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2 Zusammenfassung

Die prézise Verteilung des duplizierten chromosomalen Materials auf die zwei Folgezellen ist
fiir das Uberleben eines jeden eukaryotischen Organismus von essentieller Bedeutung.

Zur Aufrechterhaltung der Genomstabilitidt werden zahlreiche Genprodukte benétigt, die im
Zusammenspiel den hochregulierten Ablauf aufeinander folgender Teilprozesse der Mitose
gewdhrleisten. Aufgrund der Komplexitit dieser Teilprozesse, wie z.B. der Aufbau eines
funktionsfahigen Spindel-Apparates oder die Verkniipfung von Spindel-Mikrotubuli mit den
Chromosomen, sind bislang erst wenige mitotische Komponenten identifiziert worden und die
molekularen Mechanismen der Mitose sind grof3tenteils noch unverstanden.

Ziel dieser Arbeit war es, mittels Isolation neuer mitotischer Komponenten sowie durch
funktionelle Analyse bereits charakterisierter Genprodukte bei der Aufklirung der
molekularen Prozesse der Mitose mitzuwirken. Mit dieser Arbeit gelang die Identifizierung
von Peglp und Mall6p, zweier bislang unbekannter mitotischer Komponenten. Das Peglp-
Protein wurde auf der Suche nach Interaktionspartnern des Mikrotubuli-Plus-End-bindenden
Mal3p-Proteins als Suppressor mutanter mal3-1 Phinotypen isoliert. Bei Peglp handelt es
sich um einen neuen Vertreter einer evolutionér konservierten Familie Mikrotubuli-Plus-End-
bindender Proteine, dem eine Rolle bei der Regulation der Mikrotubuli-Dynamik an der
Verkniipfungsstelle von Spindel-Mikrotubuli und Kinetochor nachgewiesen werden konnte.
Die Identifizierung der zweiten mitotischen Komponente, Mall6p, erfolgte durch die
Charakterisierung eines Mutantenstammes, der erhohte genetische Instabilitit aufweist. Die
Daten implizieren, dal Mall6p als ein weiteres Protein eine Rolle bei Spindel-Kinetochor-
Interaktionen libernimmt.

Des weiteren sollte eine Fortsetzung der Charakterisierung des spi/-25 Mutantenstammes
herausstellen, welche mitotischen Teilprozesse durch Spilp, der Ran GTPase in S. pombe,
reguliert werden. Mit der Identifizierung genetischer Interaktionen zwischen spi/” und
Genen, die fiir mitotische Motorproteine kodieren, wie auch durch die funktionelle Analyse
extragener spil-25 Suppressoren konnte fiir SpRan neben einer Funktion beim Aufbau bzw.
Aufrechterhaltung der Bipolaritit der mitotischen Spindel eine neue Rolle wihrend der
Mitose aufgedeckt werden. Aufgrund der Tatsache, da3 es sich bei allen isolierten extragenen
spil-25 Suppressoren um mitotische Komponenten handelt, die fiir die Anheftung von
Spindel-Mikrotubuli an das Kinetochor verantwortlich sind, konnte zum ersten Mal der
in vivo Beweis fiir eine Funktion von SpRan bei Spindel-Kinetochor-Interaktionen erbracht

werden.
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3 Einleitung

Zur Aufrechterhaltung der genetischen Stabilitdt eukaryotischer Zellen muB3 -neben der
priazisen Duplikation des chromosomalen Materials wihrend der S-Phase- auch die akkurate
Segregation der zwei Schwesterchromatiden auf die beiden Folgezellen wihrend der Mitose
gewihrleistet sein. Im Falle einer ungleichméafigen Verteilung des genetischen Materials fiihrt
dies zu einer Verdnderung der Chromosomenanzahl (Aneuploidie) und kann somit
dramatische Konsequenzen fiir den Organismus haben (Ubersichtsartikel: Cahill et al., 1999).
Aufgrund der Tatsache, dal Aneuploidie eine weit verbreitete Form der genetischen
Instabilitdt in menschlichen Krebs-Zellen darstellt, wird bereits seit lingerer Zeit der
Chromosomen-Instabilitidt (CIN) eine Rolle bei der Tumorentstehung zugeschrieben (Sato et
al., 2001; Ubersichtsartikel: Holliday et al., 1989; Ubersichtsartikel: Cahill et al., 1999).

In einer Vielzahl von Studien konnte an verschiedenen Krebs-Zellinien, die CIN aufwiesen,
Verbindungen zwischen mitotischen Defekten und der Enstehung von malignen Tumoren
hergestellt werden. Eine Beobachtung wurde unter anderem an Prostata- bzw. Brustkrebs-
Tumoren gemacht, die signifikante Verdnderungen in der Struktur von Zentrosomen, den
Mikrotubuli-Organisiationszentren von S&dugetier-Zellen, zeigten und die abnorme
Zentrosomen-Struktur mit Defekten im Aufbau der Bipolaritit der mitotischen Spindel
einherging (Lingle und Salisbury, 1999; Sato et al., 2001; Pihan et al., 2003). Des weiteren
werden Defekte in Proteinen des mitotischen Spindel-Kontrollpunkts als ein weiterer
moglicher Ausldser fiir die Entstehung von Krebs beschrieben (Michel et al., 2001; Tsukasaki
et al., 2001; Lee, 2003; Gupta et al., 2003). Der mitotische Spindel-Kontrollpunkt erkennt
eine fehlende bzw. defekte Anheftung der mitotischen Spindel an die Schwesterchromatiden
und fithrt zu einem transienten Zell-Arrest, um zu gewéhrleisten, daB3 der Defekt behoben
wird. Bei einer Studie an Miusen, die eine Deletion eines mad2 -Allels aufwiesen, ein Gen
das fiir ein solches Protein des mitotischen Spindel-Kontrollpunktes kodiert, fiihrte nach
einem ldngeren Zeitraum zu Lungen-Tumoren (Michel et al., 2001).

Aneuploide Genomkonstitutionen werden ebenso in Verbindung mit der Trisomie 13 (Down-
Syndrom), der Alzheimer-Krankheit und dem AlterungsprozeB beschrieben (Ubersichts-
artikel: Peterson und Mikkelsen, 2000; Migliore et al., 1999; Schatten et al., 1999; Ly et al.,
2000).

Somit wird ersichtlich, welch groe Aufmerksamkeit in Hinblick auf zukiinftige
Behandlungsmethoden der Aufkldrung der molekularen Prozesse geschenkt wird, die fiir die

Aufrechterhaltung der genomischen Stabilitéit ben6tigt werden.
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Da nicht nur die molekularen Prozesse, sondern auch die Komponenten des eukaryotischen
Zellzyklus evolutiondr konserviert sind und fiir eine Reihe mitotischer Proteine im Menschen
funktionell Homologe in der Hefe identifiziert wurden, ist es von Vorteil, die komplexen
molekularen Abldufe der Mitose an einem einfach organisierten Modellorganismus, wie z.B.

der Spalthefe Schizosaccharomyces pombe, zu studieren.

3.1 Der Modellorganismus Schizosaccharomyces pombe

Dieser einfach strukturierte einzellige Ascomycet Schizosaccharomyces pombe zeigt im
Vergleich zu hoheren Eukaryoten eine Vielzahl an Ahnlichkeiten in den Komponenten,
Strukturen und Regulationsmechanismen des eukaryotischen Zellzyklus.

Ebenso wie in multizelluldren Organismen findet beim Ubergang von der G2- in die M-Phase
eine drastische Umorganisation des Mikrotubuli-Zytoskeletts sowie eine starke Kondensation
der drei S. pombe Chromosomen wihrend der Metaphase und Ausrichtung dieser in der
Aquatorialebene statt (Hagan und Hyams, 1988; Hagan, 1998; Toda et al., 1981). Auch die
S. pombe Zentromere dhneln in der Struktur und Komplexitit denen hoherer Eukaryoten
(Appelgren et al., 2003). Ein nennenswerter Unterschied im Vergleich zu hoheren Eukaryoten
ist die Tatsache, daB3 Pilze, somit auch S. pombe Zellen, eine geschlossene Mitose aufweisen,
d.h. der Zellkern wird beim Eintritt in die Mitose nicht aufgelost.

Die Konserviertheit des eukaryotischen Zellzyklus bzw. der Mitose fiihrte dazu, daf3 sich die
Spalthefe S. pombe in den letzten Jahrzehnten zu einem exzellenten Modellorganismus in der
wissenschaftlichen Grundlagenforschung entwickelte. Die Tatsache, dal im Jahre 2001
Sir Paul Nurse fiir seine Arbeit an diesem Organismus, die der Aufkldrung der molekularen
Prozesse des eukaryotischen Zellzyklus gewidmet war, den Nobel-Preis fiir Medizin erhielt,
lasst erkennen, welch einzigartiges Potential die Spalthefe fiir die Erforschung dieser Abldufe
besitzt (Nurse, 2002).

Um an die oben genannten Vorteile weiter anzukniipfen, sollte an dieser Stelle aufgefiihrt
werden, dall das komplette S. pombe Genom im Jahre 2002 verdffentlicht wurde und somit
auf alle Gene in der S. pombe Datenbank (Sanger Center, Hinxton) zugegriffen werden kann
(Wood et al., 2002). Das Genom der Spalthefe ist auf drei Chromosomen verteilt und ist mit
13,8 Megabasenpaare (Mbp) im Vergleich zu dem des Menschen (3000 Mbp) sehr klein
(Craig, 1994). Dabei kann das Genom von S. pombe Zellen aufgrund von homologer
Rekombination einfach, aber sehr effizient verdndert werden. Des weiteren bieten S. pombe
Zellen mit ihrer miihelosen Kultivierung und kurzen Generationszeit von ca. 130 min

optimale Bedingungen als Studienobjekt. Leicht durchfithrbare Paarungtechniken und die
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Anwesenheit einer konventionellen Meiose eroffnen die Moglichkeit, an Zellen der Spalthefe
-neben molekular-genetischen- auch klassisch-genetische Analysen durchzufiihren.

Die genetisch leichte Handhabung von S. pombe Zellen als auch die evolutiondre
Konserviertheit des mitotischen Prozesses ermoglicht es, neue mitotische Komponenten in der
Spalthefe zu isolieren und mittels funktioneller Analyse dieser, mehr Aufschluf3 iiber die
mitotische Rolle entsprechender Komponenten in hoheren Eukaryoten, wie z.B. im

Menschen, zu erhalten.

3.2 Der mitotische Spindel-Apparat in S. pombe

Beim Eintritt in die Mitose vollzieht sich wihrend der Umorganisation des Mikrotubuli-
Zytoskeletts der Abbau der zytoplasmatischen Interphasen-Mikrotubuli zeitgleich mit dem
Aufbau der bipolaren mitotischen Spindel in der Prophase (Hagan, 1998; Ubersichtsartikel:
Hagan und Petersen, 2000). Noch wiéhrend die Spindel elongiert und somit durch den
gesamten Zellkern reicht, dringen Astral-Mikrotubuli tangential von den Enden der
mitotischen Spindel in das Zytoplasma, bis diese die Zellkortex erreichen. Im Anschlufl daran
kondensieren die drei S. pombe Chromosomen und ordnen sich auf der Mitte der mitotischen
Spindel, der Metaphasenplatte, an (Toda et al., 1981). Nach der Anheftung der Spindel-
Mikrotubuli an die Kinetochore, den Zentromer aufgelagerten Multiprotein-Komplexen,
werden zuallererst die Zentromere der Schwesterchromatiden in Richtung Spindel-Pol-K&rper
(SPK) gezogen (Anaphase A), wihrend in der Anaphase B die zwei Schwesterchromatiden
durch Verldngerung der mitotischen Spindel allméhlich auseinanderweichen und im weiteren
Verlauf dieser mitotischen Phase die entgegengesetzten Pole erreichen. Beim Austritt aus der
Mitose erfolgt der Abbau der mitotischen Spindel und entsprechend der Wiederaufbau des
Interphasen-Mikrotubuli-Zytoskeletts (Hagan, 1998; Ubersichtsartikel: Hagan und Petersen,
2000).

Im Verlauf der Mitose nimmt der mitotische Spindel-Apparat eine zentrale Rolle ein, und der
Aufbau sowie die Aufrechterhaltung der Bipolaritit wird fiir eine prizise Segregation des

chromosomalen Materials bendtigt.

3.2.1 Aufbau und Struktur der mitotischen Spindel

Der Aufbau von Spindel-Mikrotubuli erfolgt an den SPKs, den Mikrotubuli-
Organisationszentren in S. pombe, durch Polymerisation von Heterodimeren aus a- und -
Tubulin-Untereinheiten in lange hohle Filamente (Adachi et al., 1986; Ubersichtsartikel:
Yanagida et al., 1987). Dabei sind die Mikrotubuli-Enden zu unterscheiden. Wéhrend die
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Plus-Enden der Mikrotubuli, die sich auf der SPK abgewandten Seite befinden, hoch
dynamisch sind und bei Wachstum diesen neue Tubulin-Untereinheiten angehangen werden
bzw. bei Verkiirzung Untereinheiten verloren gehen, sind die an den SPKs verankerten
Minus-Enden weitaus weniger dynamisch (Mitchison und Kirschner, 1984). Der mitotische
Spindel-Apparat in S. pombe Zellen besteht aus weniger als 50 Mikrotubuli und ist somit im
Vergleich zu dem héherer Eukaryoten relativ einfach strukturiert (Ubersichtsartikel: Page und
Snyder, 1993). Dabei trennt der intakte Zellkern in Pilzen die zytoplasmatischen Astral-
Mikrotubuli von den =zentralen Spindel-Mikrotubuli. Letztere konnen hierbei in drei
unterschiedliche Kategorien eingeteilt werden (Hagan, 1998). Pol-zu-Pol-Mikrotubuli
erstrecken sich von einem SPK in Richtung des gegeniiberliegenden SPKs, wobei diese mit
den Pol-zu-Pol-Mikrotubuli des anderen interagieren. Die zweite Kategorie beinhaltet
Mikrotubuli, die sich ebenfalls in Richtung des entgegengesetzen SPKs orientieren, aber
innerhalb der mitotischen Spindel ,,blind* enden. Zu der dritten und letzten Kategorie gehdren
die Kinetochor-Mikrotubuli, die in Richtung des chromosomalen Materials aufgebaut werden
und sich an die Kinetochore der Schwesterchromatiden anheften (Ding et al., 1993; Funabiki
et al.,, 1993; Saitoh et al., 1997). Neben der Herstellung der Spindel-Mikrotubuli durch die
SPKs ist des weiteren der Aufbau und die Aufrechterhaltung der Bipolaritdt der mitotischen
Spindel essentiell (Horio et al., 1991; Horio und Oakley, 1994; Masuda und Shibata, 1996).
Hierzu werden eine Vielzahl an Proteinen bendtigt, die mit den Spindel-Mikrotubuli

interagieren und somit die Bipolaritit der mitotischen Spindel gewédhrleisten.

3.2.2 Komponenten des mitotischen Spindel-Apparates

Die Einteilung dieser Komponenten der mitotischen Spindel erfolgt in zwei Gruppen:

Zum einen in die Proteine, die eine Motor-Doméne besitzen und aus diesem Grund als
mitotische Motorproteine betitelt werden, zum anderen in solche, die keine Motor-Doméne
aufweisen und Mikrotubuli-assozierte Proteine, kurz MAPs, genannt werden. Obwohl die
Funktionen der mitotischen Motorproteine und der MAPs teilweise {liberlappen bzw. nicht
klar getrennt werden konnen, zeigen MAPs eine hoch dynamische Bindung an Mikrotubuli
und als Hauptfunktion wird diesen die Regulation der Dynamik der Tubulin-Dimere
zugeordnet (Vasquez et al., 1994; Beinhauer et al., 1997; Tournebize et al., 2000;
Ubersichtsartikel: Mimori-Kiyosue und Tsukita, 2003; Ubersichtsartikel: Carvalho et al.,
2003).

Mitotische Motorproteine zeichnen sich dadurch aus, daf3 diese durch Hydrolyse von ATP fiir

Bewegungen entlang der mitotischen Spindel verantwortlich sind (Ubersichtsartikel:
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Wittmann et al., 2001). Das bedeutet, diese Proteine benutzen die Energie, um Substrate
entlang der Mikrotubuli zu transportieren. Dieser Transport entlang der Spindel-Mikrotubuli
wird sowohl fiir die Bipolaritét als auch fiir die Elongation der mitotischen Spindel bendtigt
(Ubersichtsartikel: Wittmann et al., 2001). Es gibt verschiedene mitotische Motorprotein-
Familien, die entsprechend ihrer Funktion bzw. ihrer Bewegung in Richtung Mikrotubuli-
Plus-Enden oder Minus-Enden zu unterscheiden sind. Zum einen existiert die sogenannte
»Kinesin-Familie®, der Plus-End-gerichtete und Minus-End-gerichtete Motorproteine
zugeteilt werden, zum anderen das zytoplasmatische Dynein, das zusammen mit dessen
Aktivator Dynaktin einen Proteinkomplex bildet und sich in Richtung Mikrotubuli-Minus-
Enden bewegt (Ubersichtsartikel: Wittmann et al., 2001). Weitere Gruppen werden von den
Chromosomen-assoziierten Chromokinesinen und den Kinesinen der Kinl-Familie gebildet.
Da an dieser Stelle nicht auf alle Motorproteine im Detail eingegangen werden kann, werden
im folgenden ausschlieBlich die Funktionen der Mitglieder der ,Kinesin-Familie*

beschrieben, die im weiteren Verlauf dieser Arbeit eine Rolle spielen.

e‘ﬁDynein-Dynaktin

Dynein-Dynaktin-
NuMA-Komplex

%BimC-Kinesin —» Cut7p

Kinesin mit

C-terminaler T Pkllp
Motor-Doméne Klp2p

% Chromokinesin

Abb.3-1: Mechanismen fiir den Aufbau und die Aufrechterhaltung der Bipolaritét
Abbildung entnommen aus dem Ubersichtsartikel: Wittmann et al., 2001. Die Separation
der Zentrosomen (gelbe Zylinder) wird unter anderem durch die Aktion der Plus-End-
gerichteten Kinesine der BimC-Familie (b) hervorgerufen. Dabei bewirken BimC-KLPs
das Auseinandergleiten der antiparallel verlaufenden Spindel-Mikrotubuli in entgegen-
gesetzte Richtungen und sind zusétzlich fiir die Biindelung der Spindel-Mikrotubuli
verantwortlich. Minus-End-gerichtete Kinesine (c) wirken der Separation der Zentrosomen
entgegen und sind vermutlich fiir die Regulation der Geschwindigkeit der Spindel-
Elongation zustindig. Die entsprechenden Homologen in S. pombe sind eingezeichnet. Die
Funktion der anderen dargestellten mitotischen Motorproteine wird nicht behandelt.

Dabei ist das Cut7p-Protein in S. pombe ein Kinesin der konservierten BimC-Familie (Hagan
und Yanagida, 1990). Bei allen Mitgliedern der BimC-Familie handelt es sich um Plus-End-
gerichtete Motorproteine, weil diese Substrate in Richtung Mikrotubuli-Plus-Enden
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transportieren. Bei den BimC-KLPs (,,kinesin like proteins®) befindet sich die Motor-Doméne
im N-Terminus und die jeweiligen Proteine agieren als Homotetramere in der Mitte der
Spindel. Neben einer Funktion bei der Verkniipfung der Mikrotubuli in der Mitte der Spindel
bewirken Vertreter dieser Familie das Auseinandergleiten der antiparallel verlaufenden
Spindel-Mikrotubuli in entgegengesetzte Richtungen und somit das Auseinanderweichen der
SPKs bzw. der Schwesterchromatiden (Abb.3-1; Ubersichtsartikel: Wittmann et al., 2001).
Als Antagonisten zu den Plus-End-gerichteten Motorproteinen wirken Minus-End-gerichtete
Spindel-Kinesine der Kar3/Ncd-Familie (Pidoux et al., 1996; Troxell et al., 2001). Mitglieder
dieser Familie, wie Pkllp und Klp2p aus S. pombe, besitzen eine C-terminale Motor-Domine
und bewirken, daB3 die SPKs aufeinander zu gezogen werden. Auf diese Weise wird die
Geschwindigkeit, mit der die SPKs auseinanderweichen, durch diese reguliert (Abb.3-1;
Ubersichtsartikel: Wittmann et al., 2001). Obwohl Pkllp und Klp2p derselben Familie
Minus-End-gerichteter Motorproteine angehdren, besitzen beide Proteine unterschiedliche
Funktionen. Wahrend Pkl1p vermutlich fiir die Stabilisierung von Mikrotubuli zusténdig ist,
bewirkt Klp2p eine Destabilisierung (Troxell et al., 2001).

Im Anschluf3 an die Beschreibung der unterschiedlichen Funktionen von Motorproteinen soll
hier auf die Gruppe der MAPs eingegangen werden. Fiir eine Vielzahl von MAPs konnte
gezeigt werden, daBl diese sowohl entlang der Mikrotubuli-Struktur als auch durch
priaferentielle Bindung an den Plus-Enden von Mikrotubuli die Dynamik und Stabilitdt dieser
beeinflussen. Als Beispiele hierfiir koénnen die gut charakterisierten Mitglieder der
TOG/XMAP215-Proteinfamilie Alp14p und Dislp genannt werden, die eine stabilisierende
Funktion auf die Spindel-Mikrotubuli ausiiben (Nabeshima et al., 1995; Wang und Huffaker,
1997; Cullen et al., 1999; Nakaseko et al., 2001). Beide Proteine weisen eine priferentielle
Bindung an Mikrotubuli-Plus-Enden sowie eine Lokalisierung am Kinetochor wéhrend der
Metaphase auf und dienen als eine Art ,,Briicke* zwischen den Kinetochoren und den Plus-
Enden der Spindel-Mikrotubuli (Gard und Kirschner, 1987; Vasquez et al., 1994; Garcia et
al., 2001; Garcia et al., 2002).

In einer Vielzahl von Studien wurden weitere Mikrotubuli-Plus-End-bindendene Proteine
isoliert, wie z.B. die Mitglieder der EB1-Familie, zu denen das S. pombe Mal3p-Protein
gehort (Beinhauer et al.,, 1997). Die Mitglieder dieser Familie lokalisieren entlang der
Mikrotubuli, dabei priaferentiell mit den Plus-Enden, regulieren die Mikrotubuli-Dynamik
und spielen eine wichtige Rolle bei der Interaktion des Mikrotubuli-Zytoskeletts mit anderen
zelluldren Strukturen (Ubersichtsartikel: Tirnauer und Bierer, 2000; Schuyler und Pellman,

2001; Gundersen und Bretscher, 2003; Ubersichtsartikel: Mimori-Kiyosue und Tsukita,
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2003). Aufgrund der Tatsache, daB3 fiir das menschliche EB1-Protein eine Lokalisierung am
Kinetochor gezeigt wurde, wird diesem ebenso wie den anderen Mitgliedern eine Funktion
bei der Anheftung von Chromosomen an die mitotische Spindel zugeordnet (Fodde et al.,
2001; Kaplan et al., 2001; Tirnauer et al., 2002a; Kerres et al., 2004). Die letzte Gruppe, die
an dieser Stelle genannt werden soll, ist die CLASP/MAST/Stul-Familie Mikrotubuli-Plus-
End-bindender Proteine, deren menschliche Vertreter, CLASP1 und CLASP2, als
Interaktionspartner von Mitgliedern einer weiteren Mikrotubuli-Plus-End-bindenden Familie,
der CLIP170-Familie, isoliert wurden (Akhmanova et al., 2001; Maiato et al., 2003,
Ubersichtsartikel: Mimori-Kiyosue und Tsukita, 2003). Neben einer Funktion im Aufbau und
der Aufrechterhaltung der mitotischen Spindel wurde fiir das menschliche CLASP1, als auch
fiir das Homolog MAST/ORBIT in D. melanogaster eine Rolle bei der Modulation von
Mikrotubuli-Dynamik an der Verkiipfungstelle zwischen Mikrotubuli und Kinetochor
zugesagt (Akhmanova et al., 2001; Maiato et al., 2003).

Da das Kinetochor eine zentrale Rolle bei der Verteilung des chromosomalen Materials
iibernimmt, wird in dem folgenden Kapitel der Aufbau des Zentromers bzw. des Kinetochors

ndher beschrieben.

3.3 Das S. pombe Zentromer

Das Zentromer ist die chromosomale Region, in der das Kinetochor, ein aktiver Multiprotein-
Komplex, eingelagert ist. Ahnlich héheren Eukaryoten sind S. pombe Zentromere komplexe
Strukturen, und die Anwesenheit von cis-wirtkenden DNA-Sequenzen wird fiir die
Organisation einer heterochromatischen Struktur sowie fiir den Aufbau des Kinetochors
benotigt (Ubersichtsartikel: Pidoux und Allshire, 2000). Das S. pombe Kinetochor weist
mehrere Mikrotubuli-Bindestellen auf. Dabei ist es duflerst wichtig, dal die Anheftung der
Spindel-Mikrotubuli von den jeweils entgegengesetzten SPKs beidseitig erfolgt und somit
eine Biorientierung der zwei Schwesterchromatiden ermdglicht. Die Kohésion zwischen den
Schwesterzentromeren wird hier solange aufrechterhalten, bis eine bilaterale Anheftung der
Spindel-Mikrotubuli an die Schwesterkinetochore erfolgreich stattgefunden hat. Im Falle
einer monopolaren Anheftung, d.h. durch die Spindel-Mikrotubuli von nur einem SPK
ausgehend, wird diese durch den mitotischen Spindel-Kontrollpunkt erkannt. Dieser sorgt
dafiir, da3 die Kohésion bestehen bleibt, damit der Defekt behoben werden kann (Yanagida et
al., 1995; Funabiki et al., 1996; Chen et al., 1996; Taylor et al., 1998; Tomonaga et al., 2000;
Bernard et al., 2001). Nach Auflésen der Kohision beim Ubergang von Metaphase zur
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Anaphase wird die Trennung der zwei Schwesterchromatiden unter anderem durch die Aktion
von mitotischen Motorproteinen und MAPs an den Kinetochoren gewéhrleistet.

An dieser Stelle wird zunédchst Bezug auf den Aufbau der Zentromer-DNA und ihrer Struktur
genommen, bevor auf einen Teil der bisher identifizierten Kinetochor-Komponenten

eingegangen wird.

3.3.1 Aufbau der Zentromer-DNA

Die drei S. pombe Zentromere sind in ihrem Aufbau und der Anordnung der DNA-Elemente
sehr dhnlich. Im Vergleich zu den Zentromeren in S. cerevisiae, die einen Umfang von nur ca.
125 Bp aufweisen, sind die in S. pombe groBer (Ubersichtsartikel: Pidoux und Allshire, 2000).
Die drei S. pombe Zentromere variieren in einem GroBenbereich von 40-110 Kbp, wobei sich
die GroBe der DNA-Sequenzen umgekehrt proportional zur der der drei Chromosomen
verhdlt (Wood et al., 2002). Jedes Zentromer enthélt einen zentralen Kern, die sogenannte
cnt-Region, die von langen invertierten Sequenz-Wiederholungen umgeben ist (Abb.3-2).

Diese flankierenden Sequenz-Wiederholungen werden in die inneren ,,Repeats™, auch als
imr-Region bezeichnet, und in die duBeren ,,Repeats, der ofr-Region, eingeteilt. Die imr-
Region liegt unmittelbar links und rechts (imrL und imrR) von dem zentralen Kern, und die
entsprechende Sequenz-Wiederholung ist dabei fiir das jeweilige Zentromer spezifisch. Die
duBeren ,,Repeats™ (otrL und otrR) sind aus Unterelementen, den sogenannten dg- bzw. dh-
»Repeats®, zusammengesetzt und ihre Anordnung in Bezug zueinander bzw. zu der

cnt-Region ist bei den entsprechenden Zentromeren zu unterscheiden.

Zentromer-DNA i O tr1L imrlL cntl imrlR otrlR )
(cenI) Lo m EE— 40 Kbp
Doméne N duBere innere o duBere
~" " ~"

Clrdp Cnplp Clrdp
assoziierte Riklp Cbh2p Riklp
Proteine Swibp Mis6p Swibp

Chplp Mis12p Chplp

Rad21p Sim4p Rad21p

Mal2p
SpcTp
Misl6p
Mis18p

Abb.3-2: Schematische Darstellung des S. pombe Zentromers

Der Aufbau des Zentromers von Chromosom 1 (cenl) der Spalthefe S. pombe mit der zentralen
Kernregion (cnf) und den flankierenden inneren (imr) und duBleren (otr) repetitiven Sequenzen ist
schematisch dargestellt. Die Assoziation der bisher identifizierten Kinetochorproteine mit unter-
schiedlichen Doménen der Zentromer-DNA ist aufgefiihrt.
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Der Unterschied zwischen den Zentromeren der drei Chromosomen besteht lediglich in der
GroBe und Anzahl der DNA-Elemente sowie in der Anordnung der repetitiven Sequenzen, die
die zentrale Domine flankieren. Wéahrend die cn#- und imr-Regionen die innere Doméne des
Zentromers reprasentieren, wird die ofr-Region als duflere Zentromer-Doméne bezeichnet.
Dabei ist die innere Domine aufgrund seiner speziellen Chromatin-Struktur von der dufleren
Domine, die als Heterochromatin vorliegt, abzugrenzen (Polizzi und Clarke, 1991; Takahashi
et al.,, 1992; Marschall und Clarke, 1995). Eine Eigenschaft von Heterochromatin ist die
Anwesenheit von Nukleosomen, die zum einen an den Lysin-Resten der N-terminalen Enden
der Histone H3 und H4 unteracetyliert sind, zum anderen eine Methylierung des Histon-H3
Lysin-9 aufweisen (Ekwall et al., 1997; Nakayama et al., 2001; Jenuwein und Allis, 2001).
Diese zwei Merkmale fiihren unter anderem zu einer Stillegung der Transkription in dem
entsprechenden Bereich und sind fiir die uneingeschrinkte Funktion der Zentromere
notwendig. Die Stillegung der Transkription in der &uBeren Zentromer-Doméne ist des
weiteren von der Bindung spezieller Kinetochorproteine an die ofr-Region des Zentromers
abhingig. Zu diesen Proteinen, die mit der &ulleren repetitiven Zentromer-Region
(otr-Region) assoziieren, gehoren das S. pombe HP 1 (,,Heterochromatin Protein 1) Homolog
Swi6p sowie die Proteine Chplp, Riklp und Clrdp (Ubersichtsartikel: Pidoux und Allshire,
2000; Ekwall et al., 1995; Rea et al., 2000). Dabei ist die Assoziation von Swi6p und Chplp
abhédngig von der Funktion der Proteine Clrdp und Riklp (Ekwall et al., 1996; Rea et al.,
2000; Bannister et al., 2001). Bei Clrdp handelt es sich um eine Histon-Methyltransferase, die
die Methylierung des Lysin-9 von Histon-H3 bewirkt. Erst durch diese Methylierung und die
gleichzeitige Funktion des Riklp-Proteins sind die Proteine Swi6p und Chplp befdhigt, an
das Histon-H3 und somit an die otr-Region zu binden. Eine weitere Untereinheit des
Kinetochor-Komplexes, das Rad21p-Protein, das fiir die Aufrechterhaltung der Kohision der
zwel Schwesterchromatiden bis zu Beginn der Anaphase verantwortlich ist, assoziiert in
Abhingigkeit von Swi6p mit dieser Region des Zentromers (Tomonaga et al., 2000; Bernard
et al., 2001; Nonaka et al., 2002). Neben Kinetochorproteinen, die ausschlieBlich an die
otr-Region des Zentromers binden, existieren Proteine, die mit der inneren Zentromer-
Doméne (cnt und imr-Region) assoziieren und sowohl fiir die spezielle Chromatin-Struktur
als auch fiir die transkriptionelle Stillegung dieses Bereiches verantwortlich sind. Zu diesen
Proteinen gehort unter anderem die Histon-H3 Variante Cnplp von S. pombe und Cbh2p,
eines der CENP-B homologen Proteine der Spalthefe (Baum et al., 2000; Takahashi et al.,
2000; Irelan et al., 2001). Des weiteren wurden die Proteine Mis6p, Mis12p, Sim4p und

Mal2p als innere Zentromerproteine identifiziert, wobei gezeigt wurde, dall die Lokalisierung
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von Cnplp und Sim4p abhéngig von Mis6p ist. Dabei handelt es sich bei allen um essentielle
Proteine (Saitoh et al., 1997; Goshima et al., 1999; Jin et al., 2002; Takahashi et al., 2000;
Pidoux et al., 2003).

Die Tatsache, dall Zentromerproteine entweder eine Assoziation mit der inneren oder mit der
duBeren Domine zeigen, weist darauf hin, dal das S. pombe Zentromer aus zwei funktionell
zu unterscheidenen Dominen aufgebaut ist (Ubersichtsartikel: Pidoux und Allshire, 2000).
Wihrend die heterochromatischen &uBleren Sequenz-Wiederholungen fiir die Zentromer-
Kohision gebraucht werden, wird die innere Doméne fiir den Aufbau des Kinetochors per se
benotigt (Ubersichtsartikel: Bernard und Allshire, 2002; Saitoh et al., 1997; Goshima et al.,
1999; Jin et al., 2002; Pidoux et al., 2003). Obwohl bereits mehrere Studien mit verschiedenen
S. pombe Kinetochor-Mutanten implizierten, da3 die Anheftung der Spindel-Mikrotubuli an
der zentralen Zentromer-Region erfolgt, wurde in unserer Arbeitsgruppe unter anderem durch
diese Arbeit der Beweis fiir diese Annahme erbracht (Saitoh et al., 1997; Goshima et al.,
1999; Jin et al., 2002; Pidoux et al., 2003; Kerres et al., 2004).

3.4 Identifizierung neuer mitotischer Komponenten in S. pombe

Zur Identifizierung neuer mitotischer Komponenten wurde von Frau Dr. Ursula Fleig eine
genetische Studie durchgefiihrt, in der 25 Mutantenstimme isoliert wurden, die einen
erhohten Verlust eines nicht-essentiellen Minichromosoms aufwiesen und aus diesem Grunde
mal Mutanten (,,minichromosome altered loss*‘) genannt wurden (Fleig et al., 1996).

Fiir diese Studie wurde ein S. pombe Stamm, der neben den drei Chromosomen ein weiteres
550 Kbp groBes, nicht-essentielles Minichromosom besa3, mit Ethylmethansulfonat (EMS)
chemisch mutagenisiert (Niwa et al., 1986). Im Anschluf3 an die Mutagenese war es mit einem
Farbsystem moglich, die genetische Stabilitdt des nicht-essentiellen Minichromosoms zu
verfolgen. Fiir die Detektion des Minichromosom-Verlustes diente die Anwesenheit zweier
unterschiedlicher, defekter ade6-Allele, wobei sich eines dieser auf Chromosom III der
Spalthefe, das zweite auf dem Minichromosom befand. Die gleichzeitige Anwesenheit beider
ade6-Allele flihrte aufgrund von intragener Komplementation zu Adenin-Prototrophie,
wihrend der Verlust des Minichromosoms, und somit eines ade6-Allels, dagegen Adenin-
Auxotrophie hervorrief. Adenin-Auxotrophie ging mit einer Anreicherung eines roten
Farbstoffs, einem Zwischenprodukt der Adeninbiosynthese, einher und Stimme, die einen
Verlust des Minichromosoms aufwiesen, waren an einer zunehmenden Rot-Sektorierung der
sonst weilen Kolonien erkennbar. Alle 25 isolierten mal Mutantenstimme zeigten

unterschiedlich starke Frequenzen, mit denen das nicht-essentielle Minichromosom verloren
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ging. Durch vergangene Arbeiten in unserem Labor, die der ndheren Charakterisierung einiger
auserwahlter mal Mutantenstimme gewidmet waren, konnten neue mitotische Komponenten
in S. pombe identifiziert werden (Fleig et al., 1996; Beinhauer et al., 1997; Fleig et al., 2000;
Jin et al., 2002; Kerres et al., 2004).

Neben der Primércharakterisierung einer neuen mal Mutante, der mall6-1 Mutante, wird in
dieser Arbeit des weiteren mit der funktionellen Analyse des bereits charakterisierten ma/25-1
bzw. mal3-1 Mutantenstammes fortgefahren. Aus diesem Grunde sollen im folgenden Kapitel
einige Informationen {iber den heutigen Wissensstand beziiglich der Funktion der

entsprechenden Genprodukte gegeben werden.

3.4.1 Der mal25-1 Mutantenstamm

Der mal25-1 Mutantenstamm ist einer der 25 Mutantenstimme, die in der oben beschriebenen
genetischen Studie isoliert wurden. Dieser zeigte im Vergleich zum Ausgangsstamm eine ca.
400-fach erhohte Haufigkeit beim Verlust des nicht-essentiellen Minichromosoms. Bereits
wiahrend meiner Diplomarbeit erfolgte die Charakterisierung des mal25-1 Mutantenstammes
und es konnte unter anderem festgestellt werden, da3 dieser Hypersensitivitdt gegeniiber der
Mikrotubuli-destabilisierenden Chemikalie Thiabendazol (TBZ) aufweist, ein Phénotyp der
spezifisch fiir Mutanten mit Defekten in der Mitose ist (Karig, 2000; Fleig et al., 2000).

Eine Suppressoranalyse identifizierte das bereits bekannte spil -Gen als Wildtyp-Gen von
mal25-1. Somit erfolgte die Umbenennung der Mutante in spi/-25 (Karig, 2000; Fleig et al.,
2000).

Das S. pombe spil -Gen kodiert fiir Ran, eine kleine evolutionir konservierte GTPase der
Ras-Familie, die essentiell fiir das Uberleben eines jeden eukaryotischen Organismus ist
(Matsumoto und Beach, 1991; Bischoff und Ponstingl, 1991a; Bischoff und Ponstingl, 1991b;
Ubersichtsartikel: Sazer und Dasso, 2000). Obwohl als primére Funktion des Ran GTPase-
Systems der nukleozytoplasmatische Transport angenommen wurde, gab es aufgrund von
in vitro Untersuchungen immer mehr Beweise, dal das Ran GTPase-System auch eine vom
Kerntransport unabhédngige Rolle in der Mikrotubuli-Regulation und im Aufbau einer
mitotischen Spindel spielt (Izaurralde und Adam, 1998; Mattaj und Englmeier, 1998;
Nakamura et al., 1998; Carazo-Salas et al., 1999; Kalab et al., 1999; Ohba et al., 1999; Wilde
und Zheng, 1999). Mit der Isolation des spi/-25 Mutantenstammes gelang es zum ersten Mal
ein mutiertes Allel des spil -Gens zu identifizieren, das in vivo ohne Beeintrichtigung des
nukleozytoplasmatischen Transport zu einem Defekt im Aufbau einer mitotischen Spindel

fiihrt (Fleig et al., 2000; Karig, 2000).
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Untersuchungen, die wihrend meiner Diplomarbeit durchgefiihrt wurden, deuten daraufhin,
daB3 Spilp, die SpRan GTPase, unter anderem eine Funktion bei der Organisation bzw.
Stabilisierung von Mikrotubuli ausiibt (Karig, 2000). Es wird davon ausgegangen, daf3 Ran
bzw. Spilp nicht direkt in der Mikrotubuli-Integritét involviert ist, sondern vermutlich iiber
Interaktion mit regulatorischen bzw. mitotischen Proteinen die Stabilitit von Mikrotubuli
reguliert (Fleig et al., 2000; Karig, 2000; Gruss et al., 2001; Nachury et al., 2001; Wiese et al.,
2001). Da die Moglichkeiten der genauen Rolle von Spilp bzw. Ran in der Mikrotubuli-
Integritdt vielseitig erscheinen, kann erst nach Identifizierung aller regulatorischen bzw.

mitotischen Proteine, iiber die Ran reguliert, auf die genaue Funktion geschlossen werden.

3.4.2 Der mal3-1 Mutantenstamm

Das mal3"-Gen wurde als Wildtyp-Gen des mal3-1 Mutantenstammes isoliert. Durch die
ndhere Charakterisierung der Funktion des Mal3p-Proteins konnte gezeigt werden, daf3 es sich
bei diesem Protein um ein Mitglied der EB1-Familie handelt (Beinhauer et al., 1997). Die
EB1-Familie reprédsentiert eine evolutionir konservierte Gruppe von Proteinen, die sowohl
mit zytoplasmatischen als auch mitotischen Mikrotubuli assoziieren (Ubersichtsartikel
Tirnauer und Bierer, 2000; Su et al., 1995; Rehberg und Graf, 2002; Tirnauer et al., 2002b).
Die Identifizierung des humanen EB1-Proteins erfolgte aufgrund seiner Interaktion mit dem
C-Terminus des Adenomatous Polyposis Coli (APC) Tumorsuppressorproteins (Su et al.,
1995). Als Folge somatischer oder germinaler Mutationen im menschlichen APC-Gen,
insbesondere im C-Terminus, wurde die Entwicklung von Dickdarmkarzinomen beschrieben
(Groden et al., 1991; Nishisho et al., 1991; Polakis et al., 1997). Fiir die Mitglieder der EB1-
Familie, somit auch fiir das Mal3p-Protein, konnte eine préferentielle Bindung an
Mikrotubuli-Plus-Enden nachgewiesen werden. Aufgrunddessen wurde diese Familie der
Gruppe Mikrotubuli-Plus-End-bindender Proteine zugeordnet (Tirnauer et al., 1999; Berrueta
et al., 1998; Juwana et al., 1999; Mimori-Kiyosue et al., 2000; Rehberg und Graf, 2002;
Browning et al., 2003; Busch und Brunner, 2004).

Fiir die Proteine der EB1-Familie -ebenso wie fiir andere Mikrotubuli-Plus-End-bindenden
Proteine- konnte gezeigt werden, dafl diese eine Funktion bei der Modulation der
Mikrotubuli-Dynamik besitzen (Dujardin et al., 1998; Lin et al., 2001; Ubersichtsartikel:
Mimori-Kiyosue und Tsukita, 2003). Die Tatsache, daB3 fiir das menschliche EB1-Protein eine
Lokalisierung am Kinetochor gezeigt wurde und diese Assoziation von polymerisierenden
Mikrotubuli abhingig ist, fiihrte zu der Annahme, dall EB1 eine Rolle bei der Regulation der
Mikrotubuli-Dynamik an der Verkniipfungsstelle von Spindel-Mikrotubuli und Kinetochor
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iibernimmt (Tirnauer et al., 2002a). Obwohl fiir das Mal3p-Protein bisher keine Kinetochor-
Assoziation nachgewiesen werden konnte, wurde in unserem Labor eine direkte Interaktion
von Mal3p und dem inneren Zentromer-Protein Spc7p nachgewiesen, was zu der Vermutung
fiihrt, daB Mal3p mit dem Kinetochor -zumindest transient- assoziiert (Kerres et al., 2004).
Die Nachweise, dal Mal3p als Mikrotubuli-Plus-End-bindendes Protein die Dynamik von
Mikrotubuli reguliert und mit dem inneren Zentromerprotein Spc7p interagiert, deuten
daraufthin, daB Mal3p eine Funktion bei der Anheftung von Spindel-Mikrotubuli und
Kinetochor ausiibt (Browning et al., 2003; Busch und Brunner, 2004; Kerres et al., 2004).

3.5 Zielsetzung dieser Arbeit

Unsere Arbeitsgruppe ist an der Aufkldrung der molekularen Prozesse interessiert, die die
prézise Verteilung des chromosomalen Materials wahrend der Mitose gewéhrleisten.

Ziel dieser Arbeit war es, durch Isolation und Charakterisierung einer neuen mitotischen
Komponente der Spalthefe S. pombe sowie durch Fortsetzung der funktionellen Analyse
bereits charakterisierter mitotischer Proteine, den Prozess der Chromosomen-Segregation
weiter zu entschliisseln.

Zur Isolation einer unbekannten Komponente des Mitose-Apparates sollte zundchst durch
einen ersten funktionellen Test ein neuer mal Mutantenstamm, der eine erhohte genetische
Instabilitdt aufweist, fiir eine ndhere Charakterisierung ausgesucht werden. Nach Auswahl des
mall6-1 Mutantenstammes war es meine Aufgabe, das Gen bzw. das Genprodukt zu
identifizieren, dessen Defekt den mitotischen Prozess der Chromosomen-Segregation in
mall6-1 Zellen beeinflusst, und im Anschlufl daran erste Hinweise auf die Funktion des
Mall6p-Proteins wéihrend der Mitose zu ermitteln.

Zudem sollten die Untersuchungen, die bereits wihrend meiner Diplomarbeit zur Aufklirung
der exakten Funktion der SpRan GTPase, Spilp, begonnen wurden, weiter fortgesetzt werden.
Hierbei war es von Interesse, inwieweit Spilp neben dem Aufbau einer bipolaren Spindel
weitere mitotische Teilprozesse reguliert. Da funktionelle Beeintrdchtigungen von Spilp als
auch von mitotischen Motorproteinen zu &hnlichen Defekten wihrend der Mitose fiihren,
sollten Untersuchungen auf mogliche genetische Interaktionen zwischen SpRan und
Vertretern der genannten Proteingruppe durchgefiihrt werden. Mittels dieser Untersuchungen
wie auch durch die funktionelle Analyse der bereits isolierten extragenen spil-25
Suppressoren sollten Komponenten, iiber die Ran mitotische Prozesse reguliert, identifiziert

werden.
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Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war es, auf einem bereits isolierten genomischen S. pombe
DNA-Bank-Plasmid das Gen zu identifizieren, dessen Expression fiir die Suppression
mutanter mal/3-1 Phénotypen verantwortlich ist. Im Anschlu3 daran sollte durch eine ndhere

Charakterisierung des entsprechenden Genproduktes dessen Funktion ermittelt werden.
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4 Material und Methoden

4.1 Chemikalien

Die verwendeten Chemikalien wurden in ,,per Analyse* (p.A.) Reinheit von den Firmen
Calbiochem (USA), Difco (USA), Fermentas (Litauen), Fluka (Buchs), Invitrogen
(Karlsruhe), Merck (Darmstadt), Roche (Mannheim), Roth (Karlsruhe), Serva (Heidelberg)

und Sigma (Deisenhofen) bezogen.
4.2 Enzyme

4.2.1 Restriktionsendonukleasen

Enzym Erkennungsequenz Hersteller

Acc651 G|GTACC Fermentas (Litauen)
Accl GT|MKAC* Fermentas (Litauen)
BamHI G|GATCC Fermentas (Litauen)
Bcell T|GATCA Fermentas (Litauen)
EcoRI G|AATTC Fermentas (Litauen)
EcoRV GAT|ATC Fermentas (Litauen)
Hincll GTPy|PuAC** Fermentas (Litauen)
HindlIll AJAGCTT Fermentas (Litauen)
Ncol C|CATGG Fermentas (Litauen)
Ndel CA|TATG Biolabs (USA)

Pstl CTGCA|G Fermentas (Litauen)
Sacl GAGCT|C Fermentas (Litauen)
Sall G|TCGAC Fermentas (Litauen)
Smal CCC|GGG Fermentas (Litauen)
Xbal T|CTAGA Fermentas (Litauen)
Xhol C|TCGAG Fermentas (Litauen)
Xmnl GAANN | NNTTC#*** Biolabs (USA)

* M=A oder C; K=G oder T
** Py=Pyrimidin; Pu=Purin
**¥* N=A, T, G oder C

4.2.2 Sonstige Enzyme

Enzym Hersteller
B-Glucuronidase Sigma (Deisenhofen)
Pfu-Polymerase Promega (USA)
Pfx-Polymerase Invitrogen (Karlsruhe)
Phosphatase, alkalische Boehringer (Mannheim)

Proteinase K Roche (Mannheim)
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Enzym Hersteller
Klenow-Polymerase Invitrogen (Karlsruhe)
RNaseA Sigma (Deisenhofen)

Tag-DNA-Polymerase
T4-DNA-Ligase
T4-DNA-Polymerase

Eigene Herstellung/ Roche (Mannheim)
Fermentas (Litauen)
Fermentas (Litauen)

Zymolyase Seikagaku (Japan)
4.3 Sonstige Materialien
Material Hersteller

A-Phagen-DNA
Eppendorf-Reaktionsgefifle
Geneclean-Kit

Glasperlen
Heringssamen-DNA

Nick Translation-Kit
Nucleo Spin Extraktions-Kit
Qiagen Plasmid Midi-Kit
Whatman Papier (3MM)

Fermentas (Litauen)
Eppendorf (Kromburg)

Bio 101 (USA)

B. Braun (Melsungen)
Sigma (Deisenhofen)
Invitrogen (Karlsruhe)
Macherey & Nagel (Diiren)
Qiagen (Hilden)

Schleicher & Schiill (DaBel)

4.4 Medien und Wachstumsbedingungen

4.4.1 E. coli Stamme

E. coli Zellen wurden als Schiittelkulturen in LB-Medium unter aeroben Bedingungen bei
37 °C angezogen. Zur Selektion von Plasmid-Transformanten wurde dem Medium 50 pg/ ml

Ampicillin zugefiigt. Festem Nidhrboden wurde Agar zugesetzt.

4.4.2 S. pombe Stamme

Die Anzucht der S. pombe Stamme erfolgte in Vollmedium (YESS) oder in Minimalmedium,
dem die entsprechenden Supplementlosungen bis zu einer Endkonzentration von 75 mg/ |
zugesetzt wurden (Moreno et al., 1991). Dabei unterschieden sich die verwendeten Minimal-
medien in der Art der Stickstoffquelle. Wahrend dem Standard-Minimalmedium (MM)
Glutaminsdure als Stickstoffquelle diente, wurde dem Edinburgh-Minimalmedium (EMM)
Ammoniumchlorid zugefiigt. Festem Néahrboden wurden 20 g Agar pro Liter zugesetzt. Die
S. pombe Kulturen wurden U/N bei 30 °C angezogen, mit Ausnahme der temperatursensitiven
Stimme, deren Anzucht bei 24 °C bzw. 28 °C erfolgte. Um die Auswirkungen verschiedener
Parameter auf das Kolonien-Wachstum von S. pombe zu untersuchen, wurden Tropftests

durchgefiihrt. Dabei wurde mit Zellen einer logarithmisch wachsenden Kultur eine
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Verdiinnungsreihe in bidest. H,O angesetzt und zwischen 10* und 10' Zellen auf
entsprechende Agarplatten getropft. Um Auswirkungen der Temperatur auf das Wachstum zu
analysieren, wurden S. pombe Stimme bei Temperaturen zwischen 24 °C und 37 °C inkubiert.
Die Hypersensitivitit gegeniiber Thiabendazol (TBZ) wurde mittels serieller Tropftests bei
24°C untersucht. Hierfiir wurde pro Milliliter Medium in der Regel zwischen 5,5 und 7,5 pg
TBZ verwendet. Bei Genexpressions-Studien wurde zur Reprimierung des nmt! " -Promotors
dem entsprechendem Medium 5 pg/ ml Thiamin zugefiigt, wihrend eine Dereprimierung des
Promotors durch Anzucht der Zellen in thiaminfreien Medium erzielt wurde. Die
Induktionszeiten waren zum einen abhingig von der gewéhlten Inkubationstemperatur zum
anderen von der experimentellen Verwendung. Fiir die Durchfiihrung serieller Tropftests
wurden die Kulturen entweder bei 30 °C fiir 18 h oder bei 24 °C fiir 20 h angezogen. Eine
Verwendung in immunofluoreszenzmikroskopischen Untersuchungen setzte eine Inkubation
bei 30 °C fiir 22 h bzw. bei 24 °C fiir 24 h voraus. Zur Selektion kanamycinresistenter Zellen
wurden YESS-Platten benutzt, die Geneticin-Disulfat (G418) in einer Konzentration von

100 mg/ 1 enthielten.

4.5 Oligonukleotide

Nummer Bezeichnung Sequenz (5°-3") Verwendungszweck
58 M13rev GGAAACAGCTATGACCATG Sequenzierung
79 mal3amprev AAT TAGACGGCTCAAACACT Verifikation

103 Dam]1-f ATGGAGAAATACCAGAAAGC Klonierung

104 Damlrev TTATCTGGAAGCGGAATAGG Klonierung

106 Daml1-GFP-f  ATTTTGCAACTGCAGACGAAACATTTGCTACAAATG Homologe

ACACTTCTTTCATTGAACGGCCAGAAACCTATTCCG Rekombination
CTTCCAGACGGATCCCCGGGTTAATTAA

110 Daml-KanMx TGATATGCTAGGTTATTCCC Verifikation
131 his3a GAGCCTCTTTGCGAAGGAGCATTG Verifikation
142 KanMxStartver ATTCCAACATGGATGCTG Verifikation
primer

163 ura4-v-3’-f GAGAAGCTGGTTGGAAGG Verifikation
217 cntl AACAATAAACACGAATGCCTC ChIP

218 cnt2 ATAGTACCATGCGATTGTCTG ChIP

219 imrl GGCTACCAGCATTGTTATTCATAACC ChIP

221 otrl CACATCATCGTCGTACTACAT ChIP

222 otr2 GATATCATCTATATTTAATGACTACT ChIP

223 fbpl-1 AATGACAATTCCCCACTAGCC ChIP

224 fbp1-2 ACTTCAGCTAGGATTCACCTGG ChIP

228 imr3 GGATATATGTATTCTTGCACTC ChIP

241 Stul-GFP-f. TTTCAATATTGGGAGGATTAAATGAAGGACAAAGG Homologe

CTTCTTTTCATGCATTATTTAAAGATGAAGTCTGAT Rekombination
GAAAAGAATCGGATCCCCGGGTTAATTAA
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Nummer Bezeichnung Sequenz (5°-3") Verwendungszweck
242 Stul-GFP-r. AAGGAGCAGAGGAGGCAGTAGCGGAAGCTTCTTCT Homologe
TGCATGCATAAGTTGAAGACATTAACAGGTTTGAG Rekombination
CGTATACTAAGAATTCGAGCTCGTTTAAAC

246 Stul-ver-5 TGAACCAGTCATATTGGC Verifikation

247 Stul-ver-3 TGTTTCAGGTATTCAGCC Verifikation

248 Dam1-GFP- CAACCTGATATGCTAGGTTATTCCCTTCGACTATTA Homologe

rev-2 TAATAATAAATGAAAAAGAAAAAACTTCAACCAGT Rekombination

CTCCCTTGCGAATTCGAGCTCGTTTAAAC

261 GFP-Seq.5 ACGTGTCTTGTAGTTCCC Verifikation

301 Stu-Del.5ver TACCACTGCATCACATGCCC Verifikation

302 kanMxreversep CCTCGACATCATCTGCCC Verifikation

rimer

304 kanMxforward GGATGTATGGGCTAAATG Verifikation

305 Stu-Del.5” GCGAGTTTTTAATATTCTCTTCGCAAACAACGCTTC Homologe
ACGTTTCTCTTGTTTCGCTCGTTTCATCAATATATTT Rekombination
GTAATTGGAATTCGAGCTCGTTTAAAC

317 cl6E8-GFP-f. GCCAATCCGTCAGCTTAATTAAGCACATTCATGTTT Homologe
TCATACGCTTGCTTGGCACCTCTGGTTCTTTTAAGA Rekombination
ATACAAAACGGATCCCCGGGTTAATTAA

318 cl6E8-GFP-r. ATATGATTCCAAGAACCGCATATTTTATAATATAAT Homologe
AACAATTTATGTTGTATTCTGTTTCTGCCCTTTTCTT Rekombination
CCCGTCGGAATTCGAGCTCGTTTAAAC

321 cl6E8-5"ver GCATACATTGCAATGTGG Verifikation

322 c16E8-3"ver GAAGAATCAGAGCTCTCC Verifikation

332 Stul-GFP-f.2 ~ TTTCAATATTGGGAGGATTAAATGAAGGACAAAGG Homologe
CTTCTTTTCATGCATTATTTAAAGATGAAGTCTGAT Rekombination
GAAAAGAATGGTGCAGGAGCTGAGCTCATGGGTAT
TCC

333 Stul-GFP-r.2  AAGGAGCAGAGGAGGCAGTAGCGGAAGCTTCTTCT Homologe
TGCATGCATAAGTTGAAGACATTAACAGGTTTGAG Rekombination
CGTATACTAACTGTTCCAACACCAATG

342 Stul-Del-3"-2 GCTAAAAAAGGAGCAGAGGAGGCAGTAGCGGAAG Homologe
CTTCTTCTTGCATGCATAAGTTGAAGACATTAACAG Rekombination
GTTTGAGCGTATACTAACGGATCCCCGGGTTAATTA
A

344 StuDel-ver3’-2  ATCTTCATGATCATGACG Verifikation

349 p32A8-GFP-f. ATAGAATTAAGCGTAGCTTAGACATCATTTGAACTT Homologe
GCACGCTTGTATGATTATCCTTTTTCCTTCGATCGTT Rekombination
CGTTTACGAATTCGAGCTCGTTTAAAC

350 p32A8-GFP-r.  GCACCATTTCAGTTGTAGTAGACTTTCGTTTTGTATT Homologe
ACCTAAACGAATGCAATAAAACTAGCTCTCGAAGT Rekombination
TTGTGAATCGGATCCCCGGGTTAATTAA

351 p32A8-5'ver AAGCATCATTTTTACAGC Verifikation

352 p32A8-3"ver ACTTGGAGCTCACATGCC Verifikation

4.6 Plasmide
Bezeichnung Genetische Marker, Konstruktion, Beschreibung Nummer
pREP3X LEU2, Amp’, Thiamin-reprimierbarer nm¢I *-Promotor 147
pURI19-mal2” ura4’, Amp”, genomischer mal2"-ORF in pUR19 159

pFAG6-GFP(S65T)-kanMx6" 177
pFA6a-3HA-kanMx6" 179
pUR19-spil ™ ura4”’, Amp’, genomischer spil "-ORF in pUR19 219
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Bezeichnung Genetische Marker, Konstruktion, Beschreibung Nummer
pUR19 urad”, Amp’ 222
pJR2-41XU ura4”, Amp”, Thiamin-reprimierbarer nm¢/ " Promotor 286
pJR2-81XU ura4”, Amp”, Thiamin-reprimierbarer nm¢/ " Promotor 290
pREP3X-pklI" LEU2, Amp", pkl1"-ORF in pREP3X 309
pREP81X-pkil* LEU2, Amp’, pkll*-ORF in pREP81X 310
CD-20 ura4’, Amp’, C-Terminus des genomischen pegl -ORFs in pUR19 350
pes2 intSGp PkI-EGFP-ura4’ 432
CD-20v ura4’, Amp’, gesamter genomischer peg!/'-ORF in pUR19 435
CD-20p CD-20 subkloniert; HindlIl 445
CD-20n CD-20 subkloniert, Hincll/ BamHI 446
IK-A ura4’, Amp’, genomischer mal3*-ORF in pUR19 450
IK-H ura4’, Amp’, genomischer spdam1”-ORF in pUR19 457
IK-M ura4’, Amp’, genomischer spc7 " -ORF in pUR19 458
IK-Hs IK-H subkloniert; HindIll/ Bcll 468
pREP3X-spdam1” LEU2, Amp’, spdam1”-ORF in pREP3X 470
IK-Hv bzw. pJR41X- urad”, Amp’, spdaml1"-ORF in pJR2-41XU 471
spdami”

pIR81X-spdam1™ ura4”, Amp’, spdam1*-ORF in pJR2-81XU 473

4.7 Transformation

Die Transformation von S. pombe Zellen erfolgte nach der von Okazaki beschriebenen
Lithiumacetatmethode (Okazaki et al., 1990). Zur Transformation -PCR generierter- linearer
DNA-Fragmente (Integrations- und Deletionskassetten) wurde der zu transformierenden
linearen DNA 10 ug Heringssperma-DNA beigemengt.

Zur Plasmid-Amplifizierung in E. coli Zellen wurden -abhingig von der Konzentration der
Ausgangs-DNA- unterschiedliche Transformationsmethoden verwendet. Dabei zeichnet sich
die ,,One minute“-Transformation DMSO-kompetenter E. coli Zellen durch ihre Schnelligkeit
aus, wurde jedoch aufgrund niedrigerer Effizienz nur mit Plasmid-DNA in ausreichender
Konzentration durchgefiihrt. Ligationsansitze mit sehr niedriger DNA-Konzentration wurden

hingegen durch Elektroporation in hochkompetente E. coli Zellen transformiert.

4.8 Priparation von Nukleinsiuren

Die Isolierung von Plasmid-DNA aus S. pombe erfolgte mit Hilfe des ,,Geneclean-Kit* der
Firma Biol01 (USA) gemil Herstellerangaben. Zur Gewinnung genomischer S. pombe DNA
wurde ein von Hoffmann erstelltes Protokoll verwendet (Hoffmann und Winston, 1987).

Zur Priparation von Plasmid-DNA aus E. coli Zellen wurde entweder die alkalische-Methode
nach Ish Horowicz und Burke (Ish Horowicz und Burke, 1982) angewandt oder zur Isolierung
groBerer DNA-Mengen das Qiagen Plasmid Midi-Kits (Qiagen, Hilden) gemi3 Hersteller-

angaben verwendet.
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4.9 DNA-Grundtechniken

Verwendete DNA-Klonierungsmethoden, Schritte zur Fallung und Aufreinigung der DNA
sowie die Amplifizierung von DNA-Sequenzen durch die Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
wurden nach Standardprotokollen nach Maniatis (Maniatis et al., 1989) durchgefiihrt. Die in
Kapitel 4.2 aufgefiihrten Enzyme wurden hierbei entsprechend den Standardprotokollen und
in Ubereinstimmung mit den Herstellerangaben eingesetzt. Die Isolierung von DNA-
Fragmenten aus Agarosegelen erfolgte mit Hilfe des ,Nucleo Spin Extraktions-Kit

(Macherey & Nagel, Diiren).

4.9.1 Subklonierung des Genbank-Plasmids IK-H

Die Vorgehensweise fiir die Subklonierung des Genbank-Plasmids IK-H soll an dieser Stelle
kurz beschrieben werden. Das Plasmid IK-H (Kapitel 4.6) wurde zuerst in dem dam™ E. coli-
Stamm GM48 amplifiziert (Kapitel 8.1.1), da die Restriktionsendonuklease Bcll nur in der
Lage ist, nicht dam-methylierte DNA zu schneiden. Nach Plasmid-Isolation (Kapitel 4.8) und
Restriktion mit Bcll/ Hindlll (Kapitel 4.2.1) wurden die {iberhdngenden Enden der
geschnittenen DNA mit der 74-DNA-Polymerase aufgefiillt und das Plasmid religiert
(Kapitel 4.2.2).

4.10 Methoden zur Kreuzung von S. pombe

4.10.1 Paarung haploider S. pombe Hefestimme

Haploide S. pombe Stimme (h” bzw. h") wurden in einem geringem Volumen bidest. H,O
(5-10ul) in einem Eppendorf-Reaktionsgefdil vermengt und der ,,Zellmix* auf
Minimalmediums-Platten (oder Malzextrakt-Platten) pipettiert. Die Platten wurden in der

Regel bei Raumtemperatur (RT) fiir ca. 24-48 h inkubiert.

4.10.2 Generierung diploider S. pombe Hefestimme

Haploide S. pombe Stimme (ade6-M210 bzw. ade6-M216) wurden, wie in Kapitel 4.10.1
beschrieben, gepaart, anschlieBend auf Selektivmedium (MM-ade) ausplattiert und fiir ca. 6-7
Tage bei der entsprechenden Temperatur inkubiert. Dabei waren diploide Hefestimme

aufgrund der erhaltenen Adenin-Prototrophie an der weilen Kolonienfarbe zu erkennen.
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4.10.3 ,,Random spore“-Analyse

In der ,,Random spore“-Analyse wurden durch B-Glucuronidase-Behandlung die Zellwénde
vegetativer Zellen und Asciwénde, jedoch nicht die der Sporen, aufgebrochen, wobei
ausschlieflich Sporen iiberlebensfahig blieben. Dazu wurden die Asci mit einer Pipettenspitze
von der Minimalmediums-Platte aufgenommen und in 1 ml bidest. H>O inclusive 20 pl einer
1:10 verdiinnten B-Glucuronidase Losung resuspendiert. Der Ansatz wurde in der Regel U/N
bei RT inkubiert. Darauthin wurde nach zweimaligem Waschen der Sporen mit 1 ml bidest.
H,O die Sporenzahl pro Milliliter ermittelt und 100-200 Sporen auf selektive
Minimalmediums-Platten ausplattiert. Nach Inkubation fiir ca. 2-8 Tage bei geeigneter

Temperatur wurden Kolonien ermittelt, deren Zellen den gewiinschten Genotyp besal3en.

4.10.4 Tetradenanalyse

Zur Tetradenanalyse wurde die entsprechende Tetraden-Suspension auf eine Vollmediums-
Platte pipettiert. Anschlieend wurden einzelne Tetraden mit einer Glasfasernadel unter dem
Tetradenmikroskop mit Hilfe eines Mikromanipulators in einem Abstand von ca. 5 mm
voneinander auf den Agar abgelegt. Die Tetraden-Platte wurde bei geeigneter Temperatur so
lange inkubiert, bis sich die Asciwinde der separierten Tetraden auflosten. Darauthin wurden
die Sporen der einzelnen Tetraden erneut mit der Glasfasernadel vereinzelt und in einem
Abstand von ca. 5 mm untereinander angeordnet. Nach Inkubation bei geeigneter Temperatur

wurde die Verteilung der genetischen Marker der Sporen tiberpriift.

4.11 Ermittlung der Minichromosomenstabilitat

Das Einbringen eines nicht-essentiellen Minichromosoms in den mall6-1 Mutantenstamm
erfolgte durch Paarung der Stimme UFY 416 und UFY 103 (Kapitel 4.10.1). Nach
anschlieBender Tetradenanalyse wurden Zellen der resultierenden Stimme auf
Selektivmedium (MM-ade) ausgestrichen und fiir 4 Tage bei 24°C inkubiert. Die Bestimmung
des Minichromosom-Verlustes erfolgte durch Anzucht der Zellen in fliissigem
Selektivmedium (MM-ade) bei 24 °C und anschlieBendes Ausplattieren auf MM-Platten mit
limitierender Adeninkonzentration (5 pg/ ml). Nach 10 Tagen Inkubation bei 24 °C waren
adeninprototrophe Kolonien an ihrer weilen Kolonienfarbe zu erkennen, wihrend

adeninauxotrophe durch ihre rote Farbung auffielen.
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4.12 Komplementation mutanter Phanotypen

4.12.1 Komplementation der Temperatursensitivitit des mall6-1 bzw.
mall6-1 mal2-1 Mutantenstammes

Zur Identifizierung des mall6 -Wildtyp-Gens wurde eine genomische S. pombe DNA-Bank
in den mall6-1 Mutantenstamm transformiert und bei 36°C fiir 2-3 Tage auf Ura'-
Transformanten selektioniert. AnschlieBend wurden die Transformanten auf Selektivmedium
replikaplattiert und fiir weitere 3-4 Tage bei 36 °C inkubiert. Putativ positive Transformanten
wurden auf Komplementation des elongierten Zell-Phénotyps hin untersucht.

Bei der verwendeten Genbank handelt es sich um genomische S. pombe DNA, die partiell mit
dem Restriktionsenzym Sau3A4 geschnitten und mittels der Sa/l-Erkennungsschnittstelle der
»Multiple cloning site (MCS) in den Vektor pUR19 kloniert wurde. Dabei betrigt die
durchschnittliche Insertgro3e der genomische S. pombe DNA ca. 4 Kbp.

Beim Komplementationsversuch mit dem Mutantenstamm mall6-1mal2-1 wurde wie oben
verfahren, mit dem Unterschied, da3 die Inkubation bei 28 °C erfolgte. Um zu iiberpriifen, ob
die isolierten Bank-Plasmide ein mal2"-Insert besaBen, wurden eine Restriktionsanalyse mit
HindIll durchgefiihrt. Die Plasmide, die das mal2"-Gen enthielten, konnten an einem
charakteristischen DNA-Fragment von 655 Bp identifiziert werden. Insertsequenzen wurden
mit den Oligonukleotid 58 ansequenziert (Seqlab, Gottingen bzw. BMFZ, Diisseldorf). Die
Identifizierung der isolierten Suppressoren erfolgte durch den Abgleich der Sequenzierungs-

ergebnisse mit der S. pombe Datenbank (Sanger Center, Hinxton, England).

4.12.2 Komplementation der TBZ-Hypersensitivitiit der spi/-25 Mutante

Die Identifizierung extragener spil/-25 Multikopie-Suppressoren erfolgte wéihrend der
Diplomarbeit, der die genaue Vorgehensweise zu entnehmen ist (Karig, 2000; Fleig et al.,

2000).

4.13 Kartierung von mall6"

Die Kartierung des mall6" -Gens erfolgte mittels Paarung entsprechender S. pombe Stimme
(Kapitel 4.10.1) und anschlieBender Tetradenanalyse (Kapitel 4.10.4). Die Genotypen der in
dieser Kartierungsstudie verwendeten Stidmme sind in Kapitel 8.1.2.3 aufgefiihrt.
Ausgangsstimme, die zur Herstellung neuer Stimme benutzt wurden (Kapitel 4.10), sind

ebenfalls dem Kapitel 8.1.2.3 zu entnehmen. Die Integration von G418-Resistenz-Markern
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erfolgte in dem Wildtypstamm UFY 103 und UFY 605. Hierfiir wurden die HA-kanMx6-
DNA-Kassetten mittels PCR mit den fiir den jeweilige Integrationsort spezifischen
Oligonukleotiden (Oligonukleotid 317 und 318 fiir c/6ES8, Oligonukleotid 349 und 350 fiir
p3248) auf dem Plasmid 179 generiert (Béhler et al., 1998) und anschlieBend in die S. pombe
Wildtypstamme transformiert. Genaue Informationen zur Vorgehensweise sind den Kapiteln
4.15 bzw. 4.17 zu entnehmen. Bei den putativ positiven Transformanten wurde die korrekte
Integration der DNA-Kassetten mittels PCR {berpriift (Oligonukleotid 321 und 322 fiir
cl6ES, Oligonukleotid 351 und 352 fir p3248). Bei den jeweiligen Kreuzungen
(Kapitel 5.1.4.3) wurde die Segregation unterschiedlicher genetischer Marker untersucht.
Dabei erfolgte die Identifizierung der genetischen Marker nach den in Tab. 4-1 aufgelisteten
Kriterien. Die UV-Sensitivitdtsuntersuchungen zum Nachweis der swi5-39 Mutation wurden
mittels einem ,,UV-Stratalinker 2400 der Firma Stratagene nach Schmidt durchgefiihrt
(Schmidt et al., 1989).

Genetischer Marker Identifizierungskriterium
mall6-1 Elongationsphénotyp bei 36 °C
lys1-131 Kein Wachstum auf MM-Lys
swis-39 UV-Sensitivitat

ura3-34 Kein Wachstum auf MM-Ura
ade6-M210 Kein Wachstum auf MM-Ade
leul-32 Kein Wachstum auf MM-Leu
ural-171 Kein Wachstum auf MM-Ura
his6-365 Kein Wachstum auf MM-His
mal2-1 Kein Wachstum bei 30 °C
ura4-D18 Kein Wachstum auf MM-Ura
pkilDI2 Wachstum auf MM-Ura

kan" G418-Resistenz

Tab. 4-1: Kriterien zur Identifizierung genetischer Marker

4.14 Untersuchungen auf genetische Interaktionen in S. pombe

Um auf genetische Interaktionen in S. pombe zu testen, wurden entsprechende Doppel- bzw.
Dreifachmutanten -wie in Kapitel 4.10 beschrieben- hergestellt. Dabei erfolgte die
Identifizierung dieser nach den in Tab. 4-2 aufgefiihrten mutanten Phénotypen bzw. Kriterien.
Der Nachweis der mal3-Deletion wurde durch PCR-Analyse mit den Oligonukleotiden 79 und
131 erbracht (Kapitel 4.5).

Bei der jeweiligen Untersuchung auf genetische Interaktion wurde mit den Sporen von jeweils
drei unabhingigen Tetraden und den entsprechenden Parentalstimmen serielle Tropftests

durchgefiihrt (Kapitel 4.4.2). Abhidngig von den Phédnotypen der Parentalstimme
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(Temperatur-Sensitivitdit, = TBZ-Hypersensitivitdit) wurden  hierbei  unterschiedliche

Bedingungen gewéhlt (Kapitel 4.4.2).

Doppel-/ Dreifachmutante Mutation/ Deletion Phénotyp/ Identifizierungskriterium
mall6-1 mal2-1 mall6-1 Elongationsphénotyp bei 37 °C
mal2-1 Wachstumsdefekt bei 30 °C
mall6-1 mal3A mal3A PCR-Analyse
mall6-1 mphlA mphlA Wachstum auf MM—Ura
mall6-1 mad2A mad2A Wachstum auf MM-Ura
spil-25 cut7® spil-25 Elongationsphinotyp bei 24 °C
cut7” Wachstumsdefekt bei 36 °C
spil-25 pkliA pkliA Wachstum auf MM-His
spil-25 pkl1D12 pkiiDI12 Wachstum auf MM—Ura
spil-25 kip2A kip2A4 Wachstum auf MM—Ura
pegl-1alpl4A pegl-1 Wachstumsdefekt bei 35 °C
alpl4A G418-Resistenz
pegl-1 alpl4Amal3A s. oben s. oben

Tab.4-2: Mutante Phinotypen bzw. Kriterien zur Identifizierung von Doppel- und Dreifachmutanten

4.15 Fusion endogener ORFs mit einem GFP-Epitop

Durch homologe Rekombination wurde an die entsprechenden genomischen ORFs -jeweils an
das letzte Basenpaar-Triplett vor dem Stopcodon- eine DNA-Sequenz, die fiir ein GFP-Epitop
kodiert, fusioniert. Diese DNA-Kassette wurde mittels PCR mit den fiir den jeweiligen ORF
spezifischen Oligonukleotiden (Oligonukleotid 106 und 248 fiir den spdaml -ORF,
Oligonukleotid 241 und 242 fiir den pegl/ '-ORF) auf dem Plasmid 177 generiert und
anschlieBend in den S. pombe Stamm UFY 103 transformiert (Bdhler et al., 1998).

Die verwendeten ,,Vorwirts“-Oligonukleotide 106 bzw. 241 besitzen dabei einen
80 Nukleotid langen Homologiebereich zur Sequenz vor dem Stopcodon, gefolgt von
20 Nukleotiden mit Homologie zur DNA-Sequenz des GFP-kanMx6-Moduls auf Plasmid
177. Das fiir den spdam1”-ORF spezifische 100 Nukleotid lange ,,Riickwirts“-Oligonukleotid
248 ist mit 80 Nukleotiden homolog zu einer Sequenz, die 10 Bp hinter dem Stopcodon
-in der 3’-flankierenden Region- des spdami -ORFs liegt und zusitzlich besitzt dieses einen
Homologiebereich von 20 Nukleotiden zum Plasmid 177.

Bei der Wahl der Sequenz des fiir den peg! -ORF spezifischen ,,Riickwirts“ Oligonukleotids
242 muBte beachtet werden, daB das Stopcodon des peg! - ORFs mit dem des benachbarten
gegenldufigen SPAC3G9.13¢c-ORFs teilweise liberlappt. Um das Stopcodon des benachbarten
Gens nicht zu zerstdren, wurde diese Sequenz mitberiicksichtigt. Aus diesem Grunde weist

das Oligonukleotid 242 80 Nukleotide Homologie zu den letzten 80 Bp des SPAC3G9.13c¢-
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ORFs -einschlieBlich dessen Stopcodon- auf (bzw. zu den letzten 4 Bp des pegl -ORFs
zuziglich der 76 Bp der hinter dem Stopcodon angrenzenden 3’flankierenden Region des
pegl -ORFs), erneut gefolgt von 20 Nukleotiden mit Homologie zu Plasmid 177.

Die mittels PCR generierten DNA-Kassetten enthalten eine kanMx6-Modulsequenz, die
positiven Transformanten das Wachstum auf Geneticin-Disulfat-haltigen Platten (G418)
ermdglicht. Bei den putativ positiven Transformanten wurde die korrekte Integration der
Fusionskassette durch PCR {iberpriift. Wihrend bei den Transformanten, bei denen das GFP-
Epitop an den spdaml -ORF fusioniert werden sollte, die PCR-Reaktion mit den
Oligonukleotide 103 und 304 bzw. 110 und 142 durchgefiihrt wurde, wurde die Fusion an den
pegl-ORF mit den Oligonukleotiden 246 und 304 bzw. 247 und 302 verifiziert. Um
sicherzustellen, daf} die Fusion mit dem GFP-Epitop sich nicht negativ auf die Funktion des
entsprechenden Proteins auswirkt, wurden positive Transformanten auf Hypersensitivitét

gegeniiber TBZ (5,5-7 pg/ ml) getestet.

4.16 Fusion des pegI"-ORFs mit einem Pk1-EGFP-Epitop

Die Fusion des peg/'-ORFs mit einem PkI-EGFP-Epitop erfolgte durch homologe
Rekombination nach der von West beschriebenen Methode (West et al., 2001). Im
Unterschied zu Kapitel 4.15 wurde an das letzte Basenpaar-Triplett vor dem Stop-Codon des
pegl -ORFs eine DNA-Sequenz, die zum einen fiir einen Glycin-Alanin-,,Spacer®, zum
anderen fiir ein Pk1-EGFP-Epitop kodiert, fusioniert. Die Generierung der DNA-Kassette
erfolgte mittels PCR auf dem Plasmid 432 mit den Oligonukleotiden 332 bzw. 333 und wurde
anschlieBend in den Stamm UFY 605 transformiert. Das verwendete ., Vorwirts"-
Oligonukleotid 332 besitzt dabei denselben 80 Nukleotid langen Homologiebereich zur
Sequenz vor dem pegl ™ Stop-Codon, der bereits in Kapitel 4.15 beschrieben wurde, gefolgt
von 12 Nukleotiden, die fiir den Glycin-Alanin- ,,Spacer kodieren und 17 Nukleotide mit
Homolgie zur DNA-Sequenz des Pkl/-EGFP-ura4 -Moduls auf Plasmid 432. Auch bei der
Wahl des ,,Riickwirts“-Oligonukleotids wurde auf die bereits in Kapitel 4.15 verwendete
DNA-Sequenz -mit 80 Nukleotiden Homologie zu den letzten 80 Bp des SPAC3G9.13c-
ORFs- zuriickgegriffen und durch 17 Nukleotide mit Homologie zu Plasmid 432 erweitert.

Im AnschluB an die Transformation erfolgte die Selektion von ura’-Transformanten bei 30 °C
fiir 4 Tage. Mittels PCR wurde bei den putativ positiven Transformanten die korrekte
Integration der Fusionskassette mit den Oligonukleotiden 261 und 246 bzw. 163 und 247
tiberpriift.
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4.17 Deletion des pegl'-ORFs

Zur Deletion des 4510 Bp groBen pegl/ -ORFs wurde mittels PCR eine DNA-Kassette
generiert, die neben einer HA-Sequenz auch eine kanMx6-Modulsequenz trigt (Kapitel 4.6).
Diese 1985 Bp grof3e Deletionskassette wurde mit den Oligonukleotiden 305 und 342 auf dem
Plasmid 179 als DNA-Template in einer PCR-Reaktion amplifiziert (Kapitel 4.9). Das
verwendete Oligonukleotid 305 besitzt dabei einen 80 Nukleotid langen Homologiebereich
zur Sequenz vor dem Startcodon des pegl'-ORFs, gefolgt von 20 Nukleotiden mit
Homologie zur DNA-Sequenz des HA-kanMx6-Moduls auf Plasmid 179. Wie in Kapitel 4.15
muBte auch hier bei der Wahl der Sequenz des Oligonukleotids 342 darauf geachtet werden,
das Stopcodon des benachbarten gegenldufigen SPAC3G9.13¢c-ORFs nicht zu zerstéren. Aus
diesem Grunde weist das Oligonukleotid 342 87 Nukleotide Homologie zu den letzten 87 Bp
des SPAC3G9.13¢ -einschlieBlich dessen Stopcodons- auf (bzw. zu den letzten 4 Bp des
pegl -ORFs zuziiglich der 83 Bp der hinter dem Stopcodon angrenzenden 3’-flankierenden
Region des pegl -ORFs), erneut gefolgt von 20 Nukleotiden mit Homologie zu Plasmid 179.

Fiir die Transformation der Deletionskassette wurden diploide S. pombe Stimme, die sich
durch Kreuzung der Stimme UFY 605 und UFY 606 ergaben, verwendet (Kapitel 4.7 bzw.
4.10). Die Selektion erfolgte auf Vollmediums-Platten mit Zusatz von 100 mg/ ml Geneticin-
Disulfat bei 30 °C fiir 2 Tage. Nach erneutem Replikaplattieren und Ausstreichen putativ
positiver Transformanten auf dem entsprechenden Selektivmedium wurden bei diesen die
korrekte Integration und somit Deletion des pegl/'-ORFs mittels PCR mit den
Oligonukleotiden 301 und 142 bzw. 304 und 344 verifiziert. Im Anschlul wurden positive
diploide Transformanten, bei denen eine Kopie des pegl'-Gens deletiert war, zum
Sporulieren auf EMM-Medium ausgestrichen und die Tetraden einer Tetradenanalyse

unterzogen (Kapitel 4.10.4).

4.18 Analyse des DNA-Profils von S. pombe Zellen mittels
Durchfluflzytometrie-Analyse

DNA-Profile von S. pombe Zellen wurden mittels DurchfluBzytometrie-Analyse erstellt.
Dabei wird der DNA-Gehalt jeder Hefezelle anhand der Intensitdt der Fluoreszenzfarbung mit
Propidiumiodid gemessen.

Zur Vorbereitung fiir die DurchfluBzytrometrie-Analyse wurden 1x10’ Zellen einer
logarithmisch wachsenden Hefekultur nach einmaligem Waschen mit Tris-Puffer (0,2 M,

pH 7,5) in 70 % Ethanol/ 0,2 M Tris pH 7,5 aufgenommen und fiir 2 h bei RT fixiert. Im
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Anschlul an einen weiteren Waschschritt wurden die Zellen erneut in 1 ml Tris-Puffer
resuspendiert. 100 pl dieser Zellsuspension (ca. 1x10° Zellen) wurden daraufhin 1 min in
einem Ultraschallwasserbad sonifiziert und nach Zugabe von 12 pl RNase A (10mg/ ml) U/N
bei 37 °C inkubiert. Dieser Inkubationszeit folgte ein erneuter Waschschritt mit Tris-Puffer.
AnschlieBend wurden die Zellen mit 50 pg/ ml Propidiumiodid angefarbt und mittels einem
Becton-Dickinson FACSort Gerdtes analysiert. Die Messung der Proben wurde von

Irina Volfson durchgefiihrt.

4.19 Mikroskopie

Die Durchfiihrung mikroskopischer Untersuchungen von S. pombe Zellen erfolgte an den
Zeiss-Axioskop Fluoreszenz-Mikroskopen mit entsprechender Kamera-Ausriistung. Bilder,
aufgenommen mit dem SensiCam Kamera-System (PCO Computer Optic GmbH), wurden
mit der Image-Pro-Plus Software bearbeitet, wiahrend dementsprechend fiir Aufnahmen mit
einer Hamamatsu-Kamera die Open-Lab Software verwendet wurde.

Die Immunofluoreszenz in S. pombe wurde basierend auf der Methode von Hagan und Hyams
(Hagan und Hyams, 1988) und entsprechenden Standardprotokollen nach Allan (Allan, 1999)
durchgefiihrt.

Dabei wurde zur Lokalisierung der unterschiedlichen GFP-Fusionsproteine als primérer
Antikorper ein polyklonaler Kaninchen Anti-GFP Antikorper (Molecular Probes, Gottingen),
als sekundérer ein Cy3-gekoppelter Anti-Kaninchen Antikorper verwendet.

Die Anfarbung von Mikrotubuli erfolgte mit dem primidren monoklonalen Anti-Tubulin
Antikorper TAT1. Bei Einzelfarbung wurde als sekundérer Antikorper ein Cy3-gekoppelter
Anti-Maus Antikorper benutzt, wiahrend bei Doppelfarbung, d.h. paralleles Anfarben eines
GFP-Fusionsproteins, ein FITC-gekoppelter Anti-Maus Antikorper benutzt wurde. Fiir die
Kolokalisierungsstudie in Kapitel 5.3.2.2 wurde fiir die Anfarbung des Peglp-Proteins als
primdrer Antikorper ein monoklonaler Maus Anti-GFP Antikdrper (Molecular Probes,
Gottingen), als sekundérer ein FITC-gekoppelter Anti-Maus Antikdrper verwendet und fiir die
Lokalisierung des Spc7p-HA-Fusionsproteins als primérer ein polyklonaler Kaninchen Anti-
HA Antikérper (Clontech) und als sekundirer ein Cy3-gekoppelten Anti-Kaninchen
Antikorper benutzt.

Das Chromatin der Zellen wurde durch Zugabe von 0,01 pg/ ml 4,6-Diamidino-2-Phenylindol
(DAPI) sichtbar gemacht.
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4.20 FISH (“Fluoreszenz in situ Hybridisierung”)

Bei der Durchfithrung der FISH-Analyse wurde das unten beschriebene Protokoll erstellt, das

der Methodik von Eckwall und Partridge (Eckwall und Partridge, 1999) angepasst wurde.

4.20.1 Fixierung und Zellwand-Behandlung von S. pombe Zellen

Eine 20 ml Kultur wurde bei gewiinschter Temperatur bis zu einer Zellzahl von 5x10°
Zellen/ ml in Vollmedium bzw. Minimalmedium U/N angezogen.

Vor Ende der Inkubationszeit (ca. 30 min) wurde eine 38 %-ige Paraformaldehyd-
Losung in PEM-Puffer angesetzt (3,8 g Paraformaldehyd in einem Gesamtvolumen
von 10 ml PEM-Puffer und unter Zugabe von 70 ul 10 M NaOH bei 65 °C 16sen
lassen!), im AnschluB auf Eis gestellt und auf RT runtergekiihlt.

Nun erfolgte die Zugabe von 1/10 Volumen der 38 %-igen Paraformaldehyd-Losung
zu der Kultur und anschlieBendes Mischen. Die Zellen der Kultur wurden daraufhin
fiir 60 min bei entsprechender Temperatur fixiert.

Nach Zentrifugation der Zellsuspension bei 4000 rpm wurde das Zellpellet (in einem
Eppendorf-Reaktionsgefdl) dreimal mit 500 pl PEM-Puffer gewaschen und
anschlieBend wurden die Zellen in 500 pul PEMS-Puffer + 50 pl Zymolyase (20T,
25 mg/ ml Stocklosung) + 40 pl einer 1:10 verdiinnten B-Glucuronidase-Losung + 5 ul
einer unverdiinnten p-Mercaptoethanol-Losung so resuspendiert, da3 die Zellzahl
5x10” Zellen/ ml betrug. Daraufhin erfolgte die Inkubation auf einem Schiittler bei
37 °C fiir 60 min.

Im AnschluB3 an diese Inkubation wurden die Zellen bei 4000 rpm runterzentrifugiert
und mit 500 ul PEMS-Puffer + 5 pl einer unverdiinnten Triton-Losung (oder 25 pl
einer 20%-igen Triton-Losung) fiir 5 min bei RT lysiert.

Die Zellen wurden erneut dreimal mit PEM-Puffer gewaschen und darauthin in
50-100 pl PEM-Puffer aufgenommen.

Auf einem Objekttrager wurden 20 pl dieser Zellsuspension mit 40 pl einer 1%-igen
Lipsol-Losung (Geschenk von Prof. Dr. Josef Loidl, Universitit Wien) und 80 pl einer
Paraformaldehyd/ Sucrose-Losung (4% Paraformaldehyd/ 3,4% Sucrose) mit einer
gelben Spitze gemischt und mit einem Glasstab auf ca. 1/3 der Objekttrager-Flache
gleichmiBig ausgestrichen (Glasstab dabei nur auf die Oberfliche der Zell/Losung-

Suspension auflegen und vorsichtig diese durch mehrfaches Hin- und Herstreichen
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verteilen!). AnschlieBend wurde der Objekttriiger U/N erschiitterungsfrei trocknen
gelassen.

Am nichsten Tag wurde der Objekttriger in einem filir diesen speziellen Behélter
zweimal fiir 5 min (Dauer abhidngig von der Zellzahl!) in bidest. H,O gestellt und
daraufhin erneut luftgetrocknet. An dieser Stelle war es mdglich -anhand eines parallel
praparierten Objekttrigers- die erfolgreiche Behandlung der Zellen, unter Zugabe von

10 pl einer DAPI-Losung (1 pg/ ml) zu tiberpriifen.

4.20.2 Markierung von DNA-Proben mittels ,,Nick Translation*

Die Markierung der DNA-Proben erfolgte mit Hilfe des ,,Nick Translation-Kit* der Firma
Invitrogen (Karlsruhe). Die zu markierende DNA (Plasmid pYIP10.4) war rDNA vom

S. pombe Chromosom III (Toda et al., 1984). Fiir die Durchfiihrung der Markierung wurde

folgendes Pipettierschema erstellt:

DNA 1-2 nug
dNTP-Mix (ohne dTTP) Sul
dUTP-Cy3 (1 mM) 1ul
Polymerse I/ DNase [-Mix S5ul
DNasel (1:400 Verdiinnung von 1 mg/ ml)  2-6 ul
bidest. H,O auf 50 pl auffiillen

Im Anschlufl wurde der Ansatz (alle Komponenten stets auf Eis halten!) vorsichtig
gemischt und fiir 90-120 min bei 15 °C inkubiert.

Zur Uberpriifung der FragmentgroBe wurden 3 pl der markierten DNA-Probe auf ein
0,7 %-iges Agarosegel geladen und fiir 90 min gelelektrophoretisch aufgetrennt.

Nach Fillung der markierten DNA (es wird kein Waschritt mit 70 % Ethanol
durchgefiihrt!) (Kapitel 4.9) wird diese in 50-100 pl Hybridisierungs-Puffer

aufgenommen.

4.20.3 FISH-Analyse von S. pombe Zellen

Zur Denaturierung der markierten DNA-Probe wurde diese fiir 5 min bei 95 °C
inkubiert und anschlieBend auf Eis abgekiihlt.

Nun wurden 5 pl der denaturierten DNA-Probe auf den in Kapitel 4.20.1 préparierten
Objekttrager pipettiert, Deckgldschen aufgelegt und dieses mit einem Spezialkleber
versiegelt. Nach Antrocknen des Spezialklebers (Objekttrager dunkel halten!) wurde

der Objekttriger mit der oberen Seite nach unten (Deckgldschen nach unten!) fiir
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10 min auf einen auf 90 °C vorgewiarmten Heizblock gelegt. Zur Hybridisierung der
markierten DNA-Probe an die entsprechende genomische DNA-Region wurde nach
gleicher Vorgehensweise der Objekttriger U/N oder fiir 48 h auf einem auf 37 °C
vorgewédrmten Heizblock inkubiert.

- Nach Ende der Inkubationszeit wurde das Deckgldschen entfernt und der Objekttrager
in einem fiir diesen speziellen Behélter (abgedunkelt!) dreimal fiir 10-30 min in
2x SSC-Losung stehen gelassen. Im AnschluBl an diese Waschschritte wurde der
Objekttrager aus dem Behilter genommen und die restliche Fliissigkeit vorsichtig mit
Papiertiichern entfernt (nicht lufttrocknen lassen!).

- Zuletzt wurden 5 pl eines DAPI/ Mounting-Reagenz Gemisches (0,01 mg/ ml DAPI —
Losung wird mit dem Mounting-Reagenz 1:5 verdiinnt) auf den Objekttriger

pipettiert, Deckgldschen aufgelegt und dieses mit dem Spezialkleber versiegelt.

Losungen:

PEM-Puffer:

100 mM PIPES
1 mM EGTA
1 mM MgSO,

Vor dem Autoklavieren wurde der pH-Wert mit Essigsdure auf pH 6,9 eingestellt.

PEMS-Puffer:

100 mM PIPES
1 mM EGTA
1 mM MgSO,
1,2 M Sorbitol

20 x SSC-Puffer:

3 M NaCl
0,3 M NasCitrat x 2 H,O

Vor dem Autoklavieren wurde der pH-Wert mit Salzsaure auf pH 7,0 eingestellt.

Hybridisierungs-Puffer:
10 % Dextran-Sulfat
50 % Formamid (deionisiert)
2 x SSC
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4.21 ChIP (*“Chromatin-Immunoprizipitation”)

Nach Aneignung der ChIP-Methode bei Alison Pidoux in Edinburgh (Schottland) wurde diese

Technik in unserem Labor von mir etabliert.

Dabei wurde folgendes Protokoll verwendet:

Fiir jeden ChIP-Ansatz wurde bei gewlinschter Temperatur eine 50 ml Kultur bis zu
einer Zellzahl von 5x10° Zellen/ ml angezogen. Um eine mdglichst gute Chromatin-
Assoziation des zu analysierenden Proteins zu erhalten, konnte die Kultur unmittelbar
vor der Fixierung fiir ca. 2 h bei 18 °C inkubiert werden.

Ca. 30 min vor Ende der Inkubationszeit wurde eine 30 %-ige Paraformaldehyd-
Losung in YE5S-Medium (3 g Paraformaldehyd in einem Gesamtvolumen von 10 ml
YESS und unter Zugabe von 0,3 ml 10 M NaOH bei 65 °C losen lassen!) angesetzt.
AnschlieBend wurde die Losung auf Eis auf RT runtergekiihlt.

Nun erfolgte die Zugabe von 1/10 Volumen der 30 %-igen Paraformaldehyd-Losung
zu der Kultur und anschlieBendes Mischen durch rotierende Bewegung. Die Zellen der
Kultur wurden darauthin fiir 30 min entweder bei RT oder -falls erwiinscht- bei 18 °C
auf einem Schiittler fixiert. Die Fixierung konnte durch Zugabe von 1/20 Volumen
einer 2,5 M Glycin-Losung gestoppt werden (nicht zwingend!)

Die fixierten Zellen wurden in ein Falcon-Reaktionsgefdl3 tiberfiihrt und bei 4000 rpm
in einer auf 4 °C vorgekiihlten Zentrifuge runterzentrifugiert. Der Uberstand wurde
verworfen und das Zellpellet zweimal mit jeweils 20 ml eiskaltem 1x PBS-Puffer
gewaschen.

AnschlieBend wurden die Zellen (in dem Falcon-Reaktionsgefdll) in PEMS-Puffer
+ 0,4 mg/ ml Zymolyase (100T, 10 mg/ ml Stocklosung) so resuspendiert, daB3 die
Zellzahl 1x10% Zellen/ ml betrug (bei mehreren ChIP-Ansidtzen sollte ein ,,Master-
Mix“ erstellt werden!). Darauthin erfolgte die Inkubation auf einem Schiittler bei
37 °C fiir 30 min.

Die mit Zymolyase behandelten Zellen wurden zweimal mit jeweils 10 ml PEMS-
Puffer gewaschen.

Im Anschluf8 wurden die Zellen in 1 ml PEMS-Puffer resuspendiert, in ein Eppendorf-
Reaktionsgefal3 iiberfithrt und bei 4000 rpm erneut zentrifugiert. An dieser Stelle
konnte das Zellpellet (Uberstand gut abziehen!) bei —20°C gelagert werden
(empfehlenswert!).
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- Das Zellpellet wurde in 400 pl eiskalten Lysis-Puffer einschlieBlich Protease-
Inhibitor-Cocktail (1:100 Verdiinnung) und 2mM PMSF resuspendiert. Hier empfahl
es sich erneut, einen ,Master-Mix“ anzusetzen (z.B. 5 ml Lysis-Buffer + 50 pl
Protease-Inhibitor-Cocktail + 100 ul PMSF (100 mM)). Die Zellen mufiten auf Eis
gehalten werden.

- Mit der darauffolgenden Ultraschall-Behandlung wurde die DNA in durchschnittlich
600 Bp groBe Fragmente zerkleinert. Hierflr wurde das/die Reaktions-
Eppendorfgefdfie in einem mit Eis befiillten Becherglas in einem ,,Schwimmer* auf
dem Eis fixiert und dreimal 20 s bei entsprechender Ultraschallgerit-Einstellung
sonifiziert. Hierbei war zu beachten, daf3 die Position des Stabes des Ultraschallgerites
in der Zellsuspension ca. 0,5 cm iiber dem Boden des Eppendorf-Reaktionsgefia3es
betragen sollte und diese sollte wihrend der Ultraschall-Behandlung beibehalten
werden (ansonsten wird ein ,,Schdumen® hervorgerufen!). Waren mehrere ChIP-
Ansitze zu sonifizieren, so wurden diese nacheinander mit Ultraschall behandelt, und
man begann beim nichsten Durchgang erneut beim ersten Ansatz (dies verhindert ein
zu starkes Erwidrmen der Proben!). Dabei war ein guter Zellaufschlu an einer
Rotfirbung der Zellsuspension zu erkennen. Die weitere Durchfiihrung zur
Bestimmung der DNA-Fragmentgro3e wird am Ende dieses Protokolls beschrieben.

- AnschlieBend wurde die Probe bei 15000 rpm fiir 5 min in einer auf 4 °C vorgekiihlten
Zentrifuge zentrifugiert und der Uberstand in ein neues Eppendorf-ReaktionsgefiB
iberfiihrt. Es folgte eine weitere Zentrifugation fiir 15 min (15000 rpm, 4 °C) und eine
erneute Uberfiihrung des Uberstandes in ein neues Eppendorf-ReaktionsgefiB. Dabei
war zu beachten, daB die Uberstinde stets auf Eis gehalten wurden.

- In das Roh-Lysat wurden zur Aufreinigung 25 pl ProteinA-Agarose ,,Beads* (,,Beads*
kénnen vor Benutzung mit Lyse-Puffer gereinigt werden!) mit einer gelben Spitze
(Spitzen6ffnung sollte durch Abschneiden des vorderen Teils vergroBert werden!)
pipettiert, kurz gevortext und fiir 1-2 h bei 4 °C auf einem rotierenden Rad inkubiert
(dies dient dem Abfangen unspezifischer Proteinbindungen an den ,,Beads*!).

- Im Anschluf} an diese Vorinkubation wurden die ,,Beads* bei 4 °C runterzentrifugiert
und das Lysat in ein neues Eppendorf-Reaktionsgefdll pipettiert. Hierzu wurden
spezielle Spitzen verwendet (,,Multi-Ecoflex*-Spitzen (langhalsige Spitzen mit sehr
kleiner Offnung)), um méglichst keine ,,Beads” mitzuiiberfithren. An dieser Stelle
wurden 40 pl des Lysat als ,,Rohextrakt-Kontrolle* entnommen und bei —20 °C

weggefroren.
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- Dem Lysat wurden 2 pl Anti-GFP Antikorper (auch 1 pl moglich!) und erneut 25 pl
Protein A-Agarose ,,Beads* zugegeben. Das Lysat wurde U/N (nicht zwingend, sollte
aber mindestens 3 h betragen!) bei 4 °C auf einem rotierenden Rad inkubiert.

- Die ,,Beads” wurden bei 8000 rpm fiir 2 min in einer Eppendorf-Zentrifuge (es ist
nicht notig, die Zentrifuge auf 4 °C vorzukiihlen!) pelletiert und der Uberstand
verworfen. Darauthin wurden die ,,Beads* mit jeweils 1 ml der folgenden Puffer
gewaschen.

- Lyse-Puffer

- Lyse-Puffer mit 0,5 M NaCl

- Wasch-Puffer

- TE-Puffer (pH 8)

Bei jedem Waschschritt wurde die Probe jeweils fiir 5 min auf einem rotierenden Rad
befestigt, anschlieBend erneut fiir 2 min zentrifugiert (8000 rpm) und der Uberstand
verworfen. Nach dem letzten Waschschritt war es wichtig, den gesamten Uberstand
vorsichtig mit der speziellen ,,Multi-Ecoflex**-Spitze abzuziehen.

- Nun wurden die ,,Beads in 250 pl TES-Puffer resuspendiert (Mischen durch
Hochziehen mit gelber Spitze oder vorsichtiges Vortexen!). Parallel wurde das bei
-20 °C weggefrorene ,,Roh-Lysat™ aufgetaut und mit 210 ul TES-Puffer versetzt. Alle
Proben wurden U/N (nicht zwingend, sollte aber mindestens 6 h betragen!) in einem
65°C-Wasserbad inkubiert (spezifische Bindung der Proteine an die ,,Beads* wird
aufgehoben!)

- Die ,,Beads” enthaltende Probe wurde fiir 1 min bei 8000 rpm zentrifugiert (es ist
nicht nétig, die Zentrifuge auf 4 °C vorzukiihlen!) und der Uberstand in neues
Eppendorf-Reaktionsgefdl pipettiert. Hierfliir wurde erneut eine ,,Multi-Ecoflex*-
Spitze benutzt, um den gesamten Uberstand aufzunechmen, ohne ,Beads®
mitzuiiberfithren. Die ,,Beads* konnten anschlieBend verworfen werden.

- Im AnschluB3 wurde in alle Proben (also auch in das ,,Roh“-Lysat!) 450 ul TE-Puffer
und 30 pl einer 10 mg/ ml ProteinaseK-Losung (frisch angesetzt!) pipettiert. Die
Proben wurden fiir 2 h (bis zu 4 h moglich!) bei 37 °C auf einem Schiittler bewegt.

- Danach erfolgte eine Phenol/ Chloroform-Extraktion. Dafiir wurden die gesamten
Proben mit jeweils 600 ul Phenol/ Chloroform versetzt, gevortext und anschlie3end
bei 13000 rpm fiir 8 min zentrifugiert. Die obere Phase wurde abgenommen und in ein

neues Eppendorf-Reaktionsgefdll iiberfiihrt. Die gleiche Prozedur wurde mit
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Chloroform wiederholt. Nach den oben beschriebenen Extraktionen sollte das Probe-
Volumen ca. 500-600 pl betragen.

- Um nun die DNA zu fillen, wurde den Ansdtzen 1/10 Volumen einer 3M
Natriumacetat-Losung (pH 5,5) sowie 1,5 pl einer 10 mg/ml Glykogen-Losung
zugegeben. Die Proben wurden darauthin mit einer 96 %-igen Ethanol-Losung (oder
100 %!) auf ein Volumen von 1,5 ml aufgefiillt, gevortext und fiir 30min-1h auf
Trockeneis inkubiert.

- Im AnschluB} an diese Inkubation wurden die Ansitze in einer auf 4 °C vorgekiihlten
Zentrifuge bei 15000 rpm fiir 30 min zentrifugiert.

- Die Uberstinde muBten sehr vorsichtig abgenommen werden (es empfiehlt sich, eine
,»Multi-Ecoflex““-Spitze hierbei zu verwenden!). Dabei war es mdglich, noch restliche,
an den Wiénden haftende Fliissigkeit mit einem Papiertuch zu entfernen und
anschlieend die DNA unter dem Abzug zu trocknen (keine Vakuum-Trocknung!).

- Wihrend die DNA der ChIP-Proben in 30 pl TE (pH 8) resuspendiert wurden, wurde
die der Rohextrakt-Proben in 300 ul TE (pH 8) aufgenommen. AnschlieBend war die
DNA bei -20 °C wegzufrieren. Es war sehr wichtig, die DNA zu aliquotieren (5 pl
Aliquots bei ChIP-Ansdtzen, 50 pl Aliquots bei Rohextrakt-Proben), da haufiges
Auftauen und Einfrieren die DNA schédigt.

- Fir die darauffolgende ,Multiplex“-PCR-Reaktion wurden jeweils 2 ul DNA
eingesetzt.

- Um die Effektivitit der am Anfang beschriebenen Ultraschall-Behandlung zu
iiberpriifen und somit die GroBe der DNA-Fragmente zu bestimmen, wurden 25 ul der
Rohextrakt-Probe mit RNaseA (ca. 10 pg) versetzt und 3-4 h bei 37 °C inkubiert.
Anschliefend wurde der Ansatz mit 5 pl OrangeG-Marker versetzt, zusammen mit
einem 100Bp-DNA-Liangenmarker auf ein 1,5 %-iges Agarosegel geladen und bei
120V fiir 1-1,5 h gelelektrophoretisch aufgetrennt.
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,Multiplex“-PCR:
Um gleiche Reaktionsbedingungen fiir die unterschiedlichen ChIP-Ansétze in der
»Multiplex“-PCR zu erzielen, muflte fiir diese ein ,,Master-Mix* angesetzt werden.

Das untere Pipettierschema gibt die einzusetzenden Mengen pro ChIP-Ansatz an.

DNA 2l
10 x PCR-Puffer (+Mg) 2 ul
25 mM MgCl, 1 ul
2.5 mM dNTPs 2ul
cntl Primer (10 pmol/ pul) 1l
cnt2 Primer (10 pmol/ pul) 1l
imrl Primer (5 pmol/ pl) 1l
imr3 Primer (5 pmol/ pl) 1 pl
otrl Primer (30 pmol/ pl) 1l
otr2 Primer (30 pmol/ pl) 1l
fop1 Primer (5 pmol/ ul) 1l
fbp2 Primer (5 pmol/ pul) 1l
Tag-Polymerase (5 U/ pl) 0.1l
ddH,0 7 ul
Schritt Temperatur (°C) Zeit (s) Anzahl der Zyklen
94 240 1
Denaturierung 94 30 30
Annealing 55 30
Extension 72 60
72 300 1
4 o0
Puffer:
10x PBS (pro Liter):
80 g NaCl
18,05 g Na,HPO,4 x 2 H,0O
2,4 g KH,PO,
2,0 g KCl

Vor dem Autoklavieren wurde der pH-Wert mit Salzsdure auf pH 7,4 eingestellt.

PEMS-Puffer:

100 mM PIPES pH 7
1 mM MgCl,
1 mM EDTA
1,2 M Sorbitol
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Lyse-Puffer:

50 mM Hepes-KOH pH 7,5
140 mM NacCl
1 mM EDTA
1 %(v/v) Triton X-100
0,1 % (w/v) Sodium Deoxycholat

Lyse-Puffer mit 0,5 M NaCl:

50 mM Hepes-KOH pH 7,5
500 mM NaCl
1 mM EDTA
1 %(v/v) Triton X-100
0,1 % (w/v) Sodium Deoxycholat

Wasch-Puffer:

10 mM Tris-HCI pH 8
250 mM LiCl
0,5 % NP-40
0,5 % (w/v) Sodium Deoxycholat
1 mM EDTA

TE-Puffer:

10 mM Tris-HCI pH 8
1 mM EDTA

TES-Puffer:

50 mM Tris-HCI pH 8
10 mM EDTA
1 % SDS

Sonstige Materialien:

Material

Hersteller/ Bestellnummer

Zymolyase 100T

Protease Inhibitor Cocktail
PMSF

Protein A-Agarose
Anti-GFP-Antikorper
,,Multi-Ecoflex* Spitzen
Proteinase K

Glykogen for mol. biol.
Tag-DNA-Polymerase

100 Base Pair DNA ladder

Seikagaku (Japan)

Sigma/ (P 8215)

Sigma

Roche/ (1719408)

Molecular Probes/ (A-11122)
Roth/ (N466.1)

Roche/ (85948734)

Roche/ (901393)

Roche/ (1146173)

Biolabs/ (N3231L)
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S5 Ergebnisse

5.1 Identifikation einer neuen Komponente mit Einfluf} auf die
Chromosomen-Segregation in S. pombe

Zur Identifikation neuer Komponenten, die eine Rolle bei der Chromosomen-Segregation in
S. pombe spielen, wurden die mal Mutantenstimme isoliert, die einen erhohten Verlust eines
nicht-essentiellen Minichromosoms zeigten (Kapitel 3.4).

Meine Aufgabe war es, aus einer Kollektion von 6 mal Mutantenstimmen einen Stamm
auszuwdihlen, der im Verlauf dieser Arbeit ndher charakterisiert werden sollte. Dabei mufite
berticksichtigt werden, dal3 der erh6hte Minichromosomen-Verlust der mal Mutantenstimme
als alleiniger Phénotyp fiir eine spétere Isolation des entsprechenden Wildtyp-Gens durch z.B.
Komplementation mit einer Genbank ungeeignet ist. Der Grund hierfiir sind die duferst
groBen Schwierigkeiten, mit denen leichte Verdnderungen in der Sektorenanzahl einzelner
Kolonien festzustellen sind. Fiir die Auswahl einer mal Mutante aus der oben genannten
Kollektion wurde zundchst mit allen Stimmen eine Primircharakterisierung durchgefiihrt.
Dabei war es das Ziel, einen konditional-letalen Phénotyp zu identifizieren, der eine spétere
Isolation des entsprechenden Wildtyp-Gens ermoglichen sollte. Ein konditional-letaler
Phénotyp eines Mutantenstammes konnte die erhohte Sensitivitdt gegentiber Kélte bzw. Hitze
sein sowie Hypersensitivitit gegeniiber einer Mikrotubuli-destabilisierenden Chemikalie.
Nach entsprechenden Untersuchungen der 6 ausgewdhlten mal Mutantenstimme wurde der
mall6-1 Mutantenstamm flir eine ndhere Charakterisierung ausgewdhlt, da dieser im
Vergleich zu allen anderen mit seiner Temperatur-Hypersensitivitit den stdrksten
konditionalen Phénotyp aufwies. Im folgenden Kapitel 5.1.1 wird ausschlieBlich auf die

Ergebnisse der Primédrcharakterisierung des mall6-1 Mutantenstammes eingegangen.

5.1.1 Primércharakterisierung des mall6-1 Mutantenstammes

Aufgrund der Tatsache, daB alle mal Mutantenstimme einen erhdhten Verlust des nicht-
essentiellen Minichromosoms aufweisen, wurde bereits nach der Isolation der mal Mutanten
das Minichromosom von diesen verloren. Aus diesem Grunde muflte das nicht-essentielle
Minichromosom erneut in die mall6-1 Mutante eingebracht und im Anschlul der Verlust des
Minichromosoms untersucht werden (Kapitel 4.11). Dabei wurde ein isogener Wildtypstamm,

der ebenfalls das nicht-essentielle Minichromosom besitzt, als Positiv-Kontrolle verwendet.
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In Abb.5-1 A sind einzelne Kolonien sowohl des Wildtypstammes als auch des mall6-1
Mutantenstammes  dargestellt. Wéhrend der Wildtypstamm aufgrund niedrigen
Minichromosom-Verlustes weile Kolonien ausbildete (Abb.5-1 A), wurde im Vergleich zu
diesem in dem mall6-1 Mutantenstamm das Minichromosom sehr haufig verloren. Dies war
an den nahezu vollstindig roten Kolonien der mall6-1 Mutante zu erkennen (Abb.5-1 A).
Auf der Suche nach einem konditional-letalen Phénotyp wurde mittels serieller Tropftests das
Kolonienwachstum des mall6-1 Mutantenstammes im Vergleich zu dem des isogenen
Wildtypstammes bei Temperaturen zwischen 20 °C und 36 °C untersucht (Kapitel 4.4.2).
Wiéhrend sowohl bei dem Wildtypstamm als auch bei dem Mutantenstamm zwischen 20 °C
bis 32 °C gleich gutes Wachstum zu beobachten war (reprisentativ flir alle Temperaturen:
Wachstum bei 24 °C, Abb.5-1 B), konnte bei 36 °C ein sehr starker Wachstumdefekt des
mall6-1 Mutantenstammes im Vergleich zum Wildtyp festgestellt werden (Abb.5-1 B).

A

Wt

+TBZ - TBZ

mall6-1

Abb.5-1: Phinotypen des mall6-1 Mutantenstammes

(A) Sektorierungs-Phinotypen des Wildtypstammes (Wt) und des mall6-1 Mutantenstammes bei 24 °C auf
entsprechenden Indikator-Platten (Inkubationsdauer: 10 Tage). (B) Serielle Tropftests des Wildtypstammes
(aund ¢) und der mall6-1 Mutante (b und d) auf Vollmediums-Platten bei 24 °C bzw. 36 °C (Inkubations-
dauer: 5 Tage). (C) Mikroskopie-Aufnahmen des Wildtyps (kleines Foto) und des mall6-1 Mutanten-
stammes (groBes Foto). Die Anzucht erfolgte in fliissigem Vollmedium U/N bei 36 °C. Angegebenes
Langenmal (schwarzer Balken): 5 pum. (D) Serielle Tropftests des Wildtyps (a und c) und des mall6-1
Mutantenstammes (b und d) auf Vollmediums-Platten bei 24 °C ohne bzw. mit TBZ (6,5 pg/ ml)
(Inkubationsdauer: 5 Tage).

Um zu untersuchen, ob die beobachtete Temperatur-Hypersensitivitit des mall6-1
Mutantenstammes mit einer moglichen Verdnderung der Zellmorphologie einhergeht, wurden
Zellen des Mutantenstammes sowie des Wildtypstammes bei 36 °C U/N (iiber Nacht)
inkubiert und mittels Mikroskopie miteinander verglichen. Dabei stellte sich heraus, da3 nach
Inkubation bei der restriktiven Temperatur Zellen des mall6-1 Mutantenstammes eine

abnorme Zellmorphologie aufwiesen (Abb.5-1C). Wiéhrend beim Wildtyp eine
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durchschnittliche Zelldnge von ca. 5 um festgestellt werden konnte, waren Zellen des mall6-1
Mutantenstammes mit ca. 10 um im Vergleich dazu etwa doppelt so lang und somit stark
elongiert (Abb.5-1 C). Da in S. pombe Chromosomen- und Wachstumszyklus voneinander
unabhingig sind, konnte dieser Elongations-Phinotyp darauf hindeuten, daB3 durch den
Gendefekt in diesen Zellen der Ablauf des Chromosomen-, jedoch nicht der des
Wachstumszyklus beeintriachtigt ist (Fantes, 1977; Fantes und Nurse, 1977; Fantes, 1981).
Der erhohte Verlust des Minichromosoms in der mall6-1 Mutante kann unterschiedliche
Ursachen haben, da DNA-Replikations-Mutanten ebenso einen erhdhten Minichromosom-
Verlust aufweisen konnen wie Mutanten, bei denen Komponenten der Zellzyklus-Kontrolle
oder des Mitose-Apparates funktionell beeintrichtigt sind. Um herauszufinden, in welcher
Zellzyklusphase mall6" benétigt wird, wurde der mall6-1 Mutantenstamm auf Sensitivitit
gegeniiber der Mikrotubuli-destabilisierenden Chemikalie Thiabendazol (TBZ) hin unter-
sucht. Dabei wurden sowohl mit dem Wildtypstamm als auch mit dem mall6-1 Mutanten-
stamm serielle Tropftests auf TBZ-haltigen Platten durchgefiihrt (Kapitel 4.4.2). Wie der
Abb.5-1 D zu entnehmen ist, zeigte die mall6-1 Mutante im Vergleich zum Wildtyp
schwicheres Wachstum auf Platten mit TBZ.

Die TBZ-Sensitivitit des mall6-1 Mutantenstammes deutet darauf hin, dall das defekte
Genprodukt in dieser Mutante einen EinfluB} auf die Mitose in S. pombe ausiibt. Trotzdem
sollte mittels einer weiteren experimentellen Durchfiihrung diese Vermutung unterstiitzt
werden. Da fiir viele Replikations-Mutanten eine Verdnderung des DNA-Profils im Vergleich
zum Wildtyp beschrieben wurde, wurde mittels DurchfluBzytometrie ein DNA-Profil von
Zellen des mall6-1 Mutantenstammes unter restriktiven Bedingungen erstellt (Grallert und
Nurse, 1996; Carlson et al., 1997; Feng et al., 2003). Fiir die spitere Versuchsaussage ist es
von Nutzen, anhand einer schematischen Darstellung den vegetativen Zellzyklus von
S. pombe kurz zu erldutern, der sich wie bei hoheren Eukaryoten aus der Teilungsphase
(M-Phase) und der Interphase zusammensetzt (Abb.5-2 A). In der M-Phase findet die Mitose
statt, gefolgt von der Zytokinese, wihrend die Interphase in die Phasen G1, S und G2
untergliedert ist. Der erste Abschnitt der Interphase wird als G1-Phase bezeichnet, die eine der
Wachstumsphasen des Zellzyklus darstellt. Im AnschluB3 an diese Phase tritt die Zelle in die
S-Phase ein, in der das genetische Material repliziert wird. Der S-Phase schlief3t sich eine
weitere Wachstumsphase, die G2-Phase, an, gefolgt von der M-Phase, in der die préizise
Segregation der zwei Schwesterchromatiden auf die zwei Folgezellen stattfindet. Aufgrund
der Tatsache, daBl in ca. 90 % der Zellen einer S. pombe Population die G1 und S-Phase

bereits vor dem vollstindigen Abschlufl der Zytokinese beginnt und die restlichen 10 % der
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Zellen fiir eine Detektion mittels DurchfluBzytometrie nicht ausreichen, bedeutet dies, dafl
unabhédngig in welcher Zellzyklus-Phase sich S. pombe Zellen befinden, diese ausschlieBlich
einen 2C DNA-Gehalt bei der entsprechenden Analyse aufweisen. Im Gegensatz dazu wurde
fiir Replikations-Mutanten neben dem erwarteten 2C DNA-Gehalt ein zunehmender Anteil an
Zellen mit einem niedrigeren DNA-Gehalt beobachtet, da in diesen Zellen aufgrund des

Defekts bei der Duplikation des chromosomalen Materials die Zytokinese bereits

abgeschlossen ist (Carr et al., 1995; Synnes et al., 2002).
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Abb.5-2: Analyse des DNA-Profils von mall6-1 Zellen

(A) Schematische Darstellung des vegetativen S. pombe Zellzyklus, der in die Phasen G1, S, G2 und M-Phase
untergliedert ist. Abgebildet sind S. pombe Zellen, bei denen der Zellkern (schwarzer Kreis) und das
chromosomale Material (grauer Punkt) zu erkennen sind. (B) Wildtyp (Wt) und mall6-1 Zellen wurden fiir O h bis

10 h bei 36 °C inkubiert. Nach Fixierung und Anfiarbung mit Propidiumiodid wurde das DNA-Profil mittels
DurchfluBzytometrie-Analyse untersucht.

Der mall6-1 Mutantenstamm wurde fiir insgesamt 10 h bei der restriktiven Temperatur
(36 °C) inkubiert und von diesem alle 2 h ein DNA-Profil mittels Durchflulzytometrie
erstellt. Parallel wurde als Kontrolle ein Wildtypstamm den gleichen Bedingungen ausgesetzt.
In Abb. 5-2 B sind die Ergebnisse der DurchfluBzytrometrie-Analyse aufgefiihrt. Anhand

dieser Abbildung ist festzustellen, dal der mall6-1 Mutantenstamm -ebenso wie der
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Wildtypstamm- zu keinem Zeitpunkt einen niedrigeren DNA-Gehalt als 2C aufwies. Vor
Inkubation der Kulturen bei 36 °C, d.h. zum Zeitpunkt 0 h, zeigte der grofte Anteil an
Wildtyp- und an mall6-1 Zellen den erwarteten 2C DNA-Gehalt, wihrend bei spiteren
Zeitpunkten sich das Zell-Maximum beider Stamme in Richtung zunehmender Fluoreszenz-
intensititen verschob. Diese Beobachtung entspricht einer fritheren Studie, in der gezeigt
wurde, dal in S. pombe Zellen die Synthese mitochondrialer DNA bei hohen Temperaturen
verstirkt ist. Je ldnger Zellen hohen Temperaturen ausgesetzt sind, umso grofer ist die
Mitochondrien-Anreicherung (Sazer und Sherwood, 1990). Dabei spiegelte sich diese
Anreicherung mitochondrialer DNA in einer Zunahme der Fluoreszenzintensitdt in der
Durchflulzytometrie-Analyse wider. Im Vergleich zum Wildtypstamm lie} sich bei dem
mall6-1 Mutantenstamm ab dem Zeitpunkt 6 h eine stirkere Verschiebung in Richtung
zunehmender Fluoreszenzintensitét feststellen. Wie zu Beginn des Kapitels 5.1.1 geschildert,
wiesen Zellen des mall6-1 Mutantenstammes nach Inkubation bei restriktiver Temperatur
einen starken Elongations-Phénotyp auf, der darauf hinweist, da3 in diesen Zellen der Ablauf
des Chromosomenzyklus beeintrachtigt ist, nicht aber der des Wachstumszyklus. Da der
Chromosomenzyklus und die Replikation mitochondrialer DNA unabhéngig voneinander
ablaufen, fand mit Verldngerung der Wachstumsphase und Zunahme des Zellvolumens der
mall6-1 Mutante eine stirkere Mitochondrien-Anreicherung im Vergleich zum Wildtyp statt
(Sazer und Sherwood, 1990).

Dadurch, daB in dem mall6-1 Mutantenstamm keine Zell-Population mit einem niedrigeren
DNA-Gehalt als 2C nachgewiesen werden konnte, wird die Hypothese, die von der
Beobachtung der Sensitivitit gegeniiber TBZ herriihrt, weiter erhirtet, dal der mall6-1

Mutantenstamm keinen DNA-Replikationsdefekt, sondern einen Mitosedefekt aufweist.

5.1.2 Sind die mall6-1 Phinotypen auf den Defekt eines Gen-Lokus
zuriickzufiithren ?

Die mal Mutantenstimme wurden durch Behandlung mit EMS chemisch mutagenisiert (Fleig
et al., 1996). EMS gehort zu den alkylierenden Chemikalien, die DNA-Nukleotide an allen
Positionen, die einer chemischen Methylierung oder Ethylierung zuginglich sind, verdndern.
Im Falle einer Modifizierung von Basen haben diese verdnderte Paarungseigenschaften und
dies fithrt somit zu Mutationen.

Um nun sicherzustellen, da3 alle in Kapitel 5.1.1 beobachteten mutanten Phénotypen durch
den Defekt eines einzelnen Gens-Lokus hervorgerufen wurden, wurde der mall6-1

Mutantenstamm viermal gegen einen isogenen Wildtypstamm zuriickgekreuzt, um -im Falle
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von ,.stillen” Mutationen im Hintergrund- diese rauszukreuzen. Mit der daraus resultierenden
mall6-1 Mutante wurden die in Kapitel 5.1.1 durchgefiihrten Experimente wiederholt, und es
konnte auch nach Riickkreuzung keine freie Segregation der zuvor beobachteten Phinotypen
festgestellt werden.

Somit kann davon ausgegangen werden, daf} alle beschriebenen mall6-1 Phanotypen an den

Defekt in einem einzelnen Gen-Lokus gekoppelt sind.
5.1.3 Nihere Charakterisierung des mall6-1 Mutantenstammes

5.1.3.1 Der mall6-1 Mutantenstamm weist wihrend der Mitose eine Fehlverteilung des

chromosomalen Materials auf

Aufgrund der Ergebnisse der Primércharakterisierung (Kapitel 5.1.1), die auf einen
Mitosedefekt in dem mall6-1 Mutantenstamm hindeuten, wurde die Verteilung des
chromosomalen Materials wéhrend der Mitose in diesem Mutantenstamm mikroskopisch
untersucht. Da die mall6-1 Mutante einen erhohten Minichromosom-Verlust bei 24 °C zeigt,
schien es als wahrscheinlich, dal3 der Wachstumsdefekt der Mutante bei 36 °C durch abnorme

Segregation der Chromosomen in der Mitose hervorgerufen wird. Aus diesem Grunde wurde

eine Flissigkultur des mall6-1 Mutantenstammes
U/N bei 24 °C angezogen und anschlieBend fiir 6 h
bei der restriktiven Temperatur inkubiert. Als

Kontrolle diente ein Teil der bei 24 °C angezogenen
Ausgangskultur. Durch Anfirbung des Chromatins
24°C 92 8 mittels DAPI  wurden ausschlieBlich Zellen
36 °C 21,3 78,7 untersucht, die sich in der Anaphase befanden und

Tab.5-1: Fehlverteilung des chromosomalen somit bei diesen die DNA bereits getrennt vorlag

Materials in mall6-1 Zellen (Kapitel 4.19). Wihrend nur 8 % der mall6-1 Zellen
Schematische Darstellung der Chromatin-

Verteilung. Der prozentuale Anteil an chromosomale Missegregation bei 24°C zeigten,
Anaphasen-Zellen der mall6-1 Mutante mit . ) ) ) L
normaler (links) bzw. abnormer (rechts) erhohte sich nach Inkubation bei der restriktiven

DNA-Verteilung wurde bestimmt. mall6-1
Zellen wurden in fliissigem Vollmedium
asynchron bei 24 °C bzw. 36 °C fiir 6 h
inkubiert, fixiert und das Chromatin mit

DAPT angefarbt. 10-fache auf 78,7 % (Tab.5-1).

Temperatur der Anteil an mall6-1 Zellen mit

ungleichmdfig verteiltem Chromatin um ca. das

Somit konnte gezeigt werden, dafl in Zellen des
mall6-1 Mutantenstammes das chromosomale Material wihrend der Mitose nicht korrekt
verteilt werden kann und der bei 36°C beobachtete Wachstumsdefekt auf diese abnorme

Chromosomen-Segregation zuriickzufiihren ist.
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5.1.3.2 Kann die abnorme Chromosomen-Segregation in mall6-1 Zellen auf eine

fehlende Trennung der Schwesterchromatiden zuriickgefiihrt werden ?

Um den Grund fiir die stark erhohte Fehlverteilung endogener Chromosomen bei der
restriktiven Temperatur zu ermitteln, war es von Interesse, ob in dem mall6-1
Mutantenstamm die Schwesterchromatiden wihrend der Mitose korrekt getrennt werden. Aus
diesem Grunde wurde die Trennung der Schwesterchromatiden wéhrend der Anaphase mittels
,Fluoreszenz in situ Hybridisierung™ (FISH) analysiert (Kapitel 4.20). Die FISH-Analyse
ermdglicht die Erkennung spezieller DNA-Sequenzen im Zellkern von fixierten Zellen. Durch
Hybridisierung entsprechender Fluorochrom-markierter DNA-Proben an die speziellen DNA-
Sequenzen im Kern ist es moglich, mit Hilfe der Fluoreszenz-Mikroskopie diese speziellen
DNA-Sequenzen zu erkennen (Eckwall und Partridge, 1999).

In dieser Untersuchung wurden Zellen des mall6-1 Mutantenstammes sowohl bei 24 °C als
auch fiir 6 h bzw. 10 h bei der restriktiven Temperatur inkubiert und mittels FISH analysiert.
Als Kontrolle diente ein Wildtypstamm, der fiir 10 h bei 36 °C angezogen wurde. Die in
diesem Versuch verwendete DNA-Probe war rDNA, die an die mehrfach wiederholenden
rDNA-Sequenzen auf Chromosom III bindet (Toda et al., 1984). Die Anfiarbung des
Chromatins erfolgte mittels DAPI-Farbung (Kapitel 4.20.3). In Abb.5-3 sind die Ergebnisse
der FISH-Analyse aufgefiihrt, wobei ausschlielich Zellen mit bereits separiertem Chromatin

i

von Interesse waren.

Wt

mall6-1

Abb.5-3: mall6-1 Zellen zeigen eine fehlerhafte Trennung der Schwester-
chromatiden wihrend der Anaphase

Wildtyp (Wt) und mall6-1 Zellen wurden bei 36°C fiir 10h in fliissigem
Vollmedium inkubiert und mittels FISH analysiert. Die verwendete FISH
Probe war rDNA (YIP10.4), die sich auf Chromosom III befindet. Uberlagerte
Mikroskopie-Aufnahmen sowie entsprechende schematische Darstellungen
des Wildtyps (Wt) und des mall6-1 Mutantenstammes werden gezeigt (griin:
DAPI; rot: tDNA). Wiahrend Pfeile separiertes Chromatin kennzeichnen,
weisen Sterne auf die Fehlverteilung des Chromosom III hin.
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Wiéhrend in Wildtyp-Zellen eine korrekte

[e] o
Wi 36°C/ 10h 0.7% Trennung der Schwesterchromatiden des

mall6-1 | 24°C 1.0 % Chromosom III zu beobachten war, zeigten
Zellen des mall6-1 Mutantenstammes des

mall6-1 | 36°C/6h 7,7 %

Ofteren eine fehlende Trennung dieser zwei
mall6-1 | 36°C/10h | 26,3 %

Schwesterchromatiden.  Tab.5-2  gibt  den

Tab.5-2: Ein erhohter Anteil an mall6-1 Zellen prozentualen Anteil an Wildtyp- und mall6-1-

zeigt Nicht-Trennung der Schwesterchromatiden
Der prozentuale Anteil an mall6-1 Zellen mit
separiertem Chromatin, der eine Nicht-Trennung  entsprechenden Inkubationsbedingungen eine
der Schwesterchromatiden (Chromosom III) zeigt,

ist tabellarisch dargestellt. mall16-1 Zellen wurden ~ fehlende Trennung der Schwesterchromatiden
entweder bei 24 °C oder bei 36 °C fiir 6 h bzw. . . .

10 h in flissigem Vollmedium inkubiert und mittels des Chromosom III zeigten. Dieser Tabelle ist zu

FISH analysiert. Als Kontrolle dienten Wildtyp- . .
Zellen, die ausschlieBlich bei 36 °C fiir 10 h ange- entnehmen, daB mit zunchmender Inkubations-

Zellen mit separierten Chromatin wieder, die bei

zogen wurden. dauer bei der restriktiven Temperatur der Anteil

an mall6-1 Zellen, die eine fehlerhafte Trennung der Schwesterchromatiden aufwiesen,
zunahm. Wéhrend nach 10 h bei 36 °C 0,7 % der Wildtyp-Zellen eine Nicht-Trennung
zeigten, lag der prozentuale Anteil der mall6-1 Zellen bereits bei 26,3 %.

Diese Daten implizieren, da3 die fehlende Trennung von Schwesterchromatiden wéhrend der

Anaphase eine Grund fiir die ungleiche Chromatin-Verteilung in mall6-1 Zellen ist.

5.1.3.3 Beintrichtigt die mall6-1 Mutation den Aufbau bzw. die Struktur der

mitotischen Spindel ?

Es gibt eine Vielzahl an moglichen Ursachen, die zu einer fehlenden Trennung der
Schwesterchromatiden und somit zu einer abnormen Chromosomen-Segregation in dem
mall6-1 Mutantenstamm fiithren konnen. Dabei kann eine Beeintrachtigung bei der Auflésung
der Kohision zwischen den zwei Schwesterchromatiden beim Ubergang von Metaphase zur
Anaphase als eine Moglichkeit angefiihrt werden (Furuya et al., 1998; Tomonaga et al., 2000;
Toyoda et al., 2002). Auch Defekte im Aufbau der mitotischen Spindel oder in der Anheftung
von Spindel-Mikrotubuli an das Kinetochor kdnnen eine Fehlverteilung des chromosomalen
Materials wahrend der Mitose hervorrufen (Okhura et al., 1988; Nakaseko et al., 2001; Garcia
et al., 2002).

Im folgenden Versuch wurden mittels Immunofluoreszenz-Mikroskopie Zellen des mall6-1
Mutantenstammes auf mogliche Beeintrachtigungen im Aufbau bzw. in der Aufrechterhaltung
der Struktur der mitotischen Spindel hin untersucht (Kapitel 4.19). Dafiir wurde in mall6-1

Zellen, die bei der permissiven bzw. fiir 6 h bei der restriktiven Temperatur inkubiert wurden,
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sowohl das Mikrotubuli-Zytoskelett als auch das Chromatin angefarbt (Kapitel 4.19). In der
darauffolgenden Untersuchung von Metaphasen-Zellen konnte ein Defekt festgestellt werden,
der sich auf die Struktur der Metaphasenspindeln auwirkte. In Tab.5-3 sind die Ergebnisse
dieser Untersuchung schematisch dargestellt. Die Anomalie der Metaphasenspindel bestand
darin, da8 zum einen diese im Vergleich zu

Q Q einer normalen Metaphasenspindel nur sehr

schwach angefdarbt war, was moglicher-

24 °C 88,9 11,1 weise auf eine niedrigere Anzahl von

36 °C 333 66,7 Mikrotubulibiindeln  innerhalb  dieser

Spindel zuriickzufiihren ist, zum anderen

Tab.5-3: Abnorme Struktur der Metaphasenspindel in besaB  di kei 1 dlini
mall6-1 Zellen csSa 1€SC €Iinc normaic gera 1n1ge,

Schematische Darstellung der Ergebnisse der
Immunofluoreszenz-Mikroskopie. Der prozentuale Anteil
an Metaphasen-Zellen des mall6-1 Mutantenstammes mit pei [nkubation bei der permissiven
normaler (links) bzw. abnormer (rechts) Spindelstruktur

wurde bestimmt. AusschlieBlich der Zellkern mit Meta- ~ Temperatur 11,1 % der mall6-1 Zellen
phasenspindel wird gezeigt. mall6-1 Zellen wurden in . .
fliissigem Vollmedium asynchron bei 24 °C bzw. 36 °C~ diesen ~ abnormen  Metaphasenspindel-
fiir 6 h inkubiert und fixiert. Anféarbung der Tubulin-
strukturen erfolgte mittels Immunofluoreszenz, An-
farbung des Chromatin durch DAPI-Behandlung.

sondern eine gebogene Struktur. Wéhrend

Phinotyp aufwiesen, stieg der Anteil der
Zellen nach Inkubation bei der restriktiven
Temperatur um das ca. 6-fache auf 66,7 %. Im Gegensatz dazu konnten bei
Anaphasenspindeln beider Kulturen keine Beeintrachtigung im Aufbau bzw. der Struktur
nachgewiesen werden (Daten werden nicht gezeigt), was impliziert, da8 der Metaphasen-
Defekt wihrend der Anaphase scheinbar revidiert wird. Dennoch konnte eine leichte
Anreicherung an Anaphasen-Zellen festgestellt werden (Daten werden nicht gezeigt). Dabei
betrug der prozentuale Anteil an Anaphasen-Zellen in beiden mal/l6-1 Kulturen ca. 75 % im
Vergleich zu 69 % in Wildtyp-Zellen (Hagan und Hyams, 1988). Diese leichte Erh6hung des
prozentualen Anteils an Anaphasen-Zellen konnte moglicherweise durch kleinste Spindel-
Defekte wiahrend der Anaphase hervorgerufen worden sein, die jedoch mittels
Immunofluoreszenz-Mikroskopie nicht detektiert werden konnten.

Anhand dieser Ergebnisse konnte festgestellt werden, daB3 zum einen mall6-1 Zellen bereits
bei 24 °C einen leicht erhohten Anteil an Anaphasen-Zellen aufweisen, zum anderen, dal} bei

diesen der Aufbau der Struktur der Metaphasenspindel beeintrachtigt ist.
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5.1.3.4 Istin mall6-1 Zellen der mitotische Spindel-Kontrollpunkt aktiviert ?

Da der mall6-1 Mutantenstamm einen abnormen Spindel-Phinotyp aufweist, war es von
Interesse, ob in diesen Zellen der mitotische Spindel-Kontrollpunkt aktiviert ist. Dieser
Kontrollpunkt inhibiert als Antwort auf Defekte in der Anheftung von Spindel-Mikrotubuli an
das Kinetochor den Ubergang von Metaphase zur Anaphase und ermdglicht somit der Zelle,
den Defekt zu beheben (He et al., 1998).

Aus diesem Grunde wurden Doppelmutanten hergestellt, in denen neben der mall6-1
Mutation zusitzlich Gene, die fiir evolutiondr konservierte Komponenten des Spindel-
Kontrollpunkts kodieren, deletiert waren. Dazu wurden die Deletionsstimme mphlA und
mad2A verwendet und durch Kreuzung dieser gegen die mall6-1 Mutante Doppelmutanten
hergestellt (Kapitel 4.10 bzw. 4.14). Nach Durchfithrung serieller Tropftests wurde das
Wachstum der jeweiligen Doppelmutanten im Vergleich zu den Einzelmutanten bzw. des
Wildtyp-Stammes bei Temperaturen zwischen 24 °C und 36 °C und auch auf TBZ-haltigen
Platten untersucht (Kapitel 4.4.2). Dabei konnten keine Wachstumsunterschiede sowohl bei
unterschiedlichen Temperaturen als auch auf TBZ-haltigen Platten zwischen der mall6-1
mad2A Doppelmutante und mall6-1 Einzelmutante festgestellt werden (Daten werden nicht
gezeigt).

Die gleiche Beobachtung konnte fiir die mall6-1mphlA Doppelmutante bei unterschiedlichen
Temperaturen gemacht werden, jedoch im Gegensatz dazu konnte auf Platten mit niedrigen
Konzentrationen an TBZ ein schwicheres Wachstum der mall6-1 mphlA Doppelmutante im
Vergleich zu den Einzelmutanten festgestellt werden (Abb.5-4). Diese genetische Interaktion
zwischen mall6" und mphl™ 148t vermuten, daB in den Zellen des mall6-1 Mutantenstamm

der mitotische Spindel-Kontrollpunkt aktiviert ist.

Abb.5-4: Der mitotische Spindel-Kontrollpunkt ist in mall6-1 Zellen aktiviert
Die seriellen Tropftests zeigen das Wachstum des Wildtyps (Wt), der mall6-1
bzw. mphl A Einzelmutanten und der mall6-1 mphlA Doppelmutante auf
Vollmedium ohne und mit TBZ (2pg/ ml) bei 24 °C (Inkubationsdauer: 5 Tage).
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5.1.3.5 Istin dem mall6-1 Mutantenstamm die Anheftung der Spindel-Mikrotubuli an

das Kinetochor moglicherweise beeintrichtigt ?

Wie bereits in Kapitel 5.1.3.3 erwihnt, kann -neben einem fehlerhaften Aufbau der
mitotischen Spindel- auch ein Defekt bei der Verkniipfung von mitotischer Spindel und
Kinetochor eine mogliche Ursache fiir eine abnorme Chromosomen-Segregation sein.
Von einer Vielzahl an S. pombe Mutanten, in denen diese Spindel-Kinetochor-Verkniipfung
z.B. durch einen fehlerhaften Kinetochorauftbau defekt ist, ist der sogenannte ,,Lagging*-
Chromosom-Phénotyp bekannt (Pidoux et al., 2000). Bei diesem Phéinotyp bleiben einzelne
Schwesterchromatiden wéhrend der spiaten Anaphase auf der mitotischen Spindel liegen und
konnen in den meisten Féllen auch im weiteren Verlauf der Anaphase nicht bis zu den Polen
gezogen werden (Pidoux et al., 2000).
Um nun zu iberpriifen, ob mall6-1 Zellen
moglicherweise ,,Lagging“-Chromosomen auf-
weisen, wurde fiir diesen Versuch ein mall6-1

Mutantenstamm verwendet, in dem an den

24 °C 92 8 N L
endogenen mal2 -ORF, der fiir ein Kinetochor-

36°C 77,3 227 protein kodiert, ein GFP-Epitop fusioniert ist

Tab.5-4: mall6-1 Zellen zeigen den ,.Lagging*- (Fleig et al., 1996; Jin et al., 2002). Nach

Chromosom Phénotyp . .
Schematische Darstellung der Anaphasen-Zellen Inkubation des Mutantenstammes sowohl bei

ohne bzw. mit , Lagging"-Chromosom Phénotyp. 74 oC als auch bei 36 °C fiir 6 h erfolgte mittels
Dabei werden Zellen mit getrenntem Chromatin

(weiBler Kreis; Fehlverteilung wird in der Immunofluoreszenz  die  Anfarbung  des
Abbildung nicht beriicksichtigt) und ent-

sprechenden Mal2p-Signalen (schwarzer Punkt) Mikrotubuli-Zytoskeletts und des Mal2p-Proteins
gezeigt. Der prozentuale Anteil an Anaphasen- . .
Zellen ohne (links) bzw. mit (rechts) ,,Lagging*- (Kapitel 4.19). Anhand des Mal2p-GFP-Signals
Chromosomen wurde bestimmt. mall6-1 Zellen
wurden in flissigem Vollmedium asynchron bei
24 °C bzw. 36 °C fiir 6 h inkubiert und fixiert.
Mittels Immunofluoreszenz erfolgte die An-
farbung des Tubulins und des Mal2p-GFP- Ereignisse wihrend der Anaphase eingegangen
Fusionsproteins, Chromatin wurde mit DAPI

behandelt. wird, wird zuerst Bezug auf die Beobachtungen

konnte das Verhalten der Kinetochore wihrend

der Mitose analysiert werden. Bevor auf die

wihrend der Metaphase genommen. Da Studien
belegen, daB3 in S. pombe Zellen -im Anschluf3 an die Anheftung der Spindel-Mikrotubuli an
die Kinetochore- die Zentromere der zwei Schwesterchromatiden oszillierend auseinander-
weichen bis die zwei Schwesterchromatiden endgiiltig getrennt werden, war es von Interesse,
ob diese Bewegung in mall6-1 Zellen weiterhin stattfindet (Nabeshima et al., 1998). Diese
oszillierende Bewegung der Kinetochore kann dabei an der Anwesenheit von vier bis zu sechs

Mal2p-GFP-Signalen im Zellkern festgestellt werden. Dabei reprisentieren die Mal2p-Signale
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die auseinandergewichenen Kinetochore der drei S. pombe Chromosomen. Bei der
Untersuchung beider Kulturen konnten in ca. 50 % aller Metaphasen-Zellen zwischen vier bis
sechs Mal2p-Signale beobachtet werden (Daten werden nicht gezeigt), was beweist, dal} in
Zellen des mall6-1 Mutantenstammes diese oszillierende Bewegung der Zentromere
weiterhin bestehen bleibt. Im weiteren Versuchsverlauf wurden mall6-1 Zellen auf den
»Lagging“-Chromosom-Phénotyp hin untersucht. Hierbei wurden Anaphasen-Zellen
analysiert, bei denen das Chromatin bereits separiert an den Zellpolen vorlag. An dieser Stelle
sollte fiir ein besseres Verstindnis erwdhnt werden, dal} in S. pombe die Zentromere wéhrend
der Interphase gruppiert an dem Spindelpol-Koérper (SPK) anliegen und diese bei
Verwendung eines Zentromer-Markers als eine Masse wahrgenommen werden (Funabiki et
al., 1993). Gleiches gilt fiir die Anaphase. Auch hier werden die Kinetochore der bereits
getrennten Schwesterchromatiden als Gruppe zu den entgegengesetzten Polen gezogen, was
bedeutet, daf3 die separierten Chromatin-Massen jeweils ein Mal2p-Signal besitzen. Im Falle
der ,,Lagging“-Chromosomen werden ein -oder auch mehrere- Schwesterchromatiden nicht
oder erst verspitet zu den Polen gezogen, und somit weisen diese Zellen zusitzliche
Zentromer-Signale auf der Anaphasen-Spindel auf (Pidoux et al., 2000). In Tab.5-4 sind die
Ergebnisse der Untersuchung schematisch dargestellt. Bei 24 °C zeigten 8 % der untersuchten
mall6-1 Zellen den ,Lagging“~-Chromosom-Phédnotyp, wihrend nach Erhohung der
Inkubationstemperatur der prozentuale Anteil auf 22,7 % anstieg.

Dieses Versuchergebnis zeigt, da3 in Zellen der mall6-1 Mutante die Verkniipfung zwischen

Kinetochor und Spindel-Mikrotubuli beeintrachtigt ist.

5.1.3.6 Untersuchung auf genetische Interaktion zwischen mall6-1 und Komponenten,
die eine Funktion am Kinetochor bzw. bei der Spindel-Kinetochor-

Verkniipfung besitzen

Des weiteren war es von Interesse, ob moglicherweise genetische Interaktionen zwischen
mall6-1 und Komponenten, die eine Rolle am Kinetochor bzw. bei der Spindel-Mikrotubuli-
Verkniipfung haben, festgestellt werden konnen. Als Komponenten wurden zum einen das
Kinetochorprotein Mal2p, zum anderen das evolutionir konservierte, Mikrotubuli-assoziierte
Protein Mal3p ausgewahlt, das in seiner mitotischen Rolle eine entscheidene Funktion bei der
Anheftung von Spindel-Mikrotubuli an das Kinetochor ausiibt (Fleig et al., 1996; Jin et al.,
2002; Beinhauer et al., 1997; Kerres et al., 2004).

Fiir diese Untersuchung wurden die Mutanten mal2-1 und mal3A verwendet und durch die

jeweilige Kreuzung dieser gegen die mall6-1 Einzelmutante Doppelmutanten hergestellt
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(Kapitel 4.10 bzw. 4.14). Bei der Durchfiihrung serieller Tropftests wurden abhéngig von den
Ausgangstimmen entsprechende Bedingungen gewihlt (Kapitel 4.4.2). Die Untersuchung auf
genetische Interaktion zwischen mall6" und mal2" erfolgte bei Temperaturen zwischen 24 °C

und 36 °C.

Wt

mall6-1

mal2-1

mall6-1 mal2-1
B

Wt

mall6-1

mal3A

mall6-1 mal3A

-TBZ +TBZ

Abb.5-5: mall6" zeigt genetische Interaktion mit mal2” und mal3"

(A) Der Tropftest zeigt das Wachstum des Wildtyps (Wt), der mall6-1 und
mal2-1 Einzelmutanten sowie das der mal2-1mall6-1 Doppelmutante bei
24 °C und 28 °C auf Vollmedium (Inkubationsdauer: 5 Tage). In (B) ist der
Tropftest mit dem Wachstum des Wildtyps, der mall6-1 und mal3A Einzel-
mutanten sowie das der mall6-1 mal3A Doppelmutante bei 24 °C auf
Vollmediums-Platten ohne und mit TBZ (4 pg/ ml) abgebildet (Inkubations-
dauer: 5 Tage).

In Abb.5-5 A wird das Wachstum der mall6-1mal2-1 Doppelmutante im Vergleich zu den
Einzelmutanten und des Wildtyps bei 24 °C und 28 °C dargestellt. Wie der Abbildung zu
entnehmen ist, konnte bei 24 °C bei allen Stimmen gleich gutes Wachstum beobachtet
werden. Im Gegensatz dazu zeigte die mall6-Imal2-1 Doppelmutante bei 28 °C kein
Kolonien-Wachstum, obwohl die Einzelmutanten noch in der Lage waren, zu wachsen.

Eine dhnliche Beobachtung konnte bei dem Wachstum der mall6-1mal3A Doppelmutante auf
TBZ-haltigen Platten gemacht werden (Abb.5-5 B). Bei Platten ohne TBZ zeigten alle
Stimme gutes Wachstum, wihrend auf Platten mit Zusatz von TBZ die Doppelmutante im
Vergleich zu den Einzelmutanten stark eingeschréinktes Wachstum aufwies.

Mit diesen Versuchsergebnissen konnten starke genetische Interaktionen zwischen mall6-1
und Komponenten, die eine Rolle am Kinetochor bzw. bei der Spindel-Kinetochor-

Verkniipfung haben, nachgewiesen werden.
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5.1.3.7 Der Mutantenstamm mall6-1 weist eine abnorme Chromatin-Struktur wihrend

Mitose und Interphase auf

Da fiir bisherige immunofluoreszenzmikroskopische Untersuchungen mall6-1 Zellen
lediglich fiir 6 h bei der restriktiven Temperatur inkubiert wurden, war es von Interesse, ob
eine verlidngerte Inkubationszeit bei der restriktiven Temperatur zu weiteren Phédnotypen
fiihrt. Hierfiir wurden Zellen des mall6-1 Mutantenstammes fiir 10 h bei 36 °C inkubiert und
im Anschlul daran das Mikrotubuli-Zytoskelett sowie das Chromatin angefarbt (Abb.5-6)
(Kapitel 4.19). Tatsdchlich konnte nach verldngerter Inkubationszeit bei der restriktiven
Temperatur ein weiterer neuer Phénotyp festgestellt werden. In Abb.5-6 A ist als Beispiel eine
Interphasen-Zelle der mall6-1 Kultur abgebildet, wobei die Phase des Zellzyklus an den
zytoplasmatischen Mikrotubuli erkennbar war (Abb.5-6 A, oben). Bei Betrachtung des
Chromatins fillt auf, dal3 dieses nicht die elipsoide kompakte Form eines Interpasen-Kerns
besal}, sondern dekondensiert vorlag und aufgrund der abnormen Chromatin-Struktur ein stark

vergrofertes Volumen aufwies (Abb.5-6 A, unten).

Abb.5-6: mall6-1 Zellen zeigen abnorme Chromatin-Struktur wihrend Interphase und Mitose

Zur Entdeckung weiterer Phénotypen wurden Wildtyp (Wt) und mall6-1 Zellen bei 36 °C fiir 10 h angezogen und
mittels Immunofluoreszenz-Mikroskopie untersucht. (A) Interphasen -Zelle des mall6-1 Stammes: obere
Mikroskopie-Aufnahme zeigt Immunofluoreszenz von Tubulin und die untere die Chromatin-Anfarbung mittels
DAPI. (B) Mitotische Wildtyp (Wt) (a) und mall6-1 Zellen (b-d): jede Teilabbildung zeigt drei unterschiedliche
Aufnahmen einer Zelle: die obere die Chromatin-Farbung mittels DAPI, die mittlere und die untere zeigen zum
einen die Immunofluoreszenz von Tubulin, zum anderen die {iberlagerte Aufnahme (griin: DAPI; rot: Tubulin).




Ergebnisse 63

Auch bei der Untersuchung von mitotischen Zellen konnte dieser Phianotyp nachgewiesen
werden. In Abb.5-6 B sind als Beispiele Anaphasen-Zellen des mall6-1 Mutantenstammes
(Teilbilder b, c, d) im Vergleich zu der eines Wildtypstammes (Teilbild a) dargestellt.
Wiéhrend im Wildtypstamm die getrennten Chromatin-Massen eine kondensierte Form
aufwiesen, konnte bei der mall6-1 Mutante diese Kompaktheit nicht mehr beobachtet werden.
Bei genauer Betrachtung der Chromatin-Struktur der ersten abgebildeten mall6-1 Zelle
(Abb.5-6 B, Teilbild b, oben) liefl sich zusitzlich ein Chromatin-Faden, der sich entlang der
mitotischen Spindel zog, erkennen. Vermutlich wurde aufgrund der fehlenden Chromatin-
Kompaktierung die DNA nachgezogen. Auch in den beiden anderen dargestellten mitotischen
mall6-1 Zellen (Abb.5-6 B, Teilbilder ¢, d) konnten Defekte im Aufbau der Chromatin-
Struktur festgestellt werden. Wahrend in Teilbild ¢ einer der separierten Kerne keinerlei
Struktur mehr aufwies, lagen in Teilbild d zwei in Ansétzen getrennte Chromatin-Massen in
der Mitte der elongierten Anaphasen-Spindel. Eine dieser Chromatin-Massen hatte dabei die
Form eines ,,aufgeblasenen Ballons*.

Das bedeutet, daB3 eine verldngerte Inkubation bei der restriktiven Temperatur sowohl in
mitotischen als auch in Interphasen-Zellen zu einem Defekt in der Chromosomen-

Kompaktierung fiihrt.

5.1.4 Isolation des mall6'-Gens

Die Isolation bzw. Identifizierung eines Wildtyp-Gens kann entweder durch
Komplementation eines mutanten Phénotyps mit Hilfe einer Genbank oder mittels
Genkartierung erfolgen. Dabei stellt die Isolation eines Gens iliber Komplementation des
mutanten Phénotyps die einfachste Mdoglichkeit dar. Falls jedoch die Mutation eines Gens
einen nur schwachen Phinotyp hervorruft, oder die Uberexpression des plasmidkodierten
Wildtyp-Gens letal ist, kann die Identifizierung des Gens auf diese Weise schwierig bzw.
unmoglich werden. In diesem Falle kann mit einer ,,Grob“-Kartierung des Gens begonnen
werden, um die chromosomale Region, in der sich das Gen befindet, einzugrenzen.
AnschlieBend werden entsprechende Cosmide, die diesen Bereich abdecken, benutzt, um die
Fehlfunktion zu supprimieren und somit die exakte Lokalisierung des Gens festzustellen.

Fiir die Identifizierung des Wildtyp-Gens ist es von groBer Wichtigkeit, dal die Mutation
dabei rezessiv ist. Im Falle einer dominanten Mutation ist es unmdglich, {iber Suppression des
mutanten Phénotyps mit Hilfe einer Genbank das Wildtyp-Gen zu isolieren. Aus diesem

Grunde wurde die mall6-1 Mutation auf Rezessivitit hin untersucht.
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5.1.4.1 Die mall6-1 Mutation ist rezessiv

Fiir die Untersuchung auf Rezessivitit wurden heterozygot diploide mall6-1/ mall6" Stimme
und homozygot diploide mall6"/ mall6" Stimme hergestellt (Kapitel 4.10.1 bzw. 4.10.2) und
nach Inkubation dieser bei der restriktiven Temperatur wurde anhand der Zellmorpholgie
{iberpriift, ob der heterozygot diploide mall6-1/ mall6" Stamm den fiir den mall6-1
Mutantenstamm spezifischen Elongations-Phénotyp aufwies. Bei Rezessivitdt der mall6-1
Mutation war zu erwarten, dall beide Stimme die gleichen Phénotypen, und zwar die des
Wildtypstammes, zeigten. Als weitere Kontrollen wurden sowohl der haploide mall6-1
Mutantenstamm als auch ein haploider Wildtypstamm verwendet. In Tab.5-5 sind die

Ergebnisse der Untersuchung zusammengefasst.

haploid diploid
mall6" mall6-1 mall6'/ mall6" mall6-1/ mall6"
Elongierte Zellform nein ja nein nein

Tab.5-5: Untersuchung auf Rezessivitit mittels Analyse der Zellform
Die Analyse der Zellform erfolgte durch Ausstriche der Stimme auf Vollmediums-Platten, Inkubation bei 36 °C
U/N und anschlieBender Mikroskopie.

Wie der Tabelle zu entnehmen ist, konnten bei den heterozygot diploiden mall6-1/ mall6"
Stamme -ebenso wie bei den diploiden mall6'/ mall6”™ Wildtypstimmen- keine elongierte
Zellform bei 36 °C festgestellt werden. Dies deutet auf eine Rezessivitit der mall6-1
Mutation hin, da sich bei Dominanz der Mutation der Elongations-Phinotyp in den

heterozygot diploiden mall6-1/ mall6* Stimmen hitte auswirken miissen.

5.1.4.2 Komplementationsversuche zur Identifizierung des mall6'-Wildtyp-Gens

Zur TIsolation des mall6" -Gens iiber Komplementation der Temperatur-Hypersensitivitit des
mall6-1 Mutantenstammes (Kapitel 5.1.1) wurde in den mall6-1 Mutantenstamm eine
genomische S. pombe-Genbank transformiert und die entsprechenden Transformanten bei
36°C inkubiert (Kapitel 4.12.1). Transformanten, die Kolonien-Wachstum bei der restriktiven
Temperatur zeigten und somit bei diesen eine plasmidkodierte Suppression der mall6-1
Temperatur-Sensitivitdt zu beobachten war, wurden ndher untersucht. Dabei konnte davon
ausgegangen werden, dall im Falle einer positiven Transformante, d.h. in der das Wildtyp-
Gen exprimiert wird, bei dieser zusitzlich eine Komplementation des elongierten Zell-
Phéinotyps bei 36°C festgestellt werden konnte (Kapitel 5.1.1). In Tab.5-6 A sind die
Ergebnisse dieser Genbank-Transformation aufgefiihrt. Von den insgesamt 17250

Transformanten (ca. 5-faches Abdecken des S. pombe Genoms) konnte bei 1040 ein besseres



Ergebnisse 65

Wachstum festgestellt werden. Da es sich bei dieser hohen Anzahl an Transformanten nicht
ausschlieBlich um Positive handeln konnte, wurden diese nach Koloniengrof3e gruppiert und
ausschlieflich Transformanten, die grole Kolonien bildeten, auf Suppression des elongierten
Zell-Phinotyps hin untersucht. SchlieBlich sollte die Expression des Wildtyp-Gens -im
Vergleich zu der extragener mall6-1 Suppressoren- einen Wachstumsvorteil bewirken. Von
diesen 208 analysierten Transformanten zeigte hingegen keine eine Komplementation des
Elongations-Phinotyps (Daten werden nicht gezeigt) und auch nach wiederholten
Transformationsversuchen war es nicht mdglich, das Wildtyp-Gen zu identifizieren. Aus
diesem Grunde wurde auf einem anderen Wege versucht, daB mall6"-Gen iiber
Komplementation zu isolieren. Wie in Kapitel 5.1.3.6 festgestellt werden konnte, zeigten
mall6-1mal2-1 Doppelmutanten eine genetische Interaktion, was sich durch einen
Wachstumsdefekt bei 28 °C bemerkbar machte. Dieser Wachstumsdefekt der Doppelmutante
war dabei noch stirker, als der der mall6-1 Einzelmutante bei 36 °C. Aufgrunddessen wurde
mit der mall6-1mal2-1 Doppelmutante wie oben vorgegangen, mit dem Unterschied, da3 die

Untersuchung auf Suppression der Temperatur-Sensitivitit bei 28 °C erfolgte.

Koloniengrofe A B C | Suppression | Anzahl der
Suppressoren

grof 208 55 keine 10

mittel 458 273 schwach 9

klein 374 92 gut 6

z 1040 420 z 25

Gesamtzahl aller 17250 56160

Transformanten

Tab.5-6: Ergebnisse der Komplementationsversuche

Aufgefiihrt ist die Anzahl der mall6-1 (A) bzw. mall6-1mal2-1 (B)
Transformanten nach Koloniengréfe eingeteilt, die Suppression der Temperatur-
Sensitivitit bei (A) 36 °C bzw. (B) 28 °C zeigten. Zusitzlich ist die Gesamtzahl
der Transformanten des entsprechenden Komplementationversuchs der Abbildung
zu entnehmen. Bank-Plasmide ohne mal2"-Insert sind in (C) abgebildet. Dabei
erfolgte die Einteilung in Gruppen abhéngig von der Stirke der plasmidkodierten
Suppression der Temperatur-Sensitivitét des mall6-1 Mutantenstammes bei 36°C.

Mittels dieser Transformation konnten von insgesamt 56160 Transformanten (ca. 16-faches
Abdecken des Genoms) bei 420 eine Komplementation der Temperatur-Sensitivitit
beobachtet werden, wobei 55 putativ Positive groBe Kolonien bildeten (Tab.5-6 B). Um die
Transformanten zu erkennen, die Bank-Plasmide mit einem mal2"-Insert trugen, wurde das

Wachstum aller 55 putativ Positiven bei 35 °C gepriift. AusschlieBlich Transformanten, in
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denen das mal2’-Gen exprimiert wurde, konnten bei dieser Temperatur wachsen. Der Grund
hierfiir liegt in fritheren Studien, in denen der Versuch unternommen wurde, extragene mal2-1
Suppressoren bei dieser Temperatur zu identifizieren, jedoch nur das Wildtyp-Gen mal2”
isoliert werden konnte (Beuter, unpublizierte Daten). 13 dieser 55 Transformanten waren in
der Lage, bei 35 °C zu wachsen. Nach Plasmid-Isolation konnte durch eine weitere
Verifikation mittels Restriktionsanalyse die Annahme, daB es sich um ma/2" handeln musste,
bestitigt werden (Kapitel 4.12.1). Von den 42 unidentifizierten Bank-Plasmiden konnte nur
die DNA von 25 isoliert werden, wobei nach Durchfilhrung einer weiteren
Restriktionsanalyse keines dieser ein mal2-Insert enthielt (Kapitel 4.12.1). Aufgrund der
oben genannten Studie konnte bei diesen davon ausgegangen werden, dal es sich um
Suppressoren der mall6-1 Mutation -und nicht um welche der mal2-1 Mutation- handeln
musste. Alle 25 Bank-Plasmide wurden darauthin in den mall6-1 Mutantenstamm
zurlicktransformiert und erneut serielle Tropftests mit den entsprechenden Transformanten
-diesmal bei 36°C- durchgefiihrt, um eine plasmidkodierte Suppression zu bestitigen
(Kapitel 4.4.2). Die Ergebnisse dieser Untersuchung sind in Tab.5-6 C aufgefiihrt. Wahrend
bei 10 Bank-Plasmiden eine plasmidkodierte Suppression nicht bestdtigt werden konnte,
zeigten 9 eine nur schwache und 6 Plasmide eine gute Komplementation der Temperatur-
Sensitivitit. Obwohl auch hier die Expression der genomischen Bank-DNA zu keiner
Suppression des elongierten Zell-Phanotyps fiihrte (Daten werden nicht gezeigt), wurden die
6 Bank-Plasmide, bei denen eine gute Komplementation der Temperatur-Sensitivitét
beobachtet werden konnte, ansequenziert. Dabei stellte sich nach Ansequenzierung dieser 6
extragenen mall6-1  Suppressoren und anschlieBender Datenbanksuche heraus
(Kapitel 4.12.1), dall 3 dieser Suppressoren mitochondriale DNA enthielten, die jeweils fiir
mehrere unterschiedliche tRNAs kodierten. Eine weitere Ansequenzierung eines Bank-
Plasmids ergab, daf} das Insert zum einen den N-terminus (+1 bis +319) des chromosomalen
rsm23"-Gens (SPBC29A3.15c¢) trigt, das fiir ein mitochondriales ribosomales Protein der
kleinen s23 Untereinheit kodiert und dieses Ahnlichkeit zu Apoptose-Mediator-Proteinen in
Sdugetieren aufweist. Zum anderen wurde ein Gen (SPBC29A3.16) identifiziert, dessen
Funktion in der Ribosomen-Synthese vermutlich eine Rolle spielt. Bei den beiden letzten
Suppressoren war entweder die Ansequenzierung nicht auswertbar oder es konnte keine
Homologie zu den zuginglichen genomischen bzw. mitochondrialen S. pombe DNA-
Sequenzen in den Datenbanken gefunden werden. Da die Expression der jeweiligen isolierten
DNA-Inserts ausschlielich den Wachstumsdefekt des mall6-1 Mutantenstammes bei 36 °C

supprimieren konnte und Gene bzw. Genprodukte isoliert wurden, fiir die bisher keine Rolle
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im mitotischen Prozef3 beschrieben wurden, konnte davon ausgegangen werden, daf3 es sich
bei diesen um unspezifische Suppressoren handelte.

Aufgrund der Tatsache, dafl es auch mittels dieses Komplementationsversuches unmdglich
war, daB mall6 -Gen zu identifizieren, musste die Isolation des mall6 -Gens mittels

Genkartierung durchgefiihrt werden.
5.1.4.3 Genkartierung

5.1.4.3.1 Generelle Vorgehensweise bei der Kartierung eines S. pombe Gens

An dieser Stelle sollte eine generelle Beschreibung der Vorgehensweise bei der Genkartierung
erfolgen. Zur Kartierung eines Gens muf als erstes das entsprechende Gen einem der drei
S. pombe Chromosomen (Genomgrdfe: 13,8 Mbp; gesamte Genanzahl: ~ 4800; Chr. I: 5,7
Mbp, Chr. II: 4,6 Mbp, Chr. III: 3,5 Mbp) zugeordnet werden. Dazu wird ein Stamm benutzt,
der im swi5 -Gen eine Mutation trigt. Diese swi5-39 Mutante hat eine ca. 10-fach reduzierte
Rekombinationsfrequenz, soda3 es mit Hilfe dieser Mutation mdglich ist, die Kopplung
zweier sehr weit voneinander liegender Gene festzustellen bzw. deren Lokalisierung auf
demselben Chromosom (Schmidt et al., 1989; Schmidt, 1993). In Stimmen, die diese
Mutation nicht tragen, konnen weit voneinander liegende Gene, die auf demselben
Chromosom lokalisiert sind, aufgrund von Rekombinations-Ereignissen zwischen diesen
Genen nicht als gekoppelt erkannt werden. Um nun festzustellen, auf welchem Chromosom
das entsprechende Gen liegt, wird ein mutiertes Allel des zu lokalisierenden Gens (Gen x') in
die swi5-39 Mutante mittels Kreuzung und anschlieBender Tetradenanalyse eingebracht
(Kapitel 4.10). Der resultierende Stamm x swi5-39 wird nun mit einem swi5-39 Stamm, der
unterschiedliche genetische Marker auf allen drei Chromosomen besitzt, gekreuzt und mittels
Tetradenanalyse die resultierenden Sporen auf die Anwesenheit der unterschiedlichen Marker
bzw. der Mutation hin untersucht. Da die swi5-39 Mutation rezessiv ist, ist es wichtig, da} die
beiden zu kreuzenden Stimme die swi5-39 Mutation tragen, da ansonsten keine reduzierte
Rekombinationsfrequenz zu erzielen ist. Mit der oben beschriebenen Kreuzung ist es moglich,
die Kopplung des gewiinschten Gens mit einem der drei Marker zu beobachten und somit das
Gen einem Chromosom zuzuordnen (Kapitel 5.1.4.3.3). Anschlieend ist das Gen gegen
unterschiedliche Marker auf dem entsprechenden Chromosom zu kartieren und dies gibt
dariiber Auskunft, in welcher Region das Gen auf diesem Chromosom lokalisiert ist (Kapitel
5.1.4.3.4). Ist diese Region bekannt, so werden Cosmide mit entsprechenden genomischen
DNA-Sequenzen des chromosomalen Bereiches in den Ausgangsmutantenstamm

transformiert. Diese DNA-Sequenz wird durch homologe Rekombination ins Genom
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eingebaut und somit die mutierte gegen die Wildtyp-Sequenz ausgetauscht. Bei der
Beobachtung einer Suppression des mutanten Phénotyps ist davon auszugehen, dal das
transformierte Cosmid das zu lokalisierende Gen enthélt. Da Cosmide zum Teil sehr lange
DNA-Sequenzen (bis zu ~ 45 Kbp) beinhalten und somit auch sehr viele Gene, muf} zuletzt
das gewiinschte Gen unter diesen gefunden werden. Dies erfolgt mittels Subklonierung der
einzelnen Gene, Transformation dieser und der Beobachtung einer Suppression des mutanten
Phinotyps.

Bevor mit der Kartierung des mall6 -Gens nach der oben beschriebenen Vorgehensweise
begonnen wurde, musste zunichst iiberpriift werden, ob das mall6'-Gen mit einem

Zentromer gekoppelt ist.

5.1.4.3.2 Untersuchung auf Zentromer-Kopplung

Falls ein Gen, wie z.B. das lys/'-Gen, mit einem Zentromer gekoppelt ist, d.h. in
unmittelbarer Nédhe lokalisiert ist, fallt dieses in eine spezielle Klasse. Aufgrund der Kopplung
mit dem Zentromer ist die Wahrscheinlichkeit eines ,,Crossing-Overs* zwischen Gen und
Zentromer duflerst gering. Das bedeutet, da3 das Chromosom mit dem entsprechenden Gen
wihrend der Meiose I immer mit seinem Homologen getrennt segregiert.

Zu Beginn werden fiir das weitere Verstindnis in Abb.5-7 A alle mdglichen Tetradentypen
-nach Kreuzung des /lys/-13] und des mall6-1 Stammes- aufgefithrt. Wiahrend die
Beobachtung eines parentalen Dityps (PD) im Allgemeinen bedeutet, da3 in der Meiose kein
Rekombinations-Ereignis eingetreten ist, so wird das Auftreten eines Tetratyps (T) meistens
durch ein bzw. beim nicht-parentalen Dityp (NPD) gleich durch zwei Rekombinations-
Ereignisse hervorgerufen. In Abb.5-7 B bzw. C wird anhand des Beispiel von mall6-1, im
Falle einer Lokalisierung am Zentromer und dem mit dem Zentromer gekoppelten Marker
lys1-131, die Situation vereinfacht dargestellt. Dabei wird zwischen der Lokalisierung beider
Gene auf demselben (Abb.5-7 B) bzw. auf verschiedenen Chromosomen unterschieden
(Abb.5-7 C). Wie der Abbildung zu entnehmen ist, kénnen nach einer Kreuzung eines
lys1-131 Stammes mit dem mall6-1 Stamm und anschlieBendem Durchlaufen der Meiose
entweder nur der parentale Dityp -im Falle gleicher Chromosom-Lokalisierung- oder sowohl
der parentale als auch der nicht-parentale Dityp bei Lokalisierung auf unterschiedlichen
Chromosomen auftreten. Im Gegensatz hierzu ist die Beobachtung eines Tetratyps, fiir dessen

Auftreten ein ,,Crossing-Over* benotigt wiirde, unmdglich.
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A B gekoppelt:
mall6-1lysl* x lysl-131 mall6”*
o v . (n) mall6-11lysl* x lysl-131 mall6*
PD NPD T ) mall6-1 lysl*
mall6-1lysI*  mall6* lysI* mall6* lysI* (2n) mall6" lys1-131
mall6-1lysI*  mall6* lysI* mall6-1 lysI* ' N
mall6* lysl-131 mall6-1lys1-131 mall6* lysl-131 . X
mall6* lysl-131 mall6-1lysl-131 mall6-1 lysi-131 ~(n) ~ mall6-1lysl v lysI-131 mall6
C nicht gekoppelt: PD
mall6-1 mall6*
(n) IysI™ i IysI-131
mall6-1  Ilysi-131
(2n) mall6*  lysl*

& A

(M) mall6* mall6-1 mall6* mall6-1
lysl™ lys1-131  lysl-131 lysl*

v v

NPD PD

Abb.5-7: Modell zur Erlduterung der Untersuchung auf Zentromer-Kopplung

(A) Erklarung der moglichen Tetradentypen anhand des Genpaares mall6/ lys1 (PD: parentaler Dityp; NPD:
nicht-parentaler Dityp; T: Tetratyp). (B) In diesem Modell wird eine Kopplung von mall6" mit dem Zentromer
vorausgesetzt. Die entsprechenden haploiden (n) Stimme wurden gekreuzt, bildeten Zygoten (2n) und durch-
liefen anschlieBend die Meiose (n) (aufgrund der Ubersicht nur Meiose I dargestellt). In Abhingigkeit von der
Lokalisierung der beiden Gene ((B): dasselbe bzw. Gene gekoppelt; (C): unterschiedliche Chromosomen bzw.
Gene nicht gekoppelt) sind die zu erwartenden Tetradentypen angegeben. Bruchstriche kennzeichnen eine
Lokalisierung auf demselben Chromosomen.

Um nun zu iiberpriifen, ob bei mall6-1 eine Zentromer-Kopplung festzustellen ist, wurde der
lys1-131 Stamm gegen den mall6-1 Mutantenstamm gekreuzt und die Sporen-Genotypen
mittels Tetradenanalyse untersucht (Kapitel 4.10 bzw. 4.13). Die Ergebnisse der

Tetradenanalyse sind der Tab.5-7 zu entnehmen.

PD |NPD | T ) d,’
Anzahl der
Totaden | 15 3 15 | 33 | 50
T + 6 NPD .
1. . . . _
dp. genetische Distanz in cM (PD + NPD + 1) x 50 (Perkins, 1949)

Tab.5-7: mall6" ist nicht mit dem Zentromer gekoppelt

Analyse der Tetradentypen nach Kreuzung des Stammes /ys/-131 mit dem

mall 6-IMutantenstamm (PD: parentaler Dityp; NPD: nicht-parentaler; T: Tetra-
typ). Zusitzlich wird die genetische Distanz (d,) in ¢cM fiir die Entfernung von
mall6" vom eigenen Zentromer -mittels Perkins-Formel berechnet- angegeben.
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Von 33 vereinzelten Tetraden zeigten 15 den parentalen, 3 den nicht-parentalen Dityp und
15 den Tetratyp. Durch die Beobachtung von Tetratypen konnte nachgewiesen werden, dal3
mall6" nicht mit dem Zentromer gekoppelt ist. Es bestand mittels dieser Kreuzung nun
zusiitzlich die Méglichkeit, die Distanz des mall6 -Gens von dem eigenen Zentromer zu
berechnen, auch wenn bisher das Chromosom, auf dem mall6" lokalisiert ist, noch unbekannt
war. Hierfiir wurde eine von Perkins -im Jahre 1949- entwickelte Formel verwendet, die eine
Kalkulation der genetischen Distanz (d,,) in centi-Morgan (cM) ermoglichte (Tab.5-7). Mit
Hilfe dieser Formel stellte sich heraus, daB mall6" ca. 50 cM von dem eigenen Zentromer
entfernt liegt. Als Definition dieser MaBeinheit kann 1 c¢cM als 5,5-6 Kbp angenommen
werden (personliche Kommunikation mit Prof. Dr. Jiirg Kohli, Bern), was bedeutet, da3 die

Entfernung ca. 275-300 Kbp vom Zentromer betréigt.

5.1.4.3.3 Auf welchem Chromosom ist das mall6-Gen lokalisiert ?

Um das mall6"-Gen einem Chromosom zuordnen zu koénnen, wurde der mall6-1ade6-M210
leul-32swi5-39 Stamm gegen den ura3-34swi5-39 Stamm gekreuzt (Kapitel 4.10 bzw. 4.13).
Wie in Kapitel 5.1.4.3.1 beschrieben, war es fiir diesen Versuch essentiell, genetische Marker
(ura3, leul, ade6) zu verwenden, die auf allen drei S. pombe Chromosomen lokalisiert waren.
Wihrend wra3 auf Chromsom I liegt, sind die genetischen Marker leul bzw. ade6
entsprechend den Chromosomen II bzw. III zuzuordnen. Im Anschluf3 an die Tetradenanalyse
wurden die resultierenden Sporen auf die Anwesenheit der unterschiedlichen Marker bzw.
der mall6-1 Mutation hin untersucht und die Tetradentypen in Bezug auf die verschiedenen

Genpaare bestimmt (Tab.5-8).

(PD) (NPD) (T) z
Chr. I
mall6-1/ ura3-34 23 0 16 39
Chr. 11
mall6-1/ leul-32 15 14 10 39
Chr. III
mall6-1/ ade6-M210 13 16 10 39

Tab.5-8: mall6" ist auf Chromosom I lokalisiert

Analyse der Tetradentypen nach Kreuzung der Stimme mall6-1ade6-M210 leul-32swi5-39 und
ura3-34swi5-39. Die Anzahl der Tetraden, die den parentalen (PD), den nicht-parentalen (NPD) oder den
Tetratyp (T) in Bezug auf das entsprechende Genpaar aufweisen, sind dabei angegeben.

Sind zwei Gene auf unterschiedlichen Chromosomen lokalisiert, so segregieren diese frei
voneinander, wihrend bei Genen, die sich auf demselben Chromosom befinden -je nach
Entfernung voneinander- dies selten bzw. nicht zu beobachten ist. Das bedeutet, befindet sich
mall6" auf demselben Chromosom wie ein entsprechender Marker, so sollte beim direkten

Vergleich anhand des entsprechenden Genpaares selten bzw. kein Nicht-parentaler Dityp
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gefunden werden, da das Auftreten dieses Tetradentyps durch mindestens zwei
Rekombinations-Ereignisse hervorgerufen wird.

Wie der Tab.5-8 zu entnehmen ist, konnte bei nur einem Genpaar kein Nicht-parentaler Dityp
entdeckt werden, wihrend die anderen eine groBBe Anzahl an diesem Tetradentyp aufwiesen.
Somit konnte mall6" einem der drei S. pombe Chromosomen zugeordnet und eine

Lokalisierung dieses Gens auf Chromosom I nachgewiesen werden.

5.1.4.3.4 In welcher Region auf Chromosom I ist mall6" lokalisiert ?

Um herauszufinden, in welcher Region auf Chromosom I das mall6 -Gen lokalisiert ist,
wurden jeweils verschiedene genetische Marker, die in unterschiedlichen Bereichen auf
Chromosom 1 liegen (Abb.5-8), in eine swi5-39 Mutante gekreuzt und erneut mit einem
mall6-1swi5-39 Mutantenstamm gepaart (Kapitel 4.10 bzw. 4.13). Ausgangsstimme, die zur
Herstellung der entsprechenden Stidmme verwendet wurden, sind dabei in Kapitel 8.1.2.3
aufgeflihrt. Im Anschlu3 an die Tetradenanalyse wurden die Genotypen der resultierenden
Sporen in Bezug auf das zu untersuchende Genpaar bestimmt und die entsprechenden
Tetradentypen ermittelt. Die Ergebnisse dieser Genkartierungsstudie sind in Tab.5-9 bzw.
Abb.5-8 zusammengefalt.

Genpaar PD NPD T )y d,

mall6-1/ural-171 16 1 7 24 27,1
mall6-1/ura3-34 23 0 16 39 20,5
mall6-1/ his6-365 22 1 1 24 14,6
mall6-1/pklID12 23 0 1 24 2,1
mall6-1/lysl-131 20 0 6 26 11,5
mall6-1/mal2-1 24 1 9 34 22,1

Tab.5-9 : mall6" ist in der Region um den pk//-ORF lokalisiert
Fiir das jeweilige Genpaar ist die Anzahl der entsprechenden Tetradentypen (PD: parentaler, NPD: nicht-

parentaler Dityp, T: Tetratyp) in der swi5-39 Mutante bestimmt und mittels der Perkins-Formel die genetische
Distanz d, in cM (1cM = 5,5 — 6 Kbp) berechnet worden (Kapitel 5.1.4.3.2; Tab.5-7). Die entsprechenden
chromosomalen Bereiche, in denen die oben aufgefiihrten Gene lokalisiert sind, sind dabei Abb.5-8 zu
entnehmen.

Dabei sind fiir jedes Genpaar die ermittelten Tetradentypen und die daraus -mittels der
Perkins-Formel- berechneten genetischen Distanzen angegeben. Zur Interpretation der
Ergebnisse sind in Abb.5-8 die verwendeten genetischen Marker entsprechend ihrer
Lokalisierung auf Chomosom I eingezeichnet und die ermittelte genetische Distanz zwischen
Marker und mall6-1 Mutation eingetragen. Wie Tab.5-9 bzw. Abb.5-8 zu entnehmen ist,
konnte ein Genpaar ermittelt werden, dafl eine sehr niedrige Rekombinationsfrequenz
aufwies. Fiir das Genpaar mall6-1 und pkl1D12 wurde eine gentische Distanz von nur 2,1 cM
berechnet, was bedeutet, daB das mall6'-Gen in der Region um den pk/I -ORF lokalisiert

sein muss. Da in einem Wildtypstamm 1 ¢cM ca. 5,5-6 Kbp (personliche Kommunikation mit
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Prof. Dr. Jiirg Kohli, Bern) betrdgt, mufl in der swi5-39 Mutante wegen ihrer ca. 10-fach
reduzierten Rekombinationsfrequenz 1 cM als ca. 55-60 Kbp definiert werden. Somit muf}
das mall6'-Gen aufgrund der Berechnung von einer genetischen Distanz von 2,1 cM

ca. 115,5-126 Kbp links oder rechts vom pkll"-ORF entfernt sein.

0 709 1355 2803 3409 3709 4155 5700 Kbp
I | | | |
I T T T 1
ural* ura3* his6* pkl] + lys] + malZ+
27,1 20,5 14,6 L5 221
mall 6+

Abb.5-8: Schematische Darstellung des S. pombe Chromosom [

In Abb.5-8 sind die genetischen Marker entsprechend ihrer Lokalisierung auf Chromosom I (GesamtgroBe: 5700
Kbp) eingezeichnet. Zusitzlich ist die berechnete genetische Distanz (nach Perkins) zwischen dem jeweiligen
genetischen Marker und mall6" (in der swi5-39 Mutante) in cM angegeben. Die Lage des Zentromers ist durch
einen schwarzen Balken gekennzeichnet.

Um nun die genaue mall6 -Lokalisierung feststellen zu konnen, wurde mall6' gegen
Marker, die sich in dieser eingegrenzten Region befinden, kartiert. Fiir diese Untersuchung
wurde die swi5-39 Mutante nicht mehr verwendet, da eine genauere mall6" -Lokalisierung
nur mittels Berechnung der natiirlichen Rekombinationsfrequenz erfolgen konnte. Aufgrund
der Tatsache, dall sich wenige genetische Marker in dieser bereits eingegrenzten Region
befinden, wurden in Wildtypstimmen zusétzlich G418-Resistenz-Marker in unterschiedliche
nicht-kodierende Regionen des Chromosom I integriert (Tab.5-10; Kapitel 4.13). Die
entsprechenden Stimme wurden anschlieBend mit dem mall6-1pklID12 Mutantenstamm
gekreuzt und eine sogenannte , Random spore“-Analyse durchgefiihrt. Bei der ,,Random
spore“-Analyse werden alle vegetativen Zellen durch Behandlung mit B-Glucuronidase
verdaut, wihrend Sporen iiberlebensfihig bleiben (Kapitel 4.10.3). Diese Anderung der
Versuchsdurchfithrung fiihrt dazu, dafl eine Einteilung der Tetradentypen in PD, NPD und T
unmoglich ist, da die Asciwédnde zerstort werden und die einzelnen Sporen nicht mehr einer
Tetrade zuzuordnen sind. Der Grund fiir diese Vorgehensweise ist die Tatsache, dal} die
Durchfiihrung einer Tetradenanalyse sehr zeitaufwendig ist und somit nur eine relativ niedrige
Anzahl an Tetraden untersucht werden konnte. Im Gegensatz dazu bestand mit Hilfe der
»Random spore“-Analyse die Mdoglichkeit, eine viel grofere Anzahl von Sporen zu
analysieren und aufgrundessen konnte das erhaltene Ergebnis statistisch besser abgesichert

werden. Die Berechnung der genetischen Distanz konnte bei dieser Anderung der
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Versuchsdurchfithrung nicht mit der bisher verwendeten Perkins-Formel berechnet werden,
sondern mittels der Haldane-Formel (Grishchuk und Kohli, 2003). Fiir die Verwendung der
Haldane-Formel erfolgte, nach Bestimmung der Genotypen der aus den Sporen
heranwachsenden Kolonien, die Einteilung in parentale (P) bzw. rekombinante (R) Kolonien.
Wie bereits oben erwéhnt, wurde der mall6-1pkll1D12 Mutantenstamm gegen entsprechende
Wildtypstimme, in denen jeweils an unterschiedlichen Positionen (z.B. c/6ES8) ein
Kanamycin-Resistenz-Marker (kan") integriert ist, gekreuzt. Der Grund fiir die Wahl dieses
Stammes war, dal durch Anwesenheit des pkl/D12 Allels tiberpriift werden konnte, ob die fiir
das Genpaar pkl1D12 und cl6E8-kan" ermittelte Distanz mit der reellen bekannten Distanz
ibereinstimmt und somit eine interne Kontrolle darstellte. Wéhrend in Tab.5-10 die
Ergebnisse der Lokalisierungsstudie aufgefiihrt sind, ist in Abb.5-9 die chromosomale Region
um den pkll"-ORF mit den Integrationsorten der Kanamycin-Marker und entsprechenden

reellen und mittels Haldane-Formel berechneten Distanzen zueinander abgebildet.

Genpaar Kreuzung Integrationsort bzw. P R > dy Distanz in
ORF des Markers Kbp

cl6ES-kan” x
mall6-1pklID12

mall6-1/ c16E8-kan" cl6ES8 (26941-27070) 80 28 108 36,5 200,8-219
mall6-1/ pkl1D12 SPAC3H5.03c 91 17 108 18,9 104-113,4
pkl1D12/ c16E8-kan 94 14 108 15,0 82,5-90

p32A48-kan” x
mall6-1pkl1D12

mall6-1/ p32A8-kan" p32A8 (2952-3111) 169 22 191 13,1  72,1-78,6
mall6-1/ pkl1D12 SPAC3H5.03¢ 162 29 191 18,1  99,6-108,6
pkl1D12/ p32A48-kan" 180 11 191 6,1  33,6-36,6

Tab.5-10: Lokalisierung des mall6"-Gens in der chromosomalen Region um den pkll-ORF

Die Genotypen der aus der ,,Random spore*“-Analyse erhaltenen Kolonien wurden in Bezug auf die jeweiligen
Genpaare untersucht und in die entsprechenden Kategorien P (parentale Kolonien) und R (rekombinante
Kolonien) eingeteilt. Die genetische Distanz (dy) in cM wurde mittels der Haldane-Formel berechnet

(dyg = -50In (1-2(R/R+P)) und die daraus ermittelte Distanz der jeweiligen Gene in Kbp angegeben. AuBlerdem
sind die systematischen Bezeichnungen (Sanger-Center, Hinxton) des pk// "-ORFs und der Integrationsorte der
Kanamycin-Marker auf den entsprechenden Cosmiden in der Tabelle aufgefiihrt.

Zunichst wurde ein Kanamycin-Marker an die Position c/6E8 82,9 Kbp rechts von dem
pkll"-ORF in Richtung Zentromer integriert (Abb.5-9). Der daraus resultierende Stamm
wurde mit dem mall6-IpklID12 Mutantenstamm gekreuzt und wie oben beschrieben
fortgefahren. Dabei konnte mit Hilfe der genetische Distanz zwischen mall6-1 und dem
Kanamycin-Marker (c/6E8-kan"), mall6-1 und pkllDI12 sowie zwischen pklIDI12 und
Kanamycin-Marker die Distanz der jeweiligen Gene voneinander in Kbp berechnet werden
(1 cM entspricht ca. 5,5-6 Kbp). Als Kontrolle diente das Genpaar pkl1D12 und c16E8-kan’,
fiir die eine Distanz von 82,5-90 Kbp kalkuliert wurde und diese Berechnung mit der reellen

Distanz von 82,9 Kbp tatséchlich iibereinstimmte (Tab.5-10 bzw. Abb.5-9). Fiir die Genpaare
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mall6-1/ pklIDI12 bzw. mall6-1/ cl16E8-kan" wurde eine Distanz von 104-113,4 bzw.
200,8-219 Kbp berechnet, wobei sich die Frage stellte, auf welcher Seite von pkliD12 bzw.
cl6E8-kan" sich mall6-1 befindet. Da pklID12 und der davon rechts integrierte Kanamycin-
Marker bereits 82,9 Kbp voneinander entfernt liegen (Abb.5-9), war es unmdglich, dafl
mall6-1 104—113,4 Kbp rechts vom pklI -ORF lokalisiert ist. Wire dies der Fall, so wiirde
mall6-1 in unmittelbarer Ndhe zu dem integrierten Kanamycin-Marker liegen, was mit einer

berechneten Distanz von 200,8-219 Kbp zwischen diesen beiden nicht mdglich sein konnte.

200,8-219

< errechnet

104-113,4 82,5-90

< : < =
99,6-108,6
72,1-78,6 133,6—3’6,6
P3248-kan™  pkil* cl16E8-kan”
‘ ‘ ‘ —p cenl

— ' ' ' reell
mall6* 33,6 82,9

Abb.5-9: Integrationsorte der Kanamycin-Marker auf Chromosom I
Flankierende chromosomale Regionen des pk/I "-ORFs sind dargestellt. Die Integrationsorte der Kanamycin-

Marker c16E8-kan" und p32A48-kan” sind mit den entsprechenden reellen Distanzen in Kbp zum pkll -ORF
eingetragen (Sanger-Center, Hinxton). Zusitzlich sind die mittels Haldane-Formel errechneten Distanzen (in
Kbp) zwischen dem jeweiligen integrierten Kanamycin-Marker, dem pk//"-ORF und mall6 -ORF angegeben.
Waihrend Pfeile mit Standard-Schriftart die Kreuzung mit dem Kanamycin-Marker c/6E8-kan” reprasentieren,
wurden die mit kursiver Schriftart flir p3248-kan” verwendet. Die Region, in der -den Berechnungen zufolge-
das mall6"-Gen lokalisiert sein soll, ist durch eine Klammer gekennzeichnet. Die Gene, die in dieser Region
liegen, sind Tab.5-11 zu entnehmen. Auflerdem ist die Lage des Zentromers cen/ in der schematischen
Abbildung eingezeichnet.

Das bedeutet, mall6" muB auf der Zentromer abgewandten Seite, d.h. links von pklI " liegen.
Aus diesem Grunde wurde ein weiterer Kanamycin-Marker (p3248-kan") 33,6 Kbp links von
pkil™ integriert (Abb.5-9) und auf die gleiche Weise -wie oben beschrieben- vorgegangen.
Nach Auswertung der einzelnen Sporentypen und anschlieBender Berechnung der Distanzen
zwischen den unterschiedlichen Genpaaren wurde zuerst die interne Kontrolle -das Genpaar
pkl1D12 und p32A48-kan'- untersucht (Tab.5-10 bzw. Abb.5-9). Dabei stellte sich heraus, da3
der mit der Haldane-Formel kalkulierte Wert von 33,6 Kbp exakt mit dem der reellen Distanz
iibereinstimmte. Aufgrunddessen konnte davon ausgegangen werden, dafl die berechneten
Distanzen fiir die beiden anderen Genpaare (mall6-1 und pklID12 bzw. mall6-1 und p32A48-
kan") ebenfalls sehr nahe am reellen Wert liegen mussten. In der vorherigen Kreuzung wurde
bereits die Entfernung von pkll™ zu mall6" bestimmt, und auch das Ergebnis dieser neuen
Kreuzung lag mit 99,6-108,6 Kbp sehr nahe am vorherigen Wert von 104-113,4 Kbp.

Insbesondere die Distanz zwischen mall6" und dem Kanamycin-Marker (p3248-kan”) war
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von gro3em Interesse, da bei der Integration dieses Markers gehofft wurde, ndher an die
Position von mall6" auf dem Chromsom I zu gelangen. Tatsdchlich wurde die Distanz mit
72,1-78,6 Kbp kleiner, was bedeutete, dal der neue Integrationsort ndher am mall 6" -Gen
liegen musste. Aufgrund der Tatsache, daBl alle bisher erhaltenen Ergebnisse auf denselben
chromosomalen Bereich hinwiesen, wurde in der S. pombe Datenbank (Sanger Center,
Hinxton) recherchiert, welche Gene in dieser Region des Chromosom I lokalisiert sind
(Abb.5-9) und welches von diesen das mall6 -Wildtyp-Gen sein konnte. Dabei liegen in der
entsprechenden chromosomalen Region zehn Gene, die mit ihren jeweiligen Funktionen bzw.

den Funktionen dhnlicher Proteine in S. cerevisiae, in Tab.5-11 aufgelistet sind.

Systematische Genname Genprodukt/ Homologes Genprodukt/
Bezeichnung publizierte Funktion Mogliche Funktion aufgrund von Homologie
SPAC26A3.05 chel” CHCIl in S. cerevisiae kodiert fiir das Protein

der schweren Kette des Clathrins/ Funktion im
intrazelluldren Proteintransport
SPAC26A3.04 rpl2002" RPL20A in S.cerevisiae kodiert fiir das 60S
ribosomale Protein L20/ Funktion als
Ribosomen-Komponente in der Translation
SPAC26A3.03c NCE4 in S. cerevisiae kodiert fiir einen
negativen Regulator der Expression von CTS1
(Chitinase)/ Funktion in Zellseparation
SPAC26A3.02 myhl" myhl" als MutY Homolog
kodiert fiir eine Adenin-DNA-
Glykosylase/ Funktion in der
Mismatch-Reparatur
SPAC26A3.01 sxal” sxal” kodiert fiir eine
Peptidase/ Funktion in der
Degradation und Prozessierung
von Paarungs-Pheromonen
SPAC2E1P5.05 RRPY in S. cerevisiae kodiert fiir ein
U3snoRNP-Protein/ Funktion in der
Prozessierung von Pre-rRNA bzw. in der
Synthese von der 18SrRNA
SPAC2E1P5.04c  cwg2" cwg2" kodiert fiir die -
Untereinheit der
Geranylgeranyl-Transferase/
Funktion in der B-Glucan-

Synthese
SPAC2E1P5.03 DNAJ-Protein kodiert fiir ein Hitzeschock-
Protein/ Funktion als Chaperon in der nativen
Faltung von Polypeptiden
SPAC2E1P5.02¢ SPAC2E1P5.02¢-ORF kodiert

fiir ein hypothetisches Protein
mit drei moglichen
Transmembran-Helices
SPAC2E1P5.01c MNSI in S. cerevisae kodiert fiir eine o-
Mannosidase/ Funktion in der N-
Glykosylierung bzw. Glykoprotein-
Biosynthese

Tab.5-11: Zehn Gene kommen als mall6 -Wildtyp-Gen in Frage

Aufgelistet sind die zehn Gene mit der systematischen Bezeichnung bzw. dem Gennamen sowie der bereits
publizierten Funktion oder der Funktion des entsprechenden Homologs aus der S. pombe/ S. cerevisae
Datenbank (Sanger Center, Hinxton).
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Wihrend 3 der 10 Gene bereits bekannt sind und diese eine Funktion bei der DNA-Reparatur,
bei der Degradation und Prozessierung von Paarungspheromenen bzw. im Zellwand-Aufbau
besitzen, handelt es sich bei den iibrigen 7 um bislang uncharakterisierte Gene, wobei viele
dieser putativen Gene bzw. Genprodukte Ahnlichkeit zu Proteinen in S. cerevisiae aufweisen
(Tab.5-11). Im Anschlul daran wurde mittels Literatur-Recherche nach mdglichen
Verbindungen zwischen den S. pombe bzw. S. cerevisiae Genprodukten und dem mitotischen
ProzeB3 gesucht. Dabei konnte fiir keines dieser ein Bezug zur Mitose hergestellt werden, was
impliziert, daf} es sich bei dem Mall6p-Protein um eine neue mitotische Komponente handelt.
Welches dieser zehn Gene das mall6 -Wildtyp-Gen ist, miissen zukiinftige Arbeiten
herausstellen. Hierfiir miissen zunichst die Cosmide ¢26A3 und c2E1P5 subkloniert werden
und im Anschlufl untersucht werden, welches der jeweiligen Gene nach Expression alle
mall6-1 mutanten Phanotypen supprimieren kann.

Auf der Suche nach einer neuen mitotischen Komponente erfolgte die nihere
Charakterisierung des mall6-1 Mutantenstammes, die darauf hindeutet, daBl das
entsprechende Genprodukt, Mall6p, eine Funktion bei der Anheftung von Spindel-
Mikrotubuli an das Kinetochor besitzt. Bei dem Versuch das mall6 -Wildtyp-Gen zu
isolieren, konnte die entsprechende chromosomale Region, in der mall6" lokalisiert ist,
eingegrenzt werden. Da fiir diese 10 Gene, die in diesem Bereich liegen, bis dato kein Bezug
zur Mitose hergestellt werden konnte, bedeutet dies, dal3 es sich bei Mall6p um eine neue

mitotische Komponente handelt.
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5.2 Analyse der Funktion der SpRan GTPase wiahrend der
Mitose

Bereits wihrend meiner Diplomarbeit erfolgte die Charakterisierung des spi/-25 Mutanten-
stammes, der neben dem erhdhten Verlust des nicht-essentiellen Minichromosoms Hyper-
sensitivitit gegeniiber TBZ aufweist (Kapitel 3.4.1) (Karig, 2000). Durch Komplementation
der TBZ-Hypersensitivitit dieses Mutantenstammes konnte das Wildtyp-Gen spil " isoliert
werden, das fiir Ran, eine kleine, evolutiondr konservierte GTPase der Ras-Familie kodiert
(Matsumoto und Beach, 1991; Ubersichtsartikel: Sazer und Dasso, 2000). Mit der Isolation
der spil-25 Mutante konnte zum allerersten Mal ein mutiertes Allel des spil -Gens
identifiziert werden, das zu einem Defekt im Aufbau einer mitotischen Spindel fiihrt
(Fleig et al., 2000).

In Anlehnung an die Diplomarbeit war es meine Aufgabe, mit der funktionellen Analyse der
SpRan GTPase fortzufahren und somit mehr Aufschluf iiber die mitotische Rolle von SpRan

zu erhalten.

5.2.1 Untersuchung auf genetische Interaktion zwischen spil-25 und
Genen, die fiir mitotische Motorproteine in S. pombe kodieren

Das Mikrotubuli-Zytoskelett des spi/-25 Mutantenstammes zeigt zwei Hauptdefekte im
Aufbau einer mitotischen Spindel (Fleig et al., 2000). Zum einen zeigen spil-25 Zellen einen
stark erhohten Anteil an kurzen bipolaren Priametaphasen-Spindeln zwischen zwei kaum
separierten Spindel-Pol-Koérpern (SPKs), den Mikrotubuli-Organisationszentren in S. pombe,
zum anderen weist ein Teil der Zellen nur eine monopolare Spindel auf. Da defekte
Komponenten der SPKs oder mitotische Motorproteine zu den gleichen Problemen im Aufbau
einer bipolaren Spindel fiihren, war es von Interesse, ob moglicherweise Interaktionen
zwischen SpRan und den entsprechenden Komponenten bestehen (Hagan und Yanagida,
1995; Bridge et al., 1998; Hagan und Yanagida, 1990). Wihrend bereits in der Diplomarbeit
eine genetische Interaktion zwischen spil” und cutll”, einem Gen, das fiir eine SPK-
Komponente kodiert, nachgewiesen werden konnte, sollte in dieser Arbeit mit der
Uberpriifung von Interaktionen zwischen SpRan und mitotischen Motorproteinen fortgefahren
werden (Fleig et al., 2000; West et al., 1998). Dabei sind mitotische Motorproteine
entsprechend ihrer Funktion unterschiedlichen Klassen zugeordnet. Eine dieser Klassen wird
allein von dem Plus-End-gerichteten Motorprotein Cut7p, einem Kinesin der BimC-Familie

gebildet, wihrend eine weitere Gruppe, die der Minus-End-gerichteten Motorproteine von den
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Proteinen Pkllp und Klp2p reprisentiert werden (Hagan und Yanagida, 1990; Hagan und
Yanagida, 1992; Pidoux et al., 1996; Paluh et al., 2000; Troxell et al., 2001). Da Zellen von
cut7* Mutanten denselben Defekt im Aufbau einer bipolaren Spindel wie spil-25 Zellen
zeigen, wurde zuallererst untersucht, ob spil” und cut7" genetisch miteinander interagieren

(Hagan und Yanagida; 1992).

5.2.1.1 Die spil-25 Mutation kann die Temperatur-Sensitivitit unterschiedlicher cut7"*

Mutanten supprimieren

Hierfiir wurden vier unterschiedliche cut7"-Allele in den spil-25 Mutantenstamm gekreuzt
und mit den resultierenden Stimmen serielle Tropftests bei Temperaturen zwischen 24 °C und
36 °C durchgefiihrt (Tab.5-12) (Kapitel 4.10 bzw. 4.4.2). Als ein Beispiel wird das Wachstum
der Stimme gezeigt, die durch Kreuzung des spi/-25 Mutantenstammes mit der cut7-22
Einzelmutante generiert wurden (Abb.5-10). Als Kontrolle diente der Wildtypstamm, der
erwartungsgemdif bei allen Temperaturen gleich gutes Wachstum zeigte (reprédsentativ fiir alle

Temperaturen: Wachstum bei 24 °C und 32 °C, Abb.5-10).

cut7-22

Wt

spil-25

spil-25 cut7-22

24°C 32°C

Abb.5-10: Genetische Interaktion zwischen spi/ ™ und cut7"

Der Tropftest zeigt das Wachstum des Wildtyps (Wt), der spi/-25 und
cut7-22 Einzelmutanten sowie das der spi/-25cut7-22 Doppelmutante bei
24 °Cund 32 °C auf Vollmediums-Platten (Inkubationsdauer: 5 Tage).

Beim Vergleich des Wachstums der cut7-22 Einzelmutante mit dem der Doppelmutante
konnte hingegen ein Unterschied festgestellt werden. Wahrend die cut7-22 Einzelmutante bei
32 °C nicht mehr in der Lage war, zu wachsen, zeigte die Doppelmutante bei dieser
Temperatur noch ein sehr schwaches Kolonien-Wachstum. Ahnliche Beobachtungen wurden
auch bei den Doppelmutanten mit anderen cut7"-Allelen (cut7-23, cut7-21) gemacht, wobei
die Temperaturen, bei denen eine Suppression festgestellt werden konnte, bei den einzelnen
cut7® Mutanten aufgrund verschiedener restriktiver Temperaturen unterschiedlich waren
(Tab.5-12). Zusétzlich konnte bei den spil-25cut7.446 bzw. spil-25cut7-21 Doppelmutanten
eine weitere Entdeckung gemacht werden. Wihrend Zellen des spi/-25 Mutantenstammes bei
24 °C ein stark verlangsamtes Wachstum zeigten, konnte im Vergleich dazu sowohl bei der

spil-25cut7.446, als auch bei der spil-25cut7-21 Doppelmutante ein sehr schwach bzw.
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schwach verbessertes Wachstum im Vergleich zur spil-25 Einzelmutante entdeckt werden
(Tab.5-12). Die gesamten Ergebnisse der seriellen Tropftests im Hinblick auf die
unterschiedlichen cut7”-Allele sind in Tab.5-12 zusammengefaBt. Auch die Stirke der

einzelnen Suppressionen kann dieser entnommen werden.

cut7"-Allel Restriktive Suppression der Temperatur- Verbessertes spil-25 Wachstum

Temperatur fiir die  Sensitivitit der cuz7” Mutante | durch cut7”

cut7” Mutante durch spil-25

30°C  32°C 36°C 24°C 28°C 30°C 32°C

cut7.446 30°C / / n.d. + / / /
cut7-23 32°C / ++ + / / / /
cut7-21 36 °C / / ++ ++ ++ ++ ++
cut7-22 32°C / + + / / / /

Tab.5-12: Zusammenfassung der allelspezifischen Ausprigungen der Suppression

Das Wachstum der einzelnen Doppelmutanten mit unterschiedlichen cut7”-Allelen wurde mit dem der cut7"
bzw. spil-25 Einzelmutanten verglichen. Dabei sind die Temperaturen, bei denen entweder eine
Komplementation der Temperatur-Sensitivitit der cut7* Mutante oder eine Suppression des verlangsamten
Wachstums-Phénotyps der spi/-25 Mutante beobachtet wurde, angegeben. Zusitzlich kann der Tabelle die
Stérke der Suppression entnommen werden (++: schwach; +: sehr schwach; /: keine Suppression; n.d.: nicht
durchgefiihrt).

Dieses Experiment zeigt, daB sowohl ein defektes Cut7p-Protein in dem spil-25
Mutantenstamm, als auch eine funktionell beeintrichtigte SpRan GTPase in den cut7”
Mutantenstimmen den Zellen ein verbessertes Wachstum ermoglicht. Diese allelspezifischen
Ausprigungen der Suppressionen weisen nicht nur auf eine genetische Interaktion zwischen
diesen beiden Genen hin, sondern implizieren zusitzlich eine mdgliche entgegengesetzte

Funktion von Cut7p und SpRan im gleichen Prozef3.

5.2.1.2 Beeinflufit SpRan moglicherweise die Funktion von Minus-End-gerichteten

Motorproteinen ?

Als antagonistische Kraft zu dem Plus-End-gerichteten Motorprotein Cut7p wirken die
Minus-End-gerichteten Spindel-Kinesine Pkl1p und Klp2p, und ein Gleichgewicht zwischen
diesen entgegengesetzten Kriften wird fiir den Aufbau und die Aufrechterhaltung der
Bipolaritit der mitotischen Spindel benétigt (Ubersichtsartikel: Wittmann et al., 2001).
Untersuchungen zur funktionellen Analyse der beiden Minus-End-gerichteten Motorproteine
Pkl1p und Klp2p stellten heraus, daB auch eine Deletion des pkll -Gens bzw. des klp2*-Gens
die Temperatur-Sensitivitit unterschiedlicher cut7" Mutantenstimme supprimieren kann und
aus diesem Grunde war es von Interesse, ob zwischen spi/ " und den zwei Genen, die fiir
Minus-End-gerichtete Motorproteine kodieren, genetische Interaktionen bestehen (Pidoux et

al., 1996; Troxell et al., 2001).
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5.2.1.2.1 Besteht zwischen spil” und pkiI” eine genetische Interaktion ?

Fir diesen Versuch wurden unterschiedliche Doppelmutanten mittels Kreuzung und
anschlieBender Tetradenanalyse generiert, und zwar zum einen spil-25pkl1D12, zum anderen
spil-25pkil A Doppelmutanten (Kapitel 4.10). Wihrend bei den letzteren der gesamte pkll ™ -
ORF deletiert ist, sind bei dem spil/-25pki1D12 Doppelmutantenstamm 50 % des pkll -
ORFs, einschlieBlich eines Teils der Motordoméne, disruptiert (Pidoux et al., 1996). Mit den
jeweiligen Stimmen einer Tetrade wurden bei Temperaturen zwischen 24 °C und 36 °C
serielle Tropftests durchgefiihrt. In Abb.5-11 sind die Tropftests der beiden unterschiedlichen
Doppelmutanten bei 24 °C und 32 °C dargestellt.

Mo  « @ & o -
e o = jo ® &

spil-25

spil-25 pki1D12 £ ]

sit-2s i1 [
24 °C 32°C
Abb.5-11: Genetische Interaktion zwischen spil " und pkil*
Der Tropftest zeigt das Wachstum des Wildtyps (Wt), der spil-25, der
pkl1D12 und pkll A Einzelmutanten sowie das der spil/-25 pkl1D12 und
spil-25 pkll A Doppel-mutanten bei 24 °C und 32 °C auf Vollmediums-
Platten (Inkubationsdauer: 5 Tage).

Wéhrend der Wildtypstamm und die pk// Einzelmutanten bei allen untersuchten
Temperaturen (reprisentativ fiir alle Temperaturen: Wachstum bei 24 °C bzw. 32 °C,
Abb.5-11) gleich gutes Wachstum zeigten, so konnte bei den beiden Doppelmutanten im
Vergleich zur spil-25 Einzelmutante ein etwas schwicheres Wachstum festgestellt werden.
Wihrend bei der spil-25pklIDI12 Doppelmutante ein Wachstumsdefekt erst bei einer
Temperatur von 32 °C beobachtet werden konnte, zeigte die spil-25pkllA Doppelmutante
bereits bei 24 °C eine leichte Verschlechterung des Wachstums im Vergleich zur spil-25
Einzelmutante (Abb.5-11). Die Beobachtung eines additiven Effekts, und zwar eine
Verschlechterung des Wachstums der Doppelmutanten, deutet darauf hin, da die SpRan
GTPase und das Pkllp-Protein vermutlich in parallelen Reaktionskaskaden Einflufl auf den

Aufbau einer bipolaren mitotischen Spindel nehmen.
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5.2.1.2.2 Koénnen spil-25 Phinotypen durch eine Uberexpression von pklI” supprimiert

werden ?

Aufgrund der Tatsache, daBl die Abwesenheit des Pkllp-Proteins in dem spil-25
Mutantenstamm zu einem schwécheren Wachstum im Vergleich zur Einzelmutante fiihrt
(Kapitel 5.2.1.2.1), wurde iiberpriift, ob die Uberexpression von pkll" eine Suppression der
spil-25 mutanten Phinotypen bewirken kann. Hierzu wurden die Plasmide pREP3X-pkiI”,
pREP81X-pklI™ und eine Vektorkontrolle in den spi/-25 Mutantenstamm transformiert und
mit den entsprechenden Transformanten serielle Tropftests durchgefiihrt. Wiahrend den
Literaturangaben zufolge die Expression des [-Galaktosidase-Gens im pREP3X zu einer
Anreicherung um das 300-fache fiihrt, betrdgt die Kopienzahl bei pREP81X nur ca. das
7-fache (Maundrell, 1993; Moreno et al., 2000). Dabei sind dies nur Richtwerte, die bei der
Expression anderer Gene durchaus von den oben genannten Werten abweichen konnen.
Zunichst wurde untersucht, ob die TBZ-Sensitivitdt der spi/-25 Mutante durch zusétzliche
Pkl1p-Kopien komplementiert werden kann, wobei anzumerken ist, da} in Wildtyp-Zellen
eine starke Uberexpression von pkil” letal ist (Pidoux et al., 1996). Wie Abb.5-12 zu
entnehmen ist, zeigten bereits spil-25 Zellen, die mit dem Plasmid pREP3X-pki/I”
transformiert waren, auf Thiamin-haltigen Platten ohne TBZ einen sehr starken
Wachstumsdefekt, der darauf zuriickzufithren ist, daB der nm¢l -Promotor trotz Thiamin-
Zugabe nie vollkommen reprimiert werden kann. Auch bei schwacher Uberexpression
(pPREP81X-pki1™") konnte bei spil-25 Zellen ein starker Wachstumsdefekt auf Platten ohne
Thiamin beobachtet werden. Bei Betrachtung der TBZ-haltigen Platten zeigten spil-25

-TBZ

pREP3X
pREP3X-pkll*
pREP81X-pklI*

spil-25

+ Thiamin - Thiamin

pREP3X 8
pREP3X-pkl]*
pREP81X-pkl]*

spil-25

+ Thiamin - Thiamin

Abb.5-12: Uberexpression von pkll ™" in spil-25 Zellen

Die abgebildeten seriellen Tropftests zeigen das Wachstum des spi/-25 Mutantenstammes, der
jeweils mit dem Vektor pREP3X, pREP3X-pkll" bzw. pREP81X-pkll" transformiert wurde, auf
MM (-leu) mit und ohne Thiamin (5 pg/ ml) bzw. ohne und mit TBZ (6,5ug/ ml) bei 24 °C
(Inkubationsdauer: 6 Tage).
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Zellen, die das Plasmid pREP3X-pkll" enthielten, ebenfalls kein Wachstum unabhingig von
der Zugabe bzw. dem Weglassen von Thiamin im Medium. Wéhrend die Vektorkontrolle auf
den TBZ-haltigen Platten sehr schwaches Wachstum aufwies, konnte auch bei schwacher
Uberexpression von pkll™ (pREP81X-pkil™) -hervorgerufen durch die Abwesenheit von
Thiamin- keine Suppression der TBZ-Sensitivitdt des spi/-25 Mutantenstammes festgestellt
werden, sondern bewirkte das Gegenteil. Diese schwache Uberexpression fiihrte zur Letalitit
bei spil-25 Zellen. In einem weiteren Experiment konnte gezeigt werden, dafl auch die
Temperatur-Sensitivitit des spil-25 Mutantenstammes durch Uberexpression von pk/I" nicht
supprimiert (Daten werden nicht gezeigt) und somit keiner der spi/-25 Phinotypen durch
zusétzliche Pkllp-Kopien komplementiert werden konnte. Aufgrund der bisherigen
Ergebnisse kann davon ausgegangen werden, dal SpRan und Pkllp unabhingig voneinander
agieren, aber dabei vermutlich eine Funktion in demselben Proze ausiiben. Um nun zu
tiberpriifen, ob moglicherweise SpRan und das andere Minus-End-gerichtete Motorprotein
Klp2p, in Abhéngigkeit voneinander, d.h. derselben Reaktionskaskade angehorend, den
Aufbau der mitotischen Spindel beeinflussen, erfolgte eine Untersuchung auf genetische

Interaktion zwischen diesen beiden Genen.

5.2.1.2.3 Interagieren die Gene spil” und klp2" genetisch miteinander ?

Fiir diesen Versuch wurden spil-25kip2A Doppelmutanten hergestellt und mit den
entsprechenden Stdmmen einer Tetrade serielle Tropftests bei Temperaturen von 24 °C bis
36 °C durchgefiihrt. In Abb.5-13 ist das Wachstum der Stimme bei 32 °C dargestellt, das
jedoch repréasentativ flir alle untersuchten Temperaturen ist. Wihrend sowohl der
Wildtypstamm als auch der klp2A4 Mutantenstamm gutes Wachstum bei allen Temperaturen

aufwiesen, zeigte die spil-25kip2A Doppelmutante

schwicheres Wachstum, das jedoch bei allen

Wt
spil-25 . 3 Temperaturen identisch zu dem der spil-25
kip24 . . - ] Einzelmutante war. Die Tatsache, daB} die
spil-25 kip24 & ] @ . Doppelmutante ein identisches Wachstum im

32°C Vergleich zu der spi/-25 Einzelmutante aufwies und
Abb.5-13: spil” und kip2" zeigen keine kein additiver Effekt festgestellt werden konnte,

genetische Interaktion . filhrt zu der Vermutung, dal die SpRan GTPase und
Der Tropftest zeigt das Wachstum des Wildtyps

(W), der spil-25 und kip2A Einzelmutanten Klp2p derselben Reaktionskaskade angehdren und

sowie das der spil-25 kip2A Doppelmutante bei . . . .
32 °C auf einerpVollmec{i)ums-Pllete in Abhédngigkeit voneinander den Aufbau der

(Inkubationsdauer: 5 Tage).

bipolaren mitotischen Spindel steuern.
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5.2.2 Analyse der extragenen spil-25 Multikopie-Suppressoren

Ich habe im Rahmen meiner Diplomarbeit Genbank-Plasmide als extragene spil-25
Multikopie-Suppressoren isoliert, deren Expression eine Komplementation der TBZ-
Hypersensitivitdt des spi/-25 Mutantenstammes bewirkten (Karig, 2000) (Kapitel 4.12.2).
Abgesehen von den Genbank-Plasmiden, die das Wildtyp-Gen spil " enthielten, wurden drei
weitere identifiziert, die in der Lage waren, den spi/-25 Phinotyp zu supprimieren. Die
entsprechenden seriellen Tropftests sind in Abb.5-14 dargestellt, die das Wachstum des
spil-25 Mutantenstammes nach Transformation mit der Vektorkontrolle pUR19, der Positiv-
Kontrolle pURI19-spi/” und den 3 Genbank-Plasmiden IK-A (Abb.5-14 A), IK-M
(Abb.5-14 B) und IK-H (Abb.5-14 C) auf Platten ohne und mit TBZ zeigen.

In den folgenden Kapiteln wird dabei ndher auf die drei extragenen spi/-25 Multikopie-

Suppressoren und deren Funktionen im mitotischen Prozef3 eingegangen.

spil-25

S | spil-25

spil-25
IK-H (spdam1*) [ ]

“TBZ + TBZ

Abb.5-14: Komplementation der TBZ-Hypersensitivitét des spi/-25 Mutantenstammes
Den seriellen Tropftests ist das Wachstum des spi/-25 Mutantenstammes zu entnehmen,

der jeweils mit dem Vektor pUR19, pUR19-spil " bzw. IK-A (A), IK-M (B) und IK-H (C)
transformiert wurde, auf MM (-ura) ohne und mit TBZ ((A): 7 png/ ml; (B): 5,5 pg/ ml;
(C): 7 pg/ ml) bei 24 °C (Inkubationsdauer: (A): 6 Tage (-TBZ) bzw. 8 Tage (+TBZ);
(B): 6 Tage; (C): 5 Tage). In (A) werden nur drei Zell-Verdiinnungsreihen (10°, 10°, 10%)
gezeigt.
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5.2.2.1 IK-A enthiilt das mal3'-Gen, das fiir ein Mikrotubuli-assoziiertes Protein

kodiert

Noch wiéhrend meiner Diplomarbeit stellte sich bei der Ansequenzierung des genomischen
DNA-Inserts heraus, da3 das Suppressor-Plasmid IK-A den genomischen mal3 -ORF enthiilt.
Bei dem Mal3p-Protein handelt es sich um ein evolutiondr konserviertes Protein der
sogenannten EB1-Familie, das sowohl entlang der gesamten mitotischen Spindel als auch auf
zytoplasmatischen Mikrotubuli lokalisiert ist (Beinhauer et al., 1997). Durch seine
priaferentielle Lokalisierung an Mikrotubuli-Plus-Enden wird diesem unter anderem eine
Funktion bei der Regulation der Mikrotubuli-Dynamik an den Kinetochoren zugeschrieben
(Kerres et al., 2004). Aufgrund der Tatsache, daB die zusitzliche Expression von mal3" die
TBZ-Hypersensitivitit sowie partiell die Temperatur-Sensitivitit des spi/-25 Mutanten-
stammes komplementieren kann (Daten werden nicht gezeigt), wurde {berpriift, ob die
Lokalisierung von Mal3p in diesem Mutantenstamm moglicherweise verdndert ist. Fiir das
entsprechende Experiment wurde ein spi/-25 Mutantenstamm, in dem an den mal3"-ORF ein
Pk1-EGFP-Epitop fusioniert ist, verwendet. Nach Inkubation bei der permissiven bzw. fiir 6 h
bei der restriktiven Temperatur (36 °C) wurde mittels Immunofluoreszenz-Mikroskopie die
Mal3p-Lokalisierung in diesem untersucht (Kapitel 4.19). Dabei konnte beobachtet werden,
daBl sowohl bei der permissiven als auch bei der restriktiven Temperatur Mal3p in dem
spil-25 Mutantenstamm wie in Wildtyp-Zellen entlang der Spindel-Mikrotubuli lokalisiert
war, jedoch die starke Anreicherung an den Mikrotubuli-Plus-Enden zum Teil verringert war
bzw. fehlte (Daten werden nicht gezeigt). Das deutet darauf hin, dal in Zellen des spil-25
Mutantenstammes die préferentielle Lokalisierung von Mal3p an den Mikrotubuli-Plus-Enden
beeintriachtrichtigt ist und dies unter anderem fiir die Ausprigung der spi/-25 Phénotypen

verantwortlich sein konnte.

5.2.2.2 Das DNA-Insert in IK-M kodiert fiir das Kinetochorprotein Spc7p in S. pombe

Die Sequenzanalyse des genomischen DNA-Inserts des Genbank-Plasmids IK-M
identifizierte den ORF SPCC1020.02 auf Chromosom III der Spalthefe. Dabei befinden sich
auf dem 2221 Bp langen genomischen DNA-Fragment 2027 Bp des insgesamt 4095 Bp
grolen SPCC1020.02-ORFs und dies entspricht einem prozentualen Anteil von 49 % der
ORF-Gesamtlidnge. Wie der Abb.5-15 zu entnehmen ist, handelt es sich hierbei ausschlieBlich
um den C-terminalen Teil des SPCC1020.02-ORFs.
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Abb.5-15: Schematische Darstellung des
genomischen DNA-Inserts des Suppressor-

Plasmids IK-M

Das 2221 Bp lange DNA-Insert enthélt

49 % des 4095 Bp groBen SPCC1020.02-
ORFs (grau-schattierter Bereich). Der Pfeil
weist in Transkriptionsrichtung.

API Spc7p Mal2p Spc7p
Mal2p
DAPI

Abb.5-16: Spc7p kolokalisiert mit dem
inneren Kinetochorprotein Mal2p
Abbildung entnommen aus Kerres et al.,
2004. Die Abbildung zeigt die Einzelbilder
und ein Kompositionsbild einer in der
Metaphase des Zellzyklus arretierten

S. pombe Zelle. Von links nach rechts:
Chromatin-Farbung mittels DAPI,
Immunofluoreszenz von Spc7p-HA und
Mal2p-GFP, iiberlagerte Aufnahmen von
Spc7p-HA, Mal2p-GFP und Chromatin.
Farbgebung: blau = Chromatin, griin =
Spc7p-HA-Signal, rot = Mal2p-GFP-
Signal, gelb = Uberschneidung der Signale
der Fusionsproteine. Lingenmal3
(schwarzer Balken): 5 pm.

Zum Zeitpunkt der Isolation dieses ORFs war dieser

bisher wuncharakterisiert und kodierte fur ein

hypothetisches Protein. Kurze Zeit spéter, zu Beginn
dieser Arbeit wurde der SPCC1020.02-ORF als
Suppressor der TBZ-Hypersensitivitit des mal3-1
Mutantenstammes von Dr. Corina Vietmeier-Decker
identifiziert und in spc7” umbenannt. Bei der niheren
Charakterisierung des Spc7p-Proteins durch Dr. Corina
die

Lokalisierung von diesem untersucht. Dabei konnte

Vietmeier-Decker  wurde  unter  anderem

mittels Immunofluoreszenz-Mikroskopie eine fiir

Kinetochorproteine  charakteristische  Lokalisierung

festgestellt werden (Kerres et al., 2004). Fiir die
Vermutung, dall es sich bei dem Spc7p-Protein um ein
Kinetochorprotein handeln konnte, wurde durch einen
weiteren Versuch, in dem eine Kolokalisierung von
Spc7p mit dem Zentromerprotein Mal2p nachgewiesen
werden konnte, der Beweis erbracht (Abb.5-16) (Jin et
al., 2002). Aufgrund der Tatsache, dal} das S. pombe
Zentromer aus unterschiedlichen Regionen aufgebaut
ist, und Kinetochorproteine darin zu unterscheiden sind,

an welchen dieser Bereiche diese binden, war es von

Interesse, mit welchem das Spc7p-Protein assoziiert.

5.2.2.2.1 Mit welcher Zentromer-Region ist Spc7p assoziiert ?

Die Zentromer-DNA von S. pombe erstreckt sich je nach Chromosom iiber 40-110 Kbp und
besteht aus der zentralen Region, der cnt-Region, die von den sogenannten inneren ,,Repeats®,
der imr-Region, und den duBleren ,,Repeats®, der ofr-Region, umgeben ist (Abb.5-17 A).
Dabei werden die Regionen, cnf und imr, als innere und die otr als dullere Zentromer-Region
bezeichnet (Partridge et al., 2000). Meine Aufgabe war es nun, mittels Chromatin-
Immunoprizipitation (ChIP) die Zentromer-Region zu identifizieren, mit der Spc7p assoziiert
ist. Hierfiir wurde an Stdmmen, in denen entweder als Kontrolle Mal2p-GFP oder Spc7p-GFP

exprimiert wurde, die ChIP-Analyse unter Verwendung von Anti-GFP-Antikorpern
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durchgefithrt und im Anschlu3 jeweils ein Aliquot der DNA des Rohextraktes und der
Immunoprézipitate in eine Multiplex-PCR eingesetzt (Kapitel 4.21). Hierfiir wurden
4 Oligonukleotid-Paare fiir die Amplifizierung sowohl der cnt-, der imr- und der otr-
Regionen des Zentromers von Chromosom I als auch eines euchromatischen Kontroll-

Bereiches, der fbp-Region, verwendet (Abb.5-17 A).
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Abb.5-17: Spc7p ist mit der inneren Zentromer-Region assoziiert

Zellen, in denen Spc7p-GFP oder Mal2p-GFP exprimiert wird, wurden fixiert und mit Anti-GFP-
Antikdrper ChIP-Analyse durchgefiihrt. Das Chromatin in den Immunopréizipitaten bzw. Rohextrakten
wurde mittels ,,Multiplex“-PCR analysiert. Dafiir wurden Oligonukleotide benutzt, die verschiedene
Regionen des Zentromer I (cen!) amplifizieren: cnt, imr, otr und als Negativ-Kontrolle fiir eine
euchromatische Region fbp. Eine Anreicherung der cnt- und imr- Sequenzen wurde in den ChIP-Proben
des Mal2p-GFP und Spc7p-GFP-Fusionsproteins beobachtet. Der Anreicherungsfaktor fiir Spc7p-GFP
ist angegeben. Die Anzucht der Kulturen erfolgte bei 30 °C U/N und im AnschluB daran wurden diese
fiir 2 h bei 18 °C inkubiert, bevor die ChIP-Analyse durchgefiihrt wurde (Bezeichnung: keine Zugabe
eines Antikorpers (ohne AK), Zugabe von Antikdrper (a0 GFP)).

Wie in Abb.5-17 B zu beobachten ist, konnten bei der Positiv-Kontrolle, den Rohextrakt-
Proben, alle 4 Regionen amplifiziert werden, wéhrend bei der Negativ-Kontrolle, den Proben,
denen kein Anti-GFP-Antikorper zugegeben wurde, keine Amplifizierung stattfand. Wie
bereits fiir das Mal2p-Protein beschrieben wurde, assoziiert dieses mit der inneren Zentromer-
Region (Jin et al., 2002). Somit konnte eine Anreicherung von cnt- und imr-Sequenzen in dem

ChIP-Ansatz festgestellt werden, in dem durch Zugabe des Anti-GFP-Antikorpers spezifisch
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das Mal2p-GFP préazipitiert wurde. Auch nach Prézipitation des Spc7p-GFP-Fusionsproteins
wurden ebenfalls die cnt- und imr-Sequenzen in dem ChIP-Ansatz angereichert. Dabei konnte
eine Anreicherung der DNA-Sequenzen um das ca. 2,5 bzw. 2,4-fache, relativ zur fbp-DNA
in Spc7p-GFP ChIP-Ansitzen und Vergleich dieser mit der Rohextrakt-Kontrolle festgestellt
werden. Eine Anreicherung der ofr-Sequenz konnte nicht entdeckt werden. Mit diesen Daten
konnte eine Bindung des Spc7p-GFP-Fusionsproteins an die innere Zentromer-Region

nachgewiesen werden.

5.2.2.2.2 Ist das Spc7p-Protein in dem spil-25 Mutantenstamm noch am Zentromer

lokalisiert ?

Aufgrund der Tatsache, daB zusitzliche Kopien von spc7" die TBZ-Hypersensitivitit und
partiell auch die Temperatur-Sensitivitit des spi/-25 Mutantenstammes supprimieren konnen,
war es naheliegend zu tberpriifen, ob Spc7p in dem Mutantenstamm noch Zentromer-
Lokalisierung zeigt. Der Nachweis hierfiir konnte entweder durch Immunofluoreszenz-
Mikroskopie oder ChIP-Analyse erfolgen. Da es bereits problematisch war, bei der in Kapitel
5.2.2.2.1 beschriebenen ChIP-Analyse Spc7p-GFP zu prézipitieren, und ein Anreicherungs-
faktor von nur ca. 2,5 bei den entsprechenden Sequenzen erzielt werden konnte, wurde die
Grenze der Detektion flir dieses Protein bereits im einem Wildtypstamm erreicht. Im Falle
einer verminderten Spc7p-Lokalisierung am Zentromer wére es schwierig zu unterscheiden,
ob es sich bei dem Ergebnis um ein methodisches Problem oder tatsdchlich um eine
Verringerung handelt. Somit war es sinnvoller, die Lokalisierung von Spc7p in der spil-25
Mutante mittels Immunofluoreszenz-Mikroskopie zu liberpriifen. In diesem Versuch wurde
ein spil-25 Mutantenstamm, in dem an den spc7 -ORF ein GFP-Epitop fusioniert ist, bei der
permissiven bzw. flir 6 h bei der restriktiven Temperatur inkubiert und mittels Immuno-
fluoreszenz-Mikroskopie analysiert. In beiden spi/-25-Kulturen zeigte Spc7p-GFP zwar
Zentromer-Assoziation, aber in der Kultur, die bei der restriktiven Temperatur angezogen
wurde, erschien das Signal am Zentromer zum Teil schwicher (Daten werden nicht gezeigt).
Ein Grund fiir diese Beobachtung, konnte eine verdnderter Aufbau des Kinetochor-
Komplexes in dem spi/-25 Mutantenstamm sein, der dazu fiihrt, dal Spc7p-GFP schlechter
zuginglich fiir den Anti-GFP-Antikorper war. Obwohl es ratsam wére, dieses Experiment in
zukiinftiger Arbeit ein weiteres Mal zu wiederholen, um ein methodisches Problem
auszuschlieBen, kann davon ausgegangen werden, daBl in Zellen des spi/-25 Mutanten-

stammes die Zentromer-Lokalisierung von Spc7p vermindert ist.
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5.2.2.3 Der SPACS589.08¢c-ORF auf IK-H kodiert fiir ein Protein mit Homologie zum

Mikrotubuli-assoziierten S. cerevisiae Protein Dam1p

Nach Ansequenzierung des dritten und letzten genomischen DNA-Inserts, dem des
Suppressor-Plasmids IK-H, wurde eine 100%ige Ubereinstimmung mit einem 1661 Bp
grolen Sequenzbereich auf Chromosom I von S. pombe gefunden, der nach Angaben der
Datenbank die putativen ORFs SPAC589.08c und SPAC589.09 umfaflt (Abb.5-18). Der ORF
SPAC589.09 ist mit 1167 Bp vollstindig auf dem DNA-Insert vorhanden und kodiert nach

Datenbankangaben (Sanger Center, Hinxton) fiir ein

| 1661 Bp | 45,3 kDa grofles Protein. Dieses Protein, das eine
SPAC ) g N . i N

52908 SPACS9.09 konservierte Lipidbindedomine, die CRAL/TRIO-Doméne,
< > besitzt, weist Ahnlichkeit zu dem S. cerevisiae Protein

o | Csrlp auf, welches eine Rolle beim Phosphatidylinositol-

382BP/  1167BP . . .
82 % Metabolismus spielt (L1 et al., 2000; Regnacq et al., 2002).

Abb.5-18: Schematische Darstellung Von dem zweiten ORF, SPAC589.08c, dessen Startcodon

des genomischen DNA-Insertsdes ~ mit dem des SPAC589.09 iiberlappt, sind hingegen nur
Suppressor-Plasmids IK-H

Das 1661 Bp lange DNA-Insert 382 Bp von insgesamt 468 Bp enthalten, was einem
enthdlt den gesamten SPAC589.09- . .
ORF (GesamtgroBe: 1167 Bp; dunkel- Prozentualen Anteil von 82 % der ORF-Gesamtlinge

Bereich) und 82 % des 468 B . . .
gz%z; eéi,lzc)slglg 08 c-gRgz (helE entspricht. Dem Eintrag in der S. pombe Datenbank zufolge

grauer Bereich). Der Pfeil weist in
Transkriptionsrichtung des jeweiligen

ORFs. 17,4 kDa groBen Proteins, das Ahnlichkeit zu dem

kodiert dieser fur die ersten 127 Aminosduren eines

Mikrotubuli-assoziierten Damlp-Proteins in S. cerevisiae
aufweist. Dam1p wurde zuallererst als ein mitotisches Spindelprotein identifiziert, das fiir die
Aufrechterhaltung der Spindel-Integritit benétigt wird (Hofmann et al., 1998; Cheeseman et
al., 2001). In darauffolgenden Studien konnte weiterhin gezeigt werden, dal Damlp als
Komponente eines Multiproteinkomplexes des Kinetochors an der Regulation und
Ausbildung von bipolaren Kinetochor-Mikrotubuli-Verkniipfungen wihrend der Mitose
beteiligt ist (Enquist-Newman et al., 2001; Kang et al., 2001; Li et al., 2002; Cheeseman et
al., 2002; Shang et al., 2003).

Die Frage, die sich stellte, war, welcher dieser zwei ORFs fiir die Suppression der TBZ-
Sensitivitit des spi/-25 Mutantenstammes verantwortlich ist. Da in diesem Multikopie-
Suppressorscreen bereits zwei Proteine identifiziert wurden, die eine Funktion bei der
Kinetochor-Mikrotubuli-Verkniipfung besitzen (Kapitel 5.2.2.1 bzw. 5.2.2.2), war es
naheliegend, dafl der uncharakterisierte SPAC589.08c-ORF, der fiir ein Protein mit

Ahnlichkeit zum Dam1p-Protein in S. cerevisiae kodiert, die Komplementation bewirkt.
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5.2.2.3.1 Der SPAC589.08c-ORF ist fiir die Suppression der TBZ-Hypersensitivitit des

spil-25 Mutantenstammes verantwortlich

Um die Vermutung zu erhirten, dal die Suppression der TBZ-Hypersensitivitit des spil-25
Mutantenstammes auf die Expression des SPACS589.08c-ORF zuriickzufiihren ist, wurden
780 Bp des C-Terminus des SPAC589.09-ORFs auf dem Genbank-Plasmid IK-H durch
Restriktion mit Bcll/ HindlIl entfernt (Abb.5-19 A). Somit enthélt das generierte Plasmid
IK-Hs die 82 % des SPAC589.08c und die restlichen 382 Bp des N-Terminus von
SPAC589.09 (Abb.5-19 A). Im Anschlu wurde die Vektorkontrolle pUR19, als Positiv-
Kontrolle pUR19-spil " und die Plasmide IK-H sowie IK-Hs in den spi/-25 Mutantenstamm
transformiert. In Abb.5-19 B sind die seriellen Tropftests dargestellt. Wie dieser zu
entnehmen ist, zeigten die spi/-25 Zellen, die mit dem Plasmid IK-Hs transformiert waren
und in denen die verkiirzte Version des genomischen DNA-Insert exprimiert wurde, gleich

gute Suppression der TBZ-Hypersensitivitidt im Vergleich zum Original-Plasmid IK-H.

A —— IK-Hv
I | [K-Hs
[ | IK-H
BFII Hin]dHI
>
SPAC589.09
SPAC589.08¢c
, 500100 1500

spil-25

-TBZ +TBZ

Abb.5-19: Die Expression des verkiirzten genomischen DNA-Inserts des Genbank-
Plasmids IK-H supprimiert die TBZ-Sensititvitéit von spi/-25 Zellen

In (A) ist das genomische DNA-Insert von IK-H mit den Schnittstellen der
Restriktionsendonukleasen Bcll und HindlIII schematisch dargestellt. Mittels Restriktion
wurden 780 Bp (ca. 67 %) des SPAC589.09-ORFs aus IK-H deletiert und das Konstrukt
IK-Hs genannt. Zusétzlich ist das 468 Bp grofle Volldngen-Konstrukt IK-Hv abgebildet,
das die 82 Bp des C-Terminus des SPAC589.08c-ORFs enthélt. (B) Die seriellen
Tropftests zeigen das Wachstum des spi/-25 Mutantenstammes, der jeweils mit dem
Vektor pUR19, pUR19-spil ", IK-H und IK-Hs transformiert wurde, auf MM (-ura) ohne
und mit TBZ (7 pg/ ml) bei 24 °C (Inkubationsdauer: 5 Tage).
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Das bedeutet, daBl die Deletion von ca. 67% des SPAC589.09-ORFs zu keiner
Beeintrachtigung der Suppression flihrt und die Komplementation vermutlich auf den
SPAC589.08c zuriickzufiihren ist.

Zum abschlieBenden Beweis wurde der vollstindige 468 Bp grofle SPAC589.08c-ORF in
einer PCR-Reaktion amplifiziert, in unterschiedlichen Expressionsvektoren kloniert und
IK-Hv genannt (Abb.5-19 A) (Kapitel 4.9). Nach Transformation des spi/-25 Mutanten-
stammes mit den entsprechenden Kontrollvektoren bzw. generierten Plasmiden wurde erneut
tiberpriift, ob das Volldngen-Konstrukt tatsdchlich die TBZ-Sensitivitit der Mutante
komplementieren kann. In Abb.5-20 wird das Wachstum der spi/-25 Zellen gezeigt, die mit

dem mittelstarken Expressionsvektor pJR41X bzw. IK-Hv transformiert waren.

spil-25

+ Thiamin ] - Thiamin
+TBZ

spil-25

+ Thiamin - Thiamin

Abb.5-20: Moderate Expression des Volldngen-Konstrukts supprimiert die TBZ-
Sensitivitit des spi/-25 Mutantenstammes

Der Tropftest zeigt das Wachstum des spi/-25 Mutantenstammes, der jeweils mit
dem Vektor pJR41X bzw. IK-Hv transformiert wurde, auf MM (-ura) mit und
ohne Thiamin (5 pg/ ml) bzw. ohne und mit TBZ (6,5ug/ ml) bei 24 °C
(Inkubationsdauer: 6 Tage).

Der Literatur zufolge fiihrt die Induktion des nmtI -Promotors in pJR41X zu einer 25-fach
erhohten Transkriptions-Frequenz, wobei anzumerken ist, da es sich um einen Richtwert
handelt (Kapitel 5.2.1.2.2) (Maundrell, 1993; Moreno et al., 2000). Auf Platten ohne TBZ
konnte bei allen Transformanten gleich gutes Wachstum festgestellt werden, wihrend auf
TBZ-haltigen Platten in Anwesenheit von Thiamin, welches zu einer Reprimierung des
nmtl " -Promotors fiihrt, kaum ein Wachstum zu beobachten war. Nach moderater Expression
des Vollangen-Konstrukts, d.h. auf Platten ohne Thiamin, zeigten die entsprechenden spil-25
Transformanten im Vergleich zur Vektorkontrolle wieder ein leicht verbessertes Kolonien-
Wachstum. Gleiches konnte bei starker Expression festgestellt werden, wéhrend eine
schwache Expression fiir eine Komplementation nicht ausreichend war (Daten werden nicht

gezeigt). Das bedeutet, die Komplementation der TBZ-Hypersensensitivitit des spil-25
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Mutantenstammes durch das Genbank-Plasmid IK-H ist -wie bereits vermutet- auf die
Expression des SPAC589.08c-ORFs zuriickzufiihren. Dabei konnte beobachtet werden, daf3
die Expression des verkiirzten SPAC589.08c-ORFs im Vergleich zu der des Volldngen-

Konstrukts eine bessere Suppression der TBZ-Sensitivitit bewirkte.

5.2.2.3.2 Nihere Charakterisierung des SPAC589.08¢c-Genproduktes SpDam1p
Aufgundessen, dall der SPAC589.08c-ORF den S. pombe Datenbankangaben (Sanger Center,

Hinxton) zufolge Ahnlichkeit zu dem Damlp-Protein aus S. cerevisiae zeigen sollte
(Kapitel 5.2.2.3), wurde zundchst iiberpriift, inwieweit die Aminosduresequenzen der beiden
Proteine Homologiebereiche zueinander aufweisen. Dabei stellte sich bei der Homologie-
suche in der NCBI Protein-Datenbank heraus, dal die Sequenz des SPAC589.08c-
Genproduktes iiber eine Linge von 67 Aminosduren zu 29 % mit der Proteinsequenz des
S. cerevisiae Proteins Damlp identisch ist (Altschul et al., 1997). Der schematischen
Darstellung in Abb.5-21 ist zu entnehmen, dal der Homologiebereich des S. pombe Proteins
zu Damlp in S. cerevisiae auf die N-terminalen Bereiche der Proteine beschréankt ist. Werden
sich dhnelnde Aminosduren mit in den Proteinsequenzvergleich einbezogen, so sind sich das
SPAC589.08c-Genprodukt und Damlp nach Datenbankangaben zu 47,8 % in diesem
entsprechenden Homologiebereich dhnlich. Aufgrundessen, da3 das S. pombe Protein und
Damlp aus S. cerevisiae Homologie zueinander aufweisen und Daten, die im Anschluf3
beschrieben werden, auf weitere Ahnlichkeiten beider Proteine hindeuten, wurde das

SPAC589.08c-Genprodukt SpDamlp (,,S. pombe Dam1*) genannt.

29%/ 67

S. cerevisiae Damlp 335 AS
S. pombe SpDamlp 155 AS

(SPAC589.08¢)

Abb.5-21: SpDamlp weist Homologie zu Damlp in S. cerevisiae auf
Schematische Darstellung der Homologiebereiche von SpDam1p (Gesamtlinge:
155 Aminoséuren) in S. pombe und Daml1p (Gesamtldnge: 335 Aminoséuren) in
S.cerevisiae. Die Homologie bezieht sich auf einen Bereich von 67 Aminosiuren
bei SpDamlp (Nr. 22-88) bzw. 64 Aminoséduren bei Dam1p (Nr. 55-118) und weist
eine Identitit von 29 % bzw. Ahnlichkeit von 47,8 % auf.

5.2.2.3.2.1 SpDamlp zeigt Assoziation mit der mitotischen Spindel

Fir eine ndhere Charakterisierung des SpDamlp-Proteins war es unerldsslich, die
Lokalisierung dieses Proteins zu untersuchen. Hierfiir wurde in einem Wildtypstamm an den
endogenen spdaml -ORF ein GFP-Epitop fusioniert (Kapitel 4.15). Nach Anzucht des

resultierenden Stammes wurde in diesem mittels Immunofluoreszenz das Mikrotubuli-
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Zytoskelett sowie das SpDam1p-Protein angefirbt und zusitzlich das Chromatin durch DAPI-
Behandlung sichtbar gemacht (Kapitel 4.19). Die entsprechenden Mikroskopie-Aufnahmen in
Abb.5-22 zeigen Wildtypzellen, die sich in unterschiedlichen mitotischen Phasen befanden.
Dabei konnte beobachtet werden, daB3 bereits zu Anfang der Mitose, der Prophase, in der der
Aufbau der mitotischen Spindel erfolgt, SpDamlp bereits entlang dieser lokalisiert war

(Abb.5-22, (a): Prophasen-Zelle). Die Assoziation mit der mitotischen Spindel blieb wéahrend

DAPI Tubulin SpDamlp SpDamlp SpDamlp
Tubulin Tubulin
DAPI

Abb.5-22: SpDamlp zeigt Assoziation mit der mitotischen Spindel

Die Abbildung zeigt Einzelbilder und jeweils zwei Kompositionsbilder unterschiedlicher mitotischer S. pombe
Zellen (Zelle a: Prophasen-Zelle, Zelle b: Metaphasen-Zelle; Zelle c: frithe Anaphasen B-Zelle; Zelle d:
Anaphasen B-Zelle). Von links nach rechts: Chromatin-Farbung mittels DAPI, Immunofluoreszenz von Tubulin
und SpDam1p-GFP, tiberlagerte Aufnahmen von SpDam1p-GFP und Tubulin bzw. SpDam1p-GFP, Tubulin und
Chromatin. Farbgebung: blau = Chromatin, griin= SpDam1p-GFP-Signal, rot = Tubulin, gelb = Uberschneidung
der Signale von Tubulin und SpDam1p-GFP. Langenmal (schwarzer Balken): 5 pm.

der folgenden mitotischen Phasen ((b): Metaphasen-Zelle; (c¢): frithe Anaphasen B-Zelle;
(d): Anaphasen B-Zelle) bestehen und erst in der spdten Anaphase B, in der die separierte
chromosomale DNA die Pole der Zelle erreicht hatte, war das SpDam1p-Signal in der Mitte
der mitotischen Spindel zu beobachten, was vermutlich auf den Abbau der Spindel
zuriickzufithren war (entsprechende Mikroskopie-Aufnahme wird nicht gezeigt). Zusétzlich
konnte ein starkes SpDamlp-Signal jeweils an den Enden der mitotischen Spindel entdeckt
werden (Abb.5-22, (a)-(d)), wobei Signale dieser Art charakteristisch fiir Proteine sind, die

mit den SPKs und/ oder Zentromeren assoziieren. Da fiir das Dam1p-Protein in S. cerevisiae
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neben der Lokalisierung entlang der mitotischen Spindel auch die Assoziation mit den SPKs
und den Zentromeren nachgewiesen wurde, ist es mdoglich, daB SpDamlp ebenfalls dort
lokalisiert ist (Cheeseman et al., 2001; Kang et al., 2001). Dabei war ein Hinweis auf eine
mogliche Kinetochor-Lokalisierung von SpDamlp anhand der AnaphasenB-Zelle in
Teilbild (c) der Abb.5-22 zu finden. Bei Beobachtung der SpDaml1p Einzelfarbung fiel auf,
daB neben den beiden intensiven SpDamlp-Signalen an den Enden der mitotischen Spindel
ein weiteres starkes Signal auf der mitotischen Spindel zu finden war. Da es in Organismen
nur zwei SPKs gibt, konnte das dritte Signal kein weiterer SPK sein, sondern vermutlich ein
nachgezogenes Zentromer. Obwohl diese Ergebnisse der Immunofluoreszenz-Mikroskopie
nicht dazu ausreichen, eine definitive Aussage iiber eine SPK und/oder Kinetochor-
Lokalisierung von SpDam1p zu machen, konnte eindeutig eine Assoziation von SpDam1p mit

der mitotischen Spindel nachgewiesen werden.

5.2.2.3.2.2 Uberexpression von spdaml” bewirkt einen Wachstumsdefekt bei Wildtyp-Zellen

Um zu iiberpriifen, ob eine Uberexpression von spdaml” einen Effekt auf das Wachstum von
S. pombe Zellen hat, wurde in einen Wildtypstamm der Uberexpressionvektor pPREP3X bzw.
pREP3X-spdam1” (IK-Hv) transformiert und mit den entsprechenden Transformanten serielle
Tropftests durchgefiihrt (Kapitel 5.2.2.3.1). Auf Platten ohne TBZ =zeigten alle
Transformanten bei Reprimierung des nmtl -Promotors gutes Wachstum, wihrend bei
Uberexpression von spdaml” -im Vergleich zur Vektorkontrolle- ein starker
Wachstumsdefekt festgestellt werden konnte (Abb.5-23). Zusétzlich wurden serielle
Tropftests auf TBZ-haltigen Platten durchgefiihrt und dabei zeigten die Transformanten, bei
denen spdaml” iiberexprimiert wurde, ein leicht verbessertes Kolonien-Wachstum im

Vergleich zur Vektorkontrolle.

+ Thiamin - Thiamin
+ TBZ
REP3X &
IK-Hv @ :
+ Thiamin - Thiamin

Abb.5-23: Uberexpression von spdaml” in Wildtyp-Zellen

Abgebildet ist das Wachstum eines Wildtypstammes, der jeweils mit dem
Vektor pREP3X bzw. IK-Hv (pREP3X-spdam ") transformiert wurde, auf MM
(-leu) mit und ohne Thiamin (5pg/ ml) bzw. ohne und mit TBZ (6,5 pg/ ml) bei
24 °C (Inkubationsdauer: 7 Tage (-TBZ) bzw. 10 Tage (+TBZ)).
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Diese Ergebnisse zeigen, daB die Uberexpression von spdaml” zu einem Wachstumsdefekt
bei den entsprechenden Wildtyp-Zellen fiihrt, und dal3 zusitzliche Kopien an SpDamlp den
Zellen eine erhohte Resistenz gegeniiber TBZ verleihen. Letztere Beobachtung fiihrt zu der
Vermutung, dal SpDamlp moglicherweise eine Funktion bei der Stabilisierung von

Mikrotubuli hat.

5.2.2.3.3 Die Expression von spdamI’ supprimiert zusiitzlich die TBZ-Sensitivitit von
mal3 Mutantenstimmen
Parallel zu dieser Arbeit wurde in dem von Dr. Corina Vietmeier-Decker durchgefiihrten
Multikopie-Suppressorscreen spdam ! auch als ein Suppressor der TBZ-Hypersensitivitit des
mal3-1 Mutantenstammes isoliert (Vietmeier-Decker, 2004). Dabei sollte -wie im Falle des
spil-25 Mutantenstammes- iiberpriift werden, ob die Suppression auf spdam!” und nicht auf
die Expression des SPAC589.09-ORFs zuriickzufithren ist. Aus diesem Grunde wurde
zunichst das Genbank-Plasmid IK-Hs (Abb.5-19) (Kapitel 5.2.2.3.1) in den TBZ-sensitiven
mal3A Mutantenstamm transformiert. Mittels serieller Tropftests konnte gezeigt werden, daf3
die Expression des verkiirzten DNA-Inserts und somit die Expression von spdam! " durch den
endogenen Promotor den Wachstumsdefekt des mal3A4 Mutantenstammes auf TBZ-haltigen

Platten sehr gut supprimieren konnte (Abb.5-24).

mal3A

-TBZ +TBZ

Abb.5-24: Die Expression des verkiirzten genomischen DNA-Inserts des Genbank-
Plasmids IK-Hs supprimiert auch die TBZ-Sensititvitit von mal34 Zellen

Der Tropftest zeigt das Wachstum des mal3A Mutantenstammes, der jeweils mit dem
Vektor pUR19 bzw. IK-Hs transformiert wurde, auf MM (-ura) ohne und mit TBZ
(5,5ng/ ml) bei 24 °C (Inkubationsdauer: 5 Tage (-TBZ) bzw. 6 Tage (+TBZ)).

Das gleiche Experiment wurde mit spdaml” in dem moderaten pJR41X bzw. dem starken
Expressionsvektor pREP3X durchgefiihrt. In diesem Versuch konnte bei einem Teil der
Zellen, in denen spdaml” {iberexprimiert wurde, eine Suppression festgestellt werden, bei
dem anderen Teil jedoch nicht (Daten werden nicht gezeigt). Obwohl aufgrund dieser
unterschiedlichen Versuchsergebnisse keine Aussage iiber eine Komplementation durch
Uberexpression von spdaml”™ gemacht werden konnte, konnte dennoch gezeigt werden, daB
die Expression von spdaml” durch den endogenen Promotor die TBZ-Hypersensitivitit des

mal3A Mutantenstammes supprimieren konnte.



Ergebnisse 95

5.2.2.3.4 Ist die Lokalisierung von SpDamlp in dem spil-25 bzw. mal3A

Mutantenstamm verindert ?

Als letztes wurde untersucht, ob eine veridnderte Lokalisierung von SpDamlp in dem spil-25
bzw. mal3A Mutantenstamm fiir die jeweiligen mutanten Phénotypen verantwortlich ist. Da
die Expression von spdaml™ neben der Komplementation der TBZ-Hypersensitivtit auch
partiell die Temperatur-Sensitivitit des spi/-25 Mutantenstammes supprimieren kann (Daten
werden nicht gezeigt), wurde ein spi/-25 Mutantenstammes, der Spdam1p-GFP exprimiert,
bei der permissiven bzw. fiir 6 h bei der restriktiven Temperatur angezogen. Mittels
Immunofluoreszenz wurde die SpDamlp-Lokalisierung in den beiden unterschiedlichen
spil-25 Kulturen untersucht und es stellte sich heraus, dafl weder bei der permissiven noch bei
der restriktiven Temperatur eine verdnderte Lokalisierung vorlag (Daten werden nicht
gezeigt). Bei der Lokalisierungsstudie in einem mal3A Mutantenstamm, in dem an den
endogenen spdaml -ORF ein GFP-Epitop fusioniert ist, war hingegen das SpDamIp-GFP-
Signal entlang der mitotischen Spindel schwicher (Daten werden nicht gezeigt). Dies ist
darauf zuriickzufiihren, daf in der Deletionsmutante bereits eine schwichere Anfarbung der
mitotischen Spindel im Vergleich zu einem Wildtypstamm beschrieben wurde (Beinhauer et
al., 1997). Trotz der Tatsache, daB kleinste Veranderungen mittels Immunofluoreszenz nicht
nachzuweisen sind und aufgrunddessen nicht volkommen ausgeschlossen werden konnen,
deuten die erhaltenen Versuchsergebnisse darauf hin, daB die Lokalisierung von SpDamlp
sowohl in dem spi/-25 als auch in dem mal/3A Mutantenstamm unveréindert ist.

Da mit der Isolation der extragenen spil-25 Multikopie-Suppressoren drei Proteine
identifiziert wurden, denen alle eine Funktion bei der Anheftung der Spindel-Mikrotubuli an
die Kinetochore zugeordnet wird, kann davon ausgegangen werden, da3 die SpRan GTPase

ebenfalls eine Rolle in diesem mitotischen ProzeB spielt.
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5.3 Identifizierung und Charakterisierung von Peglp als neues
Mikrotubuli-assoziiertes S. pombe Protein

Um Interaktionspartner des Mikrotubuli-assoziierten Mal3p-Proteins zu identifizieren, wurde
ein Multikopie-Suppressorscreen durchgefiihrt (Vietmeier-Decker, 2004). Dieser war darauf
ausgerichtet, Suppressoren zu identifizieren, die in der Lage waren, die TBZ-Hypersensitivitit
des mal3-1 Mutantenstammes zu komplementieren. Hierbei wurde das Genbank-Plasmid
CD-20 isoliert, das neben der TBZ-Hypersensitivitit auch den erhohten Minichromosom-
Verlust des mal3-1 Mutantenstammes supprimieren konnte (Vietmeier-Decker, 2004).

Meine Aufgabe war es, den ORF auf CD-20 zu identifizieren, dessen Expression fiir die
Suppression der mal3-1 Phinotypen verantwortlich ist und im Anschlul daran das

entsprechende Genprodukt niher zu charakterisieren.

5.3.1 Identifizierung eines neuen Mitglieds der evolutionir konservierten

CLASP/ MAST/ Stul-Proteinfamilie

Die Sequenzanalyse des genomischen DNA-Inserts des Genbank-Plasmids CD-20
identifizierte drei ORFs auf Chromosom I von S. pombe. Datenbank-Angaben zufolge
(Sanger Center, Hinxton) handelt es sich bei diesen zum einen um das bereits bekannte sak/ " -
Gen (SPAC3G9.14), zum anderen um zwei putative ORFs, SPAC3G9.13¢ und SPAC3G9.12
(Abb.5-25). Dabei befinden sich auf dem 4767 Bp langen genomischen DNA-Fragment nur
44 Bp des insgesamt 2301 Bp groBen sakl -Gens und dies entspricht einem prozentualen
Anteil von 2 % der ORF-Gesamtlédnge. Saklp gehort der evolutionédr konservierten Familie
der RFX-DNA-Bindeproteine an und wurde als Komponente der zyklischen AMP-
abhédngigen Proteinkinase-Kaskade identifiziert (Wu et al., 1995; Durand et al., 2000). Der
zweite ORF, SPAC3(G9.13c, dessen Stopcodon mit dem des benachbarten SPAC3(G9.12-
ORFs tiberlappt, ist mit 1457 Bp vollstindig auf dem DNA-Insert vorhanden und kodiert nach
Datenbankangaben (Sanger Center, Hinxton) fiir ein 39,8 kDa groBles Protein. Diesem
hypothetischen Protein wird aufgrund der Ahnlichkeit zu Mswlp in S.cerevisiae, einer
mitochondrialen Trypthophanyl-tRNA-Synthetase, eine Funktion bei der mitochondrialen
Proteinsynthese zugeordnet (Myers und Tzagoloff, 1985). Als dritter ORF wurde
SPAC3(G9.12 identifiziert, von dem 1452 Bp auf dem genomischen DNA-Insert enthalten
sind und dies bei einer ORF-Gesamtldnge von 4510 Bp einem prozentualen Anteil von 32 %
entspricht. Wie der Abb.5-25 zu entnehmen ist, handelt es sich hierbei um den C-terminalen

Teil des SPAC3G9.12-ORFs. Dem Eintrag in der S. pombe Datenbank zufolge kodiert der
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SPAC3G9.12-ORF fiir ein 164 kDa groBes hypothetisches Protein, das Ahnlichkeit zu dem
Stulp-Protein in S. cerevisiae aufweist. Stulp gehort einer evolutiondr konservierten Familie
Mikrotubuli-assoziierter Proteine an, der das MAST/ORBIT-Protein aus D. melanogaster und
die CLASP-Proteine im Menschen zugeordnet werden (Lemos et al., 2000; Inoue et al., 2000;
Akhmanova et al., 2001; Maiato et al., 2003).

Meine Aufgabe war es nun, den entsprechenden ORF zu identifizieren, der fiir die

Suppression der TBZ-Sensitivitdt des mal3-1 Mutantenstammes verantwortlich ist.

| 4767 Bp |
I ]
sakl* SPAC3G9.13¢ SPAC3G9.12
H I I I
44 BP/2% 1457 BP 1452 BP/ 32 %

Abb.5-25: Schematische Darstellung des genomischen DNA-Inserts des
Suppressorplasmids CD-20

Das 4767 Bp lange DNA-Insert enthilt 44 Bp des sakl "-Gens, den
gesamten SPAC3G9.13c-ORF (Gesamtgrofie: 1457 Bp; dunkelgrauer
Bereich) und 32 % des 4510 Bp groB3en SPAC3G9.12-ORFs (hellgrauer
Bereich). Der Pfeil weist in Transkriptionsrichtung des jeweiligen ORFs.
Intronsequenzen sind durch graugestreifte Bereiche kenntlich gemacht.

5.3.1.1 Die Expression des partiellen SPAC3G9.12-ORFs kann die TBZ-

Hypersensitivitit des mal3A4 Mutantenstammes supprimieren

Fiir diesen Versuch wurden 3264 Bp des genomischen DNA-Inserts des Genbank-Plasmids
CD-20 durch Restriktion mit HindIIl entfernt. Wie Abb.5-26 A zu entnehmen ist, wurden
durch diese Vorgehensweise sowohl die gesamten 44 Bp des sak/ -Gens als auch 1402 Bp
des N-Terminus des SPAC3G9.13¢c-ORFs und somit 96 % der SPAC3G9.13c-Gesamtlénge
deletiert. Im Anschlufl an die Restriktion mit HindIlll wurde das Plasmid religiert. Somit
enthdlt das generierte Plasmid CD20p die 32 % des SPAC3G9.12-ORFs und die restlichen
55 Bp des C-Terminus von SPAC3G9.13c. Zusitzlich zu diesem Konstrukt wurde eine
weitere Klonierung vorgenommen, bei der ein Grofiteil des SPAC3G9.12-ORFs entfernt
wurde. Dazu wurden 1350 Bp des N-Terminus des verkiirzten SPAC3G9.12-ORFs durch
Restriktion mit Hincll/ BamHI deletiert, was bedeutet, dafl lediglich 102 Bp des C-Terminus
des SPAC3G9.12-ORFs erhalten bleiben. Nach Auffiillen der iiberhdngenden Enden wurde
das Plasmid religiert und CD-20n genannt. Darauthin wurde als Negativ-Kontrolle der leere
pUR19-Vektor, als Positiv-Kontrolle CD-20 und zusétzlich die Plasmide CD20p und CD-20n

in den mal34 Mutantenstamm transformiert und mit den Transformanten serielle Tropftests
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durchgefiihrt. Wie in Abb.5-26 B zu beobachten ist, zeigten die mal3A Zellen, die mit CD20p
transformiert waren, nahezu gleich gute Suppression der TBZ-Hypersensitivitidt im Vergleich
zum Original-Plasmid CD-20. Im Gegensatz dazu konnte auf TBZ-haltigen Platten bei den
Zellen, in denen sowohl das sakl"-Gen, als auch der SPAC3G9.13¢c-ORF exprimiert wurde,
kein Kolonien-Wachstum festgestellt werden.

Das bedeutet, da die Komplementation der TBZ-Sensitivitit auf den partiellen
SPAC3(G9.12-ORF zuriickzufiihren ist.

A . CD-20v .

, CD-20n | '
' ' cD20p |
, CD-20 )
| Hincll ~ Hinell I

HirIldHI I-IIinidIIIl | Hindlll HindIll / Hinell ‘\llﬁlilrlﬂ[/B"mHI
« L

sakl* SPAC3G9.13c 4 '

SPAC3G9.12

| 100 2000 3000 4000 |

mal3A

CD-20n

-TBZ +TBZ

Abb.5-26: Der SPAC3G9.12-ORF des Genbank-Plasmids CD-20 supprimiert die TBZ-Sensititvitéit von
mal3A Zellen

In (A) ist das genomische DNA-Insert von CD-20 mit den Schnittstellen der Restriktionsendonukleasen
Hindlll bzw. BamHI und Hincll schematisch dargestellt. Durch Restriktion mit HindIII wurden 44 Bp des
sakl"-Gens sowie 1402 Bp des SPAC3G9.13¢-ORFs (ca. 96 %) aus CD-20 deletiert und das Konstrukt
CD20p genannt. Desweiteren wurde das Plasmid CD-20n durch Restriktion mit BamHI / Hincll generiert.
Dabei wurden 1350 Bp des SPAC3G9.12-ORFs aus dem Plasmid CD-20 deletiert. Zusitzlich ist das
Volldngen-Konstrukt CD-20v abgebildet, das den 4510 Bp grofen SPAC3G9.12-ORF und 613 Bp der
Promotor-Region (grau-straffierter Bereich) als auch 618 Bp der Terminator-Region enthélt (Terminator-
Region ist nicht flankierend zum SPAC3G9.12-ORF eingezeichnet). Pfeile weisen in Transkriptionsrichtung.
(B) Der Tropftest zeigt das Wachstum des mal/3 4 Mutantenstammes, der jeweils mit dem Vektor pUR19,
CD-20, CD-20p und CD-20n transformiert wurde, auf MM (-ura) ohne und mit TBZ (5,5 pg/ ml) bei 24 °C
(Inkubationsdauer: 7 Tage).
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5.3.1.2 Das identifizierte Genprodukt weist Homologie zu den Mitgliedern der CLASP/
MASTY/ Stul-Proteinfamilie auf

Der SPAC3G9.12-ORF kodiert fiir ein Protein, das Ahnlichkeit zu den Mitgliedern der
CLASP/MAST/Stul-Proteinfamilie aufweist. Um zu untersuchen, inwieweit die Aminosiure-
sequenzen der entsprechenden Mitglieder dieser Proteinfamilie Homologiebereiche zu dem
bisher uncharakterisierten S. pombe Protein aufweisen, wurde mittels Datenbankrecherche
eine Homologiesuche durchgefiihrt. In Abb.5-27 sind die Ergebnisse der Proteinsequenz-
vergleiche dargestellt. Hierbei ist fiir den jeweiligen Homologiebereich der prozentuale Anteil
an identischen Aminosduren angegeben. Wihrend sich die Homologiebereiche der beiden
Hefe-Proteine fast iiber die gesamte Lénge erstrecken, nimmt die Grof8e der Bereiche mit der
Komplexitit des Organismus ab. Trotzalledem ist festzustellen, dal der prozentuale Anteil an
identischen Aminosduren bei den jeweiligen Homologiebereichen nicht weit voneinander
abweicht und zwischen ca. 20 bis 28 % liegt. Wihrend -den Literaturangaben zufolge- in
S. cerevisae als auch in D. melanogaster diese evolutionédr konservierte Proteinfamilie durch
jeweils ein Mitglied représentiert wird, wurden in menschlichen Zellen bisher zwei Vertreter,
das CLASPI1- und das CLASP2-Protein, identifiziert (Akhmanova et al., 2001; Ubersichts-
artikel: Mimori-Kiyosue und Tsukita, 2003). Dabei weist das CLASP2-Protein Homologie zu
dem N-Terminus des SPAC3G9.12-Genproduktes auf, die des CLASP1 bezieht sich hingegen
auf den C-Terminus des S. pombe Proteins, und zwar auf den Teil des Proteins, der auf dem

Suppressorplasmid CD-20 enthalten ist (Abb.5-27).

CD-20

27,9 %/ 104

H. sapiens CLASP1
22,8 %/ 298
H. sapiens CLASP2

S. pombe PEG1
(SPAC3G9.12) 22 %/ 1297

S. cerevisiae STU1 7 \ J—

20,2 %/ 655 \

D. melanogaster MAST/ ORBIT | o

Abb.5-27: Peglp weist Homologie zu den Mitgliedern der CLASP/ MAST/ Stul-Familie auf

Schematische Darstellung der Homologiebereiche des Peglp-Genproduktes (SPAC3G9.12) in S. pombe und der
Homologen in S.cerevisiae, D. melanogaster und Mensch. Die Homologie bezieht sich auf die eingezeichneten
Aminosduren-Bereiche, fiir die jeweils der prozentuale Anteil an identischen Aminoséuren angegeben ist.
Zusitzlich ist der Abbildung der entsprechende Protein-Bereich zu entnehmen, der von dem genomischen DNA-
Insert auf CD20 kodiert wird. Erstellt durch Dr. Ulrich Giildener (MIPS, Miinchen).
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Als Mitglieder der CLASP/MAST/Stul-Proteinfamilie handelt es sich auch bei diesen beiden
Vertretern um Mikrotubuli-Plus-End-bindende Proteine und ebenso wie es fiir eine Vielzahl
an Plus-End-bindenden Proteinen gezeigt werden konnte, wird auch CLASP1 eine Funktion
bei der Verkniipfung von Spindel-Mikrotubuli mit dem Kinetochor zugeordnet (Maiato et al.,
2003). Die Tatsache, dal3 bei der Suche nach extragenen mal3-1 Multikopie-Suppressoren ein
bisher unbekanntes Protein identifiziert wurde, das Homologie zu den Mikrotubuli-Plus-End-
bindenden CLASP-Proteinen aufweist, konnte bedeuten, dall das S. pombe Protein ein neues
Mitglied der evolutiondr konservierten Familie Mikrotubuli-assoziierter Proteine
reprasentiert. Da CLASP der englische Ausdruck fiir Klammer ist, wurde fiir die Bezeichnung
dieses neu identifizierten S. pombe Proteins der synonyme Ausdruck Peglp (englisch:
Klammer) gewidhlt. Die Annahme, daB3 es sich bei Peglp um einen neuen Vertreter der
CLASP/ MAST/ Stul-Proteinfamilie handeln konnte, wurde durch die nédhere

Charakterisierung dieses Proteins erhértet.

5.3.2 Funktionelle Analyse des Peglp-Proteins

In dem Labor von Dr. lain Hagan in Manchester wurde bereits vor einiger Zeit der
temperatursensitive peg/-/ Muatntenstamm isoliert, der starke mitotische Defekte aufweist.
Im Rahmen einer Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Dr. lain Hagan wurde unserem
Labor -zur Charakterisierung des Peglp-Proteins- der peg/-/ Mutantenstamm zur Verfiigung
gestellt. Wéahrend meine Untersuchungen zunichst generellen Aspekten in Bezug auf das
Peglp-Protein gewidmet waren, wird im spéiteren Verlauf dieses Kapitels auf die Versuchs-
ergebnisse eingegangen, die bei der experimentellen Analyse des pegl/-1 Mutantenstammes

erhalten wurden.

5.3.2.1 Ist pegl” ein essentielles Gen ?

Um zu iiberpriifen, ob es sich bei peg/” um ein essentielles Gen handelt, wurde in einem
diploiden Wildtypstamm mittels homologer Rekombination eine Kopie des 4510 Bp grof3en
pegl -ORFs gegen eine 1985 Bp lange Deletionskassette ausgetauscht (Abb.5-28 A). Diese
Deletionskassette, die eine kanMx6-Modulsequenz trigt und deren Expression Resistenz
gegeniiber Kanamycin (G418) verleiht, wurde in einer PCR-Reaktion generiert und in einen
diploiden Wildtypstamm transformiert (Kapitel 4.17). Im Anschluf} erfolgte die Selektion von
Transformanten auf G418-haltigen Platten. Die korrekte Integration der Deletionskassette und
somit die Deletion eines pegl -Allels wurde in einer weiteren PCR-Reaktion verifiziert

(Kapitel 4.17). Mittels dieser PCR-Reaktion wurde der 5'-Ubergang und der 3’-Ubergang der
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integrierten Deletionskassette unter Verwendung von spezifischen Oligonukleotiden iiberpriift
(Abb.5-28 A, B). Nach Sporulation eines positiven diploiden peg/A/ pegl” Stammes wurden
von 52 Tetraden die vier Sporen vereinzelt und dabei konnte festgestellt werden, daB3 jeweils
zwei Sporen einer Tetrade in der Lage waren, zu wachsen (Abb.5-28 C). Daraufhin wurden
die Genotypen der wachsenden Sporen durch Ausstriche auf G418-haltigen Platten untersucht
und dabei stellte sich heraus, dal3 alle sensitiv gegeniiber G418 waren. Das bedeutet, da3 die
zwei wachsenden Sporen der Tetrade das pegl -Wildtyp-Allel besaBen, wihrend die Sporen,
bei denen das peg! -Gen deletiert war, kein Kolonienwachstum aufwiesen. Dies zeigt, daB es

sich bei peg!” um ein essentiellen Gen handelt.

A 1985 Bp
304
anMx6-HA
=
321 290
pegl” >
Ll
. 344
' 4510 Bp '
B C

a b c

1 2 3 45 6

1,58 Kbp
1,38 Kbp 1327 Bp
0,95 Kbp 1184 Bp
0,83 Kbp

0,56 Kbp

Abb.5-28: Deletion des pegl -ORFs mittels einer HA-kanMx6-Transformationskassette

(A) Schematische Darstellung des 4510 Bp groBen peg! -ORFs (hellgrauer Bereich) mit
flankierenden genomischen Sequenzbereichen, einschlieBlich eines Teils des benachbarten
SPAC3G9.13¢-ORFs (dunkelgrauer Bereich) und der 1985 Bp langen HA-kanMx6-Deletions-
kassette. Die Pfeile weisen in Transkriptionsrichtung des jeweiligen ORFs. Zusitzlich sind die
Bindestellen der Oligonukleotide mit entsprechenden Labornummern eingezeichnet, die in der
PCR-Reaktion fiir die Uberpriifung der korrekten Integration der Deletionskassette verwendet
wurden. (B) Auftrennung der Verifikations-PCR-Ansétze in einem 0,7 %igen Agarosegel.

a: A-Langenmarker (EcoRl/ Hind I1I; FragmentgroBen teilweise angegeben), b: Positive Trans-
formante; verwendetes Oligonukleotidpaar 301/ 290 fiir Uberpriifung der korrekten Integration
am 5'-Ubergang (erwartetes PCR-Fragment: 1184 Bp), c: Positive Transformante; verwendetes
Oligonukleotidpaar 304/ 344 fiir Uberpriifung der korrekten Integration am 3"-Ubergang
(erwartetes PCR-Fragment: 1327 Bp). (C) Nach Vereinzelung der 4 Sporen der hier gezeigten
6 Tetraden waren jeweils 2 Sporen in der Lage, Kolonien zu bilden.
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5.3.2.2 Peglp zeigt Assoziation mit der mitotischen Spindel und dem Zentromer

Bevor mit der Charakterisierung des peg/-/ Mutantenstammes begonnen werden konnte, war
es sinnvoll, zundchst zu untersuchen, welche Lokalisierung das Peglp-Protein wéhrend der
Mitose aufweist. Fiir die Lokalisierungsstudie wurde in einem Wildtypstamm an den
endogenen pegl -ORF ein GFP-Epitop fusioniert (Kapitel 4.15). Nach Anzucht des
resultierenden Stammes wurde durch Immunofluoreszenz das Mikrotubuli-Zytoskelett sowie
das Peglp-Protein angefarbt und das Chromatin mittels DAPI-Behandlung sichtbar gemacht
(Kapitel 4.19). In Abb.5-29 sind mitotische Wildtypzellen abgebildet.

DAPI Tubulin Peglp Peglp Peglp
Tubulin Tubulin
DAPI

Abb.5-29: Peglp zeigt Assoziation mit der mitotischen Spindel

Die Abbildung zeigt Einzelbilder und jeweils zwei Kompositionsbilder unterschiedlicher
mitotischer S. pombe Zellen (Teilbild a: Prophasen-Zelle; Teilbild b: Metaphasen-Zelle; Teilbild c:
frithe Anaphasen B-Zelle; Teilbild d: Anaphasen B-Zelle). Von links nach rechts: Chromatin-
Féarbung mittels DAPI, Immunofluoreszenz von Tubulin und Peglp-GFP, iiberlagerte Aufnahmen
von Tubulin und Peglp-GFP bzw. Tubulin, Peg1p-GFP und Chromatin. Farbgebung: blau =
Chromatin, griin = Peglp-GFP-Signal, rot = Tubulin, gelb = Uberschneidung der Signale von
Tubulin und Peglp-GFP. Die Sterne markieren das sehr starke Peglp-GFP-Signal an den Enden der
Prophasen-Spindel. Langenmal (schwarzer Balken): 5 pm.

Dabei ist zu beobachten, da3 Peglp-GFP bereits zu Anfang der Mitose, der Prophase, entlang
der mitotischen Spindel lokalisiert war (Prophase: Teilbild a) und mit dieser auch in der
darauffolgenden mitotischen Phase assoziiert blieb (Metaphase: Teilbild b). Bereits zu Beginn
der Anaphase B und auch im weiteren Verlauf dieser mitotischen Phase konnte Peglp-GFP

nicht mehr entlang der gesamten mitotischen Spindel festgestellt werden, sondern befand sich
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nur noch auf der Mitte der Spindel (friihe Anaphase B: Teilbild c; spite Anaphase B:
Teilbild d). Diese Lokalisierung wurde ebenfalls fiir Stulp in S. cerevisiae, MAST/ ORBIT in
D. melanogaster und CLASP1 im Menschen beschrieben, wobei CLASPI bereits beim
Ubergang von Metaphase zu Anaphase eine Lokalisierung auf der Spindel-Mitte aufweist
(Yin et al., 2002; Maiato et al., 2002; Maiato et al., 2003). Bei Betrachtung der Einzelfirbung
von Peglp-GFP in Teilbild a fiel auf, da} jeweils an den Enden der sehr kurzen Prophasen-
Spindel das Signal von Peglp-GFP sehr stark war, was als Hinweis dafiir diente, daf3
Peglp-GFP wihrend der frithen Mitose mit den SPKs und/ oder Zentromeren assoziiert.

Um diesen Hinweis auf eine mogliche Zentromer-Lokalisierung nachzugehen, wurde in
Metaphase-arretierten S. pombe Zellen {iberpriift, ob Peglp moglicherweise eine
Kolokalisierung mit dem inneren Zentromer-Protein Spc7p aufweist (Kapitel 5.2.2.2.1).
Dabei diente Spc7p als Kinetochormarker, der es ermdglichte, Zentromere visuell zu
verfolgen. Fiir diesen Versuch wurde der temperatursensitive cut9-665 Mutantenstamm
verwendet, der einen Defekt im cut9"-Gen aufweist. Dieses Gen kodiert fiir eine Komponente
des APCs, dem sogenannten ,,Anaphase promoting complex®, der den Ubergang von Meta-
zur Anaphase kontrolliert (Yanagida et al., 1999; Ubersichtsartikel: Zachariae und Nasmyth,
1999). Die Inkubation dieses Mutantenstammes bei der restriktiven Temperatur bewirkt einen
temporiren Arrest der Zellen in der Metaphase (Samejima und Yanagida, 1994). Mittels
Kreuzung wurde ein cut9-665 Stamm hergestellt, in dem der endogene pegl -ORF mit einem
GFP-Epitop und der endogene spc7"-ORF mit einem HA-Epitop fusioniert ist. Nach Anzucht
der cut9-665 Zellen bei der permissiven Temperatur wurden diese fiir 4 h bei 36 °C inkubiert,
was dazu fiihrte, daB3 ca. 16 % der cut9-665 Zellen in der Metaphase arretierten (Samejima
und Yanagida, 1994). Dabei erfolgte die Anfiarbung des Peglp-GFP- und des Spc7p-HA-
Fusionsproteins mittels Immunofluoreszenz und durch Behandlung mit DAPI wurde das
Chromatin in diesen sichtbar gemacht. Wie Abb.5-30 A zu entnehmen ist, zeigt die darauf
abgebildete Metaphasen-Zelle teilweise iiberlappende Signale des Peglp-GFP- und des
Spc7p-HA-Fusionsproteins, was zumindest darauf hindeutet, dal Peglp-GFP mit dem
Kinetochor in S. pombe assoziiert ist. Um den endgiiltigen Beweis zu erbringen, musste
mittels ChIP-Analyse untersucht werden, ob tatsdchlich DNA-Sequenzen des Zentromers in
dem Peglp-GFP-Immunoprizipitat angereichert sind. Wéhrend zuerst eine Vielzahl
unterschiedlichster Versuche fehlschlugen, wurde schlieBlich ein Wildtypstamm hergestellt,
in dem an den endogenen peg! -ORF ein Pk1-EGFP-Epitop fusioniert wurde (Kapitel 4.16).
Nach Anzucht dieses Stammes wurde -wie in Kapitel 5.2.2.2.1 beschrieben- an diesem die

ChIP-Analyse durchgefiihrt (Kapitel 4.21).
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Abb.5-30: Peglp ist ein neues S. pombe Zentromerprotein

(A) Peglp kolokalisiert teilweise mit dem inneren Kinetochorprotein Spc7p. Die Abbildung zeigt die
Einzelbilder und zwei Kompositionsbilder einer in der Metaphase des Zellzyklus arretierten S. pombe Zelle.
Von links nach rechts: Chromatin-Farbung mittels DAPI, Immunofluoreszenz von Peg1p-GFP und Spc7p-
HA, tiberlagerte Aufnahmen von Peglp-GFP und Spc7p-HA bzw. Peglp-GFP, Spc7p-HA und Chromatin.
Farbgebung: blau = Chromatin, rot = Peg1p-GFP-Signal, griin = Spc7p-HA-Signal, gelb = Uberschneidung
der Signale der Fusionsproteine. Léngenmal (schwarzer Balken): 5 um. (B) Peglp ist mit der zentralen
Zentromer-Region assoziiert. Zellen, in denen Peglp-Pk1-EGFP exprimiert wird, wurden fixiert und mit
Anti-GFP-Antikorper ChIP-Analyse durchgefiihrt. Das Chromatin in den Immunoprézipitaten bzw.
Rohextrakten wurde mittels ,,Multiplex“-PCR analysiert. Dafiir wurden Oligonukleotide benutzt, die
verschiedene Regionen des Zentromer I (cenl) amplifizieren: cnt, imr, otr und als negative Kontrolle fiir
eine euchromatische Region fbp. In der ChIP-Probe des Pegl-Pk1-EGFP-Proteins wurde ausschlieBlich eine
5,7-fache Anreicherung der cnt-Sequenz beobachtet. Die Anzucht der entsprechenden Kultur erfolgte bei
30°C U/N und im AnschluB daran wurden die Zellen fiir 2 h bei 18 °C inkubiert, bevor die ChIP-Analyse
durchgefiihrt wurde (Bezeichnung: keine Zugabe eines Antikdrpers (ohne AK), Zugabe von Antikdrper (o
GFP)).

Wie in Abb.5-30 B zu beobachten ist, wurden bei der Positiv-Kontrolle, der Rohextrakt-
Probe, alle 4 Regionen amplifiziert, auch wenn die otr- und cnt-Banden nur sehr schwach zu
erkennen sind, wéahrend bei der Negativ-Kontrolle, die Probe, der kein Anti-GFP-Antikorper
zugegeben wurde, wie erwartet keine Amplifizierung festzustellen war. Interessanterweise
konnte nach Prizipitation des Peglp-Pkl-EGFP-Fusionsproteins ausschlieBlich cnt-
Sequenzen in dem ChIP-Ansatz um das 5,7-fache angereichert werden. Eine mehrfache
Wiederholung der ChIP-Analyse bestitigte das Ergebnis. Diese Beobachtung ist sehr
interessant, da bisher keine S. pombe Zentromerproteine bekannt sind, die ausschlieBlich mit

der cnt-Region assoziieren. Das bedeutet, dal3 es sich bei dem Peglp-Protein um ein neues
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inneres Zentromerprotein handelt, das als erstes S. pombe Kinetochorprotein ausschlieBlich

mit dem zentralen Kern des Zentromers assoziiert ist.

5.3.2.3 Charakterisierung der pegl-1 Mutation

Durch die Charakterisierung des temperatursensitiven pegl/-/ Mutantenstammes sollte mehr
Aufschluf3 tiber die mitotische Funktion des Peglp-Proteins erlangt werden. Dabei war es fiir
die weitere Vorgehensweise wichtig, zunichst die peg/-1 Mutation auf Rezessivitit hin zu
untersuchen. Hierzu wurden heterozygot diploide pegl-1/ pegl” Stimme, sowie homozygot
diploide pegl'/ pegl” Stimme hergestellt und auf Temperatur-Sensitivitdt hin untersucht. Als
weitere Kontrollen wurde sowohl der haploide peg/-/ Mutantenstamm als auch ein haploider
Wildtypstamm verwendet. Abb.5-31 zeigt das Wachstum der entsprechend haploiden und
diploiden Stdmme bei 24 °C und 35 °C. Wie dieser zu entnehmen ist, konnte bei dem
heterozygot diploiden pegl-1/ pegl” Stamm -ebenso wie bei dem homozygot diploiden
pegl’/ pegl” Stamm- kein Wachstumsdefekt bei 35 °C festgestellt werden. Als einziger der
hier untersuchten Stimme zeigte nur der haploide peg/-1 Mutantenstamm kein Wachstum bei
35 °C. Diese Beobachtung beweist, da3 pegl-1 eine rezessive Mutation ist, da im Falle von
Dominanz oder Semi-Dominanz der heterozygot diploide pegl-1/ pegl® Stamm einen
Wachstums-Phénotyp bei 35 °C hitte aufweisen miissen.

Aufgrund der Tatsache, daB3 das Peglp-Protein Assoziation mit der mitotischen Spindel und
dem Zentromer aufweist (Kapitel 5.3.2.2), war es von Interesse, ob die beobachtete
Temperatur-Sensitivitdt moglicherweise mit einer abnormen Verteilung des chromosomalen

Materials einhergeht.

haploid
pegl”

pegl* /pegl™
diploid
pegl-1/pegl™*

Abb.5-31: pegl-1 ist eine rezessive Mutation

Der Tropftest zeigt das Wachstum des haploiden pegl-/ Mutantenstammes, des
haploiden Wildtyps (pegl”) sowie des homozygot diploiden pegl '/ pegl’ Stammes
und heterozygot diploiden pegl-1/ pegl* Stammes auf Vollmediums-Platten bei 24 °C
und 35 °C (Inkubationsdauer: 5 Tage).
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5.3.2.3.1 Der pegl-1 Mutantenstamm weist wihrend der Mitose eine Fehlverteilung des

chromosomalen Materials auf

Hierzu wurde die pegl-1 Mutante fiir 6 h bei der restriktiven Temperatur inkubiert und nach
Fixierung der Zellen das Chromatin mittels DAPI angefarbt. Im Anschlul wurden
Anaphasen-Zellen auf abnorme Chromosomen-Segregation hin untersucht und hierbei stellte
sich heraus, daB in 29,2 %, d.h. in ca. 1/3 aller Anaphasen-Zellen eine Fehlverteilung des
Chromatins beobachtet werden konnte (Daten werden nicht gezeigt). Somit kann die
beobachtete Temperatur-Sensitivitdit des pegl/-I Mutantenstammes bei der restriktiven

Temperatur auf diese abnorme Chromosomen-Segregation zuriickgefiihrt werden.

5.3.2.3.2 Zellen des pegl-1 Mutantenstammes zeigen einen Defekt im Aufbau und in der

Aufrechterhaltung einer bipolaren mitotischen Spindel

Um die Griinde fiir die beobachetete Chromatin-Fehlverteilung zu ermitteln, wurde der
pegl-1 Mutantenstamm erneut fiir 6 h bei der restriktiven Temperatur inkubiert und mittels
Immunofluoreszenz das Mikrotubuli-Zytoskelett in diesem angefarbt sowie das Chromatin
durch DAPI-Behandlung sichtbar gemacht. In der darauffolgenden mikroskopischen
Untersuchung wurden insbesondere mitotische Zellen berticksichtigt und dabei stellte sich
heraus, daB3 74,3 % dieser einen Defekt zeigten. Aufgrund der Tatsache, da3 die beobachteten
Defekte sehr verschieden waren, wurden diese in drei unterschiedliche Kategorien eingeteilt.
Die erste Kategorie wird von pegl-I Zellen gebildet, die nicht in der Lage waren, eine
bipolare mitotische Spindel aufzubauen Bei diesen konnte nur eine monopolare Spindel
beobachtet werden, die an fiacherformigen Mikrotubulibiindeln -von einem SPK ausgehend-
zu erkennen war (Abb.5-32 Teilbild a). Reprisentativ fiir die zweite Kategorie sind Zellen,
bei denen zwar eine bipolare Spindel aufgebaut wurde, aber Mikrotubulibiindel aus der
mitotischen Spindel seitlich herausragten (Abb.5-32 Teilbild b). Fiir eine Einteilung in die
letzte Kategorie wurden Zellen gewihlt, bei denen die Struktur der mitotischen Spindel bzw.
der Astral-Mikrotubuli abnorm war. Dabei wurde des Ofteren beobachtet, dal} Astral-
Mikrotubuli, die mitotischen Mikrotubuli, die ins Zytoplasma ragen und fiir die Spindel-
Orientierung bendtigt werden, sehr lang und &duferst stark ausgeprdgt waren (Abb.5-32
Teilbild c) (Oliferenko und Balasubramanian, 2002; Rajagopalan et al., 2004). Wahrend bei
den pegl-1 Zellen der ersten Kategorie ein Defekt im Aufbau der bipolaren Spindel vorliegt,
sind Zellen der zweiten Kategorie zwar imstande eine bipolare Spindel aufzubauen, aber es
scheint, als l4ge ihr Problem in der Aufrechterhaltung der Spindel-Struktur. Bei den Zellen

der letzten Kategorie hingegen sind inbesondere die sehr langen und stark ausgeprigten
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Astral-Mikrotubuli auffallend. Diese Beobachtungen implizieren, dal Peglp neben einer
Funktion beim Aufbau der bipolaren mitotischen Spindel auch fiir ihre Aufrechterhaltung
bendtigt wird. Die Beeintrichtigung des Peglp-Proteins fiihrt zu diesen Spindel-Defekten, die
vermutlich unter anderem fiir die abnorme Chromosomen-Verteilung in dem Mutantenstamm

verantwortlich sind.

DAPI Tubulin Tubulin
DAPI

Abb.5-32: Die pegl-1 Zellen zeigen mitotische Spindel-Defekte

Die Abbildung zeigt Einzelbilder und jeweils ein Kompositionsbild von peg/-1 Zellen mit unter-
schiedlichen mitotischen Spindel-Defekten (Spindel-Defekt der Kategorie 1: Teilbild a (monopolare
Spindel); Kategorie 2: Teilbild b (Anaphasen-Spindel mit herausragenden Mikrotubulibiindeln);
Kategorie 3: Teilbild ¢ (anderweitige Spindel- bzw. Astral-Mikrotubuli-Anomalien). Von links nach
rechts: Chromatin-Férbung mittels DAPI, Immunofluoreszenz von Tubulin, iiberlagerte Aufnahmen
von Tubulin und Chromatin. Farbgebung: rot = Chromatin, griin = Tubulin, gelb = Uberschneidung
der Signale von Tubulin und Chromatin. Der Stern in Teilbild b markiert herausragende
Mikrotubulibiindel. Lédngenmal (weifler Balken): 5 um. Fiir diesen Versuch wurden Zellen des
pegl-1 Mutantenstammes in fliissigem Vollmedium fiir 6 h bei 34 °C inkubiert.

5.3.2.3.3 Ist die Lokalisierung von Mal3p in dem pegl-1 Mutantenstamm als auch die

von Peglp in der mal3A4 Mutante moglicherweise veriindert ?

Um zu tliberpriifen, ob die peg/-I mutanten Phénotypen moglicherweise durch eine verdnderte
Lokalisierung des Mal3p-Proteins hervorgerufen werden, wurde ein peg/-/ Mutantenstamm
hergestellt, in dem an den endogenen mal3"-ORF ein Pk1-EGFP-Epitop fusioniert ist. Nach
Inkubation des pegl-I Mutantenstammes fiir 4 h bei der restriktiven Temperatur wurde

mittels Immunofluoreszenz-Mikroskopie die Mal3p-Lokalisierung in diesem untersucht und
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hierbei konnte keine Verdnderung zu Wildtyp-Zellen festgestellt werden (Daten werden nicht
gezeigt; Kapitel 5.3.2.2). Das gleiche Experiment wurde mit Zellen eines mal3A
Mutantenstammes, der Peglp-GFP exprimiert, durchgefiihrt. Auch hier war kein Unterschied
in der Lokalisierung zu beobachten (Daten werden nicht gezeigt).

Das bedeutet, dal die mutanten Phinotypen des pegl-1 bzw. mal3A Mutantenstammes
zumindest nicht auf eine verdnderte Lokalisierung des Mal3p- bzw. Peglp-Proteins zuriick-

zufithren sind.

5.3.2.34 Ist in dem pegl-I Mutantenstamm maoglicherweise die Funktion des

Kinetochors beeintrichtigt ?

Aufgrund der Tatsache, daB fiir Peglp gezeigt wurde, da3 dieses mit dem zentralen Kern der
inneren Zentromer-Region assoziiert ist (Kapitel 5.3.2.2), war es von Interesse, ob in Zellen
des pegl-1 Mutantenstammes der Aufbau des Kinetochors und somit auch dessen Funktion
moglicherweise beeintrichtigt ist. Mit Hilfe des Spc7p-Proteins -als Kinetochormarker- war
es moglich, die Zentromere visuell zu verfolgen. Hierzu wurde ein peg/-/ Mutantenstamm,
der Spc7p-GFP exprimiert, hergestellt und dieser fiir 4 h bei der restriktiven Temperatur
inkubiert. Nach Anfirbung des Spc7p-GFP-Proteins sowie des Mikrotubuli-Zytoskeletts
mittels Immunofluoreszenz konnte in der darauffolgenden mikroskopischen Untersuchung
hingegen keine Anomalien im Vergleich zu Wildtyp-Zellen festgestellt werden (Daten
werden nicht gezeigt). Obwohl kleinste Verdnderungen im Aufbau der Kinetochore, die
mittels dieser Methode nicht detektiert werden konnen, nie vollkommen ausgeschlossen
werden konnen, konnte in Zellen des peg/-1 Mutantenstammes kein verdndertes Verhalten
der Kinetochore, wie es z.B. beim Auftreten von ,Lagging“-Chromosomen der Fall ist,
festgestellt werden.

Wihrend die bisher durchgefiihrten Untersuchungen allein der funktionellen Analyse des
Peglp-Proteins gewidmet waren, wurde bei den folgenden Experimenten versucht, mehr iiber

die Verbindung zwischen Peglp und Mal3p zu erfahren.
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5.3.3 Inwieweit sind die Funktionen von Mal3p und Peglp wihrend der
Mitose miteinander verkniipft ?

Bei dem mal3-1 Multikopie-Supressorscreen wurde das Genbank-Plasmid CD-20 isoliert, das
nur den C-Terminus des peg/ -Gens enthielt. Da die Expression dieses verkiirzten pegl” -
Gens die TBZ-Sensitivitidt des mal3-1 Mutantenstammes supprimieren konnte, war es von
Interesse, ob die Expression des Vollingen-Gens auch eine Komplementation bewirkt. Bei
dieser Untersuchung wurde eine unerwartete Beobachtung gemacht, die einen interessanten

Aspekt in Bezug auf die Verbindung von Mal3p und Peglp aufwarf.

5.3.3.1 Die Expression des pegl'-Vollingen-Gens fiihrt zu einem verschlechterten

Wachstum von mal3 Mutanten

Neben dem peg /-1 Mutantenstamm wurde uns von Dr. lain Hagan ein Plasmid zur Verfiigung
gestellt, in dem das 4510 Bp groBe pegl'-Gen unter Kontrolle des endogenen Promotors
enthalten ist. Neben der 613 Bp langen Promotor-Region umfasst das Plasmid zusétzlich eine
618 Bp grofle Terminator-Region. In dem folgenden Experiment wurde die Vektorkontrolle
pURI19, das Original-Genbank-Plasmid CD-20 und das zur Verfiigung gestellte Plasmid
CD-20v (Abb.5-26 A) in einen Wildtypstamm und in verschiedene mal/3 Mutantenstimme
transformiert. Bei den verwendeten mal3 Mutanten handelte es sich um den mal34, mal3-1,
mal3-005 und mal3-206 Mutantenstamm. Die Herstellung der beiden letzteren erfolgte durch
Generierung von Punktmutationen in funktionell zu unterscheidende Dominen des mal3"-
Gens (Christoph Beuter, unpublizierte Daten). Mit den entsprechenden Transformanten
wurden serielle Tropftests durchgefiihrt, bei denen aufgrund der TBZ-Hypersensitivitit der
mal3 Mutantenstimme das Wachstum auf TBZ-haltigen Platten untersucht wurde (Abb.5-33;
Tab.5-13).

mal3-005

- TBZ +TBZ

Abb.5-33: Das Vollidngen-Konstrukt erhoht in mal3 Mutanten die Sensitivitét

gegeniiber TBZ
Der Tropftest zeigt das Wachstum des ma/3-005 Mutantenstammes, der jeweils mit
dem Plasmid pUR19, CD-20v bzw. CD-20 transformiert wurde, auf MM (-ura) ohne

bzw. mit TBZ (6,5 pg/ ml) bei 24 °C (Inkubationsdauer: 5 Tage).
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Da an dieser Stelle nicht alle Daten gezeigt werden konnen, sind die Ergebnisse der seriellen

Tropftests in Tab.5-13 zusammengefalt.

mal3-005 mal3-1 mal3A mal3-206
TBZ TBZ TBZ TBZ
5,5 6,5 5,5 6,5 5,5 6,5 5,5 6,5
CD-20v - - - -
CD-20 ++ ++ ++ ++ +++ ++ ++ +++

Tab.5-13: Auswirkungen der Expression des Volldngen-Konstrukts auf das Wachstum
Das Wachstum der unterschiedlichen mal/3 Mutantenstimme, die mit CD-20v und CD-20 transformiert waren,

wurden bei 24 °C auf TBZ-haltigen Platten (5,5 bzw. 6,5 ug/ ml) untersucht (Inkubationsdauer: 5 Tage). Dabei
wurde das Wachstum der Transformanten mit der entsprechenden Vektorkontrolle (nicht abgebildet) verglichen
und die Ergebnisse tabellarisch zusammengefasst. Bei einem besseren Wachstum im Vergleich zur Vektor-
kontrolle wurden Plus-Zeichen (++: mittel; +++: stark), bei einem schlechteren Wachstum Minus-Zeichen
verwendet (-: schwach; --: mittel; ---: stark).

In Abb.5-33 wird das Wachstum des mal3-005 Mutantenstammes reprasentativ fiir alle mal3
Mutanten gezeigt. Dabei konnte beobachtet werden, da3 die Expression des Vollangen-Gens
die Sensitivitit gegeniiber TBZ weiter verstirkte, wihrend die verkiirzte Version eine
Suppression der TBZ-Sensitivitit der mal3 Mutantenstimme bewirkte (reprisentativ filir das
Wachstum aller mal3 Mutanten auf TBZ-haltigen Platten: Abb.5-33, +TBZ). Des weiteren
zeigten mal3-1 Zellen, die mit dem Vollingen-Konstrukt transformiert waren, sogar
schwicheres Wachstum auf Platten ohne TBZ im Vergleich zur Vektorkontrolle (Daten
werden nicht gezeigt). Diese Beobachtung war sehr iliberraschend. Da die Expression des
Volldngen-Konstrukts in keinster Weise eine Auswirkung auf das Kolonien-Wachstum des
Wildtypstammes hatte (Daten werden nicht gezeigt), konnte davon ausgegangen werden, daf3
diese Auspriagungen spezifisch fiir die hier untersuchten Mutantenstimme sind und somit das
Mal3p und das Peglp-Protein eine Rolle in demselben Proze spielen. Des weiteren deuten
die Versuchsergebnisse darauf hin, dal das Vollingen-Genprodukt von dem verkiirzten
Genprodukt funktionell zu unterscheiden ist. Die Tatsache, dal das Vollaingen-Genprodukt
nicht supprimiert, sondern den gegenteiligen Effekt bewirkt, fiihrt zu der Vermutung, da3 das
Volldngen-Peglp und das Mal3p-Protein zwar eine Rolle im gleichen mitotischen Prozel3
spielen, aber die Funktionen der beiden Proteinen entgegengesetzt zueinander sind. Diese
Vermutung wurde durch eine Beobachtung, die von Christoph Beuter aus unserer
Arbeitsgruppe gemacht wurde, erhirtet. Er konnte zeigen, da3 pegl-1mal3A Doppelmutanten
bei der jeweiligen restriktiven Bedingung besseres Wachstum aufwiesen, als die
entsprechenden Einzelmutanten. Das bedeutet, wihrend die Abwesenheit des Mal3p-Proteins
die Temperatur-Sensitivitit des peg/-/ Mutantenstammes supprimieren konnte, bewirkte die

Anwesenheit des defekten Peglp-Proteins eine Komplementation der TBZ-Hypersensitivitét
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des mal3A Mutantenstammes. Aus diesem Grunde war es von Interesse, ob in Zellen der
Doppelmutante auch ein Riickgang der Anomalien, die die Einzelmutanten wéhrend der

Mitose aufweisen, festzustellen ist.

5.3.3.2 Die pegl-Imal34 Doppelmutanten zeigen einen Riickgang der mitotischen

Anomalien

Hierzu wurden Zellen sowohl der pegl-1 bzw. mal3A Einzelmutanten, als auch der pegl-1
mal3A Doppelmutante fiir 6 h bei 34 °C inkubiert und in diesen mittels Immunofluoreszenz
das Mikrotubuli-Zytoskelett sowie durch DAPI-Behandlung das Chromatin angeférbt.
Zunichst wurden generelle mitotische Defekte untersucht. Dabei wurde zum einen der
prozentuale Anteil an Anaphasen-Zellen, bei denen eine Fehlverteilung des Chromatins
beobachtet werden konnte, zum anderen der Anteil an mitotischen Zellen mit abnormen

Mitosen bestimmt.

genereller genereller mal3-1 pegl-1 pegl-1 pegl-1
Defekt: Defekt: Anomalie: Anomalie: Anomalie: Anomalie:
DNA- abnorme Anteil an Kategorie 1 Kategorie 2 Kategorie 3
Fehlverteilung Mitosen Metaphasen =~ monopolare Spindeln mit Spindel-
Spindeln herausragenden Anomalien
Mikrotubuli-
biindeln
Wt 0 0 24,1 0 0 0
mal3A 12,5 33,3 37,5 0 0 (33,3)
pegl-1 29,2 74,3 27,3 6,1 25,8 42,4
pegl-1 mal3A 18,7 55,1 15,7 4,5 12,4 38,2

Tab.5-14: Analyse der pegl-Imal3A Phénotypen

Schematische Darstellung der Ergebnisse der Immunofluoreszenz-Mikroskopie. Die untersuchten Phanotypen
wurden in generelle Defekte und in Defekte, die fiir den mal3-1 bzw. pegl-1 Mutantenstamm spezifisch sind,
eingeteilt. Dabei wurde fiir die mal3A4 bzw. pegl-1 Einzelmutante als auch fiir pegl-Imal3A Doppelmutante der
prozentuale Anteil bestimmter Phanotypen an Anaphasen-Zellen (DNA-Fehlverteilung) bzw. an mitotischen
Zellen (abnorme Mitosen, Metaphasen-Zellen, Zellen mit monopolarer Spindel, Zellen mit aus der Spindel
herausragenden Mikrotubulibiindeln sowie Zellen mit Spindel-Anomalien) bestimmt. Die Eintragung fiir
Wildtypzellen stammt aus Literaturangaben und wurde nicht experimentell erhoben. Mitotische mal3A Zellen
mit Spindel-Anomalien wurden in Kategorie 3 eingeteilt, obwohl die Art dieser Anomalien von denen des
pegl-1bzw. pegl-Imal3A Mutantenstammes zu unterscheiden ist und aus diesem Grunde in Klammern steht.
Die Anzucht der entsprechenden Stimme erfolgte in fliissigem Vollmedium fiir 6 h bei 34 °C. Anfarbung der
Tubulinstrukturen erfolgte mittels Immunofluoreszenz, Anfirbung des Chromatin durch DAPI-Behandlung.

Wie Tab.5-14 zu entnehmen ist, lag der prozentuale Anteil an peg/-1mal3A Zellen mit DNA-
Fehlverteilung als auch mit abnormen Mitosen zwischen den jeweiligen Werten der
Einzelmutanten. Das bedeutet, die Abwesenheit des Mal3p-Proteins in der pegl-Imal3A
Doppelmutante flihrte zu einem niedrigeren Anteil an Zellen mit Chromosomen-
Missegregation und abnormen Mitosen im Vergleich zu der pegl/-1 Einzelmutante. Des

weiteren wurden Zellen der Doppelmutante auf die spezifischen Phénotypen der pegi-1 bzw.
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mal3A Einzelmutante hin untersucht. Da mitotische Zellen des ma/3A Mutantenstammes eine
Anreicherung an Metaphasen-Zellen aufweisen, wurde bei der pegl-Imal3A4 Doppelmutante
der prozentuale Anteil an Metaphasen-Zellen bestimmt (Beinhauer et al., 1997). Hierbei
konnte ebenfalls ein Riickgang beobachtet werden, der allerdings mit 15,7 % unter dem Wert
lag, der fiir Wildtypzellen beschrieben wurde (Hagan und Hyams, 1988). Wie bereits in
Kapitel 5.3.2.3.2 beschriecben wurde, konnten die mitotischen Defekte des pegl-1I
Mutantenstammes in drei unterschiedliche Kategorien eingeteilt werden. Zellen mit
monopolarer Spindel wurden der ersten Kategorie zugewiesen, wihrend die Zellen, bei denen
Mikrotubulibiindel aus der bipolaren Spindel herausragten, in die zweite Kategorie eingeteilt
wurden. Als letzte Kategorie wurden Zellen gewdhlt, die generell Spindel- bzw. Astral-
Mikrotubuli-Anomalien zeigten. Nach Untersuchung der pegl-Imal3A Doppelmutante
beziiglich dieser drei pegl-1 spezifischen Defekte konnte im Vergleich zu der pegl-1I
Einzelmutante auch hier ein verringerter prozentualer Anteil an Zellen der entsprechenden
Kategorie festgestellt werden. Die resultierenden Daten zeigen zum einen, dal} ein funktionell
beeintrichtigtes Peglp-Protein in dem mal3A4 Mutantenstamm den mitotischen mal/3A
Phénotyp komplementieren kann, zum anderen, da3 die Abwesenheit des Mal3p-Proteins zu
einer Suppression der mitotischen Defekte des pegl/-I Mutantenstammes fiihrt. Diese
Beobachtung erhirtet die bereits in Kapitel 5.3.3.1 aufgestellte Vermutung, dafl Peglp und
Mal3p Proteine mit entgegengesetzter Funktion sind. Dabei scheint es, da3 die gleichzeitige
Anwesenheit beider Proteine ein ausgewogenes Gleichgewicht in einem spezifischen
mitotischen Prozel bewirkt, und dieses Gleichgewicht verloren geht, sobald eines dieser

beiden Proteine seine Funktion nicht bzw. eingeschrinkt ausfiihren kann.

5.3.3.3 Untersuchung auf genetische Interaktion zwischen pegl” und alpl4’, einem

Gen, das fiir ein weiteres Mikrotubuli-Plus-End-bindendes Protein kodiert

Im Rahmen der Doktorarbeit wurde von Dr. Corina Vietmeier-Decker untersucht, ob
zwischen mal3" und alp14+, einem weiteren Gen, das fir ein Mikrotubuli-Plus-End-
bindendes Protein kodiert, eine genetische Interaktion besteht (Nakaseko et al., 2001; Garcia
et al.,, 2001). Dabei stellte sich heraus, daBl mal3Aalpi4A4 Doppelmutanten nicht
liberlebensfdhig waren (Vietmeier-Decker, 2004). Aufgrund dieser Beobachtung war es von
Interesse, ob peg!” und alpl4" auch miteinander genetisch interagieren.

Fir diesen Versuch wurden pegl-lalpl4A Doppelmutanten hergestellt und mit den
entsprechenden Stdmmen der Tetrade serielle Tropftests bei Temperaturen von 24 °C bis

35 °C durchgefiihrt. Wéahrend bei 24 °C und 28 °C bei allen Stdmmen gleich gutes Wachstum
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beobachtet werden konnte (repriasentativ fiir 28 °C: Wachstum bei 24 °C, Abb.5-34), zeigten
die pegl-lalp14A Doppelmutanten bereits ab einer Temperatur von 30 °C kein bzw. ein nur

sehr schwaches Wachstum (Abb.5-34: Beispiel fiir kein Wachstum).

24 °C 30°C

Abb.5-34: pegl'und alpl4" zeigen genetische Interaktion

Der Tropftest zeigt das Wachstum des Wildtyps (Wt), der pegi-1 bzw. alp144
Einzelmutanten sowie der pegl-1 alpl144 Doppelmutante auf Vollmediums-
Platten bei 24 °C und 30 °C (Inkubationsdauer: 24 °C: 5 Tage; 30 °C: 4 Tage).

Das bedeutet, wihrend die Abwesenheit des Mal3p-Proteins eine Suppression der
Temperatur-Sensitivitit des pegl/-I Mutantenstammes bewirkt (nicht publizierte Daten,
Beuter und Fleig), fiihrt die Abwesenheit von Alpl4p zu einer erhdhten Temperatur-
Sensitivitit in der peg/-I Mutante. Aufgrund dieser Daten war es von Interesse, das
Wachstum von Stammen zu untersuchen, bei denen gleich alle drei Genprodukte fehlten bzw.
defekt waren. Hierfiir wurden durch Kreuzung der Doppelmutante pegl-Imal3A bzw.
pegl-lalpl4A und anschlieBender Tetradenanalyse pegl-Imal3Aalpl4A Dreifachmutanten
hergestellt. Im Anschlu wurden mit den resultierenden Stimmen der jeweiligen Tetrade

serielle Tropftests durchgefiihrt und die entsprechenden Ergebnisse in Tab.5-15

zusammengefasst.

24 °C 28 °C 30 °C 32°C 35°C
pegl-1 + ++ ++ ++ --
pegl-Imal3A ++ ++ ++ ++ ++
pegl-lalpl4A + + -/ -- -- --
pegl-Imal3Aalpl4A - + + - --

Tab.5-15 : Untersuchung des Wachstum des pegi-1mal3Aalp 144 Dreifachmutantenstammes
Das Wachstum der peg!-1 Einzelmutante, der pegl-Imal3Abzw. pegl-1alp14A Doppelmutante sowie

pegl-1 mal3Aalp14A Dreifachmutante wurde mittels serieller Tropftests auf Vollmediums-Platten bei 24 °C
bis 35 °C untersucht (Inkubationsdauer: 4 Tage). Dabei wurde die Art des Wachstums der jeweiligen Stimme
tabellarisch zusammengefasst (--: kein Wachstum; -: sehr schwach; +: gut; ++: sehr gut).

Dabei war das Wachstum der Dreifachmutante sehr unterschiedlich bei den untersuchten
Temperaturen. Wihrend Zellen der Dreifachmutante bei 28 °C und 30 °C gutes Wachstum
zeigten, konnte hingegen bei einer Erniedrigung als auch Erh6hung der Inkubationstemperatur

kein bzw. nur sehr schwaches Wachstum festgestellt werden. Beim direkten Vergleich des
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Wachstums der Dreifachmutante mit dem der pegl-Imal3A Doppelmutante konnte
festgestellt werden, dafl die Dreifachmutante bei allen Temperaturen ein schlechteres
Wachstum aufwies. Das bedeutet, die zusitzliche Abwesenheit von Alpl4p hat einen
negativen Einflul auf das Wachstum.

Mit der Herstellung der pegl-lalpl4A Doppelmutanten und der Beobachtung von
synthetischer Letalitit konnte, wie fiir mal3" und alpl4", eine genetische Interaktion
zwischen pegl” und alpl4" nachgewiesen werden (Vietmeier-Decker, 2004). Die
Beobachtung von additiven Phinotypen impliziert, da Alpl4p im gleichen mitotischen
Prozef3 mitwirkt, in dem Peglp und Mal3p eine Rolle spielen.

Mit der Isolation des Peglp-Proteins wurde ein neues S. pombe Zentromer- bzw. Mikrotubuli-
assoziiertes Protein entdeckt, dafl eine Funktion im Aufbau und der Aufrechterhaltung der
bipolaren mitotischen Spindel ausiibt. Zusétzlich implizieren die erhaltenen Daten, daf3 es sich

bei Peglp vermutlich um einen funktionellen ,,Gegenspieler von Mal3p handelt.
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6 Diskussion

Unsere Arbeitsgruppe ist an der Aufkldrung der molekularen Prozesse interessiert, die eine
priazise Verteilung des genetischen Materials wahrend der Mitose gewéhrleisten. Im Rahmen
meiner Doktorarbeit erfolgte zum einen die Isolation und Charakterisierung neuer mitotischer
Komponenten der Spalthefe S. pombe, zum anderen wurde mit der funktionellen Analyse
bereits charakterisierter mitotischer Proteine fortgefahren.

Dabei konnte mit dieser Arbeit gezeigt werden, dal3 alle hier behandelten Proteine, d.h.
sowohl die neu identifizierten als auch die bereits charakterisierten mitotischen Komponenten
Gemeinsamkeiten in ihrer Funktion aufweisen. Neben einer Rolle beim Aufbau der
mitotischen Spindel agieren alle bei der Verkniipfung von Spindel-Mikrotubuli mit dem

Kinetochor.

6.1 Welche Rolle iibernimmt das Mall6p-Protein wahrend der
Mitose ?

Auf der Suche nach einer neuen Komponente der Chromosomen-Segregation in S. pombe
erfolgte die ndhere Charakterisierung des temperatursensitiven mall6-1 Mutantenstammes,
bei der sich herausstellte, dal das entsprechende Genprodukt, das Mall6p-Protein, eine
Funktion in der Mitose ausiibt.

Obwohl es mittels mehrerer Komplementationsversuche nicht moglich war, das mall6"-
Wildtyp-Gen zu isolieren, konnte die chromosomale Region, in der das Wildtyp-Gen
lokalisiert ist, mit Hilfe einer Genkartierung eingegrenzt, jedoch aus Zeitgriinden noch nicht
endgiiltig bestimmt werden. Ausgehend von einer S. pombe Genomgréfle von 13,8 Mbp
wurde der Bereich bereits auf 21 Kbp eingeschrinkt. Somit steht fest, daB das mall6 -
Wildtyp-Gen auf dem linken Arm des Chromosom I ca. 400 Kbp vom Zentromer entfernt
liegt. In diesem eingegrenzten Bereich des Chromosom I sind 10 Gene lokalisiert, die als
mall6 -Wildtyp-Gen in Frage kommen. Wihrend es sich bei 7 dieser 10 um bislang
uncharakterisierte Gene handelt, ist die Funktion von 3 Genen bzw. Genprodukten bereits
bekannt. Dabei spielen letztere in Prozessen, wie DNA-Reparatur, Degradation bzw.
Prozessierung von Paarungspheromonen und Zellwand-Aufbau eine Rolle, aber fiir keines
dieser konnte bislang ein Bezug zur Mitose hergestellt werden (Lu und Fawcett, 1998; Chang
und Lu, 2002; Imai und Yamamoto, 1992; Hughes und Davey, 1997; Ribas et al., 1991; Diaz
et al., 1993). Da mit dieser Arbeit gezeigt werden konnte, dal Mall6p in den mitotischen
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Prozess involviert ist, handelt es sich vermutlich bei dem Mall6p-Protein um eines der
7 bisher uncharakterisierten Genprodukte. Die Rolle, die Mall6p wihrend der Mitose
tibernimmt, wird im folgenden diskutiert.

Zellen des mall6-1 Mutantenstammes zeigen unterschiedliche Defekte wahrend der Mitose,
die auf mehr als nur eine mitotischen Rolle des Mall6p-Proteins schlieBen lassen. Neben
einem Defekt im Aufbau der Struktur der Metaphasenspindel weisen mall6-1 Anaphasen-
Zellen bei der restriktiven Temperatur eine abnorme Chromatin-Verteilung auf, die unter
anderem durch eine fehlende Trennung der Schwesterchromatiden hervorgerufen wird.

Dieser Defekt bei der Trennung der Schwesterchromatiden als auch der in mall6-1 Zellen
beobachtete ,,Lagging“-Chromsomen-Phénotyp kann verschiedene Ursachen haben. Dabei
sind diese mutanten Phinotypen ein typisches Merkmal von Mutantenstimmen, in denen
entweder Kinetochorproteine oder mitotische Komponenten, die eine Funktion bei Spindel-
Kinetochor-Interaktionen besitzen, defekt sind (Ohkura et al., 1988; Fleig et al., 1996; Saitoh
et al., 1997; Goshima et al., 1999; Nakaseko et al., 2001; Garcia et al., 2001; Jin et al., 2002;
Pidoux et al., 2003).

So wurde fiir die Kohidsionsmutante rad2/-KI ein Defekt bei der Trennung der
Schwesterchromatiden beschrieben (Tatebayashi et al., 1998). Rad21p ist eine Komponente
des Kohesin-Komplexes und als solche mit Chromatin, insbesondere mit der dufleren
Zentromer-Region, assoziiert. Dabei wird die proteolytische Spaltung von Rad21p fiir die
Trennung der Schwesterchromatiden wihrend der Anaphase benétigt (Tomonaga et al., 2000;
Toyoda et al., 2002; Partridge et al., 2002). Auch Mutationen in Genen, die fiir innere
Zentromerkomponenten kodieren, fithren zu einer fehlenden Trennung der Schwester-
chromatiden und ,,Lagging*“-Chromosomen, wie z.B. bei einer funktionellen Beeintrachtigung
der inneren Zentromerproteine Mal2p und Sim4p (Fleig et al., 1996; Jin et al., 2002; Pidoux et
al., 2003).

Obwohl die oben genannten mall6-1 Phanotypen sowie die starke genetische Interaktion
zwischen mall6" und mal2” die Funktion von Mall6p mit dem Kinetochor in Verbindung
setzt, ist es unwahrscheinlich, dal es sich bei Mall6p um ein Kinetochorprotein per se
handelt, da fiir alle bisherigen Kinetochormutanten keine morphologisch sichtbare
Beeintriachtigung des Mikrotubuli-Zytoskeletts -wie es fiir den mall6-1 Mutantenstamm der
Fall ist- nachgewiesen werden konnte.

Die erhaltenen Daten deuten darauf hin, dal Mall6p in seiner Funktion den Komponenten
zweier unterschiedlicher Proteingruppen dhnelt; zum einen den Mikrotubuli-assoziierten bzw.

Mikrotubuli-Plus-End-bindenden Proteinen, wie z.B. Alpl4p und Mal3p, zum anderen den
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unter dem englischen Begriff bekannten ,,chromosomal passenger” Proteinen, wie z.B. dem
Arklp-Protein. Funktionelle Beeintrichtigungen von Komponenten beider Proteingruppen
filhren sowohl zu einem Defekt bei der Trennung der Schwesterchromatiden als auch zu
mitotischen Spindel-Anomalien (Beinhauer et al., 1997; Nakaseko et al., 2001; Garcia et al.,
2001; Petersen et al., 2001). Dabei zeigen die Proteine beider Gruppen eine
zellzyklusphasenabhidngige Assoziation mit dem Kinetochor und Spindel-Mikrotubuli, jedoch
ist die zeitliche Reihenfolge dieser Assoziation zu unterscheiden. Wahrend Mikrotubuli-Plus-
End-bindende Proteine Mikrotubuli zur Kinetochor-Lokalisierung bendtigen und im Verlauf
der Mitose bei diesen die Bewegung von den Spindel-Mikrotubuli zum Kinetochor erfolgt,
wandern die sogenannten ,,chromosomal passenger® Proteine -im Gegensatz dazu- von den
Zentromeren auf die Spindel-Mitte.

So wurden fiir die alpl/4 Mutanten neben einer abnormen Segregation der
Schwesterchromatiden auch Defekte im Aufbau einer mitotischen Spindel festgestellt, die
ebenso wie in Zellen des mall6-1 Mutantenstammes zur Aktivierung des mitotischen Spindel-
Kontrollpunktes fiihren (He et al., 1998; Garcia et al., 2001). Als Mitglied der evolutionér
konservierten XMAP215/TOG-Familie wird Alpl4p eine wichtige Bedeutung bei der
Regulation der Dynamik an den Plus-Enden der Mikrotubuli zugesagt (Ubersichtsartikel:
Andersen, 2000; Tournebize et al., 2000; Spittle et al., 2000; Garcia et al., 2001; Kinoshita et
al., 2002). Aufgrund der transienten Kinetochor-Lokalisierung wird davon ausgegegangen,
dall Alpl4p eine Funktion bei der Verkniipfung von Spindel-Mikrotubuli und Kinetochor
tibernimmt (Nakaseko et al., 2001; Garcia et al., 2001; Garcia et al., 2002).

Die Anomalien der Metaphasen-Spindel in mall6-1 Zellen bestehen zum einen in einer
gebogenen Struktur, die moglicherweise auf eine fehlende Erzeugung der Spindel-Spannung
zurlickzufiihren ist und diese fiir die Verkniipfung von Spindel und Kinetochor bendtigt wird.
Zum anderen zeigt diese nur eine sehr schwache Anfirbung, was vermutlich durch eine
geringere Anzahl von Mikrotubuli-Biindeln innerhalb der Metaphasenspindel hervorgerufen
wird. Letztere Beobachtung wurde ebenfalls in Zellen des alpl4A als auch mal3A
Mutantenstammes gemacht (Garcia et al., 2001; Beinhauer et al., 1997).

Mal3p weist als Mitglied der evolutionir konservierten EB1-Familie Mikrotubuli-assoziierter
Proteine eine priferentielle Assoziation mit Mikrotubuli-Plus-Enden auf und spielt eine Rolle
bei der Anheftung der Mikrotubuli-Plus-Enden an das Kinetochor (Tirnauer et al., 1999;
Berrueta et al., 1998; Morrison et al., 1998; Juwana et al., 1999; Mimori-Kiyosue et al., 2000;
Rehberg und Graf, 2002; Browning et al., 2003; Busch und Brunner, 2004). Neben dem

dhnlichen mitotischen Spindel-Defekt deutet des weiteren die bestehende genetische
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Interaktion zwischen mall6" und mal3" auf eine Funktion von Mall6p im gleichen ProzeR
wie Mal3p hin, was eine Rolle von Mall6p bei der Verkniipfung von Spindel-Mikrotubuli mit
dem Kinetochor impliziert.

Dadurch, daB mall6-1 Zellen bei der restriktiven Temperatur einen starken
,Elongationsphinotyp* aufweisen und dieser Phédnotyp bei Mutanten auftritt, die als
Regulatoren -wie z.B. die SpRan GTPase Spilp- nicht nur mitotische, sondern weitere
zelluldre Prozesse beeinflussen, wird davon ausgegangen, daB3 dies auch auf das Mall6p-
Protein zutrifft (Ubersichtsartikel: Sazer und Dasso, 2000; Fleig et al., 2000). Bei der
Literaturrecherche nach Proteinen, die dhnliche Phinotypen im Vergleich zu dem mall6-1
Mutantenstamm aufweisen, wurde Arklp gefunden (Petersen et al., 2001; Leverson et al.,
2002; Petersen und Hagan, 2003). Dem Arkl1p-Protein, das homolog zu den Aurora Kinasen
A und B hoherer Eukaryoten ist, wird -wie allen ,,chromosonal passenger* Proteinen- eine
Regulation unterschiedlicher mitotischer Prozesse zugeordnet. Die Abwesenheit von Arklp
fiihrt in Zellen zu verschiedenen Defekten, wie z.B. einer fehlenden Trennung der
Schwesterchromatiden, dem ,,Lagging“-Chromosom-Phénotyp, stark elongierten Zellen und
Defekten im Aufbau der mitotischen Spindel (Petersen et al., 2001). Des weiteren zeigen
Zellen, denen Arklp fehlt, einen Defekt in der Chromosomen-Kompaktierung, der dem in
mall6-1 Zellen sehr dhnelt (Petersen et al., 2001). Aufgrund der Tatsache, dal3 es sich bei
Arklp um einen Regulator unterschiedlicher mitotischer Prozesse handelt und die Phianotypen
des mall6-1 Mutantenstammes denen bei Abwesenheit von Arkl gleichen, wird impliziert,
dal3 Mall6p ebenfalls verschiedene Funktionen wéihrend der Mitose ausfiihrt.

Abschliefend kann festgehalten werden, daB3 durch die ndhere Charakterisierung eines neuen
mal Mutantenstammes das Mall6p-Protein als eine bislang unbekannte mitotische
Komponente identifiziert werden konnte, die neben einer moglichen Funktion in
anderweitigen zelluldren Prozessen unterschiedliche Rollen wéhrend der Mitose ausiibt.
Dabei existieren zwei dieser Rollen sowohl bei dem strukturellen Aufbau der

Metaphasenspindel als auch bei der Verkniipfung von Spindel-Mikrotubuli und Kinetochor.
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6.2 Funktionelle Analyse der SpRan GTPase wiahrend der Mitose

Das S. pombe spil *-Gen kodiert fiir Ran, eine kleine GTPase der evolutionir konservierten
Ras-Familie (Ubersichtsartikel: Sazer, 1996). Wie alle GTPasen tritt Ran entweder in einer
GTP-gebundenen oder in einer GDP-gebundenen Form auf und in Abhéngigkeit von dieser
interagiert Ran mit unterschiedlichen regulatorischen Proteinen (Boguski und McCormick,
1993; Ubersichtsartikel: Sazer, 1996). Aufgrund einer asymmetrischen zelluldren Verteilung
von Ran und seinen Regulatoren liegt Ran im Zellkern primédr in der GTP-gebundenen, im
Zytoplasma hingegen priferentiell in der GDP-gebundenen Form vor (Ubersichtsartikel:
Sazer, 1996; Ubersichtsartikel: Sazer und Dasso, 2000). Dabei wird dieser ,steile* Ran-
Gradient iiber der Kermembran fiir die Funktion von Ran im nukleozytoplasmatischen
Kerntransport benétigt (Ubersichtsartikel: Gorlich, 1998).

Seit langem wurde in vitro Untersuchungen zufolge fir Ran -neben einer Rolle im
Kerntransport- eine Funktion im Aufbau der mitotischen Spindel angenommen, wobei der
in vivo Beweis hierfiir in unserer Arbeitsgruppe erbracht wurde (Fleig et al., 2000). Mit der
Isolation des spil-25 Mutantenstammes wurde zum allerersten Mal ein mutiertes Allel des
spil *-Gens identifiziert, das zu aberranter Mitose in Zellen des Mutantenstammes fiihrt und
diese mitotischen Anomalien unabhingig vom nukleozytoplasmatischen Kerntransport sind
(Fleig et al., 2000).

Untersuchungen, die wéhrend meiner Diplomarbeit durchgefiihrt wurden, gaben unter
anderem Hinweise auf eine Funktion von Spilp bei der Organisation bzw. Stabilisierung von
Mikrotubuli (Karig, 2000). Dabei wird davon ausgegangen, dall Spilp bzw. Ran nicht direkt
in der Mikrotubuli-Integritdt involviert ist, sondern vermutlich {iber Interaktion mit
regulatorischen bzw. mitotischen Proteinen die Stabilitdt von Mikrotubuli reguliert (Fleig et
al., 2000; Karig, 2000). Um auf die genaue Funktion von Spilp bzw. Ran schlieen zu
konnen, wurde versucht, die mitotischen Proteine, {iber die Ran diesen Prozef3 reguliert, zu

identifizieren.

6.2.1 Die SpRan GTPase beeinflusst die Funktion des Minus-End-
gerichteten Motorproteins Klp2p

Einer der Hauptdefekte des spil/-25 Mutantenstammes ist die Unfdhigkeit, eine bipolare
Spindel zu bilden, und somit weisen spi/-25 Zellen nur eine monopolare Spindel auf (Fleig et
al., 2000). Mutationen in dem Motorprotein Cut7p fithren ebenfalls zu diesem Defekt (Hagan
und Yanagida, 1990). Dabei handelt es sich bei Cut7p um ein Kinesin der konservierten

BimC-Familie (Hagan und Yanagida, 1990; Hagan und Yanagida, 1992).
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Entsprechend ihrer Funktionen werden Motorproteine unterschiedlichen Klassen zugeordnet,
wobei eine dieser, die Klasse der Plus-End-gerichteten Motorproteine, allein durch Cut7p in
S. pombe reprasentiert wird (Hagan und Yanagida, 1990; Hagan und Yanagida, 1992). Als
antagonistische Kraft zu dem Plus-End-gerichteten Motorprotein wirken die Minus-End-
gerichteten Spindel-Kinesine Pkl1p und Klp2p (Pidoux et al., 1996; Troxell et al., 2001).

Bei der Untersuchung nach genetischer Interaktion zwischen spil” und cut7" stellte sich
heraus, daB spil-25cut” Doppelmutanten ein leicht verbessertes Wachstum im Vergleich zu
den Einzelmutanten aufweisen. Ebenso wie die Anwesenheit der spi/-25 Mutation die
Temperatur-Sensitivitdt der cut7” Mutanten partiell supprimieren kann, bewirkt die cut7”
Mutation eine schwache Komplementation des verlangsamten Wachstums der spil-25
Mutante. Dabei handelt es sich um allelspezifische Suppressionen, die darauf hindeuten, daf3
Spilp und Cut7p zueinander entgegengesetzte Funktionen in demselben ProzeB ausiiben. Da
die Abwesenheit des pkll -Gens bzw. des klp2"-Gens ebenfalls zu einer allelspezifischen
Suppression der Temperatur-Sensitivitit von cut7* Mutantenstimme fiihrt, wurde mittels
Untersuchung nach genetischer Interaktion iiberpriift, ob Spilp mdoglicherweise die Funktion
von Pkllp oder Klp2p beeinfluBt (Pidoux et al., 1996; Troxell et al., 2001). Dabei konnte
festgestellt werden, daB3 pkllAspil-25 Doppelmutanten ein verschlechtertes Wachstum im
Vergleich zu den Einzelmutanten aufweisen, wédhrend das Wachstum der klp2Aspil-25
Doppelmutanten keinen Unterschied zu dem der spi/-25 Einzelmutante zeigt.

Fiir den Aufbau und die Aufrechterhaltung der Bipolaritdt der mitotischen Spindel wird ein
Gleichgewicht zwischen den entgegengesetzten Kriften von Plus-End-gerichteten und Minus-
End-gerichteten Motorproteinen benétigt (Ubersichtsartikel: Wittmann et al., 2001). Dabei
fiihrt eine Beeintrachtigung dieses Gleichgewichtes neben einem Verlust der Bipolaritéit auch
zu einem Defekt in der Separation der SPKs in der Prophase (Ubersichtsartikel: Sharp et al.,
2000; Ubersichtsartikel: Wittmann et al., 2001). Da Zellen des spi/-25 Mutantenstammes zum
einen einen Defekt im Aufbau einer bipolaren Spindel aufweisen, zum anderen eine
Anreicherung von Prophasen-Zellen zeigen, bei denen des ofteren kaum separierte SPKs zu
beobachten sind, wird die Vermutung erhdrtet, dal in spi/-25 Zellen das Gleichgewicht
zwischen den verschiedenen Motorproteinen beeintrachtigt ist (Fleig et al., 2000). Aufgrund
der Beobachtung, dal} die gleichzeitige Beeintrachtigung der SpRan GTPase und des Cut7p-
Proteins zu einem verbesserten Wachstum fiihrt, ldsst darauf schlieBen, dal3 in den
Doppelmutanten das Gleichgewicht zwischen den funktionell zu unterscheidenden
Motorproteinen im Vergleich zu den Einzelmutanten besser eingestellt ist. Dabei scheint es,

daBB in dem spil-25 Mutantenstamm die Balance auf Seite der Minus-End-gerichteten
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Motorproteine gestort ist, was durch die Feststellung des verschlechtertes Wachstum der
pkllAspil-25 Doppelmutanten im Vergleich zu den Einzelmutanten bestitigt wurde. Durch
die Entdeckung, daB die klp2Aspil-25 Doppelmutanten unverdndertes Wachstum im
Vergleich zu der spil-25 Einzelmutante aufweisen, konnte gezeigt werden, da3 die SpRan
GTPase in derselben Reaktionskaskade wie Klp2p wirkt und die Funktion dieses Minus-End-
gerichteten Motorproteins beeinflusst (Abb.6-1).

Da klp2A Einzelmutanten als auch pkllAkip2A Doppelmutanten gleiches Wachstum wie
Wildtypzellen aufweisen, bedeutet dies, dal andere Motorproteine oder mitotische
Komponenten die Funktion dieser iibernehmen konnen, und die Funktionen somit redundant
sein miissen (Pidoux et al., 1996; Troxell et al., 2001). Aufgrunddessen, dal3 der spi/-25
Mutantenstamm im Vergleich zur klp2A Einzelmutante unter anderem einen Wachstums-
defekt aufweist, kann davon ausgegangen werden, dall Spilp -neben dem Spindel-Kinesin
Klp2p- die Funktion zusitzlicher mitotischer Komponenten reguliert, die in der spil-25
Mutante gestort sind.

In Ubereinstimmung mit den erhaltenen Ergebnissen konnte in einer neuesten in vitro
Untersuchung gezeigt werden, da3 die Aktivitit zur Biindelung von Mikrotubuli durch das
»Minus-End-gerichtete Motorprotein XCTK2 und ebenfalls die MT-Assoziation dieses
Proteins durch die Ran GTPase und die Import-Faktoren Importin o/ 3 reguliert werden
(Ems-McClung et al., 2004). Es wird angenommen, daf3 die Regulation von Ran zwar {iber
die gleichen nukledren Transport-Faktoren erfolgt, die eine Rolle beim nukleo-
zytoplasmatischen Kerntransport spielen, aber dennoch unabhidngig von diesem agieren

(Gruss et al., 2001; Nachury et al., 2001; Schatz et al., 2003).

6.2.2 Die SpRan GTPase wird fiir die Interaktion zwischen Spindel-
Mikrotubuli und Kinetochor benotigt

Neben einem EinfluB auf den Aufbau einer bipolaren Spindel wurde in in vitro Studien
Hinweise auf weitere mogliche Funktionen von Ran wéhrend der Mitose erhalten. Dabei
implizieren die Ergebnisse dieser Studien, dal das Ran GTPase System die Funktion des
Kinetochors reguliert. Des weiteren werden Vermutungen geduBert, da3 dieses ebenfalls fiir
die Interaktion zwischen Spindel-Mikrotubuli und Kinetochor bendtigt wird (Bamba et al.,
2002; Joseph et al., 2002; Arnaoutov und Dasso, 2003; Joseph et al., 2004).

Mit der Isolation extragener spil-25 Multikopie-Suppressoren und der anschlieenden
nidheren Charakterisierung der entsprechenden Genprodukte wurden das Mikrotubuli-

assoziierte Mal3p-Protein, das Kinetochorprotein Spc7p und das bislang unbekannte



Diskussion 122

Mikrotubuli-assoziierte S. pombe Protein SpDamlp identifiziert (Karig, 2000). Wie im
folgenden Kapitel beschrieben wird, handelt es sich bei diesen spi/-25 Suppressoren um
Proteine, die fiir die Verkniipfung von Spindel-Mikrotubuli und Kinetochor bendtigt werden
(Kerres et al., 2004).

6.2.2.1 SpRan spielt eine Rolle bei der Interaktion zwischen dem Kinetochorprotein

Spc7p und dem Mikrotubuli-assoziierten Mal3p-Protein

Dem Mal3p-Protein wird als evolutiondr konserviertes Mitglied der EB1-Familie und somit
als Mikrotubuli-Plus-End-bindendendes Protein eine Funktion bei der Regulation der
Mikrotubuli-Dynamik an den Kinetochoren zugeschrieben (Beinhauer et al., 1997; Dujardin
et al., 1998; Lin et al., 2001; Browning et al., 2003; Busch und Brunner, 2004; Kerres et al.,
2004). Eine Vielzahl an Studien belegen, daB3 Mitglieder der EB1-Familie eine Assoziation
mit dem Kinetochor aufweisen und diese eine Rolle bei der Ausbildung bzw. Stabilisierung
von Kinetochor-Mikrotubuli-Verkniipfungen spielen (Juwana et al., 1999; Fodde et al., 2001;
Kaplan et al., 2001; Rehberg und Graf, 2002; Tirnauer et al., 2002a). Wihrend die Suche nach
Interaktionspartnern am Zentromer fiir die jeweiligen Mitglieder bislang erfolglos blieb,
konnte in unserem Labor ein Protein isoliert werden, das mit dem Mal3p-Protein am
Kinetochor interagiert (Kerres et al., 2004).

Dieses Protein, Spc7p, wurde als Suppressor der mal3-1 mutanten Phinotypen isoliert und in
der darauffolgenden ChIP-Analyse konnte von mir gezeigt werden, daf} es sich bei diesem um
ein neues S. pombe Kinetochorprotein der inneren Zentromer-Doméne handelt (Vietmeier-
Decker, 2004; Kerres et al., 2004). In Verbindung mit dem Nachweis einer direkten
Interaktion zwischen Spc7p und Mal3p konnte zum ersten Mal fiir ein Mitglied der EB1-
Familie ein Interaktionspartner am Kinetochor identifiziert werden (Kerres et al., 2004).

Die Identifizierung sowohl des Mal3p-Proteins als auch des Kinetochorproteins Spc7p als
extragene spil-25 Suppressoren ldsst vermuten, dal die SpRan GTPase ebenfalls eine
Funktion bei der Verkniipfung von Spindel-Mikrotubuli und Kinetochor ausiibt (Abb.6-1).
Dabei wurde in immunofluoreszenzmikroskopischen Untersuchungen nachgewiesen, daf} in
Zellen des spil-25 Mutantenstammes die Lokalisierung der jeweiligen Proteine beeintrachtigt
ist.

In Ubereinstimmung mit den hier priisentierten Ergebnissen konnte bereits in vitro gezeigt
werden, dal das Ran GTPase System einen EinfluB auf die Funktion von Mikrotubuli-
assoziierten Proteinen sowie auf die Kinetochor-Funktion ausiibt. Fiir die Funktion der

Mikrotubuli-assoziierten Proteine TPX2 und NuMA wurde eine Regulation durch Ran und
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Importin o/f nachgewiesen (Gruss et al., 2001; Nachury et al., 2001; Schatz et al., 2003).
Wihrend die Mikrotubuli-Bindung von TPX2 und dessen Aktivitit zur Biindelung von
Mikrotubuli nicht durch das Ran GTPase System gesteuert werden, konnte ein Einflufl auf
den Aufbau der Mikrotubuli festgestellt werden (Schatz et al., 2003). Des weiteren wird Ran
eine Rolle bei der Kinetochor-Funktion zugeordnet, da zum einen die Ran GTPase-
aktivierenden Proteine, Ran GAP1 und Ran BP2, mit Metaphasen-Kinetochore assoziieren,
zum anderen die Ran GTPase in C. elegans ebenfalls am Kinetochor lokalisiert ist und
vermutlich eine Rolle bei der Anheftung der Spindel-Mikrotubuli an das Kinetochor spielt
(Bamba et al., 2002; Joseph et al., 2002). Zusétzlich wurde in einer Studie gezeigt, daf3 der
mitotische Spindel-Kontrollpunkt und die Kinetochor-Lokalisierung der Proteine dieses
Kontrollpunkts durch den Level an Ran GTP reguliert werden (Arnaoutov und Dasso, 2003).

Die in dieser Arbeit erhaltenen Daten fithren zu der Annahme, da3 SpRan tiber die Proteine

Spc7p und Mal3p die Verkniipfung von Spindel-Mikrotubuli und Kinetochor reguliert.

6.2.2.2 Die Funktion des neuen Mikrotubuli-assoziierten S. pombe Proteins SpDamlp

wird durch SpRan reguliert

Uber Komplementation der TBZ-Hypersensitivitit des spi/-25 Mutantenstammes erfolgte die
Identifizierung eines neuen S. pombe Proteins, das aufgrund seiner Ahnlichkeit zu dem
Damlp-Protein in S. cerevisiae SpDaml1p genannt wurde.

Auf dem Original-Genbank-Plasmid war nicht das gesamte spdaml”-Gen enthalten, sondern
lediglich 82 % des N-Terminus, und es stellte sich heraus, daf3 die Expression des verkiirzten
Fragmentes eine bessere Suppression der TBZ-Hypersensitivitit bewirken konnte als die des
Volldngen-Konstrukts. Da die Komplementation sowohl bei moderater als auch bei starker
Uberexpression des Vollingen-Gens im Vergleich zueinander gleich ist und somit nicht von
der SpDaml1p-Kopienzahl abhéngig sein kann, wird davon ausgegangen, daf3 der C-Terminus
von SpDamlp eine inhibitorische Auswirkung auf die Suppression hat. Obwohl diese
Beobachtung zu der Vermutung fiihrt, da3 der C- und der N-Terminus des SpDam1p-Proteins
funktionell zu unterscheiden sind, bleibt die genaue Ursache zu diesem Zeitpunkt unklar.
Damlp in S. cerevisiae wurde zunéchst als mitotisches Spindelprotein identifiziert (Hofmann
et al., 1998). In den darauffolgenden Studien konnte gezeigt werden, dal} es sich bei Damlp
um eine Komponente eines Multiproteinkomplexes des Kinetochors handelt, der als Daml-
Komplex bezeichnet wird und dieser in der Lage ist, direkt an Mikrotubuli zu binden
(Cheeseman et al., 2001). Neben einer Funktion bei der Aufrechterhaltung der Spindel-

Integritdit wird dem Damlp-Protein eine sehr wichtige Rolle in der Regulation und
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Ausbildung von bipolaren Kinetochor-Mikrotubuli-Verkniipfungen wihrend der Mitose
zugeordnet (Jones et al., 1999; Enquist-Newman et al., 2001; Kang et al., 2001; Li et al.,
2002; Cheeseman et al., 2002; Shang et al., 2003). Dabei erfolgt die Kontrolle einer intakten
Verkniipfung iiber die Phosphorylierung bzw. Dephosporylierung von Damlp und weiteren
Kinetochor-Komponenten (Cheeseman et al., 2002; Tanaka et al., 2002; Shang et al., 2003).
Bei SpDamlp handelt es sich ebenfalls um ein Mikrotubuli-assoziiertes Protein und in der
entsprechenden immunofluoreszenzmikroskopischen Untersuchung wurde ein Hinweis auf
eine mogliche Kinetochor-Lokalisierung dieses Proteins erhalten (Abb.6-1).

Im weiteren Verlauf dieser Arbeit konnte festgestellt werden, daB eine Uberexpression des
spdaml” Vollingen-Gens in Wiltyp-Zellen zu einer erhohten Resistenz gegeniiber der
Mikrotubuli-destabilisierenden Chemikalie TBZ fiihrt, was impliziert, da3 SpDamlp
vermutlich eine Funktion bei der Stabilisierung von Mikrotubuli hat. Die Beobachtung, daf3
zusitzliche Kopien an SpDamlp einen Wachstumsdefekt bei Zellen des Wildtyps bewirken,
konnte auf eine Uberstabilisierung von Mikrotubuli zuriickgefiihrt werden. Eine dhnliche
Beobachtung konnte ebenfalls bei Uberexpression von daml” in S. cerevisiae Zellen gemacht
werden, die darauthin aufgrund mitotischer Defekte nicht {iberlebensfihig sind (Hofmann et
al., 1998).

Parallel zu dieser Arbeit wurde spdam1” auch als ein Suppressor mal3-1 mutanter Phianotypen
isoliert (Vietmeier-Decker, 2004). Da es sich bei SpDamlp entweder um das Homologe zu
Damlp in S. cerevisiae handelt oder zumindest um ein Protein mit einer &hnlichen Funktion,
war es interessant, da3 zusétzliche Kopien von SpDamlp mutante Phanotypen des mal3-1
Mutantenstammmes supprimieren konnen. Die Tatsache, dal neueste Studien darauf
hindeuten, dal Mal3p unter anderem fiir die Anheftung der Spindel-Mikrotubuli an das
Kinetochor verantwortlich ist und Damlp in S. cerevisiae ebenfalls eine Rolle in diesem
Prozef3 zugeordnet wird, konnte dies ein weiterer Hinweis sein, dal SpDamlp das Damlp-
Homolog ist (Kerres et al., 2004; Cheeseman et al., 2002; Tanaka et al., 2002; Shang et al.,
2003). Des weiteren wurde in einer Untersuchung nach direkten Dam1p-Interaktionspartnern
das S. cerevisiae Protein Bimlp isoliert, das zu Mal3p homolog ist (Shang et al., 2003). Dies
konnte bedeuten, daB SpDamlp moglicherweise an der Anheftungsstelle der Mikrotubuli-
Plus-Enden und Kinetochor mit dem Mikrotubuli-Plus-End-bindenden Mal3p-Protein
interagiert (Abb.6-1).

In einer letzten Untersuchung wurde iiberpriift, ob die Lokalisierung des SpDam1p-Proteins
in Zellen des spil-25 bzw. mal3A Mutantenstammes verdndert ist, aber hierbei konnte

festgestellt werden, da3 vermutlich Spilp und Mal3p nicht fiir eine Mikrotubuli-Lokalisierung
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von SpDamlp bendtigt werden. Da sowohl der SpRan GTPase, als auch dem Mal3p-Protein
eine Rolle bei der Stabilisierung von Mikrotubuli zugeordnet wird und in den entsprechenden
Mutanten diese Funktion beeintrichtigt ist, konnen zusétzliche Kopien an SpDamlp diesen
Defekt entgegenwirken, indem sie unter anderem die Stabilitét der Mikrotubuli in den Zellen
der Mutanten erhdhen (Abb.6-1).

Die Tatsache, dal} das neue S. pombe Protein SpDam1p Homologie zu Damlp in S. cerevisiae
aufweist und letzteres neben einer Funktion bei der Aufrechterhaltung der Spindel-Integritét
auch in der Regulation und Ausbildung von bipolaren Kinetochor-Mikrotubuli-
Verkniipfungen involviert ist, impliziert, dal SpRan eine Rolle bei der bipolaren Anheftung
des Kinetochors iibernimmt.

Inwieweit die SpRan GTPase die Funktionen der entsprechenden mitotischen Komponenten
beeinflusst und wie die bisher erhaltenen Ergebnisse miteinander in Verbindung stehen, wird

anhand eines stark vereinfachten Modells in dem folgenden Kapitel beschrieben (Abb.6-1).

6.2.3 Die mogliche Funktion der SpRan GTPase wihrend der Mitose

Einige Studien deuten darauf hin, daB3 der EinfluB von Ran auf die Funktion verschiedener
mitotischer Komponenten und somit auf die unterschiedlichen Abldufe wihrend der Mitose
durch einen dem Kerntransport dhnlichen Mechanismus erfolgt (Nachury et al., 2001; Gruss
et al., 2001; Ems-McClung et al., 2004). Dabei wird davon ausgegangen, dall Ran durch die
nukledren Transport-Rezeptoren Importin o und/ oder Importin 3 die Verfiigbarkeit der
Proteine kontrolliert, die unter anderem fiir den Aufbau und die Aufrechterhaltung der
mitotischen Spindel bendtigt werden. Aufgrund der Chromatin-Lokalisierung von Ran GEF,
dem Guanin-Nukleotid-Austausch-Faktor, der fiir den Austausch von GDP gegen GTP
verantwortlich ist, wird eine hohe Ran GTP Konzentration im Bereich des Chromatins
erreicht (Bischoff et al., 1991a; Bischoff et al., 1991b; Ubersichtsartikel: Sazer und Dasso,
2000). Diese hohe Ran GTP Konzentration sorgt dafiir, dal Proteine, die durch Bindung an
Importin o und/ oder Importin 3 ihre Funktion nicht ausfiihren kénnen, in unmittelbarer Ndhe
des Chromatins durch Bindung von Ran-GTP an den entsprechenden Transport-Rezeptor
entlassen werden (Nachury et al., 2001; Gruss et al., 2001; Schatz et al., 2003). Erst in
ungebundenem Zustand sind die jeweiligen mitotischen Proteine in der Lage, entsprechend
ithrer Funktion zu agieren.

Mit der Isolation des spil-25 Mutantenstammes wurde eine Mutante identifiziert, die
aberrante Mitose aufweist (Fleig et al., 2000). Da gezeigt werden konnte, da3 nur ca. 30 % der

Spil-25p-Proteine imstande sind, Nukleotide zu binden, wurde in einer darauffolgenden
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Studie festgestellt, daBl in Abhéingigkeit von der Konzentration an aktivem Spilp
unterschiedliche -voneinander unabhingige- zelluldre Prozesse beeintrichtigt werden (Fleig et
al., 2000; Salus et al., 2002). Wihrend eine hohe Konzentration an funktionellen SpRan fiir
den prézisen Ablauf der Mitose bendtigt wird, ist der Bedarf an funktionellem SpRan fiir
andere zelluldre Prozesse, wie z.B. dem Kerntransport, niedriger. Aufgrund der Tatsache, daf3
in dem spi/-25 Mutantenstamm nur ca. 30 % der Spil-25-Proteine Nukleotide binden kénnen,
wirkt sich dies auch auf den Level an SpRan GTP in diesen Zellen aus (Fleig et al., 2000;
Salus et al., 2002). Das konnte bedeuten, da3 mit einer Erniedrigung an SpRan GTP ebenfalls
die Anzahl der mitotischen Proteine vermindert ist, die durch SpRan GTP von den Transport-
Faktoren entlassen werden, wihrend der nukleozytoplasmatische Kerntransport
unbeeintrichtigt bleibt.

Da im Rahmen dieser Arbeit gezeigt wurde, dal SpRan EinfluB3 auf die Funktion des Minus-
End-gerichteten Motorproteins Klp2p und die der Proteine Mal3p, Spc7p und SpDamlp
nimmt, erscheint es durchaus moglich, daB3 in spi/-25 Zellen ein Teil dieser an den Transport-
Faktoren gebunden bleibt und somit nicht agieren kann. In einer Studie stellte sich heraus, daf3
die Mikrotubuli-Assoziation des Minus-End-gerichteten Motorproteins XCTK2p durch
Bindung von Importin o/ B an die Mikrotubuli-Binde-Doméne inhibiert wird. Das konnte
bedeuten, dafl die fehlende bzw. verringerte Lokalisierung des Mikrotubuli-Plus-End-
bindenden Mal3p-Proteins und des Kinetochorproteins Spc7p in Zellen des spil-25
Mutantenstammes ebenfalls auf die Bindung der Transport-Faktoren an die entsprechenden
Dominen zuriickzufiihren ist (Ems-McClung et al., 2004). Obwohl die Lokalisierung des
Motorproteins Klp2p nicht untersucht wurde, wire dies auch fiir das Klp2p-Protein denkbar.
In einer weiteren Untersuchung wurde beobachtet, da das Ran GTPase System
Teilfunktionen von mitotischen Proteinen regulieren kann. Als Beispiel dieser Studie kann
das Mikrotubuli-assoziierte Protein TPX2p genommen werden. Fiir dieses wurde gezeigt, daf3
nukledre Transport-Rezeptoren zwar nicht die Mikrotubuli-Bindung beeintrdchtigen, aber
dafiir die Interaktion mit der Aurora A-Kinase inhibieren (Trieselmann et al., 2003). In
Hinblick auf das SpDamlp-Protein konnte das bedeuten, obwohl dessen Lokalisierung in
spil-25 Zellen nicht gestort ist, werden moglicherweise Protein-Interaktionen beeintriachtigt.
Obwohl in bisherigen in vitro Untersuchungen Hinweise auf eine Funktion des Ran GTPase
Systems in der Spindel-Kinetochor-Interaktion, als auch in der Kinetochorfunktion erhalten
wurden, konnte mit dieser Arbeit zum allerersten Mal der in vivo Beweis hierfiir erbracht

werden. Dabei deuten die hier erhaltenen Ergebnisse nicht nur auf einen generellen Einflufl
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von SpRan auf die Verkniipfung von Spindel-Mikrotubuli und Kinetochor hin, sondern
insbesondere auf die bipolaren Anheftung.

In dem folgenden Modell werden die hier prasentierten Ergebnisse schematisch dargestellt,
die eine wichtige Rolle der SpRan GTPase bei dem Aufbau und der Aufrechterhaltung der
mitotischen Spindel, bei der Kinetochorfunktion, sowie bei der Verkniipfung von Spindel-

Mikrotubuli und Kinetochor implizieren (Abb.6-1).

¢
/
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Abb.6-1: Modell iiber die Rolle der SpRan GTPase wihrend der Mitose

Die SpRan GTPase nimmt Einfluf3 auf die Funktion des Minus-End-gerichteten Motorproteins
Klp2p, der Mikrotubuli-assoziierten Proteine Mal3p bzw. SpDaml1p und des
Kinetochorproteins Spc7p (schwarzes Késtchen). Dargestellt sind die zwei
Schwesterchromatiden (blau) mit aufgelagertem Kinetochor (gelb), die bipolar mit den Plus-
Enden der Spindel-Mikrotubuli verkniipft sind. Dabei wird die Situation am Kinetochor
(schwarzes Késtchen) rechts in der Abbildung vergroBert dargestellt. Die Grofenverhéltnisse
sind nicht maBstabsgetreu. Nahere Erlduterung des Modells: s. Text.
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6.3 Das S. pombe Protein Peglp ist ein neues Mitglied der
evolutionar konservierten CLASP/ MAST/ Stul-Familie
Mikrotubuli-Plus-End-bindender Proteine

Proteine, die préferentiell an den hoch dynamischen Plus-Enden der Mikrotubuli lokalisiert
sind, werden der Gruppe Mikrotubuli-Plus-End-bindender Proteine zugeordnet (Ubersichts-
artikel: Mimori-Kiyosue und Tsukita, 2003). Diese ilibernechmen eine Funktion bei der
Regulation der Dynamik an den Mikrotubuli-Plus-Enden, die fiir die Anheftung des
Mikrotubuli-Zytoskeletts an unterschiedliche zelluldre Strukturen bendtigt wird. Dabei ist die
dynamische Instabilitidt, d.h. der Wechsel zwischen Phasen des Wachstums und der
Verkiirzung von Mikrotubuli sowie deren Regulation sowohl fiir das polarisierte
Zellwachstum als auch fiir die Verkniipfung von Spindel-Mikrotubuli mit dem Kinetochor
wihrend der Mitose von grofler Wichtigkeit (Mitchison und Kirschner, 1984; Desai und
Mitchison, 1997; Ubersichtsartikel: Mimori-Kiyosue und Tsukita, 2003). Mikrotubuli-Plus-
End-bindende Proteine sind entsprechend ihrer Funktion weiter zu unterteilen. Die Gruppe
der stabilisierenden Faktoren wird dabei von Vertretern unterschiedlicher Protein-Familien
reprisentiert (Ubersichtsartikel: Wittmann et al., 2001; Ubersichtsartikel: Mimori-Kiyosue
und Tsukita, 2003).

Hierzu gehort unter anderem die evolutionédr konservierte EB1-Familie, der das S. pombe
Protein Mal3p zugehort, sowie die hoch konservierte CLIP170-Familie, der die Proteine
CLIP170 bzw. CLIP115 von hoheren Eukaryoten und das CLIP170-dhnliche S. pombe
Protein Tiplp zugeordnet werden (Ubersichtsartikel: Tirnauer und Bierer, 2000; Beinhauer et
al., 1997; Ubersichtsartikel: Mimori-Kiyosue und Tsukita, 2003; Brunner und Nurse, 2000).
Die Mitglieder dieser beiden Familien iibernehmen eine Rolle bei der Regulation der
Dynamik an den Mikrotubuli-Plus-Enden. Des weiteren konnte fiir diese eine Funktion bei
der Anheftung von Spindel-Mikrotubuli an das Kinetochor sowie beim polarisierten
Zellwachstum nachgewiesen werden (Ubersichtsartikel: Tirnauer und Bierer, 2000; Beinhauer
et al., 1997; Kerres et al., 2004; Dujardin et al., 1998; Brunner und Nurse, 2000; Lin et al.,
2001; Akhmanova et al., 2001). Vor einiger Zeit wurden im Menschen zwei weitere
stabilisierende Faktoren, die CLASP-Proteine CLASP1 und CLASP2, als Interaktionspartner
von CLIP170/CLIP115 isoliert (Akhmanova et al., 2001). Diese beiden Proteine sowie
MAST/ORBIT aus D. melanogaster und Stulp aus S. cerevisiae gehoren der CLASP/ MAST/
Stul-Familie an, eine weitere Gruppe Mikrotubuli-Plus-End-bindender Proteine, der ebenfalls

eine Rolle bei der Regulation der Mikrotubuli-Dynamik sowie bei Mikrotubuli-Kinetochor-
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Interaktionen zugeordnet wird (Akhmanova et al., 2001; Maiato et al., 2002; Maiato et al.,
2003; Ubersichtsartikel: Mimori-Kiyosue und Tsukita, 2003).

Auf der Suche nach Interaktionspartnern des Mikrotubuli-Plus-End-bindenden Mal3p-
Proteins wurde ein bisher unbekanntes S. pombe Protein identifiziert (Vietmeier-Decker,
2004). Dieses Protein, das Peglp genannt wurde, weist Homologie zu den Mitgliedern der
evolutiondr konservierten CLASP/ MAST/ Stul-Familie auf. Im Verlauf dieser Arbeit konnte
gezeigt werden, dall es sich bei Peglp um einen neuen Vertreter der CLASP/ MAST/ Stul-

Proteinfamilie handelt.

6.3.1 Peglp ist ein Mikrotubuli-assoziiertes Protein, das ebenfalls
Assoziation mit dem Kinetochor aufweist

Das Peglp-Protein assoziiert wahrend der Prophase entlang der mitotischen Spindel, wobei zu
Beginn der Anaphase B und auch im weiteren Verlauf dieser mitotischen Phase Peglp nur
noch im Bereich der Spindel-Mitte zu beobachten ist. Diese Lokalisierung wurde ebenfalls fiir
Stulp in S. cerevisiae, MAST/ORBIT in D. melanogaster und CLASP1 im Menschen
beschrieben, wobei CLASP1 bereits beim Ubergang von Metaphase zu Anaphase eine
Lokalisierung auf der Spindel-Mitte aufweist (Yin et al., 2002; Maiato et al., 2002; Maiato et
al., 2003). Mittels ChIP-Analyse konnte gezeigt werden, daB3 Peglp mit der cnt-Region,
d.h. mit dem zentralen Kern, des S. pombe Zentromers assoziiert ist. In Ubereinstimmung mit
diesen Beobachtungen wurde fiir MAST/ORBIT in D. melanogaster und dem menschlichen
CLASP1 eine Lokalisierung am Kinetochor nachgewiesen (Lemos et al., 2000; Maiato et al.,
2002; Maiato et al., 2003).

Des weiteren zeigen Mutanten, in denen Stulp bzw. MAST/ ORBIT funktionell beeintrichtigt
sind, ebenso wie nach Mikroinjektion von CLASP1-spezifischen Antikorpern in HeLa-Zellen,
Defekte wahrend der Mitose (Yin et al., 2002; Inoue et al., 2000; Maiato et al., 2002; Maiato
et al., 2003). Bei der ndheren Charakterisierung des rezessiven pegl/-/ Mutantenstammes
konnte bei der restriktiven Temperatur eine stark erhdhte Fehlverteilung des chromosomalen
Materials festgestellt werden, die auf die mitotischen Anomalien in Zellen des pegl-1I
Mutantenstammes zuriickzufiihren ist. Dabei handelt es sich bei diesen Anomalien um
Defekte im Aufbau und der Aufrechterhaltung der Bipolaritdt der mitotischen Spindel.
Funktionelle Beeintrachtigungen von anderen Mitgliedern der CLASP/ MAST/ Stul-Familie
filhren ebenfalls zu denselben Problemen im Aufbau der mitotischen Spindel, die auch in
Staimmen festgestellt wurden, in denen Kinesine der BimC-Familie defekt sind (Hagan und

Yanagida, 1990; Hgan und Yanagida, 1992; Hoyt et al., 1992; Saunders und Hoyt, 1992; Yin
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et al., 2002; Inoue et al., 2000; Maiato et al., 2002; Maiato et al., 2003). Die Tatsache, dal3
Mitglieder der CLASP/ MAST/ Stul-Familie im Verlauf der Mitose die gleiche Lokalisierung
auf der Spindel-Mitte wie die Plus-End-gerichteten mitotischen Motorproteine zeigen und in
S. cerevisiae zusitzliche Kopien des BimC-Kinesins Cin8p eine sfu/ Mutation supprimieren
konnen, deutet darauthin, da3 diese Proteine iiberlappende Funktionen beim Aufbau und der
Aufrechterhaltung der mitotischen Spindel besitzen (Yin et al., 2002; Ubersichtsartikel:
Wittmann et al., 2001; Maiato et al., 2002; Maiato et al., 2003). Obwohl alle Vertreter der
CLASP/ MAST/ Stul-Familie keine Motordoméne aufweisen, wird davon ausgegangen, dafl
diese Proteine eine strukturelle Rolle in der Spindel durch Interaktion mit antiparallelen
interpolaren Mikrotubuli spielen und somit die mitotische Spindel stabilisieren (Yin et al.,
2002; Maiato et al., 2002). Im Falle von Stulp in S. cerevisiae konnte gezeigt werden, dal3
dieses Protein in der Lage ist, Homodimere zu bilden und &hnlich den BimC-Kinesinen, die
als Homotetramere wirken, wird diesem eine mogliche Funktion bei der Biindelung von
Mikrotubuli in der Spindel-Mitte zugeordnet (Yin et al., 2002).

Aufgrund der Tatsache, dall Peglp mit der zentralen Domédne des Kinetochors assoziiert,
wurde in dem peg/-/ Mutantenstamm untersucht, ob das innere Kinetochorprotein Spc7p, als
eine Komponente des konservierten Ndc80/ HEC1 Kinetochor-Komplexes, noch Assoziation
mit dem Zentromer aufweist (Wigge und Kilmartin, 2001; Bharadwaj et al., 2004; Mc
Cleveland et al., 2004; Kerres et al., 2004; He, unpublizierte Daten). Dabei konnte kein
Unterschied im Vergleich zu Wildtyp-Zellen entdeckt werden. Obwohl gezeigt werden
konnte, dal Spc7p und somit vermutlich auch der Ndc80/HEC1 Kinetochor-Komplex in
pegl-1 Zellen imstande ist, mit Zentromer-DNA zu assoziieren und keine weiteren
Verdnderungen, wie z.B. das Auftreten eines ,,Lagging-Chromosom“-Phanotyps, festgestellt
werden konnten, ist eine funktionelle Beeintrichtigung des Zentromers dennoch nicht
auszuschlieBen (Pidoux et al., 2000). Da nicht iiberpriift wurde, ob in Zellen des pegl-1I
Mutantenstammes das Peglp-Protein bzw. andere Zentromerproteine noch Kinetochor-
Assoziation aufweisen, kann es moglich sein, dal die Lokalisierung dieser gestort ist.

In einer weiteren immunofluoreszenzmikroskopischen Analyse wurde untersucht, ob in
Zellen des mal3A Mutantenstammes das Peglp-Protein noch korrekt lokalisiert ist. Dabei
konnte fiir Peglp eine unverdnderte Assoziation mit Mikrotubuli nachgewiesen werden, was
darauf hindeutet, da3 die Bindung von Peglp an Mikrotubuli unabhingig von Mal3p erfolgt.
Es muB} -wie bereits oben- angemerkt werden, dal3 trotz dieser Beobachtung keine Aussage
iiber eine moglicherweise verdnderte Kinetochor-Lokalisierung von Peglp in Zellen des

mal3A Mutantenstammes gemacht werden kann, da es im Falle von Peglp bereits schwierig
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ist, mittels Immunofluoreszenz eine Assoziation mit dem Zentromer festzustellen. Nur eine

zukiinftige ChIP-Analyse kann einen Beweis fiir eine mdgliche Verdnderung erbringen.

6.3.2 Peglp reguliert die Dynamik von Mikrotubuli und hat eine Funktion
bei der Anheftung von Spindel-Mikrotubuli an das Kinetochor

Bei der Isolation des pegl/ '-Gens war auf dem Original-Genbank-Plasmid lediglich der
C-terminale Teil des Gens enthalten. Wihrend in verschiedenen mal3 Mutantenstimmen die
Expression dieses verkiirzten Fragmentes zu einem verbesserten Wachstum fiihrt, bewirkt die
Expression des Vollingen-Gens eine Verschlechterung.

Die Frage, warum die Expression des Volldngen-Konstrukts sich negativ auf das Wachstum
der mal3 Mutanten auswirkt, wihrend eine Expression in Zellen des Wildtypstammes zu
keiner Beeintrichtigung fiihrt, konnte nach Untersuchungen an peg/-Imal3A Doppelmutanten
beantwortet werden. Die Tatsache, dal3 pegl-1mal3A Doppelmutanten bei der entsprechenden
restriktiven Bedingung besseres Wachstum als die Einzelmutanten aufweisen (Beuter,
unpublizierte Daten) und dieses verbesserte Wachstum der Doppelmutanten mit einem
Riickgang der mitotischen Anomalien im Vergleich zu den Einzelmutanten einhergeht, deutet
darauf hin, dall Mal3p und Peglp eine Rolle in demselben mitotischen Prozef3 ausiiben, die
Funktionen jedoch vermutlich antagonistisch zueinander sind. Hier besteht die Moglichkeit,
daf} die gleichzeitige Anwesenheit beider Proteine ein ausgewogenes Gleichgewicht bewirkt
und dieses Gleichgewicht verloren geht, sobald eines dieser beiden Proteine seine Funktion
nicht bzw. eingeschriankt ausiiben kann.

Die unterschiedlichen Auswirkungen, die durch Expression der verkiirzten pegl -Version
bzw. des Vollangen-Konstruktes bewirkt werden, konnen verschiedene Griinde haben.
Entweder beeintrachtigt die verkiirzte Proteinvariante die Funktion des endogenen Peglp-
Volldngenproteins durch direkte Interaktion bzw. Wechselwirkungen mit entsprechenden
Bindungspartnern bzw. Regulatoren oder die verkiirzte Version wirkt sich stabilisierend auf
die Spindel-Mikrotubuli aus. Somit konnte die verkiirzte Proteinvariante moglicherweise dem
Defekt bei der Stabilisierung von Mikrotubuli, der durch die funktionelle Beeintrdchtigung
des Mal3p-Proteins hervorgerufen wird, entgegenwirken. Diese Annahme wurde durch
Untersuchungen, die in der Arbeitsgruppe von Dr. lain Hagan durchgefiihrt wurden, erhértet
(personliche Kommunikation mit Dr. lain Hagan, Manchester). Es konnte gezeigt werden, dal3
die Expression des verkiirzten Konstrukts in Wildtyp-Zellen wie auch in Zellen des mal3A

Mutantenstammes zu einer Stabilisierung von Interphasen-Mikrotubuli fiihrt, indem die
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,Katastrophenrate*, d.h. die Haufigkeit des Wechsel von Mikrotubuli-Polymerisation in
Depolymerisation, im Vergleich zu Wildtyp-Zellen auf die Hilfte reduziert wird.

Wihrend bisherige Studien mit einigen Mitgliedern der CLASP/ MAST/ Stul-Familie darauf
hindeuten, dal diese eine stabilisierende Funktion sowohl auf mitotische als auch auf
zytoplasmatische Mikrotubuli ausiiben, konnten anhand der Charakterisierung des pegi-1
Mutantenstammes Unterschiede in der Funktion des Proteins wihrend der Interphase und der
Mitose aufgedeckt werden (Akhmanova et al., 2001; Maiato et al., 2003). Dabei stimmen
unsere Ergebnisse in Hinblick auf die Mitose mit den bisherigen Studien iiberein (Maiato et
al., 2002; Maiato et al., 2003). Es konnte gezeigt werden, dall Peglp fiir den Aufbau und die
Aufrechterhaltung der mitotischen Spindel essentiell ist und dies auf eine stabilisierende
Funktion wéhrend der Mitose hinweist. Die funktionelle Beeintridchtigung des Peglp-Proteins
und somit auch die der stabilisierenden Funktion fiihrt zu einer Art ,,Spindel-Kollaps® in
Zellen des Mutantenstammes. Gleiches wurde in MAST/ ORBIT bzw. stul Mutanten, als
auch nach Mikroinjektion von CLASP1-spezifischen Antikoérpern in HeLa-Zellen beobachtet
(Yin et al., 2002; Inoue et al., 2000; Maiato et al., 2002; Maiato et al., 2003). Aufgrund der
Kinetochor-Lokalisierung des Peglp-Proteins und dem Nachweis eines Einflusses auf die
Mikrotubuli-Dynamik kann davon ausgegangen werden, dafl Peglp wie das CLASP1-Protein
im Menschen und MAST/ ORBIT in D. melanogaster eine Rolle bei der Anheftung der
Spindel-Mikrotubuli an das Kinetochor besitzt, indem es die Dynamik an Mikrotubuli-Plus-
Enden reguliert (Maiato et al., 2002; Maiato et al., 2003). Durch das Peglp-Protein wird eine
neue ,,Klasse* von Zentromerproteinen reprisentiert, zumal bisher kein Kinetochorprotein
identifiziert wurde, das ausschlieBlich mit dem zentralen Kern des Zentromers assoziiert. Da
in unserer Arbeitsgruppe gezeigt wurde, dall die Verkniipfung von Mikrotubuli-Plus-Enden
und Kinetochor an der inneren Zentromerdoméne, der cnt- und imr-Region, stattfindet und
Peglp mit der cmt-Region assoziiert, wird die Vermutung erhédrtet, da Peglp an der
Interaktion von Spindel-Mikrotubuli und Kinetochor mitwirkt (Kerres et al., 2004).

Wie bereits oben angedeutet, ist die Funktion von Peglp in der Mitose von der wéhrend der
Interphase zu unterscheiden. Die Arbeitsgruppe von Dr. lain Hagan, die den Einflul des
Peglp-Proteins auf das Wachstum von zytoplasmatischen Mikrotubuli untersuchte, stellte
fest, dal in Zellen des pegl/-I Mutantenstammes im Vergleich zum Wildtyp die
,Katastrophenrate um die Halfte reduziert ist, was bedeutet, dal die funktionelle
Beeintrachtigung des Peglp-Proteins zu einer Stabilisierung der zytoplasmatischen
Mikrotubuli fiihrt (Hagan, unpublizierte Daten). Somit weist diese Feststellung auf eine

destabilisierende Funktion von Peglp wihrend der Interphase hin. Die Tatsache, dal} in
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bisherigen Studien den Mitgliedern der CLASP/MAST/Stul-Familie eine stabilisierende
Funktion in Bezug auf zytoplasmatische Mikrotubuli zugeordnet wird, konnte darauf
zurlickgefiihrt werden, dal3 dieser Aspekt an den menschlichen CLASP-Proteinen und somit
in vitro untersucht wurde (Akhmanova et al., 2001; Maiato et al., 2003). Dabei handelt es sich
bei dem pegl-1 Mutantenstamm um ein in vivo System, das uns ermoglicht, die Funktion des
Peglp-Proteins in seiner natiirlichen Umgebung zu studieren.

Mit der Isolation des Peglp-Proteins gelang die Identifizierung eines weiteren Mitglieds der
evolutiondr konservierten CLASP/MAST/Stul-Familie Mikrotubuli-assoziierter Proteine.
Dabei konnte gezeigt werden, dal Peglp wie die entsprechenden Familien-Vertreter der
hoheren Eukaryoten, D. melanogaster und des Menschen, eine Funktion bei der Regulation
der Mikrotubuli-Dynamik besitzt. Dieses neue S. pombe Protein wird neben einer neu
definierten Rolle beim polarisierten Zellwachstum und einer Funktion bei der Anheftung von
Spindel-Mikrotubuli an das Kinetochor, des weiteren flir den Aufbau und die

Aufrechterhaltung der bipolaren Spindel benétigt.

Mit der Identifizierung neuer Komponenten des Spindel-Apparates bzw. des Kinetochors
sowie durch die Fortsetzung der funktionellen Analyse bereits charakterisierter mitotischer
Proteine gelang es mit dieser Arbeit, die molekularen Prozesse, die fiir eine prazise Verteilung
des genetischen Materials bendtigt werden, wie der Aufbau und die Aufrechterhaltung der
mitotischen Spindel oder die Verkniipfung von Spindel-Mikrotubuli mit dem Kinetochor,

weiter aufzukliren.
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8 Anhang

8.1 Stamme

8.1.1 Bakterienstimme

Stamm Genotyp Herkunft
XL1-blue recAl, lac, endAl, gyrA46, thi, hsdR17, supE44, relAl, F’ [proAB+, lacl!, Stratagene (USA)
lacZAMI5, Tn(tet")]

GM48 thr, leu, thi, lacY, galK, galT, ara, fhud, tsx, dam, dcm, supE44 Stratagene (USA)
8.1.2 8. pombe Stamme
8.1.2.1 Ausgangsstimme

Stamm Genotyp Herkunft
UFY 39 ade6-M216, leul-32, h* P. Nurse
UFY 40 ade6-M210, leul-32, b P. Nurse
UFY 103 ade6-M210, leul-32, ura4-D6, Ch'® [ade6-M216], i’ M. Yanagida
UFY 108 ade6-M210, ura4-D6, Ch'® [ade6-M216], h* M. Yanagida
UFY 129 ade6-M210, leul-32, ura4-D18, his3A, i K. Gould
UFY 130 ade6-M210, leul-32, ura4-DI8, his3A h* K. Gould
UFY 131 ade6-M216, leul-32, ura4-D18, his3A, i K. Gould
UFY 132 ade6-M216, leul-32, ura4-D18, his3A h* K. Gould
UFY 135 mal3A::his3*, ade6-M210, leul-32, ura4-D18, his3A, h* U. Fleig

UFY 138  mphlA::ura4”, ade6-M216, leul-32, ura4-D18, I’ S. Sazer
UFY 139 mad2A::ura4’, ade6-M210, leul-32, ura4-D18, i S. Sazer
UFY 177 mal2-GFP/ kan', ade6-M210, leul-32, ura4-D6, Ch'® [ade6-M216], h* U. Fleig
UFY 209 cut9-665, leul, M. Yanagida
UFY 210 spc7-GFP/ kan', ade6-M210, ura4-D6, Ch'® [ade6-M216], h* U. Fleig
UFY 211 spil-25, ade6-M210, leul-32, ura4-D6, i’ U. Fleig

UFY 212 spil-25, ade6-M210, leul-32, ura4-D6, his3A, h* U. Fleig
UFY 229 cut7-446, leul-32, i’ [.LHagan

UFY 231  cut7-23, leul-32, b [.LHagan

UFY 232 cut7-21, leul-32, [.Hagan

UFY 233 cut7-22, leul-32, i’ [.Hagan

UFY 248  pkllDI2::ura4", ade6-M216, leul-32, ura4-DI18, h’ A. Pidoux
UFY 249  pkll A::his3", ade6-M210, leul-32, ura4-D18, his3-D1, i’ A. Pidoux
UFY 250  mall6-1, ade6-M210, leul-32, ura4-D6, i’ U. Fleig
UFY 336  alpl44 ::kan', ura4-Dx, h* U. Fleig
UFY 416  mall6-1, ade6-M210, leul-32, ura4-D6, h* Eigene Arbeit
UFY 423 mall6-1, ade6-M210, leul-32, ura4-D6, i’ Eigene Arbeit
UFY 437 kip2-D25::ura4", ade6-M216, leul-32, ura4-D18, his3-DI1, I’ R. MclIntosh
UFY 456  mal2-1, ade6-M210, i’ U. Fleig
UFY 511 [ysi-131, ¥ S. Forsburg
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Stamm Genotyp Herkunft
UFY 513 swi5-39, ura3-34, h” H. Schmidt
UFY 514  swi5-39, leu3-155, b H. Schmidt
UFY 537  IysI-131, swi5-39, h" H. Schmidt
UFY 538 ural-171, his6-365, swi5-39, i H. Schmidt
UFY 561  mal3A::ura4”, ade6-M210, leul-32, ura4-DI8, his3A h* U. Fleig
UFY 596 mal3kaFP::ura4+, ade6-M210, leul-32, ura4-D18, his3-D1, i H. Browning
UFY 597  mal2-GFP/kan’, ade6-M210, leul-32, ura4-D6, h* U. Fleig
UFY 598  pegl-GFP/kan', ade6-M210, leul-32, ura4-D6, Ch'® [ade6-M216], ¥ Eigene Arbeit
UFY 603  spdaml-GFP/kan’, ade6-M210, leul-32, ura4-D6, i’ Eigene Arbeit
UFY 605 ade6-M210, leul-32, ura4-D18, his3-D1, i© K. Gould
UFY 606 ade6-M216, leul-32, ura4-D18, his3-DI1, h* K. Gould
UFY 607  pegl-1, leul-32, ura4-D18, i I. Hagan
UFY 608  pegl-1, leul-32, ura4-DI18, his2, h* I. Hagan
UFY 617  spc7-HA/kan', ade6-M210, ura4-D6, Ch'’ [ade6-M216], b’ U. Fleig
UFY 644  mal3A::ura4”, pegl-1, ade6-M210, leul-32, ura4-DI18, his3 A, b’ U. Fleig
UFY 653 mal3-005, ade6-M210, leul-32, ura4-D18, his3A, h* U. Fleig
UFY 654  mal3-206, ade6-M210, leul-32, ura4-D18, his3A, h* U. Fleig
UFY 660  pegl-GFP/kan', ade6-M210, ura4-D6, ht Eigene Arbeit
UFY 661  pegl-GFP/kan’, ade6-M210, leul-32, ura4-D6, h* Eigene Arbeit
UFY 698  pegl-GFP/kan’, cut9-665, leul, ura4-D6, i’ Eigene Arbeit
UFY 715  pegl-1, ade6-M216, leul-32, ura4-D18, his3-1, h* Eigene Arbeit
UFY 717 cl6E8-HA/kan", ade6-M210, leul-32, ura4-D6, h” Eigene Arbeit
UFY 738 mal3-209, ade6-M210, leul-32, ura4-D18, his3A, h* U. Fleig
UFY 743 pegl kaFP::ura4+, ade6-M210, leul-32, ura4-D18, his3-DI1, i Eigene Arbeit
UFY 774  p32A48-HA/kar', ade6-M210, leul-32, ura4-D18, his3A, h Eigene Arbeit

Ch'® [ade6-M216]: 550 Kbp Minichromosom (Niwa et al., 1986)
ade6-Mx: ade6-M210 bzw. ade6-M216

ura4-Dx: ura4-D6 bzw. ura4-D18

leu-x: leul-32 bzw. leu3-155

8.1.2.2 Hergestellte Stimme

Stamm Ausgangsstimme Genotyp

UFY 237  UFX212x UFY 229  cut7-446, spil", ade6-M210, leul-32, his34, h*

UFY 238 spi]+, cut?t, leul-32, h*

UFY 239 spil-25, cut7', leul-32, ura4-D6,

UFY 240 spil-25, cut7-446, ade6-M210, leul-32, ura4-D6, his3A, i’
UFY 293  UFY 212x UFY 231  spil”, cut7’, leul-32, it

UFY 294 spil”, cut7.23, ade6-M210, leul-32, his3A, h*

UFY 295 spil-25, cut7.23, ade6-M210, leul-32, ura4-D6, his3A, ht
UFY 296 spil-25, cut7', leul-32, ura4-D6,

UFY 305 UFY 212x UFY 249  spil”, pkll", ade6-M210, leul-32, ura4-Dx, his3A, h*

UFY 306 spil-25, pklf, ade6-M210, leul-32, ura4-Dx, his3A, h*
UFY 307 spil-25, pkll A::his3", ade6-M210, leul-32, ura4-Dx, his3A, h°
UFY 308 spil”, pkll A::his3", ade6-M210, leul-32, ura4-Dx, his3A, I
UFY 316  UFY 212 x UFY 248  spil", pklI1D12::ura4”, ade6-Mx, leul-32, ura4-Dx, his3A, I’
UFY 317 spil * pkll " ade6-Mx, leul-32, ura4-Dx, h*

UFY 318 spil-25, pkliD1 2::ura4’, ade6-Mx, leul-32, ura4-Dx, b
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Stamm Ausgangsstimme Genotyp
UFY 319 spil-25, pkll”, ade6-Mx, leul-32, ura4-Dx, his3A, h*
UFY 443  UFY 416 x UFY 456  mall6-1, mal2-1, ade6-M210, leul-32, ura4-D6, i’
UFY 444 mall6', mal2”", ade6-M210, leul-32, ura4-D6, h"*
UFY 445 mall6-1, mal2”, ade6-M210, leul-32, ura4-D6, h*
UFY 446 mall6”, mal2-1, ade6-M210, leul-32, ura4-D6, i
UFY 471  UFY 135 x UFY 423 mall6", mal3*, ade6-M210, leul-32, ura4-Dx, his3A/ his3, h*
UFY 472 mall6-1, mal3", ade6-M210, leul-32, ura4-Dx, his3A/ his3", h*
UFY 473 mall6’, mal3A :-his3", ade6-M210, leul-32, ura4-Dx, his3A/ his3*, ¥
UFY 474 mall6-1, mal3A ::his3", ade6-M210, leul-32, ura4-Dx, his3A/ his3*,
UFY 479 UFY 138 x UFY 416 mallé6", mph1+, ade6-Mx, leul-32, ura4-Dx, i’
UFY 480 mall6-1, mph]+, ade6-Mx, leul-32, ura4-Dx, h*
UFY 481 mall6”, mphl A::urad”, ade6-Mx, leul-32, ura4-Dx, i
UFY 482 mall6-1, mphlA::ura4”, ade6-Mx, leul-32, ura4-Dx, h*
UFY 487  UFY 212x UFY 437  spil’, kip2", ade6-Mx, leul-32, ura4-Dx, his3-D1, i’
UFY 488 spil-25, kip2”", ade6-Mx, leul-32, ura4-Dx, h*
UFY 489 spil * klp2—D25.'.'um4+, ade6-Mx, leul-32, ura4-Dx, i
UFY 490 spil-25, klpZ—D25::ura4+, ade6-Mx, leul-32, ura4-Dx, his3-DI1, h*
UFY 558  UFY 139 x UFY 416 mall6-1, mad2A::ura4”, ade6-M210, leul-32, ura4-Dx, i
UFY 609  UFY 561 x UFY 598  pegl-GFP/kan’, mal3A::ura4”, ade6-M210, leul-32, ura4-Dx, his3,
Ch'® [ade6-M216], h*
UFY 612 UFY 561 x UFY 603 spdamI-GFP/kan’, mal3A::ura4", ade6-M210, leul-32, ura4-Dx, his3A,
e
UFY 656  UFY 212 x UFY 596 mal3kaFP.'.'ura4+, spil-25, ade6-M210, leul-32, ura4-Dx, his3A, ¥
UFY 657  UFY 212x UFY 603  spdaml-GFP/kan’, spil-25, ade6-M210, leul-32, ura4-D6, his3A,
UFY 662  UFY 596 x UFY 608  mal3pkGFP::ura4", pegl-1, ade6-M210, leul-32, ura4-D18, his2/ his34,
=
UFY 693  UFY 210 x UFY 211 spc7-GFP/kan’, spil-25, ade6-M210, leul-32, ura4-D6, i’
UFY 697  UFY 209 x UFY 660  pegl-GEP/kan’, cut9-665, ura4-D6, h*
UFY 698 pegl-GFP/kan’, cut9-665, leul, ura4-D6, i
UFY 706 UFY 336 x UFY 607 alpl4+, pegl-1, leul-32,leul-32, ura4-Dx, h’
UFY 707 alp144::kan’, pegl”, ura4-Dx, b’
UFY 708 alpl44::kan’, pegl-1, ura4-Dx, h*
UFY 709 alpl4’, pegl”, leul-32, ura4-Dx, h*
UFY 710  UFY 664 x UFY 708  pegl-1, mal3A::ura4", ade6-M210, ura4-Dx, h*
UFY 711 pegl-1, alpl44::kan', mal3A::ura4’, ura4-Dx, b
UFY 712 pegl-1, alpl4A.::kan", leul-32, ura4-Dx, i’
UFY 713 pegl-1, ade6-M210, leul-32, ura4-Dx, nt
UFY 718  UFY 211 x UFY 597  mal2-GFP/kan’, spil-25, ade6-M210, leul-32, ura4-D6,h"
UFY 721  UFY 423 x UFY 597  mal2-GFP/kan’, mall6-1, ade6-M210, leul-32, ura4-D6, i’
UFY 734  UFY 210 x UFY 607  spc7-GFP/kan’, pegl-1, ura4-Dx, i’
UFY 776  UFY 617 x UFY 698  spc7-HA/ kan”, pegl-GFP/kan’, cut9-665, ura4-D6, h’

Ch'® [ade6-M216]: 550 Kbp Minichromosom (Niwa et al., 1986)
ade6-Mx: ade6-M210 bzw. ade6-M216

ura4-Dx: ura4-D6 bzw. ura4-D18
leu-x: leul-32 bzw. leu3-155
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8.1.2.3 Stimme des mall6 -Kartierungsversuchs

Stamm Ausgangsstimme Genotyp

UFY 40 ade6-M210, leul-32, i

UFY 132 ade6-M216, leul-32, ura4-D18, his3A h*

UFY 248 pklIDI12::ura4", ade6-M216, leul-32, ura4-DI8, I’
UFY 416 mall6-1, ade6-M210, leul-32, ura4-D6, h*

UFY 456 mal2-1, ade6-M210, i’

UFY 511 lysl-131,

UFY 513 swi5-39, ura3-34, h'

UFY 514 swid-39, leu3-155, ¥

UFY 517  ((UFY 416 x UFY 511) x UFY 40) mall6-1, lys1-131, ade6-M210, leul-32, i’

UFY 519  (UFY 517 x UFY 513) mall6-1, ade6-M210, leul-32, swi5-39, i’

UFY 537 lys1-131, swi5-39, ht

UFY 538 ural-171, his6-365, swi5-39, h°

UFY 539  (UFY 519 x UFY 513) mall6-1, swi5-39, h*

UFY 540 (UFY 519 x UFY 513) mall6-1, leul-32, swi5-39, i’

UFY 541  (UFY 456 x UFY 514) mal2-1, swi5-39, ade6-M210, h

UFY 542  (UFY 456 x UFY 514) mal2-1, swi5-39, leu3-155, h"

UFY 564  ((UFY 132 x UFY 514) x UFY 248) pkllD12::ura4", leu-x, ura4-D18, swi5-39, h’

UFY 567 (UFY 132 x UFY 540) mall6-1, ade6-M216, leul-32, ura4-D18, swi5-39, h*
UFY 717 UFY 103 cl6E8-HA/kan', ade6-M210, leul-32, ura4-D6, h”
UFY 748  UFY 248 x UFY 416 mall6-1, pkl1DI12::ura4", ade6-Mx, leul-32, ura4-Dx, h*
UFY 774  UFY 605 P3248-HA/kan', ade6-M210, leul-32, ura4-D18, his3A, I
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