmorphologie in Phasenkontrastaufnahmen einer mal3∆ alp14∆ 
Doppelmutante im Vergleich zu den Einzelmutanten. 
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Zusätzlich konnte eine genetische Interaktion für mal3∆ und alp14∆ gezeigt werden. Eine 

mögliche Interaktion zwischen dem Mikrotubuli-assoziierten Protein Mal3p und einem 

Protein des Mikrotubuli-Plusendkomplexes wäre durchaus denkbar. Die Interaktion der 

Proteine könnte eine Bedeutung bei der Verknüpfung zwischen Spindel und Zentromer haben. 

Beim mal3∆ Stamm wurden Defekte bei der Verknüpfung von Chromatin mit der Spindel 

festgestellt. Die mal3∆ alp14∆ Doppelmutante war im Vergleich zu den jeweiligen Einzel-

mutanten kaum lebensfähig und zeigte extreme morphologische Abweichungen.  

Bei den übrigen getesteten Mutantenallelen des Zentromers und des Mikrotubuli-Plusend-

komplexes wurde keine genetische Interaktion festgestellt. Vielleicht ist eine genetische 

Interaktion bei der Auswahl anderer Mutantenallele dieser Komponenten oder neuer Kompo-

nenten nachweisbar. 

 

Tabelle 12: Untersuchungen zur genetischen Interaktion von mal3∆ 

Zusammengefaßt sind hier die Ergebnisse, die für die Untersuchung der genetischen Interaktion von mal3∆  mit 
Komponenten des Spindelkontrollpunktes, des Zentromers und des Mikrotubuli-Plusendkomplexes, erhalten 
wurden. Die Symbole „ ++ “ bis „ - “ stehen für den Grad der genetischen Interaktion. 

mal3∆
mal2-1 mis6-302 mis12-537mad2∆ mph1∆ dis1-288 alp14∆

-- -- + - ++
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6 Diskussion 

Für eine präzise Segregation der Schwesterchromatiden während der Mitose müssen die 

kondensierten Chromosomen bipolar mit den Mikrotubulistrukturen der mitotischen Spindel 

verknüpft werden. Dieser Prozeß erfordert den korrekten Aufbau dynamischer Spindel-

strukturen und eine gezielte Verknüpfung zwischen den Kinetochoren der Chromosomen und 

den Plusenden der Kinetochor-Mikrotubuli der Spindel. Die röhrenförmigen Mikrotubuli-

strukturen verlängern sich durch Anlagerung von GTP-tragenden Tubulindimeren bevorzugt 

am Plusende bzw. verkürzen sich durch die Dissoziation von Tubulindimeren. Der Wechsel 

zwischen Phasen des Wachstums und der Verkürzung dieser Strukturen wird als dynamische 

Instabilität bezeichnet (Mitchison et al., 1984; Desai et al., 1997). Eine Vielzahl von 

Mikrotubuli-assoziierten Proteinen beeinflußt die Dynamik und den geordneten Aufbau der 

bipolaren mitotischen Spindelstrukturen. Einige der Proteine befinden sich an den Plusenden 

spezifischer Mikrotubulistrukturen und wirken regulierend auf die Dynamik dieser polaren 

Enden und auf ihre Interaktion mit verschiedenen Komponenten der Zelle. Wichtige Plusend-

proteine gehören zur CLIP-170 Familie bzw. zur EB-1 Familie, die in unterschiedlichen 

eukaryontischen Organismen evolutionär konserviert sind (Übersichtsartikel von Schuyler et 

al., 2001; Tirnauer et al., 1999; Mimori-Kiyosue et al., 2000; Rehberg et al., 2002).  

Neben der Bedeutung der EB-1 Familienmitglieder für die Dynamik der Mikrotubuli-

strukturen und deren Interaktion mit verschiedenen zellulären Strukturen wurde für das 

menschliche EB-1 Protein, welches mit den Plusenden dynamischer Mikrotubuli assoziiert 

und für das Adenomatous Polyposis Coli (APC) Tumorsuppressorprotein eine Beteiligung an 

der Ausbildung und der Stabilisierung von Kinetochor-Mikrotubuli-Verknüpfungen gezeigt 

(Fodde et al., 2001; Kaplan et al., 2001; Tirnauer et al., 2002a). Das EB-1 Familienmitglied 

der Spalthefe S. pombe ist das Mal3p Protein (Beinhauer et al. 1997). Die funktionelle 

Konservierung innerhalb der EB-1 Familie wurde bereits gezeigt. Es stellen sich die Fragen, 

ob auch das S. pombe Protein Mal3p als Bestandteil des Plusendkomplexes eine Funktion für 

die Verknüpfung der Chromosomen mit der mitotischen Spindel besitzt bzw. mit welchen 

Proteinen Mal3p interagiert. Obwohl das Mal3p nicht essentiell ist, besitzt es eine wichtige 

Bedeutung für den Aufbau und für die Dynamik der bipolaren mitotischen Spindel, die 

verglichen mit Wildtypspindeln in den mal3∆ Zellen deutlich schwächer angefärbt werden 

(Beinhauer et al., 1997). Die Überexpression des Gens führt zu Defekten im Aufbau der 

bipolaren Spindelstrukturen und zu einem stark reduzierten Wachstum. Der mal3-1 Stamm 

und mal3∆ Stamm sind hypersensitiv gegenüber der Mikrotubuli-destabilisierenden 
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Chemikalie Thiabendazol. Der Verlust der Proteinfunktion führt zu einer erhöhten 

genomischen Instabilität (Beinhauer et al., 1997).  

Die mitotische Funktion des Mal3p Proteins in der Spalthefe wurde in dieser Arbeit näher 

analysiert. Neben der Funktion des Mal3p Proteins für den Aufbau einer korrekten Spindel 

wurden durch die vorliegenden Daten wichtige Hinweise für eine Beteiligung des Proteins bei 

der Ausbildung der Verknüpfungen zwischen dem Kinetochor und den Plusenden der 

Mikrotubuli erhalten. Eine starke genetische Interaktion zwischen einem mal3+ Mutanten-

stamm und einer Komponente des Mikrotubuli-Plusendkomplexes, die auf eine Rolle der 

beiden Proteine im gleichen Funktionszusammenhang deutet, wurde festgestellt. Weitere 

Daten, die für eine Beteiligung des Mal3p Proteins an der Ausbildung und Stabilisierung von 

Kinetochor-Mikrotubuli-Verknüpfungen stehen, wurden durch einen Multikopie-

Suppressorscreen mit einer genomischen S. pombe Genbank erhalten. Neben dem mal3+ Gen 

wurden zehn weitere Komplementationsgruppen identifiziert, die sowohl die TBZ-Hyper-

sensitivität des mal3-1 Stammes, als auch den erhöhten Minichromosomenverlust ausgleichen 

konnten. Anhand eigener Daten und beruhend auf Literatur- und Datenbankrecherchen konnte 

für sechs der Suppressorgruppen ein Zusammenhang mit der Funktion des Mal3p Proteins 

abgeleitet werden. Ein Suppressor ist an der korrekten Lokalisierung der Aktinflecken 

beteiligt, die übrigen wurden als Komponenten des Spindelapparates bzw. des Kinetochors 

charakterisiert. Eines dieser Zentromerproteine ist das evolutionär konservierte Spc7p Protein. 

Die Bedeutung dieser Daten für die Beteiligung des Mal3p Proteins bei der Kinetochor-

Mikrotubuli-Verknüpfung werden hier diskutiert.  

6.1 Genetische Interaktion von mal3+ mit Mutanten des Mikrotubuli-

Plusendkomplexes und des Spindelkontrollpunktes 

Die genetische Interaktion zwischen mal3∆ und Mutanten des Spindelkontrollpunktes konnte 

nur für mal3∆ und mph1∆ gezeigt werden. Eine genetische Interaktion zwischen mal3∆ und 

mad2∆ wurde nicht erhalten. Der korrekte Aufbau der mitotischen Spindelstrukturen und die 

bipolare Verknüpfung der Kinetochore mit den Plusenden der Mikrotubuli werden durch den 

evolutionär konservierten Spindelkontrollpunkt überprüft (Übersichtsartikel Amon, 1999; 

Gardner et al., 2000). Die nichtessentiellen Proteine Mph1p und Mad2p der Spalthefe sind 

Komponenten dieser komplexen Signalkaskade, die bei Defekten zu einem transienten Arrest 

der Zellen in der Metaphase des Zellzyklus führt (He et al., 1997; He et al., 1998). 

Für mal3∆ wurde eine genetische Interaktion mit mph1∆ festgestellt. Doppelmutanten zeigen 

im Vergleich zu den Einzelmutanten ein deutlich reduziertes Wachstum. Obwohl die Deletion 
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von mal3+ zum Aufbau morphologisch unveränderter Spindelstrukturen führt, zeigen diese 

funktionelle Defekte. Fehler bei der DNA-Verteilung wurden für Zellen des mal3∆ Stammes 

nachgewiesen. Die Abwesenheit von Mal3p führt zur Aktivierung des Spindelkontrollpunktes 

und damit zu einem vorübergehenden Arrest in der Metaphase. Die Aktivierung des Spindel-

kontrollpunktes in mal3∆ Zellen ist abhängig von der Anwesenheit des funktionellen Mph1p 

Proteins, jedoch scheinbar nicht von der des Mad2p Proteins. Eine genetische Interaktion 

zwischen mal3∆ und mad2∆ wurde nicht festgestellt. Vergleichbare Unterschiede bei 

Untersuchungen der genetischen Interaktion mit diesen Kontrollpunktkomponenten wurden 

auch für andere mal-Mutantenstämme in unserem Labor erhalten (Fleig et al., 2000; Jin et al., 

2002). Der beobachtete Effekt beruht auf den spezifischen Funktionen der Proteine in den 

sehr komplexen und bisher nicht vollständig aufgeklärten Spindelkontrollpunktkaskaden. 

Mph1p Kinase besitzt wahrscheinlich eine übergeordnete Funktion verglichen mit Mad2p. 

Die Deletion von mph1+ führt zu einer stärkeren Hypersensitivität gegenüber Thiabendazol 

als die Deletion von mad2+. Das Spalthefeprotein Mph1p besitzt jedoch anders als die 

essentielle Mps1 aus S. cerevisiae keine Funktion für die Verdopplung der Spindelpolkörper 

(Weiss et al., 1996; He et al., 1998).  

Eine genetische Interaktion von mal3∆ und alp14∆ wurde gezeigt. Keine genetische Inter-

aktion konnte dagegen für die untersuchte dis1-288 Mutante nachgewiesen werden. Die Spalt-

hefeproteine Alp14p und Dis1p sind Mitglieder der evolutionär konservierten 

TOG/XMAP215-Familie, deren Mitglieder eine wichtige Bedeutung für die Stabilität und für 

die Dynamik der Plusenden der Mikrotubuli besitzen (Übersichtsartikel von Andersen et al., 

2000; Gard et al., 1987; Vasquez et al., 1994; Tournebize et al., 2000). Aufgrund ihrer 

Kinetochorlokalisierung in der Metaphase des Zellzyklus wird zusätzlich eine Funktion im 

Zusammenhang mit der Kinetochor-Mikrotubuli-Verknüpfung angenommen (Garcia et al., 

2001; Nakaseko et al., 2001). 

Da eine genetische Interaktion nur für mal3∆ und alp14∆ nachgewiesen wurde, ist nicht 

auszuschließen, daß Alp14p und Dis1p Bestandteil verschiedener Proteinkomplexe an den 

Plusenden der Mikrotubuli sind und Mal3p nur mit dem Alp14p-Komplex wechselwirkt. 

Obwohl Alp14p und Dis1p der gleichen Proteinfamilie angehören und sich in ihrer 

mitotischen Funktion ergänzen, weisen die Mutantenstämme deutliche Unterschiede in den 

Phänotypen auf (Ohkura et al., 1988; Garcia et al., 2001). Die beiden Proteine besitzen eine 

übergeordnete Funktion für das Wachstum der Zellen innerhalb unterschiedlicher 

Temperaturbereiche. Die gleichzeitige Deletion der beiden Komponenten ist letal für die 

Zellen (Garcia et al., 2002). Die Lokalisation von Alp14p mit dem Kinetochor ist abhängig 



Diskussion 145

von der Anwesenheit einer intakten mitotischen Spindel. Die Deletion des Gens führt zur 

Hypersensitivität gegenüber der Mikrotubuli-destabilisierenden Chemikalie Thiabendazol 

(Garcia et al., 2001). Für Alp14p konnte eine Interaktion mit Alp7p, die wichtig ist für die 

Organisation der bipolaren Spindel, gezeigt werden (Sato et al., 2004). Eine Interaktion mit 

Dis1p wurde nicht festgestellt.  

Neben dieser Bedeutung ist in der Literatur zusätzlich eine regulatorische Funktion für 

Alp14p beschrieben (Garcia et al., 2001). Es wird angenommen, daß Alp14p Teil des 

Spindelkontrollpunktes ist und in der Kaskade oberhalb von Mad2p agiert. Durch eigene 

Untersuchungen konnte jedoch keine genetische Interaktion zwischen mal3∆ und mad2∆ 

festgestellt werden. Möglicherweise steht der beobachtete Effekt der mal3∆ alp14∆ Doppel-

mutante nicht im Zusammenhang mit der regulatorischen Funktion von Alp14p bzw. Alp14p 

besitzt noch weitere Mad2p-unabhängige Funktionen für den Spindelkontrollpunkt, die in der 

Doppelmutante betroffen sind. 

Wie das Mal3p Protein besitzt Alp14p zusätzlich eine wichtige Bedeutung für das polare 

Wachstum der Spalthefezellen (Radcliffe et al., 1998). Auch alp14+ Mutantenstämme zeigen 

stark verkürzte Mikrotubulistrukturen. Vielleicht wirken sich diese Effekte in den Doppel-

mutanten zusätzlich negativ auf das Wachstum und die Überlebensfähigkeit der Zellen aus.  

6.2 Bedeutung der Suppressoren der verbleibenden Insertsequenzen für die 

mitotische Funktion von Mal3p  

Durch die Suppressoranalyse mit dem mal3-1 Stamm wurden vier genomische S. pombe 

DNAInsertsequenzen identifiziert, die verschiedene ORFs enthalten. Meist handelt es sich um 

Proteine, deren Leserahmen im Zusammenhang mit der Sequenzierung des S. pombe Genoms 

identifiziert und bisher nicht experimentell charakterisiert wurden. Eine Homologie zu 

Proteinen, die an der Chromosomensegregation beteiligt sind, wurde nicht festgestellt. Da 

durch die Analyse der übrigen Suppressoren des genomischen Bankscreens jedoch bereits 

erfolgreich neue Komponenten des Kinetochors und der mitotischen Spindel identifiziert 

wurden, ist auch die Bearbeitung der Suppressorinsertsequenzen CD-13, CD-17, CD-18 und 

CD-19 von großem Interesse. Durch zukünftige Analysen der Gene können noch unbekannte 

Aspekte für die Funktion von Mal3p ermittelt werden.  
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6.3 Ein Regulator des Aktinzytoskeletts supprimiert die mitotischen mal3-1 

Mutantenphänotypen 

Interessanterweise konnte gezeigt werden, daß der asp1+ ORF des Suppressorinserts CD-14 

für den Ausgleich der mitotischen mal3-1  Mutantenphänotypen verantwortlich ist. Die 

Deletion von asp1+ zeigt keinen unmittelbaren Einfluß auf die Segregation des Mini-

chromosoms.  

Das nichtessentielle Asp1p Protein besitzt eine evolutionär konservierte Bedeutung für die 

Funktion des Aktinzytoskeletts der Zelle (Feoktistova et al., 1999; Pelevoda et al., 1999). Das 

Protein zeigt eine genetische Interaktion mit Mutanten des Arp2p/3p Komplexes, der eine 

essentielle Bedeutung für den Aufbau und für die zyklischen Umlagerungen der zellulären 

Aktinflecken besitzt (Übersichtsartikel von Machesky et al., 1999 und Weaver et al., 2003; 

McCollum et al., 1996; Arai et al., 1998). Die genaue Wechselwirkung der Proteine ist nicht 

geklärt. Die Deletion von asp1+ führt jedoch zu einer Mislokalisation der zellulären 

Aktinflecken (Feoktistova et al., 1999).  

Es gibt keine Hinweise dafür, daß Asp1p als Regulator des Aktinzytoskeletts die Funktion des 

Mal3p Proteins bei der Kinetochor-Mikrotubuli-Verknüpfung beeinflußt. Jedoch die wichtige 

Bedeutung der Aktinstrukturen für die korrekte Orientierung der mitotischen Spindel-

strukturen wurde bereits gezeigt (Gachet et al., 2001; Oliferenko et al., 2002). Eine 

Interaktion der Astral-Mikrotubuli mit den Strukturen der Zellcortex ist in der Literatur auch 

für Homologe des Mal3p Proteins beschrieben. Die EB-1 Familienmitglieder aus S. cerevisiae 

und D. melanogaster sind an der korrekten Positionierung der mitotischen Spindel beteiligt 

(Schwarz et al., 1997; Hwang et al., 2003; Lu et al., 2001; Rogers et al., 2002). Auch für das 

Mal3p Protein konnte eine Assoziation mit den Plusenden der Astralmikrotubuli der Spalthefe 

gezeigt werden (persönliche Mitteilung von Christoph Beuter). Denkbar ist, daß an den 

Plusenden der Astral-Mikrotubuli-assoziiertes Mal3p Protein zur korrekten Orientierung der 

mitotischen Spindel mit den zellulären Aktinstrukturen interagiert.  

Defekte der zellulären Aktinstrukturen oder Fehlorientierungen der mitotischen Spindel 

führen zur Aktivierung des Aktinkontrollpunktes, eines weiteren Kontrollpunktes der Zelle 

und zu einer transienten Arretierung im Zellzyklus (Gachet et al., 2001; Nakaseko et al., 

2001). Denkbar ist, daß auch die Überexpression von asp1+ in den mal3-1 Mutantenzellen zu 

einer Mislokalisation der zellulären Aktinflecken und damit zur Aktivierung des Aktin-

kontrollpunktes führt.  
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6.4 Interaktion von Mal3p mit dem Mikrotubuli-assoziierten Protein Stu1p 

Durch eine Suppressoranalyse mit dem mal3-1 Stamm wurde der 3´-Bereich des ORFs 

SPAC3G9.12 isoliert, der für den Ausgleich der mal3-1 Phänotypen verantwortlich ist. Dieser 

ORF wurde durch diese Arbeit aufgrund von Sequenzhomologien der evolutionär konser-

vierten CLASP/MAST/Stu1-Proteinfamilie zugeordnet (Akhmanova et al., 2001; Inoue et al., 

2000; Pasqualone et al., 1994; Lemos et al., 2000). Die Mikrotubuli-assoziierten Mitglieder 

dieser Proteinfamilie ohne molekulare Motorfunktion besitzen eine essentielle Bedeutung für 

die Funktion und Organisation der bipolaren mitotischen Spindel in verschiedenen 

Organismen (Pasqualone et al., 1994; Lemos et al., 2000; Inoue et al., 2000). Das Stu1 der 

Bäckerhefe ist an der Vernetzung antiparalleler interpolarer Spindelmikrotubuli beteiligt und 

ist wichtig für die Erzeugung der Spindelspannung (Yin et al., 2002; Hoyt et al., 1992). Für 

die homologen Proteine MAST/Orbit in Drosophila melanogaster und für das CLIP-170 

interagierende CLASP1 Humanprotein wurde, neben ihrer Bedeutung für den Aufbau der 

Spindel, zusätzlich eine Funktion für die Regulation der Dynamik spezifischer Mikro-

tubulienden bei der Ausbildung einer funktionellen Kinetochor-Mikrotubuli Verknüpfung 

gezeigt (Übersichtsartikel von Sharp et al., 2002; Akhmanova et al., 2001; Maiato et al., 

2003).  

Auch das Spalthefehomolog Stu1p ist essentiell für den Aufbau der bipolaren Spindel-

strukturen (persönliche Mitteilung von Dr. Iain Hagan). Der Funktionsverlust des Proteins 

führt zur Ausbildung monopolarer Spindelstrukturen. Ein Stu1-GFPp Fusionsprotein 

assoziiert entlang mitotischer Spindelstrukturen und kann während der Anaphase in der 

zentralen Spindelregion nachgewiesen werden (persönliche Mitteilung von Inga Karig).  

Ob das Stu1p Protein neben seiner Bedeutung für den Aufbau der mitotischen Spindel 

zusätzlich an der Ausbildung funktioneller Kinetochor-Mikrotubuli Verknüpfungen beteiligt 

ist, wurde bisher nicht geklärt. Interessanterweise wurde jedoch durch den durchgeführten 

genomischen Bankscreen eine neue Verbindung zwischen Stu1p und der Plusendkomponente 

Mal3p hergestellt. Möglicherweise ist auch Stu1p an der Regulation der Dynamik der 

Mikrotubuli-Plusenden und deren Interaktion mit dem Kinetochor beteiligt. Während die 

Überexpression der Gensequenz, die für den C-terminalen Bereich des Stu1p Proteins kodiert, 

die Hypersensitivität der mal3+ Mutantenstämme gegenüber TBZ ausgleicht, kann dies die 

Expression der stu1+ Vollängensequenz nicht (Karig et al., unveröffentlicht). Eine 

antagonistische Wirkung von Stu1p und Mal3p in Bezug auf die Regulation der 

Mikrotubulidynamik wurde gezeigt (persönliche Mitteilungen von Christoph Beuter und Inga 

Karig).  
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Die verkürzte Proteinvariante stört wahrscheinlich die Funktion des Stu1p Vollängenproteins 

durch direkte Interaktion oder über Wechselwirkung mit putativen Interaktionspartnern/Re-

gulatoren. Der Ausgleich der mal3+ Phänotypen erfolgt somit über die Beeinflussung der 

antagonistischen Stu1p Funktion.  

6.5 Interaktionen von Mal3p mit Proteinen, die eine evolutionär konservierte 

Bedeutung für die bipolare Verknüpfung des Zentromers mit der Spindel 

besitzen 

Der ORF SPAC589.08c auf den Suppressorinsertsequenzen CD-2/CD-15 zeigt Homologie 

zum Dam1 Protein der Bäckerhefe. Dam1 ist Bestandteil eines Multiproteinkomplexes, der 

mit dem Kinetochor und entlang mitotischer Spindelstrukturen assoziiert und an der bipolaren 

Verknüpfung der Plusenden der Mikrotubuli mit dem Kinetochor beteiligt ist (Übersichts-

artikel von Cheeseman et al., 2002b; Cheeseman et al., 2001a;  Janke et al., 2002; Li et al., 

2002b; Shang et al., 2003). Die Assoziation des Dam1-Komplexes mit dem Kinetochor ist 

abhängig von der Anwesenheit mitotischer Spindelmikrotubuli und wird über die reversible 

Phosphorylierung beeinflußt (Enquister-Newman et al., 2001; Cheeseman et al., 2001b; 

Cheeseman et al., 2002b; Tanaka et al., 2002). Die Phosphorylierung des Dam1 Proteins 

erfolgt durch die Kinase Ipl1, eine antagonistische Dephosphorylierung durch die katalytische 

Serin/Threonin-Phosphataseuntereinheit Glc7 (Biggins et al., 2001; Kang et al., 2001; 

Francisco et al., 1994; Sassoon et al., 1999; Courtwright et al., 2002). Es wird angenommen, 

daß sich eine Phosphorylierung negativ auf die Interaktion des Dam1-Komplexes am 

Kinetochor auswirkt, wodurch eine bipolare Kinetochor-Mikrotubuliverknüpfung gefördert 

wird. Homologe zu den Proteinen dieses Systems, einschließlich der Ipl1 Kinase bzw. Glc7 

Phosphatase, wurden auch in S. pombe beschrieben (Ohkura et al., 1988; Leverson et al., 

2002; Petersen et al. 2001). Interessanterweise konnte das Glc7 Homolog Dis2p und der 

evolutionär konservierte Regulator Pic1p der S. pombe Aurora-Kinase Ark1p als 

Suppressoren der mitotischen mal3-1 und mal3∆ Mutantenphänotypen in dieser Arbeit 

identifiziert werden. In Anlehnung an die Bäckerhefe könnte es auch in S. pombe ein 

vergleichbares System zur Förderung einer bipolaren Verknüpfung der Chromosomen mit der 

mitotischen Spindel geben. In Mutanten von dis2+ bzw. ark1+ trennen sich die verdoppelten 

Schwesterchromatiden nicht und assoziieren mit einem der beiden Spindelpole (Ohkura et al., 

1988; Petersen et al., 2001). 

Parallel zur erhaltenen Suppression durch dam1+ in der vorliegenden Arbeit ist in der 

Literatur eine in vitro Proteininteraktion zwischen dem homologen Mikrotubuli-assoziierten 
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Bim1 Protein und dem Dam1 Protein der Bäckerhefe beschrieben (Shang et al., 2003). Ob die 

Interaktion in S. cerevisiae entlang der Spindel stattfindet oder spezifisch an den Plusenden 

der Mikrotubuli erfolgt, ist ungeklärt.  

Die Lokalisation der Proteine in S. pombe ist vergleichbar mit der in anderen Eukaryonten. 

Eine Assoziation des Dam1p Proteins entlang der mitotischen Spindelstrukturen konnte 

gezeigt werden (persönliche Mitteilung von Inga Karig). Die S. pombe Proteine Ark1p und 

Pic1p assoziieren zellzyklusspezifisch mit dem Kinetochor und den Strukturen der 

mitotischen Spindel (Petersen et al., 2001; persönliche Mitteilung von Anne Kerres). 

Aufgrund dieser Lokalisierung und beruhend auf seiner Homologie handelt es sich bei Pic1p 

vermutlich um ein Homolog zum INCENP Protein der höheren Eukaryonten (Leverson et al., 

2002). Die evolutionär konservierte Interaktion zwischen diesen Proteinen dient zur 

spezifischen Substraterkennung und Aktivierung der Kinase (Übersichtsartikel von Giet et al., 

1999; Kim et al., 1999; Leverson et al., 2002; Adams et al., 2001b; Kaitna et al., 2000). Die 

evolutionär konservierte Gruppe der Aurora-Serin/Threoninproteinkinasen besitzt eine 

wichtige Bedeutung für die Regulation unterschiedlicher mitotischer Teilfunktionen (Über-

sichtsartikel von Bischoff et al., 1999 und von Shannon et al., 2002; Giet et al., 1999). 

Veränderte Expressionsstärken der Aurora-Kinasen in menschlichen Krebszellen oder auch 

durch den Funktionsverlust der Kinase bedingte Defekte bei der Chromosomensegregation 

verdeutlichen ihren Einfluß für die Erhaltung der Genomstabilität (Adams et al., 2001b; Giet 

et al., 1999; Petersen et al., 2001). 

Die Identifizierung der Proteine Dam1p, Pic1p und Dis2p als Suppressoren der mal3+ 

Mutantenphänotypen ist ein weiterer Hinweis auf eine Funktion des Mal3p Proteins bei der 

Verknüpfung von Kinetochor und den Plusenden der Mikrotubuli. In Anlehnung an das 

System in S. cerevisiae wirkt sich zusätzliches Dam1p möglicherweise stabilisierend auf die 

Spindelstrukturen aus bzw. stabilisiert die Verknüpfung zwischen dem Kinetochor und den 

Plusenden der Mikrotubuli. Dabei reicht die Überexpression von dam1+ bereits für einen 

Ausgleich der Phänotypen der mal3+ Mutantenstämme aus.  

Zusätzlich wird ein entsprechender Effekt erhalten, wenn die Gene, welche für Proteine der 

dynamischen Phosphorylierungsregulation des Dam1 Bäckerhefeproteins kodieren, über-

exprimiert werden. Die Überexpression von dis2+ bzw. pic1+ verschiebt das 

Phosphorylierungsgleichgewicht möglicherweise zugunsten einer Stabilisierung der bipolaren 

Verknüpfung. Denkbar in diesem Zusammenhang ist eine negative Beeinflussung der 

antagonistischen Ark1p Funktion durch erhöhte Mengen des Pic1p Proteins.  
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6.6 Interaktion von Mal3p mit den neuen Zentromerproteinen Spc7p aus S. pombe 

und Spc105 aus S. cerevisiae 

Am häufigsten wurde als Suppressor im genomischen Bankscreen mit dem mal3-1 Stamm der 

ORF SPCC1020.02 (spc7+) isoliert, der für das Spc7p Protein kodiert. Es besitzt Homologie 

zum Protein Spc105 der Bäckerhefe. Spc105 kann die Hypersensitivität gegenüber der 

Mikrotubuli-destabilisierenden Chemikalie TBZ in einem BIM1 Deletionsstamm, dem mal3-1 

Stamm und dem mal3∆ Stamm ausgleichen. Für beide Proteine wurde somit neben der 

Übereinstimmung in der Aminosäuresequenz auch eine funktionelle Homologie nachge-

wiesen. 

Obwohl sich die Zentromer-DNA-Sequenzen der Hefen in ihrem strukturellen Aufbau 

unterscheiden, können sowohl Spc7p als auch Spc105 mit dem Kinetochor assoziieren. Dies 

konnte durch mikroskopische Untersuchungen und ChIP-Analysen gezeigt werden (eigene 

Untersuchungen und persönliche Mitteilungen von Inga Karig und PD Dr. J. Lechner). 

Hierbei stimmt die Lokalisation der Proteine mit den Mustern überein, die auch für andere 

bereits charakterisierte Zentromerproteine der beiden Hefen erhalten wurden (Goh et al., 

1993; Hyland et al., 1999; Jin et al., 2002; Pot et al., 2003; Measday et al., 2002).  

Auch die Assoziation von Spc7p mit der cnt- und imr-Region der Zentromer-DNA entspricht 

der, die für das Zentromerprotein Mal2p beschrieben wurde (Jin et al., 2002). Das Kinetochor 

der Spalthefe ist vielschichtig aufgebaut (Kniola et al., 2001). Die Auswertung der 

Colokalisierung von Spc7p- und Mal2p-Signale hat gezeigt, daß das Spc7p-Signal in den 

meisten Zellen weiter von den anfärbbaren Chromatinstrukturen entfernt liegt als das Mal2p-

Signal. Spc7p konnte somit als neue Komponente des Kinetochors der Spalthefe 

charakterisiert werden, die während des gesamten Zellzyklus mit dem Kinetochor assoziiert 

vorliegt. Durch die Identifizierung des Kinetochorproteins Spc7p wurde ein weiterer Hinweis 

für die Beteiligung des Mikrotubuli-assoziierten Mal3p Proteins an der Ausbildung der 

Kinetochor-Mikrotubuli-Verknüpfung erhalten. Es ist denkbar, daß Mal3p wie sein 

menschliches Homolog EB-1 an der Regulation der Dynamik von Kinetochor-

Mikrotubulistrukturen beteiligt ist (Fodde et al., 2001; Kaplan et al., 2001; Tirnauer et al., 

2002a). Die innere Domäne der Zentromer-DNA scheint dabei eine wichtige Bedeutung für 

die Assoziation der Plusenden der Mikrotubulistrukturen mit dem Kinetochor zu besitzen. 

Spc7p und Spc105 besitzen eine essentielle Bedeutung für die Segregation der Chromosomen 

in der Mitose. Der Einfluß von SPC105 auf die Verteilung eines zusätzlichen Chromo-

somenfragmentes wurde gezeigt. Die Expression des SPC105 Gens in Abhängigkeit von 

einem Doxyzyklin regulierbaren Promotor führt zur einer erhöhten genomischen Instabilität. 
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Unabhängig von den eigenen Daten wurde der Effekt auf die Chromosomensegregation und 

die Assoziation von Spc105 mit dem Zentromer durch eine während der schriftlichen 

Zusammenstellung dieser Arbeit erschienene Veröffentlichung bestätigt. Temperatursensitive 

SPC105 Mutanten zeigen einen deutlich erhöhten Chromosomenverlust im Vergleich zum 

Wildtyp (Nekrasov et al., 2003). Zusätzlich wurden synthetisch letale Interaktionen für 

temperatursensitive Mutanten von SPC105 mit verschiedenen Komponenten der Zentromer-

komplexe Ndc80 und Mtw1 erhalten. Der Ndc80-Komplex ist essentiell für die Assoziation 

des Kinetochors mit den Mikrotubulistrukturen (He et al., 2001; Wigge et al., 2001; 

McCleland et al., 2004). Auch die Kombination von Mutantenallelen des SPC105 Gens mit 

Komponenten des Kinetochor- und Mikrotubuli-assoziierten Dam1-Komplexes führt zu 

synthetischen Wachstumsdefekten bei 30 °C (Nekrasov et al., 2003). Ob Spc7p auch in S. 

pombe mit den Homologen des Dam1p-Komplexes interagiert, muß durch zukünftige 

Arbeiten geklärt werden. Das Dam1p Protein wurde als ein Suppressor der mal3+ 

Mutantenphänotypen bereits diskutiert. 

Spc7p besitzt eine wichtige Bedeutung für die Segregation der Chromosomen. Die moderate 

Überexpression der Gensequenz, die für die C-terminale Proteinhälfte kodiert, kann den 

erhöhten Chromosomenverlust des mal3-1 Stammes und die Hypersensitivität des mal3-1 

Stammes und des mal3∆ Stammes gegenüber Thiabendazol ausgleichen. Eine starke 

Überexpression der Sequenz, die für das partielle Proteins kodiert, führt dagegen zu extremen 

Wachstumsdefekten. Durch weitere Untersuchungen konnte gezeigt werden, daß die Ursache 

hierfür auf einer fehlerhaften Verknüpfung der DNA mit der mitotischen Spindel beruht 

(persönliche Mitteilung von PD Dr. Ursula Fleig).  

Während die Überexpression der DNA-Sequenz, die für die C-terminale Proteinhälfte kodiert, 

in Zellen des Wildtyps zur Hypersensitivität gegenüber der Mikrotubuli-destabilisierenden 

Chemikalie Thiabendazol führt, wird durch die Überexpression der spc7+ Vollängensequenz 

eine erhöhte Resistenz der Zellen gegenüber dieser Chemikalie bewirkt (persönliche 

Mitteilung von Anne Kerres). Die Mikrotubulistrukturen werden durch die Überexpression 

von spc7+ stabilisiert. Das Zentromerprotein Spc7p und das Mikrotubuli-assoziierte Mal3p 

Protein wechselwirken im gleichen mitotischen Funktionszusammenhang. Denkbar ist, daß 

Spc7p die Dynamik der Kinetochor-Mikrotubuli im Rahmen der Kinetochor-Mikrotubuli 

Verknüpfung beeinflußt.  

 

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Daten ermittelt, die für eine Beteiligung des Mikrotubuli-

assoziierten Mal3p Proteins an der Ausbildung von Kinetochor-Mikrotubuli Verknüpfung 
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sprechen. Durch einen Multikopie-Suppressorscreen wurden zehn neue Suppressoren der 

mal3+ Mutantenphänotypen identifiziert. Der Einfluß dieser Suppressoren auf die 

Chromosomensegregation wurde gezeigt und ein Zusammenhang mit der Mal3p 

Proteinfunktion erarbeitet. Fünf der Suppressoren konnten dabei als Komponenten der 

mitotischen Spindel und des Kinetochors der Spalthefe charakterisiert werden. Durch die 

genetische Interaktion von mal3∆ mit einer Mutante des Mikrotubuli-Plusendkomplexes, 

welcher wichtig für die Ausbildung der Kinetochor-Mikrotubuli-Verknüpfung ist, wurden 

zusätzliche Hinweise für eine Funktion des Mal3p Proteins an den Plusenden der 

Mikrotubulistrukturen erhalten.  
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8 Anhang 

8.1 Tabellen 

Genbankinsert Größe der Fragmente Genbankinsert Größe der Fragmente Genbankinsert Größe der Fragmente 
CD-1 2,1 Kb, 0,9 Kb CD-31 1,0 Kb, 1,4 Kb, 2,4 Kb CD-61 0,9 Kb, 1,3 Kb 
CD-2 0,8 Kb, 1,4 Kb, 1,9 Kb 

2,0 Kb  
CD-32 2,4 Kb CD-62 2,4 Kb 

CD-3 1,9 Kb, 0,4 Kb CD-33 2,4 Kb CD-63 1,0 Kb, 1,1 Kb, 2,9 Kb 
CD-4 2,1 Kb, 0,9 Kb CD-34 2,4 Kb CD-64 0,9 Kb, 1,3 Kb 
CD-5 2,1 Kb, 0,9 Kb CD-35 2,5 Kb CD-65 0,9 Kb, 1,3 Kb 
CD-6 0,9 Kb, 1,3 Kb CD-36 0,9 Kb, 1,3 Kb CD-66 0,9 Kb, 1,3 Kb 
CD-7 1,6 Kb, 2,9 Kb CD-37 0,8 Kb, 1,1 Kb, 1,2 Kb, 

2,4 Kb 
CD-67 0,7 Kb, 2,2 Kb 

CD-8 0,9 Kb, 1,3 Kb CD-38 1,0 Kb, 1,3 Kb, 2,4 Kb CD-68 0,9 Kb, 1,3 Kb 
CD-9 0,9 Kb, 1,3 Kb CD-39 0,8 Kb, 1,1 Kb, 1,2 Kb, 

2,4 Kb 
CD-69 0,5 Kb, 0,6 Kb, 1,6 Kb 

2,4 Kb 
CD-10 0,9 Kb, 1,3 Kb CD-40 3,5 Kb CD-70 4,4 Kb 
CD-11 0,8 Kb, 1,4 Kb CD-41 2,3 Kb CD-71 0,9 Kb, 1,7 Kb 
CD-12 1,6 Kb CD-42 1,1 Kb, 1,4 Kb, 2,5 Kb CD-72 0,9 Kb, 1,1 Kb 
CD-13 1,0 Kb, 2,2 Kb, 2,8 Kb CD-43 0,9 Kb, 1,3 Kb CD-73 0,9 Kb, 2,7 Kb 
CD-14 0,5 Kb, 0,8 Kb, 1,8 Kb, 

2,0 Kb 
CD-44 1,0 Kb, 2,5 Kb CD-74 1,3 Kb 

CD-15 1,6 Kb CD-45 1,0 Kb, 2,0 Kb, 2,5 Kb CD-75 0,9 Kb, 1,3 Kb 
CD-16 1,6 Kb CD-46 0,9 Kb, 1,3 Kb CD-76 1,1 Kb, 1,3 Kb 
CD-17 1,6 Kb, 2,9 Kb CD-47 1,1 Kb CD-77 2,9 Kb 
CD-18 0,8 Kb, 0,9 Kb, 1,2 Kb, 

2,3 Kb  
CD-48 3,9 Kb CD-78 0,7 Kb, 3,0 Kb 

CD-19 0,9 Kb, 3,5 Kb CD-49 1,6 Kb CD-79 0,9 Kb, 1,3 Kb 
CD-20 0,9 Kb, 1,0 Kb, 1,2 Kb, 

1,6 Kb 
CD-50 2,0 Kb CD-80 2,8 Kb 

CD-21 0,8 Kb, 0,9 Kb, 1,7 Kb CD-51 0,9 Kb, 1,3 Kb CD-81 1,3 Kb, 3,5 Kb  
CD-22 0,9 Kb, 1,3 Kb CD-52 1,6 Kb, 2,9 Kb CD-82 1,6 Kb, 1,9 Kb 
CD-23 1,6 Kb CD-53 1,7 Kb CD-83 0,9 Kb, 1,3 Kb 
CD-24 0,9 Kb, 1,3 Kb CD-54 0,9 Kb, 1,3 Kb CD-84 0,9 Kb, 1,3 Kb 
CD-25 2,3 Kb, 5,0 Kb CD-55 1,2 Kb, 1,6 Kb CD-85 0,9 Kb, 1,3 Kb 
CD-26 0,9 Kb, 1,3 Kb CD-56 0,8 Kb, 1,3 Kb   
CD-27 1,5 Kb, 2,3 Kb, 2,9 Kb CD-57 0,9 Kb, 1,3 Kb   
CD-28 0,9 Kb, 1,3 Kb CD-58 0,9 Kb, 1,3 Kb   
CD-29 1,5 Kb CD-59 2,2 Kb   
CD-30 1,0 Kb, 1,6 Kb CD-60 0,9 Kb, 1,3 Kb   

 

 

 

Tabelle 13: Insertfragmentgrößen der Suppressorplasmide des genomischen DNA-Bankscreens 
Aufgeführt sind die ermittelten Größen der DNA-Fragmente, die durch Restriktion (BamHI und HindIII) und 
Gelelektrophorese der isolierten Genbankplasmide erhalten wurden. Neben den aufgeführten Fragmenten zeigten 
alle Plasmide ein 5,5 Kb großes Vektorfragment.  
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 Homologie zur 
Vektorsequenz 

Anzahl der T-
Nukleotide 

Homologie mit der 
rpl1102+ Region  

Homologie mit der 
spc7+ Region  

spc7+ \ \ \ 786520-790614 
rpl1102+ \ \ 691135-691632 \ 
c-DNA Genbankplasmide     
242.1.1 vorhanden 19 691091-691641 788081-787987 
138.2 vorhanden 19 691091-691641 788081-788017 
63.3 vorhanden 19 691091-691508 \ 
67.2 vorhanden 19 691091-691641 788081-788020 

 

Messung ohne Zugabe von Doxyzyklin 
Bezeichnung Messung 1 Messung 2 Messung 3 Messung 4 

 Generation Verlust Generation Verlust Generation Verlust Generation Verlust 
CF 10 0,86 21 1,5 34 2,59 46 2,84 
22a 10 6,04 21 9,86 33 10,91 45 11,57 
24a 10 9,15 19 30,71 30 63,22 41 83,5 

Daten der Zusatzmessung ohne Zugabe von Doxyzyklin 
Bezeichnung Messung 2 Messung 3 

 Generation Verlust Generation Verlust 
CF 29 2,22 42 2,53 
22a 25 7,19 38 9,16 
24a 23 52,55 35 79,22 
30b 23 20,52 35 24,84 
31b 22 28,64 34 63,43 

Messung mit Zugabe von Doxyzyklin 
Bezeichnung Messung 1 Messung 2 Messung 3 Messung 4 

 Generation Verlust Generation Verlust Generation Verlust Generation Verlust 
CF 9 1,53 17 1,61 28 2,17 38 2,62 
22a 8 3,99 15 11,2 25 24,24 35 34,63 
24a 8 4,93 15 8,6 24 21,55 33 41,7 
Daten der Zusatzmessung mit Zugabe von Doxyzyklin 

Bezeichnung Messung 2 Messung 3 
 Generation Verlust Generation Verlust 

CF 18 2,2 29 3,23 
22a 19 8,94 30 13,85 
24a 18 24,53 34 47,42 
30b 19 12,22 29 21,03 
31b 18 16,22 29 37,77 

 

Tabelle 14: Ansequenzierung isolierter c-DNA Genbankinserts 
Zusammengestellt sind die Daten, die bei der Ansequenzierung von vier c-DNA Genbankinsertsequenzen 
erhalten wurden. Die genomische Position der ORFs rpl1102+ und spc7+ auf Chromosom 3 der Spalthefe, sowie 
die Homologie der sequenzierten Insertsequenzen zu dieser Region ist angegeben. Für alle DNA-
Insertsequenzen ist die Homologie zum Genbankvektor und das Vorhandensein einer T-Nukleotidwiederholung 
aufgeführt. 
 

Tabelle 15: Verlust des Chromosomenfragmentes verschiedener ptetO-SPC105 Fusionsstämme 
Aufgeführt sind die Verlustraten des Chromosomenfragmentes in Prozent von unterschiedlichen Transformanten 
einer ptetO-SPC105 Fusion. Die Daten (Angaben in Prozent) von vier unterschiedlichen Messungen mit und 
ohne Zugabe von Doxyzyklin bei zunehmender Anzahl der Generationen sind aufgeführt.  
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 mal3∆ mph1∆ mal3∆ mph1∆ 
 Anzahl Wert [%] Anzahl Wert [%] Anzahl Wert [%] 
normale DNA-
Struktur 

359 92,05 377 90,84 464 76,82 

fragmentierte/gezerrte 
DNA-Struktur 

31 7,95 38 9,16 116 19,21 

veränderte 
Septierung/Trennung 
der Zellen 

0 0 0 0 24 3,97 

Zellen insgesamt 390 415 604 
 

8.2 Verwendete Transformationskassetten zur Deletion des spc7+ ORFs 

 

Tabelle 16: DNA-Fehlverteilung von mal3∆ und mph1∆ Einzel- und Doppelmutanten 
Die DNA-Fehlverteilung von Einzel- und Doppelmutanten wurde mikroskopisch bestimmt. Angegeben ist 
jeweils die Anzahl der Zellen und der entsprechende Wert in Prozent. Zusätzlich aufgeführt ist die Anzahl der 
Zellen, die eine veränderte Septierung/Trennung aufwiesen.  

 776 Bp25

 1237 Bp 59361

363

363 361

1384  Bp25 363

A

B

C

spc7+

GFP/ Kan

HA/ Kan

25 59
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 1237 Bp 59361

 

Abbildung 63: Prinzip der spc7+ Deletion mittels Transformationskassetten mit kurzen Homologiebereichen 
Teil A stellt schematisch den 4095 Bp großen spc7+ ORF und die flankierenden genomischen Sequenzbereiche 
auf Chromosom 1 der Spalthefe dar. Durch die Pfeilrichtung im Rechteck ist die Orientierung des Leserahmens 
angegeben. Die schraffierten Rechtecke stellen die homologen Sequenzbereiche zum spc7+ ORF dar. Diese 
betragen für beide Kassetten am 5´-Bereich 84 Bp (+1 bis +84) bzw. 79 Bp für den 3´-Bereich (+4010 bis 
+4089). Die Zahlen in Klammern geben die Nukleotidposition in Bezug auf den ORF an. Die Kassetten tragen 
neben einer GFP- bzw. HA-Sequenz ein Gen für die Kanamycinresistenz. Die korrekte Integration ins S. pombe 
Genom wird durch PCR-Reaktionen verifiziert. Die Bindestellen der Oligonukleotide und die erwarteten PCR-
Produkte mit ihren entsprechenden Größen sind dargestellt. Die Pfeilrichtung zeigt auch hier die Orientierung. 
Die Ziffern über den Pfeilen geben die Labornummern der verwendeten Oligonukleotide an.  
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Abbildung 64: Prinzip der spc7+ Deletion durch Kassetten mit Homologiebereichen von über 0,3 Kb 
Die Abbildung stellt die generierten his3+-Integrationskassetten zur Deletion des spc7+ ORFs dar. Die unter B 
dargestellte Kassette besitzt eine Homologie von 617 Bp zum 5´-Bereich des spc7+ ORFs und weiteren 84 Bp 
von denen der ORF flankiert wird (-84 bis +617). Für den 3´-Bereich des ORFs sind dies 609 Bp, wovon 415 Bp 
auf den spc7+ ORF entfallen (+3679 bis +4095/einschließlich 194 Bp der 3´-flankierenden DNA-Sequenz). Die 
schwarz gefüllten Boxen stellen die Homologie zum Klonierungsvektor dar. Die unter C abgebildete 
Transformationskassette besitzt eine Homologie von 309 Bp zum 5´-Bereich des ORFs (+308 bis +617) bzw. 
518 Bp zum 3´-Bereich des ORFs (+3679 bis +4095 einschließlich 103 Bp der 3´-flankierenden DNA-Sequenz). 
Weitere Details zum Schema sind dem Abbildungstext der Abbildung 63 zu entnehmen.  
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363 335
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Abbildung 65: Prinzip der spc7+ Deletion durch Kassetten mit einem Homologiebereich von über 2 Kb 
Die Abbildung stellt die generierten Integrationskassetten mit den längsten Homologiebereichen zur Deletion 
des spc7+ ORFs dar. Die Kassetten tragen neben einer GFP-Teilsequenz ein Gen für die Kanamycinresistenz. 
Beide Kassetten besitzen eine Homologie von 3295 Bp zur 5´-flankierenden genomischen DNA-Sequenz des 
spc7+ ORFs. Sie unterscheiden sich lediglich im 3´-Bereich. Während Kassette B nur Homologie zu der 1999 Bp 
des flankierenden 3´-Bereiches zeigt, besitzt die Kassette C zusätzlich Homologie zu den letzen 1664 Bp des 
spc7+ ORFs. Die homologen Bereiche sind durch Schraffierungen dargestellt. Weitere Details zum Schema sind 
dem Abbildungstext der Abbildung 63 zu entnehmen.  
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8.3 Ansequenzierung der c-DNA-Bankplasmide 

c-DNA Genbankplasmid 242.1.1 
AATGANNTATAAAGNTTGGGGGAATCCCCNCATATCATCAATTGAATAAGTTGAATTAATTATTTCAATCTCAT
TCTCACTTTCTGACTTATAGTCGCTTTGTTAAATTGGCCTCGAGGTCGACGTTAATTAAGCCGCTTTTTTTTTTTT
TTTTTTTGAGAAGGTCACAAATGAGTTATTTTATATCAAATTACGATTGATTTACTCTTGGGGGATCTCAATTTC
GCCATTGTCGATCTCCTTTTGAACGTCGTGAGGGTTCTTGCCGTCAACGGTGCAACCAACAGAGAAGGCAGTAC
CGAGAATCTCCTTAACGGTACCAGAAAGCTCCTTAGCAAGAGACTTGAAGCGCATAGTACGGGCGACCTCAAT
GATTTCGTCAAGAGAGACATTGCCAGAGTGAGCGACGTTCTTGTCCTTCTTTCTGTCACGAGCAGGCTCCTTCA
AAGCCTTAATGACCAAAGCAGAGGCAGAGGGAACAACCGAGACAGCGGCTTGACGGTTTTGAATAGTCAACT
TGACGGTCACACGGAGACCCTTCCAATCTTTGGTAGCCTTGGCAATATCTTCACCAACCTTCTTGGGGGACAAA
CCCAAGGGACCAATCTTGGGAGCAAGGGGGGGAGCCACCGGCGACTTCACCACCGACGGCTCTCATAAAGAT
GGTCTTTACTTNCATTGGGATCGAATTTAGGAGGCATCTTGGGTTGCGACTATTAACACGAACATTTTGAATCA
AGACTCTGGTCCAAATGAAGAAATACCTGTTGGTAATGAGCCAGAATTTGATACGATGCCAACTCTA 
 

c-DNA Genbankplasmid 138.2 
TTGANCCATATAAAGGAAGTAGGAATCCTGGCATATCATCAATTGAATAAGTTGAATTAATTATTTCAATCTCA
TTCTCACTTTCTGACTTATAGTCGCTTTGTTAAATTGGCCTCGAGGTCGACGTTAATTAAGCCGCTTTTTTTTTTT
TTTTTTTTGAGAAGGTCACAAATGAGTTATTTTATATCAAATTACGATTGATTTACTCTTGGGGGATCTCAATTT
CGCCATTGTCGATCTCCTTTTGAACGTCGTGAGGGTTCTTGCCGTCAACGGTGCAACCAACAGAGAAGGCAGTA
CCGAGAATCTCCTTAACGGTACCAGAAAGCTCCTTAGCAAGAGACTTGAAGCGCATAGTACGGGCGACCTCAA
TGATTTCGTCAAGAGAGACATTGCCAGAGTGAGCGACGTTCTTGTCCTTCTTTCTGTCACGAGCAGGCTCCTTC
AAAGCCTTAATGACCAAAGCAGAGGCAGAGGGAACAACCGAGACAGCGGCTTGACGGTTTTGAATAGTCAAC
TTGACGGTCACACGGAGACCCTTCCAATCTTTGGTAGCCTTGGCAATATCTTCACCAACCTTCTTGGGGGACAA
ACCCAAGGGACCAATCTTGGGAGCAAGGGTGGAGCCACCGGCGACTTCACCACCGACGGCTCTCATAAAGAT
GGTCTTTACTTCATTGGGATCGAATTTAGGAGGCATCTTGGGTTGCGACTATTAACACGAACATTTTGAATCAA
GACTCTGGTCCAAAGGAAAAATACCTGGTGGGAAT 
 

c-DNA Genbankplasmid 63.3 
TTGNACCATATAAAGGAAGAGGAATCCTGGCATATCATCAATTGAATAAGTTGAATTAATTATTTCAATCTCAT
TCTCACTTTCTGACTTATAGTCGCTTTGTTAAATTGGCCTCGAGGTCGACGTTAATTAAGCCGCTTTTTTTTTTTT
TTTTTTTGAGAAGGTCACAAATGAGTTATTTTATATCAAATTACGATTGATTTACTCTTGGGGGATCTCAATTTC
GCCATTGTCGATCTCCTTTTGAACGTCGTGAGGGTTCTTGCCGTCAACGGTGCAACCAACAGAGAAGGCAGTAC
CGAGAATCTCCTTAACGGTACCAGAAAGCTCCTTAGCAAGAGACTTGAAGCGCATAGTACGGGCGACCTCAAT
GATTTCGTCAAGAGAGACATTGCCAGAGTGAGCGACGTTCTTGTCCTTCTTTCTGTCACGAGCAGGCTCCTTCA
AAGCCTTAATGACCAAAGCAGAGGCAGAGGGAACAACCGAGACAGCGGCTTGACGGTTTTGAATAGTCAACT
TGACGGTCACACCGGAGACCCTTCCAATCTTTGGTAGCCTTGGCAATATCTTCACCAACCNTTTTNGGGGGANC
AANCCCAGGG 
 

c-DNA Genbankplasmid 67.2 
GANCCCTATAAAGGNAAGTGGAATCCTGGCATATCATCAATTGAATAAGTTGAATTAATTATTTCAATCTCATT
CTCACTTTCTGACTTATAGTCGCTTTGTTAAATTGGCCTCGAGGTCGACGTTAATTAAGCCGCTTTTTTTTTTTTT
TTTTTTGAGAAGGTCACAAATGAGTTATTTTATATCAAATTACGATTGATTTACTCTTGGGGGATCTCAATTTCG
CCATTGTCGATCTCCTTTTGAACGTCGTGAGGGTTCTTGCCGTCAACGGTGCAACCAACAGAGAAGGCAGTACC
GAGAATCTCCTTAACGGTACCAGAAAGCTCCTTAGCAAGAGACTTGAAGCGCATAGTACGGGCGACCTCAATG
ATTTCGTCAAGAGAGACATTGCCAGAGTGAGCGACGTTCTTGTCCTTCTTTCTGTCACGAGCAGGCTCCTTCAA
AGCCTTAATGACCAAAGCAGAGGCAGAGGGAACAACCGAGACAGCGGCTTGACGGTTTTGAATAGTCAACTT
GACGGTCACACGGAGACCCTTCCAATCTTTGGTAGCCTTGGCAATATCTTCACCAACCTTCTTGGGGGACAAAC
CCAAGGGACCAATCTTGGGAGCAAGGGTGGAGCCACCGGCGACTTCACCACCGACGGCTCTCATAAAGATGGT
CTTTACTTCATTGGGATCGAATTTAGGAGGCATCTTGGGTTGCGACTATTAACNCGAANTTTTGAATCAAGACT
CTGGNCCAAAGNAAAAATACCTGTGGGA 
 

 

 

Abbildung 66: Ansequenzierung unterschiedlicher c-DNA Genbankplasmide  
Zusammengestellt sind die Daten der Sequenzierung der Insertsequenzen unterschiedlicher c-DNA 
Genbankplasmide mit Oligonukleotid 98. Durch farbige Markierungen innerhalb der Sequenz ist die Homologie 
zum Genbankvektor bzw. verschiedenen ORFs des S. pombe Chromosoms 3 herausgearbeitet. Markierung: 
grau = Homologie zur Vektorsequenz; grün = T-Nukleotidwiederholung; blau = Homologie zum ORF 
SPCC16C4.13c (rpl201+); gelb = Homologie zum ORF SPCC1020.02c (spc7+)  
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